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S1

sl/en

Pri postopkih gojenja nediferenciranih EMC in indukciji njihove diferenciacije in
vitro je pomembno, poleg ustrezne sestave gojiSC, zagotavljati tudi primeren
substrat za pritrjanje kolonij EMC. Hranilna plast je plast celic, obi¢ajno MEF, ki
se jo nasadi v gojilne posode, nanje pa se nato nasadi EMC. Celice hranilne plasti
izloCajo takSne ekstracelularne proteine, ki omogocajo pritrjanje EMC ter
regulatorne molekule, ki so pomembne za vzdrZzevanje nediferenciranega stanja
EMC. Raziskave gojenja hEMC so usmerjene v iskanje primernih hranilnih plasti
humanega izvora. Ve celicnih tipov se je ze izkazalo za uspesne (hREMC so
ohranile podobne znacilnosti kot hEMC gojene na MEF, izrazale so povrSinske
oznacevalce SSEA-4, Tra-1-60 in Tra-1-81 (in niso izrazale SSEA-1),
transkripcijske dejavnike Oct-4, Sox-2 in Nanog, encime alkalna fosfataza in
telomeraza ter so ohranile diferenciacijski potencial, ko so jih gojili v embrioidnih
telescih ali jih presadili, da so tvorile teratome v ksenotransplantatih). Nase delo
je bilo usmerjeno v raziskovanje moznosti uporabe ASC iz mas¢obnega tkiva kot
hranilne plasti za rast hREMC. ASC so podobne MMC iz kostnega mozga, ki so ze
bile uporabljene za hranilne plasti. Zaetni rezultati so obetavni, saj je pri hREMC
gojenih na ASC nediferenciran fenotip moc¢no izrazen. Izrazeni so vsi oznacevalci
nediferenciranega stanja, ki smo jih preizkusali (SSEA-4, Tra-1-60, Tra-1-81) ter
transkripcijski dejavniki Oct-4, Sox-2 in Nanog (slednji je celo malo povecan).
Izrazen pa je tudi SSEA-1, ki je oznaCevalec diferenciacije in ga nediferencirane
hEMC ne izrazajo, ter gena Brachyury in Sox-17, ki prav tako nakazujeta
diferenciacijo. Izrazanje genov bo potrebno preizkusiti Se na proteinskem nivoju.
Opazili smo spremembe v hitrosti rasti in morfologiji ASC ter MMC v razli¢nih

.....

.....

hEMC in MEF, kolagen I pa se ob menjavi v gojis¢e za hEMC sprosti iz celic. Ob
menjavi gojisa se poveca tudi podvojevalni ¢as. Predvidevamo, da je klju¢na
komponenta, ki povzroci spremembo, bFGF in priporo¢amo nadaljne raziskave v
tej smeri.
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sl
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Culture of undifferentiated ESC and induction of differentiation require control of
culture medium composition and the use of an appropriate substrate for cell
attachment. For this purpose, mouse embryonic fibroblasts are usually seeded into
culture dishes, and used as feeder layer. Feeder cells synthesize extracellular
matrix proteins that enable ESC attachment, as well as regulatory molecules
involved in maintenance of undifferentiated ESC state. Studies have been
focusing on search of appropriate feeder layer cells of human origin. Several cell
types have been shown to support growth undifferentiated hESC, with
characteristics similar to hESC cultured on MEF (expression of surface markers
SSEA-4, Tra-1-60 and Tra-1-81 (absence of SSEA-1), transcription factors Oct-4,
Sox-2, Nanog, enzymes alkaline phosphatase and telomerase, as well as potential
for differentiation when cultured in embryoid bodies and fromation of teratomas
after xenotransplantation). Our study was aimed at testing adipose stem cells -
ASC as possible feeder cells for hESC. ASC are similar to MSC from the bone
marrow, which have previously been used as feeders for hRESC. Our initial data is
promising, showing strong expression of undifferentiated phenotype markers
(SSEA-4, Tra-1-60, Tra-1-81) and transcription factors (Oct-4, Sox-2, Nanog -
the latter slightly increased in comparison to hESC cultured on MEF). Some
SSEA-1 expression was also detected, as well as increased Brachyury and Sox-17
gene expression, indicating induction of cell differentiation. Further studies of
differentiation markers on protein level are suggested. Additionally, we have
noticed changes in growth rate and morphology of ASC and MSC in different
culture media. Cells exhibited narrow elongated morphology in hESC medium
compared to MEF medium, and stress fibers were noticed in ASC. Matrix
components laminin and fibronectin were detected in both media, and release of
collagen I from the cells was noted after the change from MEF to hESC medium.
We have noted differences in doubling time in different culture media. Our
results indicate the role of bFGF in these changes, suggesting further studies in
this direction.
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ASC
bFGF
Celice iPS
CFU-F
c-Myc
cond
DAPI
DMEM

DMEM/F12

DMSO
DNA
EGF
ECM
EMC
FACS

FBS
Flt-3
GFP
G-CSF

GM-CSF

h

HGF
HI-serum
HLA
HMG-box
ICM

IL

IVF

KIf

KM

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Avtogenska hranilna plast (angl. autogeneic feeder layer)

Maticne celice iz mas¢obnega tkiva (angl. adipose stem cells)

Bazi¢ni fibroblastni rastni dejavnik (angl. basic fibroblast growth factor)
Inducirane pluripotentne celice (angl. induced pluripotent stem cells)
Fibroblast kolonijske enote (angl. colony-forming-unit fibroblast)

Gen, ki kodira protein iz druzine Myc transkripcijskih dejavnikov
Prilagojeno gojisce (angl. conditioned medium)

4' 6-diamidino-2-fenilindol

Dulbeccovo modificirano gojisce (angl. Dulbecco’s modified Eagle’s
medium)

Dulbeccovo modificirano gojis¢e: hranilna meSanica F-12 (angl.
Dulbecco's modified Eagle's medium: nutrient mixture F-12)
Dimetil sulfoksid

Deoksiribonukleinska kislina

Epidermalni rastni dejavnik (angl. epidermal growth factor)
Ekstracelularni matriks

Embionalna matic¢na celica (angl. embryonic stem cell)

Locevaje fluorescentno oznacenih celic (angl. cell fluorescence-activated
cell sorting)
Fetusni serum goveda (angl. fetal bovine serum)

FMS podobna tirozinska kinaza 3 (angl. FMS-like tyrosine kinase 3)
Zeleni fluorescirajoci protein (angl. green fluorescent protein)

Spodbujevalni dejavnik rasti kolonij granulocitov (angl. granulocyte
colony-stimulating factor)

Spodbujevalni dejavnik rasti kolonij granulocitov in makrofagov (angl.
granulocyte/macrophage colony-stimulating factor)

Humani (pridevnik)

Hepatocitni rastni dejavnik (angl. hepatocyte growth factor)
Toplotno inaktiviran serum (angl. heat inactivated serum)
Humani levkocitni antigen (angl. human leukocyte antigen)
Angl. high mobility group box

Notranja celi¢na masa (angl. inner cell mass)

Interlevkin (angl. interleukin)

Oploditev in vitro (angl. in vitro fertilization)

Angl. Kriippel-like factor

Kostni mozeg (angl. bone marrow)
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KMC Krvotvorna mati¢na celica (angl. haematopoietic cell)

KO-DMEM  »Knockout« DMEM (angl. knockout Dulbecco’s modified Eagle’s edium)

KO-SR »Knockout« nadomestek seruma (angl. knockout serum replacement)

LIF Levkemicni inhibirajo¢i dejavnik (angl. leukemia inhibitory factor)

LT-CIC Angl. long-term culture initiating cell

MC Matic¢na celica (angl. stem cell)

M-CSF Spodbujevalni dejavnik rasti kolonij makrofagov (angl. macrophage
colony-stimulating factor)

MEF Misji embrionalni fibroblast (angl. mouse embryonic fibroblast)

MMC Mezenhimska mati¢na celica (angl. mesenchymal stem cell)

MNC Mononuklearna celica (angl. mononuclear cell)

mRNA Informacijska RNA (angl. messenger RNA)

Oct-4 Oktamer-4 (angl. octamer-binding transcription factor 4)

Pax-6 Angl. paired box gene 6

PBS Fosfatni pufer (angl. phosphate buffered saline)

PCR Verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)

POL2 RNA polimeraza II (angl. RNA polymerase II)

Rex-1 RNA eksonukleaza 1 (angl. RNA exonuclease 1)

RNA Ribonukleinska kislina (ribonucleic acid)

RPMI Angl. Roswell Park Memorial Institute (gojiS¢e je poimenovano po tej
ustanovi)

RT-PCR Reverzna transkripcija in verizna reakcija s polimerazo (angl. reverse
transcription polymerase chain reaction)

SCF Angl. stem cell factor

SCID Huda kombinirana imunska pomanjkljivost (angl. severe combined
immunodeficiency disease)

SCNT Prenos somatskega jedra, kloniranje (angl. somatic cell nuclear transfer)

Sox-2 Angl. SRY-related HMG-box gene 2

Sox-17 Angl. SRY-related HMG-box gene 17

SR Nadomestek seruma (angl. serum replacement)

SSEA-1 Angl. stage-specific embryonic antigen 1

SSEA-4 Angl. stage-specific embryonic antigen 4

STO Misja embrionalna fibroblastna celi¢na linija

SVF Stromalna vaskularna frakcija (angl. stromal vascular fraction)

TeSR1/ Definirano gojis¢e za gojenje EMC

mTeSR1

TGFB1 Transformirajoci rastni dejavnik g1 (angl. transforming growth factor 1)

TNFa Dejavnik tumorske nekroze o (angl. tumor necrosis factor a)



Xl
Tajnsek U. Uporaba mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva ... gojenje embrionalnih mati¢nih celic.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

Tra OkrajSava za antigene prisotne na EMC

T75 Gojilna posoda s povr§ino 75 cm?

VEGF Vaskularni endotelijski rastni dejavnik (angl. vascular endothelial growth
factor)

XTT Tetrazolijeva sol 3'-{1-[(fenilamino)-karbonil]-3,4-tetrazolijev}-bis (4-

metoksi-6-nitro) benzensulfonski kisli hidrat
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SLOVARCEK

Pojem

Razlaga

Adherentne celice

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

Alogensko*

Tkivo, celice ali organ drugega osebka iste bioloske vrste, ki pa je
genetsko razlicen in zato tudi imunsko neskladen. »Alogenska
uporaba« je uporaba tkiv in celic, odvzetih eni osebi in uporabljenih pri
drugi osebi.

Avtologno*/avtogensko

Tkivo, celice ali organ, ki jih presadimo istemu osebku, ki jih je
daroval. Nanasa se lahko tudi na proteine, ¢e jih presadimo istemu
osebku, ki jih je daroval. »Avtologna uporaba« je uporaba tkiv in celic,
odvzetih in uporabljenih pri isti osebi.

Apoptoza

Proces, ki poteka v celici, ko ta propade na nadzorovan nacin.

Biomaterial

Naraven ali sinteti¢ni material (npr. kovina ali polimer), ki je primeren
za uporabo skupaj z zivim tkivom, posebno kot del medicinskega
pripomocka (npr. umeten sklep).

Blastocista*

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

Blastomera

Celica, ki nastanje z brazdanjem oplojene jajcne celice.

Celi¢na linija*

Definirana celi¢na populacija, ki jo daljSe ¢asovno obdobje ohranjamo
v kulturi in vitro. Ponavadi pri teh celicah pride do spontane
transformacije oz. dediferenciacije v bolj primitivno obliko, kar
podaljsa zivljenjsko dobo celic.

Citokini*

Citokini so topni izlocki celic, ki omogocajo medceli¢no komunikacijo,
spodbudijo imunski odziv in razmnozevanje celic. Termin citokin se
nanasa na heterogeno skupino topnih proteinov in peptidov, ki v
nanomolarnih in pikomolarnih koncentracijah delujejo kot humoralni
regulatorji in v normalnih ali patoloskih pogojih regulirajo delovanje
tkiv in celic.

Dediferenciacija*

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

Diferenciacija*

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

Ektoderm*

Ena izmed treh zarodnih plasti, ki se med drugim razvije v zivéni
sistem in kozo.

Embrioidno telesce*

Okrogel skupek celic, ki nastane iz embrionalne mati¢ne celice, Ce jo
gojimo v suspenzijski kulturi. Embrioidna telesca vsebujejo celice vseh
treh zarodnih plasti. Embrioidna telesca ne nastajajo pri normalnem
razvoju, ampak se razvijejo samo v pogojih in vitro.
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Embrionalna karcionomska
celica*

Pluripotentne maligno sprememnjene celice, ki jih vsebujejo
teratokarcinomi.

Embrionalna mati¢na celica*

Pluripotentne matic¢ne celice, ki jih najdemo v zgodnjem zarodku —
blastocisti (~5. dan) in jih lahko izoliramo iz notranje celicne mase,
preden ta zacne tvoriti klicne plasti.

Endoderm* Ena izmed treh zarodnih plasti, ki se med drugim razvije v prebavni
sistem.

Ex vivo* Zunaj Zivega organizma, velikokrat pomeni isto kot in vitro.

FACS Loc¢evanje fluorescentno oznaéenih celic. Angl. cell fluorescence-

activated cell sorting.

Fibroblastne celice

Celice s fibroblastno (razra$¢eno) obliko. Fibroblastna celica sintetizira
ekstracelularni matriks, strukturno mrezo za zivalsko tkivo. Najbolj
pogoste so v vezivnem tkivu. Lahko nastanejo iz mati¢nih celic ob
dodatku ustreznih rastnih dejavnikov.

Histokompatibilnostni antigeni

Antigeni oz. oznacevalci, ki se nahajajo na povrsini celic in so
pomembni za ujemanje tkiv med darovalcem in prejemnikom. V
primeru neujemanja pride do zavrnitve presadka.

Hisni gen

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

»HMG-box«

Proteinska domena, ki sodeluje pri vezavi DNA v procesih
transkripcije, replikacije in popravljanja DNA, v vseh, kjer je potrebna
sprememba konformacije kromatina.

Hranilna plast

Plast celic, na katerih se goji embrionalne mati¢ne celice (EMC). S
svojimi lastnostmi in interakcijami z EMC pomembne za vzdrzevanje
nediferenciranega stanja EMC.

Imunofenotip

Imunoloski oznacevalci na povrsini celice. Dolo¢imo ga z
imunocitokemi¢nimi reakcijami.

Inducirana pluripotentna mati¢na
celica (iPSC)*

Vrsta pluripotentnih celic, ki jih umetno pridobimo iz diferenciranih
odraslih somatskih celic. Celice iPSC so pridobili s transfekcijo
somatskih celic z zgodnjimi embrionalnimi geni, ki se znacilno mo¢no
izrazajo v pluripotentnih embrionalnih mati¢nih celicah (geni Oct-4,
Sox-2 in nekateri drugi). Za prenos genov se lahko uporabi retroviruse
ali druge vektorje. Celice iPSCs z izrazanjem teh embrionalnih genov
pridobijo vse lastnosti pluripotentnih celic.

In vitro* Izraz, ki se uporablja za procese, ki potekajo v umetnem okolju izven
zivega bitja (npr. v epruveti).
In vivo* Lat. v zivem. Izraz, ki se uporablja za procese, ki potekajo v Zivem

organizmu.
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Interlevkini

Skupina citokinov, ki jih izlo¢ajo zlasti makrofagi. Interlevkini so
pomembni medceli¢ni mediatorji, ki sodelujejo zlasti pri komunikaciji
med levkociti in tudi drugimi celicami imunskega sistema

Klonogenost

Sposobnost celice tvoriti klon, to pomeni proliferacijo ene specifi¢ne
celice v celi¢no populacijo.

Kloniranje*

Kloniranje (celice, zivega bitja) je ustvarjenje enega ali ve¢ osebkov
(celic), ki so genetsko identi¢ni izvornemu osebku (celici). Je torej vrsta
umetnega nespolnega razmnozevanja. Izraz se uporablja tako za
kloniranje bakterij kot tudi zivali oz. cloveka. Kloniranje DNA je
pomnozevanje dolocenega odseka DNA in se uporablja pri tehnikah
molekularne biologije. Kloniranje se lahko uporablja za reprodukcijo
(reproduktivno) in za raziskovalne oz. terapevtske namene, pri cemer
poskusajo pridobiti bolniku identiéne embrionalne mati¢ne celice
(terapevtsko kloniranje).

Konfluenca*

Preras¢enost dna gojilne posodice s celicami. Ce so celice konfluentne
pomeni, da so popolnoma prerasle dno posode.

Krvotvorne mati¢ne celice*

So multipotentne maticne celice, ki se lahko razvijejo v vse tipe krvnih
celic, kar vkljucuje mieloidne (monociti in makrofagi, nevtrofilci,
bazofilci, eozinofilci, eritrociti, megakariociti/trombociti, dendritske
celice) in limfoidne linije (T-celice, B-celice, NK-celice). Nahajajo se v
kostnem mozgu.

Ksenogeno Pridibljeno iz organizma druge vrste (npr. ¢e gre za humano uporabo, iz
zivali).
Liposukcija Kirurska tehnika za odstranitev lokaliziranega podkoznega mascevja z

vsesavanjem skozi kanilo, uvedeno pod kozo.

Mati¢na celica*

Nediferencirana celica, ki se s t.im. nesimetri¢no delitvijo lahko
samoobnavlja, pri cemer nastane ena njej enaka hcerinska celica, hkrati
pa druga, bolj diferencirana héerinska celica. Ta ima manjsi razvojni
potencial, ker je bolj diferencirana.

Mezoderm*

Ena izmed treh zarodnih plasti, ki se razvije v misice, kost in kri.

Mikromreza

Mreza z naneSenimi kratkimi odseki DNA kot sondami za
identifikacijo posameznih genov. Lahko merimo izrazanje in
koncentracijo (moc izrazanja) genov. Zaznavanje je fluorescentno.

Mezenhimske mati¢ne celice*

Multipotentne matic¢ne celice, ki se lahko diferenicrajo v celice kosti,
hrustanca, miSic in v mas¢obne celice. Nahajajo se tudi v kostnem
mozgu, ki je vir mnogih vrst mati¢nih celic.

Morula*

Zgodnja stopnja v razvoju zarodka oziroma celic, ki nastane v prvih
dneh po prvi delitvi zigote. Vsebuje okrog 16 celic. Z nadaljnimi
delitvami se razvije v blastocisto.

Multipotentna mati¢na celica*

Celica, z manjSo/0zjo potentnostjo/sposobnostjo diferenciacije kot
plutipotentna in totipotentna mati¢na celica. Multpotentna celica lahko
tvori razli¢ne tipe celic, ki pa vsi pripadajo isti liniji. Vecina tkivno
specifi¢nih mati¢nih celic iz odraslih tkiv je multipotentnih. Primer:
krvotvorna (hematopoetska) mati¢na celica.

Nisa*

Celi¢no mikrookolje, ki nudi podporo in draZljaje, ki so nujno potrebni
za ohranjanje samoobnovitvenega potenciala.
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Notranja celi¢na masa*

Notranja skupina celic v blastocisti, ki v kulturi in vitro tvori
embrioidna telesca, iz katerih osamimo embrionalne mati¢ne celice

Onkogeni potencial

Zmoznost povzroc¢anja maligne preobrazbe.

Oploditev in vitro

Oploditev jajceca zunaj zenskega telesa, v epruveti.

Oznacevalci (pluripotentni,
tkivno specifi¢ni)*

Genotipski (geni) ali fenotipski (proteini) oznaéevalci, ki so znadilni za
dolocen tip celic. Z njimi lahko identificiramo celice.

Pasaza*

Presaditev celic v celi¢ni kulturi; ponavadi presaditev opravimo, ko
celice v kulturi dosezejo konfluentno stanje.

Pluripotentna mati¢na celica*

Celica, sposobna tvoriti vse telesne celice, vkljucno z germinalnimi
celicami. Primer so embrionalne mati¢ne celice. Znanstveni dokaz, da
so neke celice pluripotentne, je njihova sposobnost diferenciacije v
celice vseh treh zarodnih plasti (endoderm, ektoderm in mezoderm).

Plasti¢nost*

Sposobnost odraslih mati¢nih, da se spremenijo v celico druge zarodne
plasti ali da se spremenijo v odrasle celice drugega tkiva, kamor jih
pred tem prenesemo. Te znacilnosti pokaZzejo tkivne mati¢ne celice kot
odgovor na fizioloske potrebe ali drazljaje. Mehanizem plasticnosti ni
popolnoma pojasnjen in je sestavljen verjetno iz dediferenciacije,
transdiferenciacije, transdeterminacije ter morda celo celi¢ne fuzije
med odraslimi in mati¢nimi celicami.

Potentnost*

Sposobnost mati¢nih celic za diferenciacijo.

Predniska celica, tudi usmerjena,
matic¢na celica*

Potomka mati¢ne celice v direktni liniji. Je celica, iz katere nastanejo
nove celice po seriji celi¢nih delitev. V cloveskem telesu se iz
progenitorne celice razvije ve¢ kot 200 razli¢nih celi¢nih tipov.

Prilagojeno gojisce

Gojisce, ki se zbira s hranilnih celic in se uporabi za gojenje
embrionalnih mati¢nih celic.

Regenerativna medicina*®

Veja medicine, ki se ukvarja z obnovo fizioloskih funkcij organov in
tkiv in pri tem lahko uporablja tudi in vitro gojene celice, metode
tkivnega inZenirstva, razlicne naravne rastne faktorje in druge
biotehnoloske metode.

Reproduktivno kloniranje*

Cilj reproduktivnega kloniranja je ustvariti osebek, ki je genetsko
identi¢na kopija osebka, ki je daroval somatsko jedro, ki se vstavi v
izpraznjen oocit (prenos somatskega jedra). Izpraznjeni oocit e vedno
vsebuje vse sestavine, ki so potrebne za razvoj v blastocisto. To lahko
nato vsadimo v maternico, kjer se razvije v osebek. Prvi primer
reproduktivnega kloniranja je bila ovcka Dolly.

Samoobnavljanje,
Samopomnozevanje*

Posebna sposobnost mati¢ne celice, da s celicno delitvijo nastane vsaj
ena hcerinska celica, ki je popolnoma enaka materinski in ima enako
latentno sposobnost diferenciacije. Vzdrzevanje mati¢nosti je rezultat
sodelovanja $tevilnih mehanizmov in ekspresije t.im. pluripotentnih
genov. Celi¢na delitev je ponavadi asimetri¢na in zato se druga
potomka lahko usmeri v doloceno smer razvoja.
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SCID Je huda kombinirana imunska pomankljivost. Bolezen nastane zaradi
nedelujocih T in B- limfocitov. Obstaja ve¢ genetskih razlicic, skupno
pa se kot posledice bolezni pojavljajo nezmoznost normalnega
napredovanja v razvoju, kronic¢na diareja in respiratorne infekcije ter
limfopenija. SCID miske se uporabljajo za testiranje pluripotentnosti
embrionalnih mati¢nih celic.

Serum Tekoca frakcija krvi, ki so ji odstranjene krvne celice (eritrociti,
levkociti, trombociti) in dejavniki strjevanja krvi (fibrinogen).
Sestavljen je iz 90% vode, 7% beljakovin (albumini, globulini) ter 2%
elektrolitov, hranil in hormonov.

Somatska celica* Vsaka telesna celica razen gamet (jajéeca in spermiji).

Somatska maticna celica* Multi- ali oligopotentna, nediferencirana mati¢na celica, ki jo v
majhnem Stevilu najdemo v razli¢nih tkivih in organih ploda ali odrasle
osebe. Do dolocene mere ima sposobnost samoobnavljanja in
ustvarjanja potomk, ki se diferencirajo v specializirane celice tega tkiva
oz. organa. Kaze, da se lahko odrasle mati¢ne celice diferencirajo tudi v
celice drugih tkiv, kar imenujemo »plasticnost«.

Tkivno inzenirstvo* Kombinacija bioloskih, inzenirskih in medicinskih pristopov pri
ustvarjanju bioloskih nadomestkov za izgubljena ali okvarjena nativna
tkiva.

Terapevtsko kloniranje* Cilj terapevtskega kloniranja je pridobiti celice, ki so enake celicam

bolnika. Pridobimo jih s prenosom somatskega jedra v izpraznjen oocit
oz. kloniranjem odrasle celice. Iz klonirane blastociste lahko izoliramo
embrionalnih mati¢nih celic, iz katerih lahko nato in vitro vzgojimo
dolocena tkiva, ki so identi¢na pacientu in zato po presaditvi bolniku ne
pride do zavrnitvene reakcije. Terapevtsko kloniranje daje precejs$ne
obete za zdravljenje v prihodnosti. Trenutno v Evropi $e ni dovoljeno
(stanje 1. 2009).

Teratokarcinom Teratokarcinom je epitelijski malignom, ki je nastal iz prirojene
razvojne napake kakega organa ali tkiva. Teratomi spadajo med
teratokarcinome.

Teratom* Tumor, sestavljen iz skupka razli¢nih tipov tkiva. Vsebuje celice vseh

treh zarodnih plasti. Ce pluripotentne matiéne celice vbrizgamo v
imunokompromitirane miske, se razvijejo v teratom, kar uporabljamo
kot bistveni in vivo dokaz njihove pluripotentnosti.

Totipotentna mati¢na celica*® Celica, sposobna tvoriti celoten organizem vkljucno z
ekstraembrionalnim tkivom (trofoblast). Totipotentne celice v naravi so
zigota in blastomere, ki nastanejo v zgodnjih celi¢nih delitvah morule,
pred nastankom blastociste, ko pride do prve diferenciacije celic in
izgube totipotentnosti. Pri rastlinah so totipotentne meristemske celice.

Transdeterminacija*® Proces, pri katerem predniSke maticne celice ene usmeritve nenadoma
spremenijo v celice druge prednisSke usmeritve, npr. iz mezodermalnih
nastanejo ektodermalne prednice. Pojem je privzet iz embriologije
Drosophile, pri kateri so pod dolocenimi pogoji opazovali preobrazbe
nog v krila in obratno. Transdeterminacija je verjetno naraven pojav in
eden od mehanizmov plasti¢nosti mati¢nih celic. Mehanizem $e ni
popolnoma pojasnjen.
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Transdiferenciacija* Proces, pri katerem se tkivne matic¢ne celice iz enega tkiva odraslega
spremenijo (oz. diferencirajo) v specializirane celice drugega tkiva.
Transdiferenciacija je naraven pojav in je eden od mehanizmov
plasti¢nosti mati¢nih celic. Mehanizem $e ni popolnoma pojasnjen.

Trofoblast* Del blastociste, ki ne pripada zarodku in se ugnezdi v materni¢no steno
ter kasneje razvije v fetusni del placente.

Unipotentna celica* Celica, ki je sposobna le razvoje v eno celi¢no linijo.
Virusna transfekcija Vnos genov v celico z virusi.
Zarodna celica (tudi kli¢na) Celica, iz katere izhajajo gamete (zenske oz. moske spolne celice).

* Rozman in Jez, 2009




Tajnsek U. Uporaba mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva ... gojenje embrionalnih mati¢nih celic.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

1 UVOD

V clovekovem telesu (in tudi pri zivalih) se nahaja posebna vrsta celic, ki jih ohranjamo v
sebi vse zivljenje, imenujemo jih mati¢ne celice (MC, angl. stem cells). MC nam
omogocajo, da se naSa tkiva in organi, kljub Stevilnim poskodbam in okvaram tkiv, do
katerih prihaja v vsakdanjem zivljenju, obnavljajo. MC so nediferencirane celice zarodka
(embrija) ali odraslega, ki imajo sposobnost dolgotrajnega deljenja (neskon¢no dolgo
podvajanje) in tvorbe sebi identi¢nih kopij (samoobnavljanja) ter hkrati diferenciacije v
bolj usmerjene tkivne celice. Najdemo jih v vseh tkivih odraslega ¢loveka (epitelu (Slack,
2000), prebavilih (Marshman in sod, 2002), skeletnih miSicah (Asakura in sod., 2001),
oceh (Coles in sod., 2004), jetrih (Herrera in sod., 2006 ), dojki (Bdcker in sod., 2002),
zobni pulpi (Miura in sod., 2003), kozi (Alonso in Fuchs, 2003), lasnih mesickih (Lavker
in sod., 1993), periferni krvi (To in sod., 1997), mascobnem tkivu (Zuk in sod., 2002),
testisih (De Rooij, 2003), prostati (Hudson in sod., 2000), popkovni¢ni krvi (McGuckin in
sod., 2005) ter v ovarijih (Gosden, 2004)) in so odgovorne za nadomescanje odmrlih
celic ali popravljanje posSkodb tkiv. Z njimi lahko zdravimo dolocene degenerativne,
presnovne, prirojene in rakaste bolezni ter mehanske poskodbe tkiv in organov.

Maticne celice glede na sposobnost diferenciacije lahko razdelimo na toti-, pluri-, multi- in
unipotentne. Delitev je prikazana v Preglednici 1.

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

Totipotentne celice Sposobne so se diferencirati v vse celi¢ne tipe, vkljuno s spermiji in jajceci.
Clovesko telo sestavljajo razliéne vrste celic (teh je ve¢ kot 200) in vse izvirajo
iz ene same celice zigote 0z. oplojenega jajceca. Totipotentno je torej oplojeno
jajcece.

Pluripotentne celice Sposobne so se diferencirati v vse tri zarodne plasti (mezoderm, ektoderm in
endoderm), ne morejo pa se vec razviti v trofoblast (del blastociste, ki se
vgnezdi v steno maternice in se kasneje razvije v posteljico). Take so npr.
krvotvorne mati¢ne celice, hemangioblasti in mezenhimske maticne celice.
Sem spadajo tudi embrionalne mati¢ne celice.

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

Unipotentne celice Sposobne so se diferenciati le v en celi¢ni tip. Take so npr. predniske epitelne
(predniske celice) maticne celice.

Embrionalne mati¢ne celice (EMC) izvirajo iz celic zgodnjega zarodka, 5-7 dni po
oploditvi (Thomson in sod., 1998). Teoreticno se lahko razvijejo v katerokoli celico
Cloveskega telesa. Pri postopkih gojenja nediferenciranih EMC in indukciji njihove
diferenciacije in vitro je pomembno zagotavljati naslednje (Godier in sod., 2008):

e primeren substrat za pritrjanje kolonij EMC (hranilna plast ali matriks sestavljen iz
ekstracelularnih proteinov, kot so laminin, fibronektin in vitronektin),

e sestavo gojiS¢ (regulatorne molekule, ki jih proizvajajo celice hranilne plasti in
delujejo kot parakrini dejavniki ali pa so dodane gojiscu za gojenje EMC),
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e medceli¢ne stike (zaradi interakcij med celicami, ki so posledica gojenja EMC v
skupkih po 10 ali ve¢ celic, nastajajo avtokrini dejavniki in signali) in

e primerno tridimenzionalno okolje (biomateriali).

Hranilna plast je plast celic, obicajno misjih embrionalnih fibroblastov (MEF), ki se jo
nasadi v gojilne posode, nanje pa se nato nasadi EMC. Celice hranilne plasti izlo¢ajo
taksne ekstracelularne proteine, ki omogocajo pritrjanje EMC ter regulatorne molekule, ki
so pomembne za vzdrzevanje nediferenciranega stanja EMC. Raziskave gojenja EMC so
usmerjene v iskanje primernih hranilnih plasti humanega izvora in ve¢ celi¢nih tipov se je
ze izkazalo za uspesne (ve¢ v Pregledu objav).
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Slika 1: Tkiva, kjer se obeta zdravljenje z mati¢nimi celicami (Stem..., 2001)

Gojenje in diferenciacija EMC na t.i biomaterialih (biolosko prenosljivih in razgradljivih
tridimenzionalnih nosilcih) bi omogocilo pripravo c¢loveskih tkiv ali organov v
laboratoriju. Ta pristop imenujemo tkivno inZenirstvo. Tkivno inZenirstvo kombinira
bioloske, inzenirske in medicinske pristope pri ustvarjanju bioloskih nadomestkov za
izgubljena ali okvarjena nativna tkiva (Vunjak-Novakovic, 2006). Uspes$ni primeri
tkivnega inzenirstva so priprava nadomestkov hrustanca, kosti, ligamentov, krvnih zil,
sréne misice, skeletne miSice, jeter, trebusne slinavke, ledvic, plju¢ in mozganov (Vunjak-
Novakovic, 2006; Stem..., 2001; Slika 1). TakSna tkiva je moZzno uporabiti kot in vitro
modele za raziskave zgodnjega razvoja, raziskave razli¢nih bolezni, za testiranja razlicnih
zdravil in kemikalij ter kot nadomestna tkiva (Langer in Vacanti, 1993). Posebno pri
uporabi za zdravljenje pa bo potrebno nadaljevanje raziskav, ki bodo zagotovile varnost
uporabe mati¢nih celic. Pri presaditvi nediferenciranih mati¢nih celic pride do tvorbe
teratomov, ker Se nimajo razvitih nadzornih genetskih mehanizmov. NovejsSe Studije
nakazujejo moznost uspesne uporabe EMC za zdravljenje stanj po infarktu in poSkodb
centralnega Ziv€nega sistema. Z uporabo takSnih celic vstopa regenerativna medicina v
poplnoma novo obdobje.
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1.1 NAMEN DELA

Namen naSega dela je preveriti ali lahko mati¢ne celice, ki se nahajajo v mas¢obnem tkivu,
uporabimo za hranilne plasti pri gojenju EMC. Za mati¢ne celice, ki se nahajajo v
mascobnem tkivu, smo se odlocili, ker je mas¢obnega tkiva dovolj na razpolago ter bi se
potencialno lahko uporabljalo za pripravo avtolognih hranilnih plasti. Poleg tega so
populacije celic, izolirane iz mascobnega tkiva, podobne mezenhimskim mati¢nim celicam
iz kostnega mozga (stromalne celice), ki so jih Ze uspesno uporabili za hranilne plasti
(Cheng in sod., 2003).

1.2 HIPOTEZA
Nasa delovna hipoteza je bila, da se maticne celice iz mas¢obnega tkiva v hranilnih plasteh

obnasajo podobno kot mezenhimske mati¢ne celice iz kostnega mozga in podpirajo rast
nediferenciranih EMC.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 EMBRIONALNE MATICNE CELICE

Matic¢ne celice so bile odkrite pri preucevanju tipa raka, imenovanega teratokarcinom. Leta
1964 so raziskovalci ugotovili, da lahko izolirajo eno celico iz teratokarcinoma in ta bo
ostala v kulturi nediferencirana. Ta tip celic je postal znan kot embrionalne karcinomske
celice (Andrews in sod., 2005).

Embrionalne mati¢ne celice so prvi¢ pridobili iz misjih zarodkov leta 1981 (Evans in
Kaufman, 1981; Martin, 1981).

Prvo linijo Cloveskih EMC je vzpostavil James A. Thomson s sodelavci leta 1998, iz
blastociste, ki so jo pridobili s postopkom oploditve in vitro (IVF, angl. in vitro
ferilization). Thomson in sod. so osamili celice notranje celicne mase zarodka (ICM, angl.
inner cell mass) v stopnji blastociste (Slika 4), preden se zacnejo razvijati zarodne plasti
novega organizma. ICM sestavlja 150 — 250 celic (Rozman in sod., 2007). Obdajajo jih
celice trofoblasta, ki se vgnezdijo v steno maternice in se kasneje razvijejo v placento in
druge strukture, ki povezujejo zarodek s krvnim sistemom matere. EMC lahko po izolaciji
iz blastociste namnozimo v kulturi.

EMC lahko izoliramo tudi iz morule (Strelchenko in sod., 2004) (Slika 3) ali pa jih
pridobimo iz posameznih izoliranih blastomer (Klimanskaya in sod., 2006).

Zaradi unicenja blastociste oz. morule pri izolaciji so EMC eti¢no sporne. V terapiji se Se
ne uporabljajo, ker lahko po transplantaciji povzrocijo nastanek tumorjev. EMC se lahko
uporabljajo za testiranje farmacevtskih substanc, za razvojne Studije, za $tudij prirojenih
napak in raka pri otrocih ter za pridobivanje gamet in zarodkov. EMC so pluripotentne,
izrazajo telomerazo zato se jim med delitvijo ohranja dolzina telomer. V kulturi lahko
prezivijo zelo dolgo ¢asa in ohranjajo normalen kariotip, na voljo so tudi etablirane celicne
linije (Bongso in Richards, 2004).

Na Sliki 2 je prikazan zgodnji embrionalni razvoj ¢loveka.

Cloveske embrionalne mati¢ne celice lahko torej pridobimo na veé¢ naginov. Navadno jih
pridobimo s postopkom oploditve in vitro (Thomson in sod., 1998), tj. v epruveti, kjer v
laboratorijskem okolju zdruzimo jajéece in spermije. Drugi nacin pridobivanja
embrionalnih mati¢nih celic je kloniranje (Hwang in sod., 2004), pri katerem jaj¢ni celici
odstranijo jedro, spermije pa nadomesti jedro ali cela somatska celica bolnika (angl.
somatic cell nuclear transfer, SCNT). Med celicama pride do zlitja in nastanka nove
totipotentne celice, ki se lahko po razvoju v morulo in blastocisto razvije v cel organizem.
Torej lahko jedro diferencirane somatske celice reprogramiramo na stanje podobno
embrionalnemu, ¢e ga prenesemo v »izpraznjeno« jajéno celico. Tak pristop uporabljajo
pri reproduktivnem kloniranju (primer je znana ovca Dolly) (Wilmut in sod., 1997).
Klonirane embrionalne mati¢ne celice, pridobljene iz blastociste, lahko gojimo in
vitro, jih razmnoZimo in nato uporabimo za zdravljenje bolnika, ki je prispeval somatsko
celico. Ves postopek v tem primeru imenujemo terapevtsko kloniranje (Jaenisch in sod.,
2002).
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Slika 3: Morula 4 dni po oploditvi (In vitro..., 2009)  Slika 4: Blastocista 5 dni po oploditvi (notranja
celi¢na masa je oznacena z ICM, angl. inner cell
mass) (Blastocyst..., 2009)

Zaradi Ze prej omenjene eticne spornosti pridobivanja embrionalnih mati¢nih celic so se
zaCele razvijati alternativne tehnike pridobivanja pluripotentnih celic. Leta 2006 je prislo
do odkritja, ki je mo¢no razburkalo strokovno javnost. Takahashi in Yamanaka sta uspela
odrasle mis$je fibroblaste spremeniti v pluripotentne celice. Reprogramiranje (Slika 5) sta
izvedla z vstavitvijo Stirih genov (Oct-4, Sox-2, c-Myc in KIf) v fibroblaste s pomocjo
virusne transfekcije. Te celice sta poimenovala inducirane pluripotentne maticne celice
(celice iPS, angl. induced pluripotent stem cells). Celice iPS kazejo lastnosti pluripotentnih
MC (izrazajo znacilne oznacevalce, povzrocajo teratome v SCID miSkah, po injeciranju v
blastocisto sodelujejo pri tvorbi tkiv zarodka) (Takahashi in Yamanaka, 2006). Leto
kasneje, novembra 2007, so pridobili tudi humane celice iPS (Takahashi in sod., 2007; Yu
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in sod., 2007) in teoreti¢no odprli moznost za pridobivanje MC iz skoraj vsake cloveske
celice. Slabost pri metodi reprogramiranja je bila uporaba gena c-Myec, ki je onkogen, Se
bolj pa retroviralni vnos genov, kar lahko kasneje pri bolniku privede do maligne alteracije
presajenih celic. Lani, to je leta 2008, so pridobili celice iPS iz trebusnih in jetrnih celic
odrasle miske z retrovirusnim vnosom genov. Te iPS celice so bolj podobne EMC kot
celice iz predhodnih §tudij in tudi niso tumorigene. NovejSe raziskave so usmerjene v
nevirusne metode vnosa, saj so geni, ki so potrebni za reprogramiranje somatskih celic,
lahko v genom vstavljeni na naklju¢nih mestih (Aoi in sod., 2008).

Reprogramiranje vkljuc¢uje sekvencno aktivacijo pluripotentnih oznacevalcev
in stohasti¢ne epigenetske dogodke
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Slika 5: Reprogramiranje vkljuCuje sekvencno aktivacijo oznadevalcev pluripotentnosti in stohasti¢nih
epigenetskih dogodkov (Jaenisch in Young, 2008: 572). (A) Kinetika pojavljanja oznacevalcev
pluripotentnosti. Za alkalno fosfatazo in SSEA-1 pozitivne celice se lahko zazna ze 3. ali 9. dan po
transdukciji dejavnika, medtem ko se GFP izrazen iz endogenega Oct-4 ali Nanog lokusa pojavi Sele po dveh
tednih. Virusno vneSeni dejavniki morajo biti izrazeni dva tedna, da lahko zac¢nejo proces reprogramiranja
(Brambrink in sod., 2008). (B) V Oct-4-GFP ali Nanog-GFP fibroblaste so bili vneseni Stirje dejavniki.
Kolonije, ki so kazale transformiran fenotip so bile GFP negativne in so bile klonirane nekaj dni po infekciji.
Posledice kasnejsega kloniranja so bili subkloni, ki so aktivirali GFP ob razli¢nih ¢asih (Meissner in sod.,
2007). Ker so bili subkloni pridobljeni iz iste okuzene celice, je epigenetski dogodek pomemben za
reprogramiranje.

2.1.1 Fenotip EMC

EMC izrazajo povrSinske oznacevalce SSEA-4, Tra-1-60 in Tra-1-81 (in ne izrazjo SSEA-
1), transkripcijske dejavnike Oct-4, Sox-2, Nanog in c-kit (Preglednica 2), encime alkalna
fosfataza in telomeraza ter ohranijo diferenciacijski potencial.

Genetske Studije so najprej pokazale, da sta homeodomenska transkripcijska dejavnika
Oct-4 in Nanog esencialna regulatorja zgodnjega razvoja in identitete EMC (Chambers in
sod., 2003). Oba se izrazata v pluripotentnih EMC in v notranji celi¢ni masi blastociste
(ICM), iz katere se pridobi EMC. Motnja v Oct-4 in Nanogu povzro¢i izgubo
pluripotentnosti in nepravilno diferenciacijo ICM in EMC v trofoektoderm in
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izvenembrionalni endoderm (Chambers in sod., 2003). Zadnje raziskave nakazujejo funcijo
Nanoga v smeri stabilizacije pluripotentnega stanja, bolj kot v smeri ohranjanja
pluripotentnosti EMC (Chambers in sod., 2007). Oct-4 lahko tvori heterodimer s »HMG-
box« (angl. high mobility group box) transkripcijskim dejavnikom Sox-2 v EMC in Sox-2
prispeva k pluripotentnosti, vsaj delno, z regulacijo ravni Oct-4 (Masui in sod., 2007). Oct-
4 se med zgodnjo diferenciacijo celice utisa. Klju¢ne vloge, ki jih igrajo Oct-4, Sox-2 in
Nanog med zgodnjim embrionalnim razvojem in njihov unikaten vzorec izrazanja
(Chambers in sod., 2003) napeljujejo k vlogi teh regulatorjev, ki je osrednja v
transkripcijski regulatorni hierarhiji, ki doloca identiteto EMC (Slika 6).
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Slika 6: Model glavnih regulatornih poti EMC (Jaenisch in Young, 2008: 574). Oct-4, Sox-2 in Nanog
transkripcijski dejavniki (modro) zasedejo transkripcijsko aktivne gene, vklju¢no s transkripcijskimi dejavniki in
signalnimi komponentami, ki so potrebne za vzdrzevanje stanja EMC. Ti trije regulatorji tudi zasedejo utiSane
gene, ki kodirajo transkripcijske dejavnike, ki, ¢e so izrazeni, povzroc¢ajo druga bolj diferencirana stanja celic.
Na tem drugem setu genov RNA polimeraza II (POL2) zac¢ne traskripcijo, a ne proizvaja celotnih transkriptov
zaradi represivne vloge PcG proteinov. PcG proteini preprecijo RNA polimerazi, da bi postala popolen
transkripcijsko-elongacijski aparat (kot je prikazano s fosforiliranimi »zvezdicami« na repu POL2 encima).
Avtoregulatorna zanka, kjer se Oct-4, Nanog in Sox-2 povezejo vsak s svojim promotorjem je prikazana spodaj
levo.

Identifikacija genov, na katere vplivajo Oct-4, Sox-2 in Nanog, je omogocila vpogled v
molekularne mehanizme, s katerimi ti transkripcijski dejavniki prispevajo  k
pluripotentnosti v humanih in mis§jih EMC (Boyer in sod., 2005). Ti eksperimenti so
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prinesli tri kljucne ugotovitve: (1) Oct-4, Sox-2 in Nanog se skupaj vezejo na lastne
promotorje in tvorijo med seboj povezano avroregulatorno zanko, (2) pogosto hkrati
zasedejo tarcne gene in (3) Oct-4, Sox-2 in Nanog hkrati delujejo na dva seta genov, na
enega, ki se aktivno izraza in na drugega, ki je utiSan v EMC, a ostane pripravljen za
naknadno izrazanje med celicno diferenciacijo (Boyer in sod., 2005). Ta opazanja so
razkrila klju¢ne znacilnosti genetske logike pluripotentnosti in zagotovila dokaze za to,
kako multipli transkripcijski regulatorji lahko skupaj nadzirajo celicno identiteto.

Diferenciacijski potencial celic se lahko preveri z in vitro gojenjem v obliki embrioidnih
telesc, ali pa se celice presadi v SCID miske z okvarjenim imunskim odzivom in ugotavlja
nastanek teratomov (Characterization..., 2007).

Preglednica 2: Embrionalni oznacevalci — transkripcijski dejavniki

Oznacevalec | Funkcija

Oct-4 Je kljucni regulator pluripotentnosti in pripada druzini POU transkripcijskih dejavnikov
(sinonimi: POUS5f1, Oct-3, Oct-3/4). Izraza se v EMC. Njegovo izrazanje se zmanjsa, ko se
celice diferencirajo. Je edini znani transkripcijski dejavnik, ki se specifiéno izraza v
zgodnjem zarodku, zarodnih celicah in pluripotentnih celicah. Z eksperimenti s
transgenskimi misjimi celicami so dokazali, da je Oct-4 nujen za pluripotentnost celic —
zarodki z inaktiviranim Pou5f1 lokusom niso bili sposobni razviti ICM. Kvantitativne
Studije pa so pokazale, da EMC v odvisnosti od ravni izrazanja Oct-4 vzdrzujejo
pluripotentnost ali pa diferencirajo (Morris in sod., 2005).

Sox-2 Sox-2 je gen brez intronov, ki kodira transkripcijski dejavnik SOX-2 (sinonim: SRY-box 2,
sex determining region-box 2), ki je kljucen za samoobnavljanje in ohranjanje
nediferenciranega stanja EMC (SOX2 SRY, 2008).

Nanog Transkripcijski dejavnik Nanog je pomemben regulator v zgodnjem razvoju sesalcev in
kljucen dejavnik za dolocanje pluripotentnosti v EMC. Nanog se veze na promotorje vec sto
genov in preko Se vedno neznanih mehanizmov regulira njihovo izrazanje. Izrazanje genov
lahko regulira pozitivno ali negativno. Mutacija, kjer je izni¢ena funkcija Nanoga je letalna
ze v embrionalnem razvoju, povzro¢i pa tudi diferenciacijo v linijjo EMC podobno
endodermu. Povecano izrazanje Nanoga pa omogoci samoobnavljanje misjih EMC brez
prisotnost leukemicnega inhibitornega dejavnika (LIF). ZmanjSano izraZzanje Nanoga v
EMC vodi v diferenciacijo celic. Zanimivo je, da se Nanog veze na promotorje, na katere se
vezeta tudi Oct-4 in Sox-2 (Jauch in sod., 2008).

c-kit c-kit je tirozin kinazni receptor, ki se izraza na krvotvornih celicah, predniskih celicah in
tudi na celicah iz nekrvotvornih tkiv. Humani tirozin kinazni receptor se imenuje tudi
CD117, nanj pa se veze »stem cell« dejavnik. V KM se c-kit specificno izraza na predniskih
celicah. Med zorenjem celic se njegovo izraZzanje zmanj$a, z izjemo pri mastocitih, kjer se
ohrani visoko izrazanje. Pri miSih je posledica mutacij v lokusu, ki kodira receptor ali v
lokusu, ki kodira ligand, letalna anemija, napake KMC in pomanjkanje mastocitov.
Receptor c-kit sproza ve¢ signalnih poti, ki so pomembne za regulacijo proliferacije,
prezivetja in drugih klju¢nih funkcij KMC. Ima tudi onkogeni potencial, saj konstitutivno
izrazanje c-kit receptorja lahko povzroci nastanek tumorja (Edling in Hallberg, 2007).

Oznacevalce EMC lahko detektiramo z imunoloskim barvanjem s fluorescentno
oznacenimi protitelesi (Slika 7) in PCR v realnem casu.
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Slika 7: Identifikacija povrSinskih oznacevalcev s pomocjo fluorescentnih znack (Stem..., 2001: E-2)

EMC so klonogene, to pomeni, da lahko iz ene same EMC nastane kolonija genetsko
identic¢nih celic ali klonov, ki imajo enake lastnosti kot originalna celica (Stem..., 2001).

V celicnem ciklu EMC manjka nadzorna tocka Gl, tako so vecino Casa v S fazi, med
katero sintetizirajo DNA. Za razliko od diferenciranih somatskih celic EMC ne potrebujejo
stimulusa za iniciacijo replikacije DNA.

EMC ne kaZejo inaktivacije kromosoma X. V vsaki somatski celici Zzenske je eden izmed
dveh kromosomov X inaktiviran. To se ne zgodi v nediferenciarnih EMC (Stem..., 2001).

2.1.2 Sprosobnost diferenciacije EMC

Pluripotentne EMC se lahko razvijejo (diferencirajo) v celice vseh treh primarnih zarodnih
plasti zarodka (endoderma, mezoderma in ektoderma), to je v vseh 200 razli¢nih tipov
celic, ki gradijo ¢lovesko telo (Meng in sod., 2007).

Obstaja mnogo razlicnih tehnik za diferenciacijo EMC. Te vkljucujejo odstranjevanje
kemic¢nih signalov in molekularnih vzrokov za vzdrzevanje nediferenciranega stanja,
medtem ko hkrati zagotavljajo molekularne signale, ki povzrocajo diferenciacijo. Obicajno
se EMC diferencira v dvodimenzionalni (2D) kulturi ali v suspenzijski kulturi celicnih
agregatov ali sferoidov, ki lahko nastanejo klonalno ali z agregacijo mnogih EMC. Te
celicne agregate imenujemo embrioidna telesca (ET), ker posnemajo mnogo vidikov
normalnega embrionalnega razvoja. Druga metoda, ki je bila razvita je indukcija
diferenciacije in organizacije celic v tridimenzionalnem (3D) polimernem nosilcu.

ET lahko nastanejo na mnogo nacinov, ki vkljuCujejo suspendiranje celic v gelih, ki
omejujejo njihovo migracijo, prenos in gojenje celic v neadhezivnih posodah in nasajanje
celic z metodo visecih kapljic, kar sprozi oblikovanje celi¢nih agregatov (Levenberg in
sod., 2006).
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V 2D kulturi pride do spontane diferenciacije zaradi odvzema dejavnikov, ki povzrocajo
samoobnovo celic. Npr. pri mi§jih EMC bi odvzeli dejavnik LIF. V primeru humanih EMC
je potrebna posebna previdnost pri odstranjevanju hranilnih celic iz kulture. To se obi¢ajno
naredi z lo¢evanjem EMC od posode s kolagenazo. Raztopljene EMC se nato nasaja
direktno v gojilne posode, ki so predhodno prekrite z Zelatino (Levenberg in sod., 2006).

Polimerni nosilci predstavljajo obetajo¢ sistem za oblikovanje 3D tkiv med postopkom
diferenciacije. Omogocajo fiz¢ne iztocnice za orientacijo in razsirjanje celic. Imajo pore, ki
omogocajo prostor za preoblikovanje tkivnih struktur. Lahko se uporabi tudi usmerjena
razgradnja nosilca kot orodje za lokalizirano in kontrolirano dostavo rastnih dejavnikov. /n
vitro diferencirani tkivni konstrukti so potencialno uporabni za presaditve (Levenberg in
sod., 2006).

Diferencirane celice lahko nato izoliramo iz kulture z razlicnimi tehnikami (locevaje
fluorescentno oznacenih celic — FACS, gensko spremenjeni selekcijski oznacevalci,
prednostno odlepljanje in pritrjanje, mehanska izolacija definiranih struktur). Nato
izolirane diferencirane celice okarakteriziramo (izrazanje specificnih oznacevlacev...). S
prenosom v vec€je merilo (angl. scale-up) lahko pridobljene informacije prenesemo v
tkivno inZenirstvo (Levenberg in sod., 2006).

Kot oznacevalci diferenciacije se pogosto pojavljajo geni Brachyury, Pax-6 in Sox-17.
Izrazanje gena Brachyury nakazuje diferenciacijo v mezoderm (Yamaguchi in sod., 1999),
izrazanje gena Pax-6 diferenciacijo v ektoderm (Li in sod., 1994) in izrazanje gena Sox-17
difereciacijo v endoderm (Sinner in sod., 2004).

EMC se lahko razvijejo v katerokoli celico. Za razliko od njih so odrasle MC bolj omejene
v diferenciacijskem potencialu.

MC lahko torej iz njihovega naravnega okolja presadimo v novo mikrookolje. Takrat
pridobijo lastnosti, ki ustrezajo novemu okolju. To sposobnost prilagoditve in spremembe
mati¢ne celice imenujemo plasti¢nost (Rozman in sod., 2007; Zipori, 2005; Ratajczak in
sod., 2008). Plasticnost pomeni, da so mati¢ne celice poleg samoobnavljanja,
proliferacije in diferenciacije sposobne pridobiti tudi fenotip celic iz drugacnega
tkiva, v doloCenih primerih pa celo preskociti iz ene zarodne plasti v drugo (npr. iz
mezoderma v endoderm). MC imajo torej sposobnost spremeniti se v odrasle celice, ki
imajo znacilne lastnosti in specializirano delovanje, npr. sré¢ne, kozne ali zivéne celice. V
znanstvenih krogih trenutno prevladuje mnenje, da je plasti¢nost mozna, a se naravno
pojavlja zelo redko (npr. da bi mezenhimska celica postala Zivéna ali sr¢na celica).

Preglednica 3: Komponente plasti¢nosti mati¢nih celic (RoZman in sod., 2007; Zipori, 2005)

Dediferenciacija Razvoj odrasle ali linijsko usmerjene celice prednice v bolj primitivne oblike.

Transdeterminacija Preskok v drugo prednisko celi¢no linijo.

Transdiferenciacija Sposobnosti, ki omogoci diferencirani celici, da pridobi fenotipske znacilnosti
druge diferencirane celice.

Plasti¢nost oz. spremenljivost mati¢nih celic je osupljiva in kaze, da je sestavljena iz Stirih
elementov: 1z sposobnosti za dediferenciacijo, transdeterminacijo, transdiferenciacijo
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(Preglednica 3) in celo za fuzijo z drugimi, Ze diferenciranimi celicami v tkivu, iz ¢esar
nastane popolnoma nova celi¢na vrsta.

2.2 POSTOPKI GOJENJA EMC

Populacije mati¢nih celic se nahajajo v »niSah« — specifi¢nih anatomskih lokacijah, ki
uravnavajo nastanek, vzdrzevanje in popravilo tkiv z mati¢nimi celicami. NiSa varuje
mati¢ne celice pred izCrpanjem, medtem ko S§Citi gostitelja pred prevelikim
pomnozevanjem mati¢nih celic. Tvori osnovno enoto tkivne fiziologije in vkljucuje
signale, ki zagotavljajo uravnoveSen odziv mati¢nih celic na potrebe organizmov. NiSa
lahko tudi izzove patologije, saj lahko povzroci nepravilno delovanje mati¢nih celic ali
drugih komponent znotraj niSe. Interakcija med maticnimi celicami in njihovimi niSami
ustvarja dinamicni sistem, ki je potreben za obstoj tkiv in za temeljen koncept delovanja
zdravil iz mati¢nih celic. Lokacija mati¢nih celic ni dovolj za dolocitev niSe, saj ima nisa
tako anatomske kot funkcionalne dimenzije (Scadden, 2006). Pri vretencarjih niSo EMC in
vivo predstavlja trofoblast.

Nise lahko posnemamo in vitro z vzpostavitvijo primernega okolja za gojenje EMC, pri
¢emer imajo pomembno vlogo hranilne plasti. Hranilna plast ni definirano okolje gojenja.

Na Sliki 8 je prikazan postopek vzpostavitve linije EMC.

i
Blastocista “.'\ i

Notranja }
! Ty,

celiéna B
masa D

P

= b
et e el
B

‘\_;/Inaktivirani
/ S MEF

Disoclacija
celicin

W presaditev
Nove
hranilne

celice

Vzpostavljena

kultura EMC \\_//

Slika 8: Postopek vzpostavitve linije EMC (Stem..., 2001: C-2)

Poleg hranilnih plasti pa je pri gojenju EMC zelo pomembna sestava gojisca.



12
Tajnsek U. Uporaba mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva ... gojenje embrionalnih mati¢nih celic.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

2.2.1 Sestava gojisca za gojenje EMC

Osnova gojisca za gojenje EMC je KO-DMEM z visoko vsebnostjo glukoze ali meSanica
DMEM/F12, kateremu je dodan serum ali serumski nadomestek, neesencialne
aminokisline, L-glutamin, [-merkaptoetanol in bFGF (Preparation..., 2007;
Characterization..., 2007)

Tradicionalno gojisc¢e vsebuje FBS (fetusni serum goveda, angl. fetal bovine serum)
(Thomson in sod., 1998), a se vedno bolj nadomesca z razli¢nimi alternativami. Ena izmed
teh je humani serum (Richards in sod., 2002). Problem s FBS in humanim serumom je, da
sta kompleksni mesanici, ki vsebujeta neznane sestavine. Vsaka serija se tudi razlikuje v
sposobnosti vzdrzevanja EMC v nediferenciranem stanju. Serum lahko tudi vsebuje
dejavnike, ki inducirajo diferenciacijo EMC. Da bi se izognili tem problemom, nekateri
raziskovalci uporabljajo optimizirane brezserumske pogoje in uporabljajo bazi¢ni
fibroblastni rastni dejavnik (bFGF, angl. basic fibroblast growth factor) in bolj definiran
nadomestek seruma (KO-SR, angl. knockout serum replacement), ki Se vedno vsebuje
zivalske proteine. Koivisto in sod. (2004) poroc¢ajo, da se EMC hitreje delijo v gojiscu, ki
vsebuje nadomestek seruma, kot v gojiscu s FBS.

Raziskovalci so pojav raziskovali naprej — z metodo mikromrez so ugotavljali vzorec
znanih oznacevalcev EMC podobno, prav tako diferenciacijska sposobnost embrioidnih
telesc, je bilo preko 100 genov drugaCe izrazenih. Iz tega lahko predvidevamo, da so
spremembe v sestavi gojisca zelo pomembne za EMC. Pri optimizaciji gojis¢a je torej
potrebno nadzorovati spremembe v izrazanju genov. Gojis€e z nadomestkom seruma se
lahko uporablja tudi za pridobivanje novih linij EMC (Inzunza in sod., 2005).

Za razliko od mi§jih EMC, dejavnik LIF (angl. leukemia inhibitory factor) ne more
vzdrzevati nediferencirane rasti humanih EMC brez hranilnih celic in zato ni komponenta,
ki bi imela pomemben vpliv na EMC. Do sedaj Se ni bila odkrita nobena komponenta, ki bi
imela na humane EMC takSen vpliv, kot ga ima LIF na mis§je EMC.

NovejSe Studije kazejo, da igra pomembno vlogo pri vzdrzevanju pluripotentnosti EMC
bFGF (Xu in sod., 2005b; Levenstein in sod., 2006). bFGF je potreben, da celice ostanejo
v nediferenciranem stanju (inducira izrazanje gremlina, ki inhibira indukcijo diferenciacije
s kostnimi morfogenimi proteini) (Pereira in sod., 2000). Nujen je v kulturi na hranilnih
celicah kot tudi v kulturah brez hranilnih plasti in brezserumskih sistemih. Dodatek visokih
koncentracij bFGF lahko podpira rast EMC na Matrigelu brez predhodnega prilagajanja
gojisca na hranilnih celicah (Xu in sod., 2005a).

2.2.2 Hranilne plasti in substrati za gojenje EMC

Kot je Ze omenjeno v uvodu, so hranilne plasti s svojimi lastnostmi in interakcijami z EMC
pomembne za vzdrzevanje nediferenciranega stanja EMC. Hranilne plasti so osnova za
gojenje EMC in so zelo pomembne v razli¢nih raziskavah (raziskovanje embrionalnega
razvoja, diferenciacije v tkiva razli¢nih zarodnih plasti, potencialna uporaba diferenciranih
celic v regenerativni medicini...). Ker pa so tradicionalno uporabljani MEF Zivalskega
izvora, se jih skuSa nadomescati s cloveskimi celicnimi linijjami, znanstveniki pa
vzpostavljajo tudi kulture EMC, ki bi se jih lahko gojijo brez hranilnih plasti. Zivalske
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celice so lahko izvor ksenogenov (lahko je neziva zivalska komponenta, torej ni patogen,
pa morda povzro¢a odziv telesa) in patogenov, ki ne smejo biti prisotni v primeru
terapevtske uporabe.

Kulture EMC lahko »humaniziramo« z nadomestitvijo MEF s primarnimi cloveskimi
celicami ali imortaliziranimi ¢loveskimi celi¢nimi linijami. Za ve¢ celi¢nih tipov je Ze bilo
pokazano, da podpirajo nediferencirano rast EMC. Taki so primarni ¢loveski fibroblasti iz
prepucija (Hovatta in sod., 2003; Inzunza in sod., 2005), fetusni fibroblasti (Richards in
sod., 2002; Lee in sod., 2004), parenhimske celice iz dojke (Lee in sod., 2004), epitelne
celice iz jajénikov (Richards in sod., 2004), endometrijske celice iz maternice (Lee in sod.,
2004), fibroblasti iz posteljice (Genbacev in sod., 2005) in stromalne celice iz kostnega
mozga (Cheng in sod., 2003). Prav tako so bile uspesno uporabljene avtogenske hranilne
celice, ki so bile pridobljene z diferenciacijo samih EMC (Stojkovic in sod., 2005; Wang in
sod., 2005).

V Studijah, ki zmanjSujejo uporabo zivalskih komponent, so EMC ohranile podobne
znacilnosti kot EMC, gojene na MEF. Prav tako so izrazale povrSinske oznacevalce SSEA-
4, Tra-1-60 in Tra-1-81 (in niso izrazale SSEA-1), transkripcijske dejavnike Oct-4, Sox-2
in Nanog, encime alkalno fosfatazo in telomerazo ter ohranile diferenciacijski potencial, ko
so jih gojili v embrioidnih telescih ali jih presadili, da so tvorile teratome v
ksenotransplantatih.

Manj raziskav je bilo usmerjenih v preuc¢evanje specificnih znacilnosti razli¢nih hranilnih
celic in mikrookolij, ki jih te proizvajajo (na primer profil citokinov, ki jih izlo¢ajo) v
sokulturi z EMC. Tako so izrazanje vimentina (znacilen je za mezenhimske maticne celice)
zaznali pri fibroblastih iz posteljice in avtogenskih hranilnih celicah (Genbacev in sod.,
2005; Wang in sod., 2005). Avtogenske hranilne celice izrazajo nekatere oznacevalce
mezenhimskih mati¢nih celic (MMC) (Stojkovic in sod., 2005a). Tipicen MMC
oznacevalec pa je bil zaznan tudi na stromalnih celicah kostnega mozga, uporabljenih za
hranilne plasti (Cheng in sod., 2003).

Z namenom razviti alternative dokaj nedefiniranim pogojem v »humaniziranih« kulturah,
so se mnoge Studije osredotocCile na doloCanje natancnih sestavin substrata in gojisca, ki
omogocajo gojenje nediferenciranih EMC. V eni od prvih §tudij je Xu s sod. (2001)
pokazal, da lahko EMC gojimo na Matrigelu (ekstrakt bazalne membrane Engelbreth-
Holm-Swarmovega mis§jega tumorja, ki ga sestavljajo laminin, kolagen tipa IV, entaktin,
heparin sulfatni proteoglikani in rastni dejavniki) in samem lamininu kot substratu, ce
uporabimo gojisce, ki je bilo prilagojeno na MEF. Alternativno so celice uspesno gojili na
Matrigelu v gojiscu, ki je bilo prilagojeno z inkubacijo na avtogenskih hranilnih celicah
(Stojkovic in sod., 2005a).

Gojenje EMC na definiranem matriksu bo omogocalo strikten nadzor nad vklju¢enimi
sestavinami. Leta 2006 so Ludwig in sodelavci objavili protokol za popolnoma definiran
postopek gojenja EMC, ki izkoriSa proteinske sestavine, ki so pridobljene iz
rekombinantnih virov ali ¢isti humani material. Z uporabo tega protokola so raziskovalci
pridobili dve novi celi¢ni liniji EMC. Na Zalost sta bili obe kariotipsko nenormalni po
sedmih mesecih v kulturi (Ludwig in sod., 2006), kar je upravicilo nadalnje raziskovanje.
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Preglednica 4: Razli¢ni viri hranilnih plasti in njihove znacilnosti

Znacilnosti e
Hranilna plast . . | Referenca Pasaza Linija EMC karakterizacija
hranilne plasti .
EMC celic
e Thomson in H1* H7* H9*,
Mg | od., 1998 < H13*% H14*
Zivalska embrionalni Richards in
hranilna plast fibroblasti sod., 2002 <3 HES-3, HES-4
Celi¢na linija Park in sod., Linija Miz—hESlf", Miz- Povriinski
STO 2003 hES2*, Miz-hES3* antigeni:
i geni:
Wang mn SOd., 5.15 H1.SHI1. SH2. SH7* imunocitokemija,
; ; 2005 ’ i i i retocna
Avtogenska Hranilne celice Stojkovic in P .
1 ) pridobljene iz d 2-12 hES-NCL1, H1 ciometrya,
granilna plast EMC SO - 2005a SSEA-3, SSEA-
Xu in sod., Linija H7, H9 4, SSEA-1, Tra-
2004 1-60, Tra-1-81
Embrionalni Lee in sod., .
fibroblasti 2004 3 Miz-hESI
Richards in
Fibroblasti iz | sod., 2002 4-9 HES-3, HES-4
koze fetusa Richards in Transkripcijski
4-8 HES-3, HES-4
sod., 2003 ’ dejavniki:
Richards in imunocitokemija,
Fibroblastiiz | sod., 2002 4-9 HES-3, HES-4 gensko
miSice fetusa Richards in izrazanje, Oct-4,
sod., 2003 4-16 HES-3, HES-4 Nanog, Sox-2,
Richards in Rex-1
Epitelne celice | sod., 2002 4-9 HES-3, HES-4
iz jajénika Richards in
sod., 2003 4-8 HES-3, HES-4
Celice iz Genbacev in 7 HSF1, HSF6, H1, HI,
placente sod., 2005 UCSF-1%*, UCSF-2* Encimi:
Cloveske o Lee in sod., . imunocitokemija,
hranilne plasti gf(liloc;gﬁ.a 2004 3 Miz-hESI histokemija,
N Lecinsod, |, Miz-hES9*, Miz- gensko.
2005 hES14*, Miz-hES15* | izrazanje,
Stromalne alkalna
celice iz Chenginsod., |, m Josfataza,
kostnega 2003 telomeraza
mozga
Amit in sod,
2003 >25 I-3, 1-6, H-9
Fibroblasti iz Hovatta in
9 * * ST
prepucija sod., 2003 ' HSI81, HS207 Kariotip: G-
Inzunza in progaryje
9 * *
sod., 2005 ? HS293*, HS306
Parenhimske Lee in sod., .
celice iz dojke | 2004 3 Miz-hESI
Fibroblasti iz Richards in
koZe sod., 2003 4-16 | HES-3, HES-4

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje.
Znacilnosti D1
Substrat Referenca h Linija EMC
substrata T
gojiscu
« w Stojkovic in cond-
Cloveski serum hES-NCLI1, H1
sod., 2005b AFL Diferenciacija
Xu in sod., cond- embrioidnih
2001 MEF H1, H7, H9, H14 reles:
. cond- i itokemii
Braam in sod., imunocitokemija,
2008 MEF, HUESI1 gensko
Matrlgel mTeSRl izrafanje’
Stojkovic in cond- linijsko znacilni
sod., 2005a AFL hES-NCL1, HI oznacevalci
Ludwig in sod.,
2006 TeSR1 H1, H7, H9, H14
Xu in sod., cond-
N 2001 MEF H1, H7, H9, H14
Laminin Braam in sod cond- Tvorjenje
Iellsttrrﬁ(cselularm 2008 MEF HUESI teratomov:
SR, histologija
Amit in sod., TGFp1, 1-3, 1-6, HO
Fibronektin 2004 LIF,
bFGF
Braam in sod., | cond-
2008 MEF HUESI Mikrobiologki
Braam in sod., | cond- status: festiranje
Kolagen IV 2008 MEF HUESI sterilnosti,
Lminin, testiranje za
fibronektin, Ludwig in sod., TeSR1 H1, H9, WA15%, mikoplazmo
kolagen 1V, 2006 WAIl6*
vitronektin
Vitronektin zBégzm in sod., mTeSR1 | HUESI1

Oznacbe linij EMC so navedene kot v prvotni referenci. * oznacuje na novo vzpostavljene linije EMC; MEF,
misji embrionalni fibroblasti; AFL, avtogenska hranilna plast (angl. autogeneic feeder layer); cond,
kondicionirano gojisce; SR, nadomestek seruma (angl. serum replacement); TGFB1 (angl. transforming

growth factor B1); LIF (angl. leukemia inhibitory factor); bFGF, bazi¢ni fibroblastni rastni dejavnik (angl.
basic fibroblast growth factor); TeSR1/mTeSR1, definirano gojisce za gojenje EMC; SSEA (angl. stage-
specific embryonic antigen); Tra, okrajSava za antigene prisotne na EMC; Oct-4, oktamer-4 (angl. octamer-
binding transcription factor 4); Sox-2 (angl. SRY-related HMG-box gene 2); Rex-1, (angl. RNA exonuclease

).

Nedavno so znanstveniki pokazali, da rekombinanten vitronektin podpira rast EMC v
definiranem gojis¢u (kolagen IV, fibronektin in laminin so bili izlo¢eni iz substrata)
(Braam in sod., 2008).

Studije so pokazale, da topografija substrata igra veliko vlogo v gojenju EMC in njihovi
morfologiji (porazdelitev in raztezanje) in da citoskelet igra aktivno vlogo v odzivu na
kontaktno usmerjanje EMC (Gerecht in sod., 2007a). Nadaljne Studije so potrebne za
pojasnitev kako razli€ni pogoji gojenja vplivajo na fenotip in specificen diferenciacijski
potenciale razli¢nih linij EMC ter moznost uporabe definiranega postopka gojenja EMC
(Ludwig in sod., 2006) za gojenje iPC (Takahashi in sod., 2007; Yu in sod., 2007).
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Povzetek nedavnih Studij, ki prikazuje obseg eksperimentalnih pogojev in komponent,
uporabljenih za gojenje EMC je prikazan v Preglednici 4.

2.3 ODRASLE MATICNE CELICE

Razlike med odraslimi MC in EMC so Stevilne (Preglednica 5). MC odraslega so
multipotentne, v zelo majhnem S$tevilu se nahajajo v organih od koder jih je tudi tezko
izolirati. Prave celi¢ne linije odraslih MC ne obstajajo, tudi ni dobro poznano, v kolik$ni
meri se in vitro ohranja normalen genetski profil celic. So pa Ze znane $tudije, ki kazejo, da
prihaja do okvar ob daljSem gojenju (Robio in sod., 2005; Bochkov in sod., 2007; Meza-

Zepeda in sod., 2008; Izpadanah in sod., 2008).

Preglednica 5: Razlike med hMC odraslega in hEMC (Bongso in Richards, 2004)

hMC odraslega

hEMC

MC se nahajajo v organih v zelo majhnem $tevilu,
tezko jih je izolirati

Nahajajo se v notranji celi¢ni masi blastociste. Ko
jih imamo izolirane, jih lahko namnozimo v velikem
Stevilu

Celi¢ne linije ne obstajajo

Na voljo so celi¢ne linije, enostaven »scale-up«
(povecevanje)

Multipotentne

Pluripotentne

Ni znano ali in vitro ohranjajo normalen genetski
profil

Normalen kariotip ohranjajo tudi skozi veliko §tevilo
pasaz

Nizka stopnja izrazanja telomeraze

Visoka stopnja izrazanja telomeraze, neomejeno
samoobnavljanje celic

S staranjem se jim krajsajo telomere

Telomere se ne krajs$ajo

Zgodnja apoptoza

Pozna apoptoza

Ni mogoce pridobivati MC in diferenciranih tkiv z
zazeljenim genotipom

Mozno z uporabo metode SCNT

Ni nevarnosti nastanka teratomov po transplantaciji.

Po transplantaciji nevarnost tvorbe teratomov

Tezko je spremeniti epigenetski profil celic.

Epigenetske spremembe so reverzibilne

Niso eti¢no sporne

Eti¢no sporne (razlicna zakonodaja v razli¢nih
drzavah)

Uporaba: terapije s transplantacijo

Uporaba: 1) terapije s transplantacijo; 2) testiranje
farmacevtskih substanc; 3) produkcija gamet in
zarodkov; 4) Studije cloveskega razvoja,
kongenitalnih anomalij in raka pri otrocih.

Plasti¢nost je le delna; opisujejo primere
transdiferenciacije mezenhimskih in krvotvornih
MC

Popolna plasti¢nost
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Ker izrazajo nizko stopnjo telomerazne aktivnosti (telomeraza je encim, ki podaljSuje
telomere, konce kromosomov), se jim s staranjem tudi krajSajo telomere in v kulturi
postopno zapadejo v senescenco in odmrejo. Po transplantaciji ne predstavljajo nevarnosti
nastanka teratomov. Pri EMC lahko za pridobivanje celic z Zeljenim genotipom uporabimo
metodo prenosa jedra, pri somatskih MC pa to ni mogoce. Zaradi svojega izvora iz tkiv
odraslega cloveka niso eti¢no sporne in jih raziskujemo za uporabo v transplantacijskih
zdravljenjih.

Po prevladujoci teoriji vsako tkivo vsebuje majhno populacijo MC, ki imajo sposobnost
samoobnavljanja in diferenciacije. Razvoj MC je enosmeren. Z diferenciacijo v zrele celice
se zmanjsuje pluripotentnost celice. Mnoge Studije so pokazale, da imajo odrasle MC
sposobnost diferenciacije tudi v celice drugih tkiv in ne samo v celice tkiva iz katerega
izhajajo (plasti¢nost MC).

2.4 MATICNE CELICE IZ MASCOBNEGA TKIVA

Clovesko podkozno mas¢obno tkivo je potencialen vir odraslih (oz. somatskih) mati¢nih
celic (matic¢ne celice iz mas¢obnega tkiva, ASC, angl. adipose derived stem cells) (Zuk in
sod., 2001; Gimble in sod., 2007), ki izhajajo iz EMC. Iz multipotentnih tkivno specifi¢nih
MC se razvijejo prednisSke celice, ki se delijo in kon¢no diferencirajo v zrele somatske
celice organov (Oertel in Shafritz, 2008). Te vkljucujejo adipocite, hondrocite, krvotvorne
podporne (stromalne) celice, hepatocite, nevronom podobne celice, osteoblaste, pankreasne
celice in celice skeletnih miSic (Gimble in sod., 2007). Obstajajo tako in vivo kot in vitro
dokazi za multipotentnost ASC (Gimble in sod., 2007).

S povecevanjem Stevila ljudi s prekomerno telesno tezo je podkozno mascobno tkivo
izdaten in razmeroma dostopen vir MC. Lipoaspirati predstavljajo odpadno tkivo v
liposukeijskih posegih, in se lahko uporabijo za izolacijo MC. Te MC so multipotentne in
obetajo Siroko uporabo v terapevtske namene (Gimble in sod., 2007), morebiti tudi z
darovanjem in zbiranjem celic iz odvecne mascobe.

2.4.1 Razvoj in znacilnosti mascobnega tkiva

In kako so sploh znanstveniki zaceli razmisljati, da se v mas¢obnem tkivu nahajajo mati¢ne
celice? K temu so jih napeljale ¢loveske patologije, kot so progresivna kostna heteroplazija
(formacija ektopi¢ne kosti znotraj podkoznega maScobnega tkiva), lipomi in liposarkomi
(tumorji, ki se pojavljajo v podkoznem in visceralnem mascevju) ter debelost (Gimble in
sod., 2007).

Mascobno tkivo izvira iz mezodermalne plasti zarodka in se razvije pre- in postnatalno.
Najzgodnejsi mikroskopski dokaz adipocitov (mascobnih celic) pri €loveku je drugi
identificirali preadipocite med 50. in 70. dnevom brejosti. To sovpada s pojavom
fibroblastnih celic, ki imajo obsezen endoplazemski retikulum, visoko razmerje
jedro/citoplazma, perinuklearno lokalizacijo mitohondrija in prisotne lipidne vakuole. Z
dozorevanjem adipociti pridobijo multiokularne ali uniokularne zaloge lipidov.
Mikroskopska lokacija adipogenih predniskih celic Se vedno ni €isto jasna. Je pa znano, da
imajo adipociti in endotelne celice enake povrSinske antigene, ki so enakega izvora
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(Wright in sod., 1990). Za prednisko celico adipocitov je mozno dokazati, da je fibroblast
kolonijske enote (CFU-F), ki izhaja iz kostnega mozga in se Siri po krvnem obtoku.
Znanstveniki so odkrili, da se celice podobne CFU-F lahko znotraj ekstramedularnih
mascobnih zalog kot odziv na zdravljenje s tiazolidindionom ali na prehrano bogato z
mascobami integrirajo in diferencirajo v adipocite.

Preglednica 6: Diferenciacijski potencial MC iz mascobe (Gimble in sod., 2007: 1253)

Celi¢na linija Induktivni dejavniki

Adipociti Deksametazon, izobutil metilksantin, indometacin, inzulin, tiazolidinedon

Kardiomiociti Transferin, IL-3, IL-6, VEGF

Hondrociti Askorbinska kislina, kostni morfogenetski protein 6, deksametazon, inzulin, TGF-f3

Endotelij Gojis¢e EGM-2-MV (Cambrex), ki vsebuje askorbat, epidermalni rastni dejavnik, bFGF,
hidrokortizon

Miociti Deksametazon, konjski serum

Nevronom Butiliran hidroksianizol, valproi¢na kislina, inzulin

podobna

Osteoblasti Askorbinska kislina, kostni morfogenetski protein 2, deksametazon, 1,25 dihidroksi
vitamin D;

Makroskopsko lahko lo¢imo vsaj 5 razli¢nih tipov mascobnega tkiva: kostni mozeg, rjavo,
zlezno, mehansko in belo. Vsako sluzi drugi bioloski funkciji. V kostnem mozgu ima
mascobno tkivo aktivno in pasivno vlogo. Naseljuje prostor, ki ni ve¢ potreben za
hematopoezo in sluzi kot zaloga energije in vir citokinov za osteogene in krvotvorne
dogodke. Rjavo mascobno tkivo je termogeno. Najdemo ga okrog glavnih organov (srce,
ledvice, aorta, gonade) v novorojencku in izgine med odra$¢anjem. Zlezno mas¢obno tkivo
zagotavlja nutriente in energijo med laktacijo in je delno regulirano s hormoni, povezanimi
z nosecnostjo. Mehanske mascobne zaloge zagotavljajo podporo ocesu, dlani in drugim
kriti¢nim strukturam. Belo mascobno tkivo je zaloga energije in omogoca izolacijo. Belo in
drugo mascobno tkivo ima tudi endokrino vlogo.

Pri miSih je multipotentnih MC veliko v belem mas¢obnem tkivu, med tem ko je njihov
diferenciacijski potencial v rjavem mascobnem tkivu zmanjSan. Pri ljudeh so opazne
razlike pri pridobivanju MC iz belega mascevja iz razlicnih delov telesa. Najve¢ se jih
pridobi iz mai&evja iz roke. Manj se jih dobi iz ma$devja iz stegna, trebuha ali prsi. Se
vedno je potrebno dolociti, iz katerega dela telesa je maScoba najbolj primerna za izloacijo
MC.

In vitro se MC 1z mascobe podvojijo na 2 do 4 dni, odvisno od gojis¢a in zaporedne pasaze
(Gimble in sod., 2007). Pri pasazi, daljSi od 4 mesecev, se zanejo dogajati maligne
transformacije (Rubio in sod., 2005). Pri klini¢nih produktih iz MC iz mascobe bo
potrebno vkljuciti analize kariotipa ter in vitro in in vivo teste tumorigenosti.

MC iz mascobe se lahko uporablja v regenerativni medicini. Lahko se jih uporabi na vec
nacinov:
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e dostava v poskodovano ali obolelo tkivo, kjer izlo¢ajo citokine in rastne dejavnike, ki
stimulirajo okrevanje na parakrini nacin,

e MC iz masc¢obe modulirajo niSo MC gostitelja s privabljanjem endogenih MC na to
mesto in usmerjanjem njihove diferenciacije na zeljeno pot,

¢ MC iz mascobe lahko zagotovijo antioksidante, vezejo proste radikale in molekulske
spremljevalce (Saperone) / proteine toplotnega Soka na ishemicno mesto,

e diferenciacija MC iz mascobe v Zeleno celi¢no linijo.

V vseh kontekstih bi se MC lahko uporabilo za avtologna ali alogenska zdravljenja.
Avtologne MC iz maSCobe ponujajo prednosti iz regulatorne, histokompatibilne in
infekcijske persperkitve. Vec studij je pokazalo, da imajo gojene humane MC iz mas¢obe v
nasprotju s sveze izoliranimi SVF celicami manjSe izrazanje povrSinskih
histokompatibilnostnih antigenov in ne stimulirajo limfocitne reakcije v sokulturi z
monociti iz alogenske periferne krvi (McIntosh in sod., 2006). Podobno kot mezenhimske
MC iz kostnega mozga tudi MC iz maScobnega tkiva zavirajo imunske reakcije (McIntosh
in sod., 2006). Seveda so na tem podroc¢ju potrebne Se dodatne raziskave.

Preglednica 7: Imunofenotip gojenih humanih MC iz mas¢obe (Gimble in sod., 2007: 1252)

Kategorija oznacevalca Pozitivni oznacevalci Negativni oznacevalci
Adhezijske molekule CD9, CD29, CD49, CD54, CD105, | CD11b, CD18§, CD50, CD56,
CD166 CD62, CD104
Receptorske molekule CD44, CD71 CDl16
Encimi CD10, CD13, CD73, aldehid
dehidrogenaza
Molekule ekstracelularnega CD90; CD146; kolagen tipa I in III;
matriksa osteopontin; osteonektin
Citoskelet o-gladko-miSicni aktin, vimentin
Hematopoetski CD14, CD31, CD45
Kaskada komplementa CD55, CD59
Histokompatibilnostni antigeni HLA-ABC HLA-DR
Znacilni za mati¢ne celice CD34, ABCG2
Stromalni CD29, CD44, CD73, CD90, CD166

Diferenciacijski potencial MC je prikazan v Preglednici 6. Kilroy in sod. (2007) so
preucevali hipotezo, da so miltipotentne ASC zmozne diferenciacije proti adipocitom,
hondrocitom in osteoblastom, za kar so odgovorni citokini, ki nastajajo v mascobnem
tkivu. Ob izpostavitvi bFGF ali epidermalnem rastnem dejavniku (angl. epidermal growth
factor, EGF), so ASC znacilno povecale izloCanje hepatocitnega rastnega dejavnika (angl.
hepatocyte growth factor, HGF), citokina vpletenega v hematopoezo, vaskulogenezo in
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oblikovanje mlec¢nih epitelnih vodov. Askorbinska kislina sinergira s temi induktivnimi
dejavniki in Se poveca raven HGF. Ob izpostavitvi lipopolisaharidom ASC povecajo
izloCanje hematopoetskih (granulocite/monocite, granulocite in makrofage stimulirajoci
dejavniki, interlevkin 7) in vnetnih (interlevkini 6, 8 in 11, TNF-a) citokinov. V sokulturi
s CD34(+) celicami izoliranimi iz popkovni¢ne krvi, so ASC podpirale dolgotrajno
hematopoezo in vitro. V kratkotrajnih 12-dnevnih sokulturah so ASC vzdrzevale in
omogocale pomnozevanje mieloidnih in limfoidnih predniskih celic. Te ugotovitve so
zdruzljive z delovanjem izlocenih citokinov in potrjujejo poroc€ila drugih laboratorijev, ki
so preiskusali hematopoetsko podporno sposobnost ASC.

Preglednica 7 prikazuje imunofenotip ASC.

2.4.2 Pridobivanje MC iz masc¢obnega tkiva

Mascobno tkivo se pridobi z liposukcijo. Plasti¢ni kirurgi s kanilo prepojijo podkozno
tkivo s fizioloSko raztopino, ki vsebuje anestetik in/ali epinefrin in nato s sesanjem
odstranijo oboje, tekoc€ino in kose tkiva (Illouz, 1983). Rezultat tega postopka so fino
sesekljani koscki tkiva. Njihova velikost je odvisna od dimenzij kanile. Neodvisne Studije
so pokazale, da sama liposukcijska aspiracija nima pomembnega vpliva na viabilnost
izoliranih celic stromalne vaskularne frakcije (angl. stromal vascular fraction, SVF)
(Moore in sod., 1995). Adherentne stromalne celice z znacilnostmi predniskih celic
adipocitov lahko najdemo direktno znotraj liposukcijske aspiracijske tekocine, prav tako v
SVF pridobljeni iz encimsko obdelanih kosckov tkiva (Yoshimura in sod., 2006). Pri
ultrazvoc¢ni liposukciji je zmanjSano Stevilo pridobljenih celic iz encimsko obdelanih
kosckov tkiva in tudi njihova proliferativna kapaciteta je zmanjSana (Oedayrajsingh-Varma
in sod., 2006). Izkoristek MC iz macobnega tkiva se lahko kasneje izboljsa s prilagajanjem
hitrosti centrifugiranja (Kurita in sod., 2008). Raziskovalci so dosegli optimalni izkoristek
celic s hitrostjo centrifugiranja 1200g. To so naredili na osnovi kasnejSega oblikovanja
zaloge masCobnega tkiva, pridobljenega iz cloveka in implantacije v miS§ji model z
oslabljenim imunskim sistemom (Kurita in sod., 2008).

Proces izolacije zahteva manipulacijo velikega volumna celic, ki vsebujejo lipide, kar
predstavlja potencialno tveganje za inStrumente in osebje. Z namenom olajSanja postopka
so Stevilne skupine razvile naprave za avtomatizacijo izolacije celic (Katz in sod., 1999;
Katz in sod., 2001). Te bodo morda neko¢ komercialno dostopne za uporabo v
avtomatizirani manipulaciji mascobnega tkiva in izolaciji celic, primernih za klinicne
aplikacije, v velikem merilu.

Iz 400-600 mg mascobnega tkiva se lahko pridobimo okoli 5 - 10° ASC (Zhu in sod. 2008).
Postopek pridobivanja MC iz lipoaspirata je prikazan na Sliki 9. Lipoaspirat se najprej
spira, da se odstrani krvotvorne celice. Nato dodamo kolagenazo, po razgradnji se vzorec
centrifugira, da se lo¢i plavajoco populacijo zrelih adipocitov od SVF. SVF sestavlja
heterogena populacija celic, med katerimi so krvne celice, fibroblasti, pericite in endotelne
celice kot tudi wpreadipocite« oziroma predniSke celice adipocitov. Kon¢ni izolacijski
korak je nasaditev v gojilne posode, kjer se »preadipociti« pritrdijo na dno posode in jih
zato lahko lo¢imo od ostalih celic, ki se ne (postopek po Gimble in sod., 2008).
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Razgradnjas

kolagenazo
Lipoaspirat (na37°C) Nasaditev
_—
-
- —

Stromalna
vaskularna frakcija
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Spiranje

Celice pod
mikroskopom

Slika 9: Postopek pridobivanja MC iz maéobnega tkiva iz lipoaspirata (Gimble in sod.,
2007: 1251)

2.4.3 MC iz masScobnega tkiva kot hranilne celice

Zaradi potencialne dostopnosti velike koli¢ine odvecne mascobe, ki se po operacijskih
posegih zavrze, podobnosti MC iz mas¢obe MC iz kostnega mozga ter multipotentnega
znacaja so MC iz mas€obe primeren vir za najrazli¢nejSe uporabe. Namen naSega dela je
bil, da jih poskusimo uporabiti kot hranilno plast za gojenje EMC.

Nobeno porocilo Se ne obstaja o uporabi MC iz mascobe za hranilno plast za gojenje EMC.
2.5 MEZENHIMSKE MATICNE CELICE 1Z KOSTNEGA MOZGA

Mezenhimske mati¢ne celice (MMC) sta prva opisala Friedenstein in Petrakova leta 1966,
Fridestein je prvi razvil tudi metode za njihovo izolacijo in gojenje (Jackson in sod., 2007).

MMC spadajo med stromalne celice kostnega mozga (KM) in imajo dvojno vlogo:
e predstavljajo izvorne celice za ne-krvotvorna tkiva in hkrati
e hranilne celice za podporo rasti in diferenciacije krvnih celic in ostalih tkiv,

saj sintetizirajo razlicne komponente zunajcelicnega matriksa in razli¢ne rastne dejavnike.
So torej zelo pomembne pri ustvarjanju nisSe krvotvornih MC (KMC), dokazali pa so tudi,
da izboljsujejo prezivetje KMC pri presaditvi (Locatelli in sod. 2007). MMC se poleg KM
nahajajo tudi v drugih tkivih: popkovnicni krvi, fetusnih jetrih, fetusnih pljucih, amnionski
tekoCini, periferni krvi, zobeh, koznem tkivu in mas¢obnem tkivu (Jackson in sod., 2007).
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MMC so multipotentne in lahko in vitro diferencirajo v celice mezodermalne linije
(osteoblaste, adipocite, hondrocite, misicne celice). Ugotovljeno je bilo tudi, da se lahko
pod doloc¢enimi eksperimentalnimi pogoji diferencirajo tudi v celice drugih linij, npr.
nevralne celice. MMC predstavljajo 0,001-0,01 odstotka mononuklearnih celic v humanem
KM (Locatelli in sod., 2007).

MMC so v kulturi vretenaste oblike. Odvisno od tkiva, iz katerega izhajajo in pogojev v
kulturi, lahko izrazajo tudi: CD349, SSEA-4, Oct-4, Nanog-3 in Nestin (Buhring in sod.,
2007).

Slika 10: Mezenhimske mati¢ne celice v kulturi (Dr W. Eustace..., 2009)

Mnogi opozarjajo, da nacini izolacije MMC niso idealni in da je v kulturi Se vedno opaziti
heterogeno populacijo celic in sicer majhne okrogle celice med fibroblastnimi MMC. Zato
se pojavljajo dvomi o diferenciacijski sposobnosti MMC in o njihovi domnevni
plasti¢nosti (Jackson in sod., 2007).

Humane MMC tudi po daljSem gojenju v kulturi ohranijo svojo diferenciacijsko
sposobnost, so enostavno dostopne in niso etiéno sporne, zato so primerne za mnoge
aplikacije s podrocja regenerativne medicine.

MMC se lahko diferencirajo proti osteogenim, hondrogenim, adipogenim in tenocitnim
linijjam. Majumdar in sod. (2000) so dolocili izrazanje genov za citokine in rastne
dejavnike. MMC konstitutivno izrazajo mRNA za interlevkine IL-6, IL-11, LIF,
spodbujevalni dejavnik rasti kolonij makrofagov (angl. macrophage colony-stimulating
factor, M-CSF) in »stem cell« dejavnik (SCF). MMC obdelane z IL-1a so povecale
izrazanje mRNA za IL-6, IL-11 in LIF ter so zalele izrazati zaznavno raven
spodbujevalnega dejavnika rasti kolonij granulocitov (angl. granulocyte colony-stimulating
factor G-CSF) in spodbujevalnega dejavnika rasti kolonij garnulocitov in makrofagov
(angl. granulocyte/macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF). Ravni mRNA za M-
CSF in SCF se niso spremenile. MMC gojene v osteogenem gojiscu so se diferencirale
vzdolz osteogene linije in zmanjSale nivoje mRNA za IL-6, IL-11 in LIF, medtem ko je
bilo izrazanje M-CSF in SCF nespremenjeno ter G-CSF in GM-CSF sta ostala nezaznavna.
IL-3 ni bil zaznan v kulturi MMC pod nobenimi pogoji. MMC, ki so bile gojene v
kontrolnem IL-la ali osteogenem gojis¢u so ohranile podobno kapaciteto za podporo
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dolgotrajne »culture initiating« celice (angl. long-term culture initiating cell, LT-CIC).
Primarne in osteogeno diferencirane MMC proizvajajo pomembne citokine in podpirajo
hematopoezo v dogotrajnih kulturah, kar nakazuje, da te celice zagotavljajo odli¢no ex vivo
okolje za hematopoezo med pomnozevanjem predniskih celic in so lahko pomembne tudi
za in vivo terapijo.

2.5.1 Pridobivanje MMC iz kostnega mozga

Pri izolaciji lahko uporabimo vec pristopov. Tradicionalno se izkoriS¢a njihova sposobnost
pritrditve na plastiko gojilnih posod, s presajanjem celic v kulturi pa se nato zmanjsuje
njihova heterogenost (Jackson in sod., 2007). Danes se za izolacijo vedno bolj izkoris¢a
oznacevalce znacilne za ta tip celic. Zanekrat Se ni znanega specificnega oznacevalca, ki bi
ga lahko uporabili za njihovo neposredno izolacijo, zato se izkori§¢a razli¢ne predlagane
skupine oznacevalcev, da na koncu pridobimo ¢im bolj homogeno populacijo MMC.
Celice so negativne za krvotvorne oznacevalce CD14, CD34 in CD45 in pozitivne za
Stevilne adhezijske molekule, ki vklju¢ujejo CD73 (SH3, SH4), CD90 (Thy-1), CD105
(SH2), CD166 (ALCAM) (Locatelli in sod., 2007). oznacevalci, ki jih razli¢ne skupine
raziskovalcev uporabljajo za izolacijo MMC frakcije iz humanega kostnega mozga,
vklju€ujejo poleg zgoraj nastetih Se: CD13, CD29, CD31, CD44, CD54, CD63, CD106,
CD140b in Stro-1. MMC izrazajo nizko stopnjo HLA molekul razreda I in ne izrazajo
HLA molekul razreda II. Primerjava oznacevalcev, ki jih uporabljajo razli¢ne skupine, je
pokazala, da vec¢ina izborov vklju¢uje CD29 in/ali CD105, Se vedno pa ni nekega spoSnega
konsenza o optimalni kombinaciji ozna¢evalcev MMC (Jackson in sod., 2007). Kolf in
sodelavci predlagajo uporabo Stro-1 oznacevalca v kombinaciji z drugimi npr. s CD73 in
CD106 (Kolf in sod. 2007). Mednarodno druStvo za celi¢no terapijo (angl. International
Society for Cellular Therapy, ISCT) predlaga tri kriterijie za izolacijo in karakterizacijo
MMC: a) adherenca na plastiko, b) pozitivni oznacevalci CD105, CD73, CD90, negativni
CD45, CD34 in oznacevalci za monocite, makrofage in B celice in c) celice morajo biti
sposobne diferenciacije v vsaj osteoblaste, adipocite in hondroblaste pod standardnimi in
vitro pogoji (Kolf in sod., 2007).

BMSC se izolirajo in namnozijo iz aspirata kostnega mozga. Goji se jih v DMEM gojiscu z
10% FBS in v nekaterih primerih 1 ng/mL bFGF, 0,ImM neesencialnih aminokislin, 1%
Pen—Strep-om in 0.2% Fungizonom (sestava se razlikuje med Studijami) (Pittenger in sod.,
1999).

V gojilne posode jih nasajamo z gostoto 2-10° celic/cm?. Nepritrjene celice se ob menjavi
gojisc¢a sperejo. Ostanejo celice BMSC (pritrjene), ki se jih goji do 80% konfluence
(pasaza 0), tripsinizira in zamrzne. Nadaljnja namnozevanja potekajo pri zacetni gostoti
5-10° celic/cm” v namnoZevalnem gojiséu (Marolt in sod., 2006).

2.5.2 MMC iz kostnega mozga kot hranilne celice

Ker MMC sintetizirajo razlicne komponente zunajceliénega matriksa in razli¢ne rastne
dejavnike ter so zelo pomembne pri ustvarjanju niSe KMC in vivo, so primerne za uporabo
kot hranilne celice za EMC (Cheng in sod., 2003).
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2.6 PRIMERJAVA ASC Z MMC IZ KM

Diferenciacijski potencial ASC je podoben diferenciacijskemu potencialu MMC iz KM
Podobnosti med obema tipoma celic segajo do biokemijskega nivoja.

Preglednica 8: Primerjava citokinov, ki jih izloéajo ASC in MMC iz KM (Kilroy in sod, 2007: 708)

Citokini ASC MMC
Angiogeni
HGF +(E) +(R)
VEGF +(E) +(E)
Krvotvorni
F1t-3 ligand +(R) +(R)
G-CSF +(E,R) +(R)
GM-CSF +(E,R) +(R)
IL-7 +(E) +(R)
IL-12 —(E) +(R)
M-CSF + (E,R) +(R)
SCF $e ni narejeno +(R)
Vnetni
IL-1a - () +(R)
IL-6 +(E.R) +(R)
IL-8 +(E,R) +(R)
IL-11 +(E) +(R)
LIF +(R) +(R)
TNFo +(E) +(R)
+, prisoten; —, odsoten; E, ELISA test; R, RNA test

Direktna primerjava med imunofenotipi humanih MC iz mascobe in humanih
mezenhimskih MC je pokazala ve¢ kot 90% podobnost (Gimble in sod., 2007). Npr. v
povrsinskih proteinih, ki sodelujejo pri pritrjanju krvotovornih celic (CD9, CD29 in CD44)
(Kilroy in sod., 2007). Se vedno pa so prisotne razlike v izraZanju povrsinskih proteinov.
Npr. glikoprotein CD34 je prisoten na humanih MC iz mas¢obe v zgodnjih pasazah, med
tem ko na mezenhimskih MC ni prisoten. Identifikacija povrSinskega imunofenotipa MC iz
mascobe (Preglednica 7) je omogocila mehanizem za pridobivanje bolj Ciste populacije
MC direktno iz heterogenih celic stromalne vaskularne frakcije (SVF). Raziskovalci so
uporabili imunomagnetne znacke ali pretocno citometrijo za pozitivno in tudi negativno
selekcijo subpopulacij celic znotraj SVF (Gimble in sod., 2007).
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S tehniko mikromreZz so razli¢ni laboratoriji analizirali transkriptome nediferenciranih
humanih MC iz mas¢obe in mezenhimskih MC iz kostnega mozga. Analiza 28 genov ni
bila znatno razlicna med dvema celicnima tipoma. MC iz maS¢obe in mezenhimske MC
izrazajo oznacevalce povezane z MC, vklju¢no s Oct-4, Rex-1 in Sox-2 (Izadpanah in sod.,
2006).

Proteom humanih MC iz mascobe ima skupne lastnosti s fibroblasti, mezenhimskimi MC
in drugimi linijjami. Direktna primerjava proteomov MC iz mas¢obe in mezenhimskih MC
je temeljila na 2D gelski elektroforezi (Izadpanah in sod., 2006).

Zaklju¢imo lahko tudi, da ASC izlocajo podobne citokine kot MMC iz KM. Npr.
proinfalamatorne citokine, vklju¢no z IL-6, M-CSF in druge CSF dejavnike (Preglednica
8) (Kilroy in sod., 2007).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIALI IN APARATURE

3.1.1 Materiali

ASC smo dobili iz laboratorija prof. dr. Jeffreya M. Gimbla (Pennington Biomedical
Research Center, Baton Rouge, Luisiana, ZDA). Prejeli smo zamrznjene ASC, ki so bile
izolirane iz masCobnega tkiva. Izolacija je opisana v poglavju 2.3.3 Pridobivanje MC iz
mascobnega tkiva po objavljenih protokolih (Gimble in sod., 2008).

Embrionalne mati¢ne celice linije H13 so bile pridobljene z inStituta Wicell (Wisconsin).
Podatki o celi¢ni liniji so na spletni strani inSituta (WA13..., 2009).

MMC za primerjave so bile pridobljene iz podjetja Cambrex (East Rutherford, New Jersey,
ZDA). Izolirane in namnozene so bile iz aspirata kostnega mozga (50 mL) moskega
donorja, starega 25 let. Uporabljali smo celice primarne kulture (P0), ki smo jih odmrznili
in gojili v MEF gojis¢u. Pridobivanje MMC je opisano v poglavju 2.4.1 Pridobivanje
MMC iz kostnega mozga.

Celice MEF so bile pridobljene iz podjetja Millipore (Billerica, Massachusetts, ZDA),
kataloSka Stevilka »PMEF-CF EmbryoMax® Primary Mouse Embryo Fibroblasts, Strain
CF1, Mytomycin C treated, passage 3« (5 zamrzovalnih steklenick).

Vse uporabljene kemikalije so navedene v Preglednici 9.

Uporabljali smo gojilne posode podjetja Nunclon (tako imenovane »delta dishes«),
naro¢ene preko podjetja Fischer Scientific (Preglednica 10).

Za PCR v realnem casu smo uporabljali MicroAmp™ opti¢ne reakcijske plosce s 96
vdolbinicami s ¢rtno kodo (»MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode;
Applied Biosystems, kataloska Stevilka: 4306737).

Preglednica 9: Seznam vseh uporabljenih kemikalij

Okrajsava Celo ime Podjetje # proizvoda

DMEM gojisce Dulbeccovo modificirano gojisc¢e (»Dulbecco's | Invitrogen 11965
modified Eagle medium«)

KO-DMEM gojisce »Knock-out« Dulbeccovo modificirano Invitrogen 10829
gojisce

RPMI gojisce Gojisce »Roswell Park Memorial Institute« Invitrogen 11835

HI-serum (FBS) Toplotno inaktiviran serum (»heat-inactivated | Invitrogen 10082
serume)

KO-serum »Knock-out« serum (»knock-out serum«) Invitrogen 10828

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje.
Neesencialne Neesencialne aminokisline Invitrogen 11140
aminokisline
L-glutamin L-glutamin Invitrogen 25030-081
B-merkaptoetanol B-merkaptoetanol Invitrogen 21985-023
bFGF Bazic¢ni fibroblastni rastni dejavnik (»basic Invitrogen 13256-029
fibroblast growth factor«)
Tripsin Tripsin z EDTA Invitrogen 25200
Kolagenaza Kolagenaza Invitrogen 17104-019
Mitomicin C Mitomicin C Sigma M4287-2MG
PBS — MgCl,, CaCl, Slana fosfatna puferska raztopina (»Phosphate | Invitrogen 14190
1x Buffered Saline«) brez MgCl, in CaCl,
Tripansko modrilo Tripansko modrilo (»Trypan Blue Solution«) Sigma T8154
DMSO Dimetil sulfoksid (»Dimethyl sulfoxide«) Sigma D2438
Zelatina Zelatina iz svinjske koZe, tip A, prah, testirano | Sigma G1890 - 100
s celicnimi kulturami (»Gelatin from porcine g
skin, Type A, powder, cell culture tested«)
Fiksativ brez Fiksativ brez formalina (»Formalin-free Accustain A5472
formalina Fixative«)
PBS 10x Slana fosfatna puferska raztopina (»Phosphate | Invitrogen 70011
Buffered Saline«)
Triton Triton X-100 Sigma-Aldrich X100-500ML
Normalni konjski Normalni konjski serum (»Normal Horse Vector S-2000
serum Serum«)
Protitelesa proti Protitelesa proti
SSEA-1 »Stage-specific
Embryonic Antigen-1«
Protitelesa proti Protitelesa proti
SSEA-4 »Stage-sp.emﬁc. Vsa iz kompleta
Embryonic Antigen-4«
»ES Cell .
o Chemicon SCRO01
- - - - Characterization
Protitelesa proti Tra-1- | Protitelesa proti Kit
60 »Terato Related 1«
Antigen-1-60«
Protitelesa proti Tra-1- | Protitelesa proti
81 »Terato Related
Antigen-1-81«

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje.
Protitelesa proti Misja protitelesa proti kolagenu tipa I Abcam ab6308-100
kolagenu tipa |
Protitelesa proti Misja protitelesa proti kolagenu tipa IV Thermo/ MS-747
kolagenu tipa IV LabVision
Protitelesa proti Kungja protitelesa proti fibronektinu Neomarker RB-077
fibronektinu
Protitelesa proti Kuncja protitelesa proti lamininu Thermo/ RB-082
lamininu LabVision
Protitelesa proti Kozja protitelesa proti misjim prititelesom Chemicon 92590
misjim prititelesom oznacena s fluorom (»Gt x Ms 1gG/IgM International
Fluor«)
Protitelesa proti Kozja protitelesa proti kun¢jim protitelesom Vector FI-1000
kun¢jim protitelesom oznacena s fluoresceinom »Fluorescein Goat
Anti-rabbit IgG (H+4)«
Protitelesa proti Oslicja protitelesa proti kozjim protitelesom R&D Systems NL003
kozjim protitelesom oznacena s fluorokromom (»Donkey Anti-
Goat IgG NL-493 Affinity Purified PAb;
NorthernLights 493 Fluorochrome-labeled
Antibody, X Absorbed«)
Faloidin Faloidin (»Alexa Fluor 555 Phalloidin«) Invitrogen A34055
DAPI 4’ ,6-diamidino-2-fenilindole, dilaktat (DAPI, Invitrogen D3571
dilaktate)
XTT komplet Komplet za toksikoloSko testiranje, ki temelji | Sigma TOX-2
na tetrazolijevi komponenti — XTT-ju (»/n
vitro Toxicology Assay Kit XTT Based«)
Raztopina za Raztopina za protitelesa s komponentami za DakoCytomation | S3022
zmanj$anje ozadja zmanjsanje ozadja (»Antibody Diluent with
Background Reducing Components«)
»Mounting« medij »Mounting« medij (»Dako Fluorescent DakoCytomation | S3023
Mounting Medium«)
Komplet za dolocanje | »Quant-iT RNA Assay Kit« Invitrogen Q10210
koncentracije RNA
Komplet za reverzno Komplet za reverzno transkripcijo Invitrogen 18080-051
transkripcijo »SuperScript 11 First-Strand«
Komplet za izolacijo Komplet za izolacijo RNA »RNeasy Mini Qiagen 74104
RNA Kit«
Sprej proti RNazam Sprej proti RNazam »RNase Zap« Ambion AM9780;
AM9782

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje.
Endogena kontrola za | Humana GAPD (GAPDH) endogena kontrola | Applied 4310884E
GAPDH (»Human GAPD (GAPDH) Endogenous Biosystems
Control (VIC/TAMRA Probe, Primer
Limited)«)
»TagMan® Universal | Osnovna PCR meSanica za TagMan Applied 4304437
PCR Master Mix« (»TagMan® Universal PCR Master Mix«) Biosystems
Komplet za »ASSAY-ON-DEMAND Hs00742896 sl« Applied 4331182
zaznavanje Oct-4 Biosystems
(Pou5f1)
Komplet za »ASSAY-ON-DEMAND Hs00602736 s1« Applied 4331182
zaznavanje Sox-2 Biosystems
Komplet za »ASSAY-ON-DEMAND Hs00240871 ml« | Applied 4331182
zaznavanje Pax-6 Biosystems
Komplet za »ASSAY-ON-DEMAND Hs00751752 sl« Applied 4331182
zaznavanje Sox-17 Biosystems
Komplet za »ASSAY-ON-DEMAND Hs00610080 ml« | Applied 4331182
zaznavanje Brachyury Biosystems
»GAPDH TagMan »GAPDH TagMan Universal Endogenous Applied 4310884E
Universal Endogenous | Control« Biosystems
Control«
TagMan® sonda za »TagMan® MGB Probe, NANOG, FAM« Applied 4316034
zaznavanje Nanog 5-ATGCAGGCAACTCA-3 Biosystems
Zacetni oligonukleotid | »Sequence detection primer, NANOG, Applied 4304970
1 za zaznavanje Nanog | forward« Biosystems
5-TGAGCTGGTTGCCTCATGTTAT-3
Zacetni oligonukleotid | »Sequence detection primer, NANOG, Applied 4304970
2 za zaznavanje Nanog | reverse« Biosystems
5-GAAGGAAAAGTATCAAGAAATTGGGATA-3

Preglednica 10: gojilne posode

Gojilna posoda

Kataloska Stevilka

Plos¢a s 4 vdolbinami

12-565-72 (Fisher Scientific), 176740 (Nunclon)

Plos¢a s 6 vdolbinami

14-832-11 (Fisher Scientific), 140675 (Nunclon)

3.1.2 Gojisca in ostale raztopine

Pri raziskovalnem delu smo uporabili naslednja gojis¢a, navedena v Preglednici 11.
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Preglednica 11: Sestava uporabljenih gojis¢

Gojisce 1 ali MEF gojisce

90% DMEM z visoko vsebnostjo glukoze
10% toplotno inaktiviranega seruma

Gojisce 2 90% DMEM z visoko vsebnostjo glukoze
10% KO-serum

Gojisce 3 80% DMEM z visoko vsebnostjo glukoze
20% KO-serum

Gojisce 4 80% DMEM z visoko vsebnostjo glukoze

20% KO-serum
+ 500 pl neesencialnih aminokislin, 250 pl L-glutamina, 100 pl B-
merkaptoetanola in 25 pl bFGF

(kolicine so za kon¢ni volumen 50 ml)

Gojisce 5 ali hEMC gojisce

80% KO-DMEM z visoko vsebnostjo glukoze

20% KO-serum

+ 500 pl neesencialnih aminokislin, 250 pl L-glutamina, 100 pl B-
merkaptoetanola in 25 pl bFGF

(kolic¢ine so za kon¢ni volumen 50 ml)

V Preglednici 12 so navedene ostale raztopine.

Preglednica 12: Ostale raztopine

Raztopina tripsina

0.25%

Raztopina kolagenaze

1 mg/ml KO-DMEM

Raztopina mitomicina C

8 mg/ml DMEM

Raztopina Zelatine

0.1% v deionizirani vodi

3.1.3 Aparature

Pri izvedbi raziskovalnega dela smo uporabili aparature, navedene v Preglednici 13.

Preglednica 13: Aparature, ki smo jih uporabili pri izvedbi raziskovalnega dela

Aparatura

Podjetje

Centrifuga, model 5804R, model 5415R Eppendorf

Inkubator Heracell 150

Thermo/Fischer Scientific

Svetlobni mikroskop CKX31 Olympus
Fazno kontrastni fluorescentni mikroskop, model IX81 Olympus
Avtomatske pipete 1-10 pl, 10-100 pl in 100-1000 pl Eppendorf

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje.

Pipetor Drummond
Fluorometer, model 1.23 Qubit

Vodna kopel Isotemp 210 Fischer Scientific
Aparatura za PCR v realnem ¢asu, model HT7900 Applied Biosystems
Aparatura za PCR, model MyCycler BioRad
Spektrofotometer SpectraMax Plus Molecular Devices
Mesalo Fischer Scientific
Avtoklav, model 2540E Tuttnauer Brinkmann

3.2 POSTOPKI GOJENJA IN SHRANJEVANJA ASC IN MMC CELIC

3.2.1 Odmrzovanje celic

Zamrzovalno steklenicko s celicami smo vzeli iz tekocega dusika in jo takoj potopili v
vodno kopel s temperaturo 37°C. Ko se je videlo le Se majhen kristaléek ledu v
zamrzovalni steklenicki, smo jo prenesli v sterilno komoro. Celice smo odpipetirali v 50
ml epruveto in dodali 19 ml gojis¢a (gojis¢e za MEF). Sledilo je centrifugiranje na 250 x g
za 5 min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in usedlino celic resuspendirali v
svezem gojiscu (12 ml/T75). Nato smo celice nasadili v 75 cm? (T75) gojilne posode in jih
prenesli v inkubator.

3.2.2 Menjava gojisc¢a

Celice smo gojili v inkubatorju pri temperaturi 37°C, v atmosferi s 5% CO, in jim menjali
gojisce dvakrat tedensko (ali pa na 3-4 dni — po potrebi). To smo storili tako, da smo
odsesali staro gojiS¢e in dodali sveze (na gojilno posodo T75 gre 12 ml gojisca).

3.2.3 Presajevanje celic

Rast celic smo redno spremljali z opazovanjem pod svetlobnim mikroskopom. Ko so celice
v gojilnih posodah dosegle konfluentno stanje, smo jih presadili. Celicam smo odsesali
gojisce, jih sprali z 10 ml pufra DPBS — MgCl,, CaCl, 1x (za T75) in jim dodali 3 ml
tripsina (0,25%) in 5 min inkubirali pri 37°C. Po 5 minutah smo v gojilne posode s
tripsinom dodali enak volumen gojis¢a za MEF (vazno je, da vsebuje FBS), s katerim smo
inaktivirali tripsin. Vsebino gojilnih posod smo resuspendirali do suspenzije posami¢nih
celic in jo prenesli v 50 ml epruveto. Celi¢no suspenzijo smo centrifugirali pri 250 x g za
5 min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in usedlino celic resuspendirali v
svezem gojiS¢u volumen. Celice smo presteli in jih razred¢ili na Zeleno koncentracijo.
Celice smo nasadili v nove gojilne posode pri gostoti 6000-7000 celic/cm? in jih prenesli v
inkubator.




32
Tajnsek U. Uporaba mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva ... gojenje embrionalnih mati¢nih celic.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

3.24 Stetje celic pod mikroskopom

Celice smo Steli s pomocjo Stevne komore. Vzorec celine suspenzije smo obarvali s
tripanskim modrilom, ki obarva mrtve celice. Po potrebi smo celi¢no suspenzijo predhodno
redcili z gojis€Cem. Iz Stevila prestetih zivih celic smo izracunali celokupno Stevilo zivih
celic v vzorcu. Steli smo pod svetlobnim mikroskopom Olympus CKX31.

3.2.5 Zamrzovanje celic

Najprej smo pripravili raztopino za zamrzovanje (80% HI-serum + 20% DMSO). Ko smo
dodajali DMSO smo mesali, da ne bi precipitiral. Pripravljeno raztopino smo prefiltrirali in
spravili v hladilnik.

Celice smo centrifugirali in usedlino resuspendirali v MEF gojiS¢u. Raztopino za
zamrzovanje smo vzeli iz hladilnika in jo po kapljicah dodajali v epruvete s celicami (enak
volumen kot smo prej dodali MEF gojis¢a). Vmes smo krozili z epruveto, da smo
zagotovili meSanje. Hitro smo odpipetirali po 1 ml pripravljenih celic v pripravljene
zamrzovalne stekleniCke. Nato smo dali zamrzovalne steklenicke s celicami v posodo za
zamrzovanje, ki se ohlaja 1°C/minuto in jo odnesli v zamrzovalnik s temperaturo -80°C.
Ko so se celice ohladile na -80°C, smo jih prenesli v tekoci dusik.

3.3 KARAKTERIZACIJA RASTI ASC IN MMC CELIC IN SINTEZE
EKSTRACELULARNIH PROTEINOV

vvvvv

Za rastno krivuljo smo nasajali celice v plos¢o s 96 vdolbinicami. Nasajali smo jih z
gostoto 1000 celic/vdolbinico (to je na 150 pl gojisca). Celice smo nasajali v gojis¢u za
MEF. Nasadili smo 5 vrstic po 6 vdolbinic (Slika 11). Nasajene plos¢e smo dali v
inkubator. Naslednji dan smo 4 vrsticam zamenjali gojisce, v eni pa smo pustili gojisce za
MEF.
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Gojisca, ki smo jih uporabili: Gojisca 1-5.
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Taks$na gojiS¢a smo pripravili, ker smo opazili, da se morfologija celic ASC in MMC po
menjavi gojisca iz gojisc¢a za MEF na gojis¢e za hEMC spremeni. Zanimalo nas je, ¢e se
spremeni tudi hitrost rasti celic, ter katera je tista komponenta gojisS€a za hEMC, ki bi
lahko vplivala na to spremembo (opomba: spremembe hitrosti rasti v hranilnih plasteh
nismo mogli opaziti, ker so bile inaktivirane).

3.3.2 XTT test

Test smo opravili s kompletom »/n Vitro Toxicology Assay Kit XTT Based«. Ta komplet
omogoca spektrofotometri¢no dolocanje Stevila celic preko mitohondrijske aktivnosti zivih
celic. XTT test je preprost, natanCen in daje zaneseljive rezultate. Klju¢na komponenta je
natrijeva sol (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolijeva-5-karboksianilidna
inertna sol) ali XTT. Raztopino XTT, smo pripravili v gojis§¢u RPMI, ki ne vsebuje fenol
rdecega. Raztopina je rumenkaste barve. Mitohondrijske dehidrogenaze v Zivih celicah
cepijo tetrazolijev obro¢ XTT in pri tem nastajajo oranzni kristali formazana, ki so topni v
vodni raztopini. Oranzno raztopino, ki je nastala, smo merili spektrofotometri¢no. V test
smo vkljucili tudi slepe vzorce brez celic.

Postopek izvedbe testa:

1. Kulture, nasajene za rastno krivuljo, smo vsak drugi dan vzeli iz inkubatorja in jih
prenesli v sterilno komoro.

2. XTT iz ene zamrzovalne steklenicke smo raztopili v 5 ml gojis¢a RPMI. Iz
raztopljenega XTT smo pripravili 20% raztopino, ki smo jo uporabili za test.

3. Iz kultur smo odstranili gojis¢a in v vsako vdolbinico dodali 100 pl raztopine XTT. V
vsaki plosci s 96 vdolbinicami smo pripravili tudi 6 slepih vzorcev (Slika 12).

1 2 3 4 5 slepivaord
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Slika 12: Shema testa XTT po inkubaciji
4. Kulture smo vrnili v inkubator za 2 uri in pol.

5. Po 2 urah in pol smo jih vzeli iz inkubatorja in izmerili absorbanco pri valovni dolzini
450 nm.
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6. Iz izmerjenih vrednosti absorbance pri 450 nm smo narisali grafe odvisnosti logaritma
absorbance pri 450 nm od dneva gojenja kulture.

3.3.3 Nasajanje celic za barvanje ekstracelularnega matriksa

Za barvanje ekstracelularnega matriksa smo nasajali inaktivirane celice. Nasajali smo jih z

gostoto 300.000 celic na plosco s 4 vdolbinami, torej 75.000 na vdolbino. Ena cela plosc¢a s

4 vdolbinami priblizno ustreza 1 vdolbini v plos¢i s 6 vdolbinami (ta ima povrsino 9,6
2

cm”).

V vdolbine smo najprej dali sterilna objektna stekelca in jih prevlekli z raztopino Zelatine
(0,1% v deionizirani vodi). Celice smo nasajali v gojis¢u za MEF. Nasajene ploS¢e smo
prenesli v inkubator. Naslednji dan smo polovici ploS¢ zamenjali gojisce, in sicer smo jim
odsesali gojisce za MEF in jim dodali gojis¢e za hEMC, ter jih prenesli v inkubator za 1-2
dni.

3.3.4 Ugotavljanje proteinov ekstracelularnega matriksa

Princip ugotavljanja proteinov ekstracelularnega matriksa je imunofluorescentno barvanje
(Slika 7), to je barvanje s fluorescentno oznacenimi protitelesi.

Skozi celoten postopek mora biti zagotovljena primerna vlaznost, da se celice ne izsusijo.
Mi smo to zagotovili z obdajanjem plos¢ z mokrimi papirnatimi brisatami. Od dodatka
sekundarnih protiteles naprej je pomembno tudi, da prostor zatemnimo, da zaS¢itimo
fluorescentne znacke.

1. Celicam smo odstranili gojisce.

2. Da bi preprecili razgradnjo proteinov, smo jih fiksirali. Za to smo uporabili fiksativ
brez formalina. V fiksativu smo jih pustili 20 min.

3. Odstranili smo fiksativ in sprali celice s pufrom 1x PBS (10x red¢en 10x PBS).

4. Ker smo barvali tudi aktinske filamente (stresna vlakna) in jedra, ki se nahajajo znotraj
celic, smo morali naluknjati celicno membrano. To smo storili z raztopino 0,1% tritona
v 1x PBS. Po 10 minutah smo celice sprali z 1x PBS.

5. Celice smo 30 minut blokirali z 10% normalnim konjskim serumom v 1x PBS.

6. Pripravili smo raztopino primarnih protiteles z raztopino za zmanjSanje ozadja.
Uporabili smo protititelesa proti kolagenu I (misja), fibronektinu (kuncja) in lamininu
(kunc¢ja). Vsa protitelesa smo red¢ili v razmerju 1:100 (protitelo : raztopina za
zmanjSanje ozadja).

7. Celice smo prekrili s protitelesom in inkubirali na sobni temperaturi 1 uro.
8. Potem smo odstranili primarno protitelo in 3-krat sprali z 1x PBS.

9. Pripravili smo raztopine sekundarnih protiteles z raztopino za zmanjSanje ozadja.
Uporabili smo protititelesa proti misjim protitelesom in protitelesa proti kuncjim
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protitelesom. Oboja smo red¢ili v razmerju 1:200 (protitelo : raztopina za zmanjSanje
ozadja).

10. Celice smo prekrili s protitelesi in jih inkubirali pri sobni temperaturi 30 minut.

11. Od uporabe sekundarnih protiteles (oznacena s fluorescentno znacko) naprej mora ves
postopek potekati v zatemnjenem prostoru.

12. Po 30 minutah smo odstranili sekundarna protitelesa in 2- do 3-krat sprali z 1x PBS.

13. Nato smo pobarvali aktinske filamente. Pripravili smo raztopino 1,5% normalnega
konjskega seruma, 0,1% tritona in faloidina v razmerju 1:200 v 1x PBS. S tem smo
prekrili celice in inkubirali 20 minut. Po koncu smo celice 2- do 3-krat sprali z 1x PBS.

14. Pri zadnjem spiranju smo v 1x PBS dodali DAPI (v razmerju 1:500), ki obarva jedra.
Celice smo inkubirali 1-2 minuti in ponovno sprali z 1x PBS.

15. Nato smo dobro odstranili PBS in stekelca s celicami prenesli na objektna stekelca. Na
objektna stekelca smo najprej kanili »mounting« medij, nato smo nanj previdno
polozili stekelca s celicami, da ne bi nastali zraéni mehurcki. Stekelca smo pokrili Se s
krovnimi stekelci. Ta smo zatesnili s prozornim lakom za nohte in jih v temnem
prostoru posusili.

3.3.5 Opazovanje pobarvanega ekstracelularnega matriksa pod fluorescentnim
mikroskopom

Pobarvane komponente ekstracelularnega matriksa smo opazovali pod fazno kontrastnim
fluorescentnim mikroskopom Olympus IX81 pod 100- in 200-kratno povecavo.

3.4 RAST EMBRIONALNIH MATICNIH CELIC NA HRANILNIH PLASTEH ASC
3.4.1 Inaktivacija celic z mitomicinom C in priprava hranilnih plasti

Celicam smo odsesali gojis¢e in jim dodali 8 ml mitomicina C (8§ mg/ml DMEM) ter jih
prenesli v inkubator za 2 do 2 uri in pol. Po koncani inkubaciji smo odsesali raztopino
mitomicina C in nadaljevali s postopkom, ki je enak kot pri presaditvi celic, le da smo
celice trikrat sprali s pufrom DPBS — MgCl,, CaCl, 1x. Po Stetju in red¢enju do zelene
koncentracije smo celicno suspenzijo uporabili za pripravo hranilnih plasti za gojenje
embrionalnih maticnih celic.

Za pripravo hranilnih plasti smo nasadili celice pri gostoti 55.000 celic/cm” v ploide s 6
vdolbinami (povr§ina ene vdolbine je ~9,6 cm?), ki so bile predhodno prevledene z
zelatino. Celice smo nasajali v gojis¢u za MEF. Nasajene plos¢e smo prenesli v inkubator.
Celice smo inkubirali v gojis¢u za MEF do nasaditve embrionalnih mati¢nih celic oz. do
testiranja sinteze proteinov ekstracelularnega matriksa v gojis¢u za hEMC.

Naslednji dan smo jim zamenjali gojisce, in sicer smo odsesali gojis¢e za MEF in jim
dodali gojisc¢e za hEMC.
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3.4.2 Nasaditev, gojenje in presajevanje hEMC

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

30 minut pred odtajanjem smo zamenjali gojisSe v gojinih posodah prekritih s
hranilnimi plastmi. Uporabljali smo plosce s 6 0z. 4 vdolbinami. V vsako vdolbino smo
dodali 2 0z. 0,5 ml ogretega gojis¢a za hEMC.

Vzeli smo zamrzovalno stekleni¢ko z hEMC iz tekocega dusika.

Cim hitreje smo odmrznili celice v vodni kopeli s temperaturo 37°C (~ 2 min). Pri tem
smo pazili, da voda ne doseze pokrovcka.

Ko je v zamrzovalni steklenic¢ki ostal samo Se majhen kos ledu, smo poskropili
zunanjost z etanolom in zamrzovalne steklenicke prestavili v sterilno komoro. Pocakali
smo, da alkohol izhlapi preden smo odprli zamrzovalno steklenicko.

Z 1 ml pipeto smo prestavili vsebino zamrzovalne stekleni¢ke v 50 ml epruveto.

Celicam smo ob meSanju po kapljicah dodajali 15 ml svezega gojis¢a za hEMC,
segretega na 37°C.

Celice smo centrifugirali na 114g 5 minut. S pipeto smo previdno odstranili
supernatant.

Kolonije smo resuspendirli v svezem gojisc¢u za hEMC.

Kolonije smo nasadili v 1 vdolbino plos¢e s 6 vdolbinami oz. 1 plos¢o s 4 vdolbinami
(na povrsino enako tisti, na kateri so celice rastle pred zamrzovanjem).

Celice smo gojili v 2-3 ml gojisca na vdolbino plos¢e s 6 vdolbinami in v 0,5 ml
gojis¢a na vdolbino plosce s 4 vdolbinami.

Plos¢e smo prestavili v inkubator in s stresanjem zagotovili homogeno razporeditev
kolonij po povrsini vdolbine.

Rast celic smo spremljali z opazovanjem pod mikroskopom in vsak dan zamenjali
gojis¢e hEMC s svezim.

Ko so celice prerasle dno vdolbine, smo odsesali gojis¢e in celice inkubirali v raztopini
kolagenaze (1mg/ml KO-DMEM) pri 37°C 5 minut.

Ko so se kolonije pricele odlepljati, smo dodali 1 ml gojis¢a hESC in jih postrgali iz
povrsine. Kolonije smo zbrali v 50 ml epruveti, jih resuspendirali do manjse velikosti s
5 ml ali 10 ml pipeto in centrifugirali 114g 5 min.

Kolonije smo resuspendirali v sveZem gojiS€u in jih nasadili na nove gojilne plosce (s
hranilnimi plastmi) v razmerju 1:3.

3.4.3 Barvanje fenotipskih ozna¢evalcev hEMC

Princip ugotavljanja fenotipskih oznacevalcev je imunofluorescentno barvanje (Slika 7), to
je s fluorescentno oznacenimi protitelesi.
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Skozi ves postopek mora biti zagotovljena primerna vlaznost, da se celice ne izsu$ijo. Mi
smo to zagotovili z obdajanjem posodic z mokrimi papirnatimi brisa¢ami. Od dodatk
sekundarnih protiteles naprej je pomembno tudi, da prostor zatemnimo, da zaS¢itimo
fluorescentne znacke.

1. Po 3 dnevih gojenja smo kulturam odsesali gojisce.

2. Da bi preprecili razgradnjo proteinov, smo jih fiksirali. Za to smo uporabili fiksativ
brez formalina. V fiksativu smo jih pustili 20 min.

3. Odstranili smo fiksativ in sprali celice s pufrom 1x PBS.

4. Ker smo barvali tudi jedra in transkripcijski dejavnik Oct-4, ki se nahajajo znotraj
celic, smo morali naluknjati celicno membrano. To smo storili s 0,1% tritonom v 1x
PBS. Po 10 minutah smo celice sprali z 1x PBS.

5. Celice smo 30 minut blokirali z 10% normalnim konjskim serumom v 1x PBS.

6. Pripravili smo raztopino primarnih protiteles z raztopino za zmanjSanje ozadja.
Uporabili smo protititelesa proti SSEA-1 (red¢ena v razmerju 1:60, protitelo : raztopina
za zmanjSanje ozadja), SSEA-4 (1:40), Tra-1-60 (1:60), Tra-1-81 (1:60) in Oct-4
(1:50). Vsa protitelesa so bila misja, razen protitelesa proti Oct-4, ki so bila kozja.

7. Celice smo prekrili s protitelesom in inkubirali pri sobni temperaturi 1 uro.
8. Potem smo odstranili primarno protitelo in 3-krat sprali z 1x PBS.

9. Pripravili smo raztopine sekundarnih protiteles z raztopino za zmanjSanje ozadja.
Uporabili smo protititelesa proti mi§jim protitelesom in protitelesa proti kozjim
protitelesom. Obojne smo red¢ili v razmerju 1:200 (protitelo : raztopina za zmanjSanje
ozadja).

10. Celice smo prekrili s protitelesi in jih inkubirali na sobni temperaturi 30 minut.

11. Od uporabe sekundarnih protiteles (so oznacena s fluorescentno znacko) naprej mora
ves postopek potekati v zatemnjenem prostoru.

12. Po 30 minutah smo odstranili sekundarna protitelesa in 2- do 3-krat sprali z 1x PBS.

13. Pri zadnjem spiranju smo v 1x PBS dodali DAPI (v razmerju 1:500), ki obarva jedra.
Celice smo inkubirali 1-2 minuti in ponovno sprali z 1x PBS.

14. Za pregled pod mikroskopom, smo celice pustili v 1x PBS.

3.4.4 Opazovanje pobarvanega ekstracelularnega matriksa pod fluorescentnim
mikroskopom

Pobarvane komponente ekstracelularnega matriksa smo opazovali pod fazno kontrastnim
fluorescentnim mikroskopom Olympus IX81 pod 100-kratno povecavo.
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3.4.5 Analize izrazanja znacilnih genov hEMC in postopki z RNA

Izolacija RNA:

.....

za hEMC), smo uporabili komplet »RNeasy Mini Kit«.
Postopek izolacije:

1. Pozeli smo celice, ki so rasle v monosloju. To smo storili s tripsinizacijo in zbiranjem
usedline celic. Supernatant smo popolnoma odstranili.

2. Celice smo razbili s pufrom RTL (350 puL). Po dodatku pufra smo vzorce premesali na
mesalu.

3. Homogeniziranemu lizatu smo dodali 350 pl 70% etanola in dobro zmesali s
pipetiranjem.

4. 700 pl vzorca smo prenesli na kolono — vkljuno s precipitatom, ¢e se je tvoril.

eyee

hitrosti. Zavrgli smo nevezano frakcijo.

7. Kolono smo prestavili v novo 1,5 ml tubico in dodali direktno na membrano kolone 20

v

RNA.
Pred zacetkom izolacije smo ves material poSkropili s sprejem proti RNAzam.
Reverzna transkripcija in verizna reakcija s polimerazo (RT-PCR):

Za reverzno transkripcijo izolirane RNA smo uporabili komplet »SuperScript III First-
strand«.

Postopek:

1. Najprej smo pult, aparat za PCR, pipete in ves ostali material poskropili s sprejem proti
RNAzam.

2. Reagente smo odtajali in jih vorteksirali (razen encimov) ter jih dali nazaj na led.
3. Pripravili smo mesSanico 1 (2 pl na vzorcek):
e nakljuéni heksameri (50 ng/ul) 1 ul

e meSanica 10 mM dNTP 1 ul
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10.

11.

Vodo smo izpustili, ker je bila koncentracija RNA zelo nizka in nismo red¢ili
(koncentracijo RNA smo izmerili s fluorometrom Qubit 1.23).

RNA smo odtajali, jo premeSali na mesalu in na hitro pocentrifugirali. Iz vsakega
vzorca RNA smo vzeli 8 ul in jih dodali 2 pl meSanice 1. Preden smo vzeli RNA iz
epruvete, smo jo s pipeto malo premesali. Prav tako, ko smo jo dodali mesanici 1.
Epruvete smo dobro zaprli.

Epruvete smo prenesli v aparat za PCR. 5 minut smo jih pustili na 65°C. Nato smo jih
prenesli na led za najmanj 1 minuto.

Pripravili smo meSanico 2 (mesSanica za sintezo cDNA) (10 ul na vzorcek):

e 10x RT pufer 2ul
e 25nM MgCI2 4 ul
e 0,1l MDTT 2 ul
e RNAse OUT (40 U/[Iul) 1 ul (vzeli smo sproti iz hladilnika)

e SuperScript III RT (200 U/Cul) 10wl
Na koncu smo ¢isto rahlo premesali na mesalu in na hitro pocentrifugirali.

Vzorckom, ki ¢akajo na ledu smo dodali 10 ml meSanice 2. Nezno smo premesani na
mesalu in centrifugirali.

Tubice smo spet prenesli v aparat za PCR. 10 minut smo jih imeli na 20°C, sledilo je
50 minut na 50°C in 5 minut na 85°C. Nato smo jih ohladili na ledu.

V vsako epruveto smo dodali 1 pl RNase H in inkubirali 20 minut na 37°C.

Merjenje koncentracije RNA:

RNA smo izmerili s flourometrom Qubit 1.23 po protokolu navedenem v navodilih za
uporabo in uporabili komplet za dolo¢anje koncentracije RNA.

3.4.6 Verizna reakcija s polimerazo (PCR) v realnem ¢asu

Raztopino cDNA smo z vodo brez nukleaz red¢ili 10 x (do 200 pl) in 5 pl uporabili za
pomnozitev specifiénih produktov s PCR v realnem ¢asu.

V plosce s 96 vdolbinicami smo za tar¢ni gen Nanog pripravili sledece reakcijske mesanice
(kon¢ni volumen reakcije 25 pl):

10 pl »TagMan® Universal PCR Master Mix«
1,8 ul 10 pmol/[Iul zacetnega oligonukleotida 1 (kon¢na konc. 900 nM)

1,8 ul 10 pmol/[1ul zacetnega oligonukleotida 2 (kon¢na konc. 900 nM)
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0,8 ul 5 pmol/ul sonde (kon¢na konc. 200 nM)
0,6 ul vode brez nukleaz
5 ul vzorca red¢ene cDNA

Za tar¢ne gene Oct-4, Sox-2, Brachyury, Sox-17 ter za hisni gen GAPDH smo pripravili
sledece reakcijske mesanice (kon¢ni volumen reakcije 25 pl):

10 pul »TagMan®Universal PCR Master Mix«

1 ul »GAPDH TagMan Universal Endogenous Control«
4 ul vode brez nukleaz

5 ul vzorcared¢ene cDNA

Plosc¢ice smo zaprli s samolepljivo prosojno folijo in cDNA pomnozevali v aparatu ABI
PRISM® 7900HT (Applied Biosystems, ZDA) po naslednjem programu:

zacetna denaturacija vzorca (1 cikel):
50 °C 2 min
95 °C 10 min
pomnozevanje (50 ciklov):
95°C 15s  denaturacija
60 °C 1 min prileganje zacetnih oligonukleotidov, pomnoZevanje

Rezultate smo analizirali s programom SDS 2.1 (Applied Biosystems, ZDA), pri ¢emer
smo za nastavitev osnovnih vrednosti (angl. baseline) ter mejnih vrednosti fluorescence
(angl. treshold) upostevali napotke proizvajalca.

Izrazanje tarc¢nih genov smo normalizirali na izrazanje hiSnega gena, in jih predstavili kot
relativne vrednosti za vsak eksperiment ter tip celic (hEMC, ASC).
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4 REZULTATI

4.1 RAST IN MORFOLOGIJA ASC IN PRIMERJAVA Z MMC IZ KOSTNEGA
MOZGA

Po odmrzovanju in nekaj dneh gojenja, se je vecina celic ASC pritrdila na dno gojilne
posode (Slika 13), podobno kot MMC. Opaziti je bilo Se nekaj manjSih okroglih
nepritrjenih celic. Pritrjene celice so bile ploS¢ate oblike in razvejane (prav tako MMC) —
fibroblastna oblika. Ob vecji konfluentnosti so postale bolj podolgovate, bolj kot MMC.

Slike 13-20 prikazujejo razli¢ne pasaze celic ASC in MMC ter razli¢ne konfluentnosti.

Slika 13: ASC, 1. pasaza, ~30% konfluentnost, fazno  Slika 14: ASC, 1. pasaza, ~50% konfluentnost, fazno
kontrastni fluorescentni mikroskop Olympus IX81, kontrastni fluorescentni mikroskop Olympus IX81,
100-kratna povecava. Merilo je 200 pm. 100-kratna povec¢ava. Merilo je 200 pum.

Slika 15: ASC, 1. pasaza, ~70% konfluentnost, fazno  Slika 16: ASC, 2. pasaza, ~90% konfluentnost fazno
kontrastni fluorescentni mikroskop Olympus IX81, kontrastni fluorescentni mikroskop Olympus IX81,
100-kratna povecava. Merilo je 200 pm. 100-kratna povecava. Merilo je 200 pm.
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Slika 17: ASC, 3. pasaza, ~40% konfluentnost, fazno  Slika 18: ASC, 3. pasaza, ~50% konfluentnost, fazno
kontrastni fluorescentni mikroskop Olympus IX81, kontrastni fluorescentni mikroskop Olympus IX81,
100-kratna povecava. Merilo je 200 pm. 100-kratna povecava. Merilo je 200 pum.

Slika 19: MMC, 2. pasaza, ~30% konfluentnost, Slika 20: MMC, 5. pasaza, ~90% konfluentnost,
fazno kontrastni fluorescentni mikroskop Olympus fazno kontrastni fluorescentni mikroskop Olympus
IX81, 100-kratna povecava. Merilo je 200 um. IX81, 100-kratna povecava. Merilo je 200 um.

Hitrost delitve ASC se je med pasazami spreminjala, v povprecju pa se je Stevilo celic v
eni pasazi povecalo za 3-4x (torej smo iz nasajenih 500.000 celic pridobili priblizno 1,5-2
milijona celic) v 10 dneh (povprecno).

4.2 PRIMERJAVA EKSTRACELULARNEGA MATRIKSA PRI MMC IN ASC V MEF
GOJISCU IN GOJISCU hEMC

Preglednica 14 predstavlja razlike v ekstracelularnem matriksu (ECM) med ASC in
MMC. Zeleno so obarvane komponente ECM. Modro so jedra. Rdece so obarvana stresna
vlakna (aktinski filamenti).

Opazili smo, da se oblika obojnih celic po menjavi gojisca iz gojis¢a za MEF na gojisce za
hEMC spremeni — postanejo ozje. Pri ASC se pojavijo tudi stresna vlakna. Komponente

.....

sprosti iz celic ob spremembi iz gojis¢a MEF na gojis¢e hEMC.
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Preglednica 14: Primerjava komponent ekstracelularnega matriksa (ECM) pri MMC in ASC v dveh

razli¢nih gojiscih

komponenta

ECM gojisée za MEF

gojisce za hEMC

ASC, 3. pasaza

kolagen I

fibrobnektin

laminin

Se nadaljuje.



44
Tajnsek U. Uporaba mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva ... gojenje embrionalnih mati¢nih celic.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

Nadaljevanje.

MMC, 2. pasaza

kolagen I

fibronektin

laminin

Fazno kontrastni fluorescentni mikroskop Olympus IX81, 100-kratna povecava. Merilo je 200 um.

4.3 PRIMERJAVA RASTNIH KRIVULJ] BMSC IN ASC V PETIH RAZLICNIH
GOJISCIH

.....

morfologiji celic. Obema tipoma celic je skupen relativno pocasen proliferacijski Cas. In
vitro se ASC podvojijo v 2 do 4 dneh, odvisno od gojisca in zaporedne pasaze (Gimble in
sod., 2007). Podvojitveni cas MMC je 48 ur (Muragliaa in sod., 2008).

Slike 21-26 prikazujejo razlicno obnasanje celic ASC in MMC v MEF in hREMC gojiscu.
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Slika 21: ASC, 1. pasaza, MEF gojise, manj
konfluentne, fazno  kontrastni fluorescentni
mikroskop Olympus IX81, 100-kratna povecava.
Merilo je 200 um.

e g

Slika 23: MMC, 2. pasaza, MEF goji§¢e, manj
konfluentne, fazno  kontrastni fluorescentni
mikroskop Olympus IX81, 100-kratna povecava.
Merilo je 200 um.
IR ANILIN S

Slika 25: ASC, 5. pasaza, hEMC gojisce (nasajeno
za hranilno plast), fazno kontrastni fluorescentni
mikroskop Olympus IX81, 100-kratna povecava.
Merilo je 200 um.

Slika 22: ASC, 2. pasaza, MEF gojis¢e, bolj
konfluentne, fazno  kontrastni fluorescentni
mikroskop Olympus IX81, 100-kratna povecava.

Slika 24: MMC, 5. pasaza, MEF gojisce, bolj
konfluentne, fazno kontrastni fluorescentni
mikroskop Olympus IX81, 100-kratna povecava.
Merilo je 200 um.

Slika 26: MMC, 5. pasaza, hREMC gojis¢e (nasajeno
za hranilno plast), fazno kontrastni fluorescentni
mikroskop Olympus IX81, 100-kratna povecava.
Merilo je 200 um.
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Opazili smo, da se morfologija celic ASC in MMC po menjavi gojis¢a za MEF na gojisce
za hEMC spremeni — postanejo dolge in ozke. Spremeni se tudi hitost rasti. Zato smo Zeleli
ugotoviti, katera je tista komponenta gojis¢a za hEMC, ki ima najvecji vpliv na to
spremembo. S tem namenom smo pripravili pet razli¢nih gojis¢ — gojisce 1 je MEF gojisce
(90% DMEM z visoko vsebnostjo glukoze, 10% toplotno inaktiviranega seruma), gojisce 5
je gojis¢e za hEMC (80% KO-DMEM 2z visoko vsebnostjo glukoze, 20% KO-serum,
neesencialne aminokisline, L-glutamin, B-merkaptoetanol in bFGF), ostala gojis¢a so
nianse med obema (gojisce 2 je enako kot MEF gojisce, le da je namesto HI-seruma KO-
serum, gojisce 3 je enako kot gojisce 2, le da je KO-seruma 20% in ne 10%, gojisce 4 je
enako kot hEMC gojisce, le da je namesto KO-DMEM 2z visoko vsebnostjo glukoze
DMEM z visoko vsebnostjo glukoze).

V MEF gojis¢u so se celice MMC (Slika 27) podvojile povpre¢no v 50 urah, enako v
gojisc¢u 2 (90% DMEM z visoko vsebnostjo glukoze, 10% KO-serum), v gojiscu 3 (80%
DMEM z visoko vsebnostjo glukoze, 20% KO-serum) povprecno v 48 urah, v gojiscu 4
(80% DMEM z visoko vsebnostjo glukoze, 20% KO-serum, neesencialne aminokisline, L-
glutamin, B-merkaptoetanol in bFGF) povprecno v 12 urah in v hEMC gojis¢u povprecno
v 10 urah (podvojitveni ¢as smo ocenili iz tock, ki se najbolj priblizujejo teoreticnemu
eksponentnemu delu rastne krivulje — gledali smo, kdaj se je absorbanca v eksponentnem
delu rasti povecala za dvakrat).

10,00

1.00 f--mmm oo gt tnTa —— Gojiéée 1
b Gojisce 2
v .
<« Gojisce 3
on
= Gojisce 4

L e Gojis¢e 5

0,01 T T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dnevi

.....

gojisce za hEMC)

V MEF gojis¢u so se celice ASC (Slika 28) podvojile povprecno v 50 urah, enako v
gojiscu 2 (90% DMEM z visoko vsebnostjo glukoze, 10% KO-serum), v gojiscu 3 (80%
DMEM z visoko vsebnostjo glukoze, 20% KO-serum) povpre¢no v 40 urah, v gojiscu 4
(80% DMEM z visoko vsebnostjo glukoze, 20% KO-serum, neesencialne aminokisline, L-
glutamin, B-merkaptoetanol in bFGF) in v hEMC gojis€u pa povprecno v 12 urah
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(podvojitveni ¢as smo ocenili iz tofk, ki se najbolj priblizujejo teoreticnemu
eksponentnemu delu rastne krivulje — gledali smo, kdaj se je absorbanca v eksponentnem
delu rasti povecala za dvakrat).
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.....

Slika 28: Rast celic ASC, 3. pasaza, v petih razlicnih gojis¢ih (gojis€e 1 = gojisc¢e za MEF, Gojisce 5 =
gojisée za hEMC)

4.4 PRIMERJAVA RASTI EMBRIONALNIH MATICNIH CELIC NA MEF IN NA ASC

Na ASC hranilnih plasteh smo opazili specificno morfologijo rasti hESC, ki se razlikuje od
rasti na MEF. Lahko lo¢imo centralni okrogli notranji del ter robni »razvejen« del kolonije
hEMC, medtem ko imajo kolonije hEMC na MED hranilnih plasteh jasen rob (Sliki 29 in
30).

Slika 29: hEMC a MEF hranilnih plasteh, fazno

kontrastni fluorescentni mikroskop Olympus IX81, centralni (C) in robni (R) del, fazno kontrastni

100-kratna povecava. Merilo je 200 um. fluorescentni mikroskop Olympus IX81, 100-kratna
povecava. Merilo je 200 pm.
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Preglednica 15: IzraZanje embrionalnih oznacevalcev na kolonijah hEMC gojenih na MEF in ASC
hranilnih plasteh

Na MEF Na ASC

SSEA-1

SSEA-4

Tra-1-60

Tra-1-81

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje.

Oct-4

Fazno kontrastni fluorescentni mikroskop Olympus IX81, 100-kratna povecava. Merilo je 200 um.

Tako hEMC gojene na MEF, kot hEMC gojene na ASC so izrazale embrionalne
ozaCevalce SSEA-4, Tra-1-60, Tra-1-81 in Oct-4. Vzorci so zaradi same morfologije
kolonij malce razli¢ni. So pa nekatere hEMC na ASC izrazale tudi SSEA-1, ki je
oznacevalec diferenciacije in ga nediferencirane hEMC ne izrazajo (Preglednica 15).

4.5 IZRAZANJE GENOV V hEMC V DVEH RAZLICNIH SISTEMIH

Zanimalo nas je, kako so izrazeni geni pluripotentnosti v enem ali drugem sistemu (gojenje
hEMC na MEF in na ASC). To smo preucevali z reakcijo PCR v realnem Casu. Najprej
smo izrezali vzorce hEMC iz hranilnih plasti (pri hEMC na ASC smo vzeli vzorec iz
sredine in iz roba kolonije, ker sta bili podro¢ji morfolosko razli¢ni). Nato smo iz vzorcev
izolirali RNA, jo reverzno prepisali v cDNA, ter pomnozili gene, ki so nas zanimali z
reakcijo PCR v realnem casu.

Spodnji rezultati (Preglednice 16-21, Slike 31-36) prikazujejo izrazanje genov Oct-4, Sox-
2, Nanog, Brachyury, Sox-17 in Pax-6. »Eksp#« pomeni eksperiment pod zaporedno
Stevilko, »Povpr« pomeni povprecje in »Stdev« pomeni standardno deviacijo.

Oznaka »hEMC center« pomeni vzorec hEMC iz sredine kolonije, ki je rasla na ASC.
Oznaka »hEMC rob« pomeni vzorec hEMC iz roba kolonije, ki je rasla na ASC. Oznaka
»hEMC mef« pomeni vzorec hEMC iz kolonije, ki je rasla na MEF. Med posameznimi
eksperimenti smo opazili razmeroma visoko variabilnost, zato smo vzorcenje izvedli v 8
neodvisnih eksperimentih. Iz izracuna povprecij smo izvzeli eksperimente, kjer so bile
vzor¢ene kolonije druge pasaze na hranilnih plasteh ASC, ter vrednosti, ki so moc¢no
odstopale od povprecja (podatki niso prikazani).
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Preglednica 16: IzraZanje gena Oct-4

Ekspl | Eksp3 | Eksp4 | EkspS | Eksp7 | Eksp8 | Povpr | Stdev

hEMC center | 4,240 | 2,744 | 1,250 | 1,943 | 1,133 | 3,022 | 2,389 | 1,185

hEMC rob 3,204 | 3,528 | 2,994 | 1,836 | 0,906 | 1,955 | 2,404 | 1,002

hEMC mef 1,835 | 2,439 | 2,426 | 1,193 | 1,125 | 0,799 | 1,636 | 0,702

Preglednica 17: IzraZzanje gena Sox-2

Ekspl | Eksp3 | Eksp4 | EkspS | Eksp7 | Eksp8 | Povpr | Stdev

hEMC center | 1,249 | 1,037 | 1,987 | 0,396 | 0,532 | 0,936 | 1,252 | 0,800

hEMC rob 1,176 | 1,037 | 1,563 | 0,945 | 0,650 | 0,880 | 1,099 | 0,321

hEMC mef 2,357 | 0,960 | 1,671 | 1,320 | 1,295 | 1,400 | 1,557 | 0,461

Preglednica 18: IzraZanje gena Nanog

Ekspl | Eksp3 | Eksp4 | EkspS | Eksp7 | Eksp8 | Povpr | Stdev

hEMC center | 43,619 | 54,151 | 40,487 | 96,565 | 103,669 | 66,730 | 70,841 | 26,110

hEMC rob 76,339 | 81,240 | 76,140 | 56,342 | 102,169 | 96,767 | 85,780 | 18,790

hEMC mef 52,405 | 56,957 | 45,632 | 31,326 | 36,772 | 15,362 | 40,189 | 13,987

Preglednica 19: IzraZzanje gena Brachyur

Ekspl | Eksp3 | Eksp4 | EkspS | Eksp7 | Eksp8 | Povpr | Stdev

hEMC center | 0,604 | 0,088 | 0,114 | 0,430 | 0,178 | 0,168 | 0,245 | 0,195

hEMC rob 1,650 | 0,297 | 0,469 | 0,066 | 0,521 | 0,601 | 0,635 | 0,509

hEMC mef 0,141 | 0,533 | 0,079 | 0,066 | 0,185 | 0,061 | 0,156 | 0,174

Preglednica 20: Izrazanje gena Sox-17

Ekspl | Eksp3 | Eksp4 | EkspS | Eksp7 | Eksp8 | Povpr | Stdev

hEMC center | 0,748 | 0,217 | 0,150 | 0,118 | 0,098 | 0,486 | 0,303 | 0,260

hEMC rob 0,552 | 0,335 | 0,718 | 0,063 | 0,120 | 0,825 | 0,435 | 0,314

hEMC mef 0,537 | 0,307 | 0,342 | 0,128 | 0,168 | 0,184 | 0,278 | 0,152
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Preglednica 21: IzraZanje gena Pax-6

Ekspl | Eksp3 | Eksp4 | EkspS | Eksp7 | Eksp8 | Povpr | Stdev

hEMC center | 0,038 | 0,147 | 0,077 | 0,112 | 0,029 | 0,639 | 0,149 | 0,222

hEMC rob 0,000 | 0,283 | 0,098 | 0,101 | 0,057 | 0,148 | 0,098 | 0,098

hEMC mef 0,243 | 0,080 | 0,031 | 0,140 | 0,061 | 1,098 | 0,238 | 0,387

35
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0,5

hESC center hESC rob hESC mef

Slika 31: Relativno izrazanje gena Oct-4 glede na hisni gen GAPDH

hESC center hESC rob hESC mef

Slika 32: Relativno izrazanje gena Sox-2 glede na hi$ni gen GAPDH
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Slika 33: Relativno izrazanje gena Nanog glede na hisni gen GAPDH

hESC center hESC rob hESC mef

Slika 34: Relativno izrazanje gena Brachyury glede na hisni gen GAPDH
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Slika 35: Relativno izrazanje gena Sox-17 glede na hisni gen GAPDH
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Slika 36: Relativno izrazanje gena Pax-6 glede na hi$ni gen GAPDH

Hisni gen (angl. housekeeping gene) je konstitutivni gen, ki se prepisuje relativno
konstantno v mnogih ali vseh znanih pogojih. Njegovi produkti so pomembni za
vzdrzevanje celice. Predvideva se, da eksperimentalni pogoji ne vplivajo na njegovo
izrazanje. Primeri hi$nih genov so aktin, GAPDH in ubikvitin. Zato smo mi rezultate
izrazanja genov hEMC normailizirali glede na izrazanje gena GAPDH.

Videti je, da so Oct-4, Sox-2 in Nanog v hEMC iz ASC hranilnih plasti mo¢no izraZeni,
kar se ujema z barvanjem (Oct-4 je pozitiven). Nanog je celo nekoliko povecan glede na
hEMC gojene na MEF hranilnih plasteh.

Po drugi strani je v kolonijah na ASC nekoliko povecano izrazanje tudi genov Brachyury
in Sox-17. PoveCano izrazanje gena Brachyury nakazuje, da se morda celice nekoliko
diferencirajo proti mezodermu. Povecano izrazanje Sox-17 pa kaze na diferenciacijo v
smeri endoderma.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Hranilne plasti so s svojimi lastnostmi in interakcijami z EMC pomembne za vzdrZevanje
nediferenciranega stanja EMC. So osnova za gojenje EMC in so zelo pomembne v
razli¢nih raziskavah (raziskovanje embrionalnega razvoja, diferenciacije v tkiva razli¢nih
zarodnih plasti, potencialna uporaba diferenciranih celic v regenerativni medicini...). MEF
so se dolgo uporabljali za hranilne plasti, ker pa so zivalskega izvora, se jih skuSa
nadomescasti s CloveSkimi celicnimi linijami. Znanstveniki vzpostavljajo tudi kulture
EMC, ki bi se jih lahko gojilo brez hranilnih plasti. Za vec ¢loveskih celi¢nih tipov je ze
bilo pokazano, da podpirajo nediferencirano rast EMC (Preglednica 4).

V Studijah, ki zmanjSujejo uporabo zivalskih komponent, so EMC ohranile podobne
znacilnosti kot EMC na MEF. Prav tako so izrazale povrSinske oznacevalce SSEA-4, Tra-
1-60 in Tra-1-81 (in niso izrazale SSEA-1), transkripcijske dejavnike Oct-4, Sox-2 in
Nanog, encima alkalno fosfatazo in telomerazo ter ohranile diferenciacijski potencial, ko
so jih gojili v embrioidnih telescih ali jih presadili, da so tvorile teratome v
ksenotransplantantih.

Manj raziskav je bilo usmerjenih v preucevanje specifi¢nih znacilnosti razlicnih hranilnih
celic in mikrookolij, ki jih te proizvajajo (npr. citokinov, ki jih izlocajo) v sokulturi z
EMC.

Studije so pokazale tudi, da topologija substrata igra veliko vlogo pri gojenju EMC in
njihovi morfologiji (porazdelitev in raztezanje) in da citoskelet igra aktivno vlogo v odzivu
na kontaktno usmerjanje EMC (Gerecht in sod., 2007a). Nadaljnje Studije so potrebne za
pojasnitev, kako razlicni pogoji gojenja vplivajo na fenotip in specifi¢ne diferenciacijske
potenciale razli¢nih linij EMC.

Zaradi potencialne dostopnosti velike koli¢ine odvecne mascobe, ki se po operacijskih
posegih zavrze, podobnosti ASC z MMC iz KM ter multipotentnega znacaja, so ASC
primeren vir za najrazlicnejSe uporabe. Mi smo jih poskusili uporabiti za hranilno plast.
Zaenkrat ne obstaja Se nobeno porocilo o uporabi ASC za hranilne plasti.

Nasi zacetni rezultati so obetavni, saj je pri hEMC gojenih na ASC nediferenciran fenotip
mocno izrazen. Izrazeni so vsi oznacevalci nediferenciranega stanja, ki smo jih preizkusali
(SSEA-4, Tra-1-60, Tra-1-81 in Oct-4) (Preglednica 15).

V primerjavi z hEMC gojenimi na MEF je morfologija kolonij druga¢na. Locita se okrogli
centralni del in robni del, ¢esar pri hEMC na MEF ni opaziti (kolonije imajo jasen rob)
(Sliki 29 in 30). Zaradi tega je tudi razporeditev oznacevalcev nediferenciranega stanja
drugacna (Preglednica 15).

So pa nekatere kolonije hEMC gojene na ASC izrazale tudi SSEA-1, ki je oznacevalec
diferenciacije in ga nediferencirane hEMC ne izrazajo (Preglednica 15).

Rezultati PCR v realnem casu so pokazali, da hEMC na ASC izrazajo gene
pluripotentnosti, tako kot hEMC na MEF. Ti geni so Oct-4, Sox-2 in Nanog (Slike 31-33).
Izrazanje Nanoga je celo nekoliko povecano v primerjavi s hEMC, gojenimi na MEF.
Rezultati se torej ujemajo z barvanjem, kjer je Oct-4 pozitiven. Jakost izrazanja pa se
razlikuje med okroglim, centralnim in robnim delom. Po drugi strani je v kolonijah hEMC
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na ASC tudi nekoliko povecano izrazanje genov Brachyury in Sox-17, ki sta pri hREMC na
MEF negativna (Sliki 34 in 35). Povecano izrazanje gena Brachyury nakazuje, da se morda
celice nekoliko diferencirajo proti mezodermu. Povecano izrazanje gena Sox-17 pa
nakazuje usmeritev proti endodermu. Izrazanje gena Pax-6, ki je indikator diferenciacije
proti ektodermu, pa je v obeh sistemih negativno (Slika 36). Potrebne so nadaljnje Studije,
v katerih bi se razjasnilo mozno izrazanje oznacevalcev diferenciacije na proteinski ravni.

Da bi ugotovili, ali so ASC primerne hranilne plasti za gojenje hEMC, je potrebno poskuse
ponoviti z ASC razli¢nih ljudi, preizkusiti dolgotrajno gojenje na ASC (zaporedne pasaze),
ter preuciti stabilnost nediferenciranega fenotipa, testirati kariotip, diferenciacijski
potencial (v ET in imunsko oslabljenih miSih) — kot priporoca mednarodna skupina za
karakterizacijo MC (The International Stem Cell Initiative) (Characterization..., 2007).

Ce bi se izkazalo, da se celice diferencirajo, bi se ASC lahko uporabilo kot sokulturo za
indukcijo diferenciacije hREMC — kot se uporablja sokulture hEMC z mis§jimi stromalnimi
linijjami OP-9 za hematoendotelialno diferenciacijo (Vodyanik in Slukvin, 2007).

Rast hEMC na ASC smo primerjali z rastjo na MEF, ker so MEF kot hranilna plast dobro
okarakterizirani. Hkrati smo karakteristike ASC primerjali tudi z MMC iz KM, ker so si
celice iz obeh tkiv med seboj zelo podobne in ker je bilo pokazano, da MMC iz KM
podpirajo rast hEMC (Cheng in sod., 2003).

Po odmrzovanju in nekaj dneh gojenja, se je vecina celic ASC pritrdila na dno gojilne
posode (Slika 13), podobno kot MMC. Opaziti je bilo Se nekaj manjSih okroglih
nepritrjenih celic. Pritrjene celice so bile plos¢ate oblike in razvejane (prav tako MMC) —
fibroblastna oblika. Ob vecji konfluentnosti so postale bolj podolgovate, bol; kot MMC
(Slike 13-20). Ocenjujemo, da so zaradi Stevil¢nosti (litri aspiratov) (Gimble in sod., 2007)
in moznosti pomnozitve Stevila in vitro (3-4x/pasazo) v zgodnih pasazah (1-5) primeren
vir za pripravo hranilnih plasti.

Opazili smo, da se oblika tako ASC kot MMC po menjavi gojis¢a iz gojis¢a za MEF na
gojis¢e za hEMC spremeni — postanejo ozje (Slike 21-26). Pri ASC se pojavijo tudi stresna
vlakna. ASC sintetizirajo komponente ECM, potrebne kot substrat za pritrditev hEMC
(Godier in sod., 2008); kolagen I, laminin, fibronektin - tako v gojis¢u za MEF ter v
gojis¢u za ESC. Pri tem razporeditev laminina in fibronektina ostane nespremenjena ob
menjavi gojisca, kolagena I pa se ob menjavi tako pri ASC kot pri MMC sprosti iz celic
(Preglednica 14).

.....

gojis¢e hEMC ter razliCice gojis¢a MEF z dodatki gojis¢a hEMC (Sliki 27 in 28) in opazili
razlike v hitrosti rasti in morfologiji celic. Obema tipoma celic je skupen relativno pocasen
podvojile povprecno v 50 urah, v gojis¢u 3 povprecno v 48 urah, v gojiscu 4 povprecno v
12 urah in v hEMC gojis¢u povprecno v 10 urah. Celice ASC so se v MEF gojiscu
podvojile povprecno v 50 urah, enako v gojiS€u 2, v gojiscu 3 povprecno v 40 urah, v
gojis¢u 4 in v hEMC gojiscu pa povprecno v 12 urah (gledali smo, kdaj se je absorbanca v
eksponentnem delu rasti povecala za dvakrat). Podvojevalni ¢as v MEF gojis¢u se za oba
tipa celic ujema s predhodnimi $tudijami (Gimble in sod., 2007; Muragliaa in sod., 2008).
Ker se gojis¢e hEMC razlikuje od gojis¢a MEF, se tudi podvojevalni ¢as obeh tipov celic
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spremeni. Zeleli smo izvedeti, katera je tista komponenta v gojis¢u hEMC, ki vpliva na to
spremembo. Glede na to, da sama zamenjava toplotno inaktiviranega seruma za KO-serum
v gojis€u 2 ne izzove vecje spremembe (pri MMC ali ASC), smo sklepali, da ni klju¢na
sama razli¢ica seruma ampak njegova koncentracija. V gojiscu 3, ki vsebuje 20% KO-
serum (2x visja koncentracija kot v gojiscu 2) se je podvojevalni ¢as ASC mocno skrajsal
glede na gojisce 2, iz cesar smo zakljucili, da koncentracija KO-seruma moc¢no vpliva na
hitrost rasti celic.

V gojiscu 4 se zgodi Se vecja sprememba. Gojisce 4 je enako gojis¢u hEMC, razlika je le v
DMEM (v gojis¢u 4 je DMEM z visoko vsebnostjo glukoze, v hEMC gojis¢u pa KO-
DMEM z visoko vsebnostjo glukoze). Celice so se podobno obnasale v gojis¢u 4 in v
gojis¢u hEMC (gojisce 5). Torej je sprememba posledica dodatkov, ki so v gojis¢u hEMC
(Preglednica 11). Sklepamo, da je za to odgovoren bFGF, zato priporo¢amo nadaljnje
raziskave v tej smeri.

bFGF pospesi pomnozevanje MMC (krajsi podvojevalni Cas, vecje Stevilo delitev) (Reese
in sod., 2007). MMC, stimulirane z bFGF, ohranijo enak fenotip in imunomodulatorni
potencial kot MMC gojene v obicajnem gojis¢u (Reese in sod., 2007). Tako za MMC kot
ASC so bile narejene Studije, ki so pokazale, da bFGF vpliva na (in ohranja) njihov
diferenciacijski potencial (Tsutsumi in sod., 2001; Suga in sod., 2007).

Opazili smo, da se je spremenila tudi morfologija celic ASC in MMC po menjavi gojisca
MEF na gojis¢e hEMC. Celice so postale dolge in ozke (Slike 21-26). Pri ASC so se
pojavila stresna vlakna. Pri obojih se je zgodila sprememba v kolagenu I, ki se je sprostil iz
celic (Preglednica 14).

5.1 PRIHODNIJE DELO

Predlagamo nadalnje Studije uporabe ASC za hranilne plasti, ki bodo vkljucevale vec
pasaz, preverjanje stabilnosti nediferenciranega fenotipa, kariotipa, diferenciacijskega
potenciala za natan¢no karakterizacijo tako gojenih celic. Predlagamo tudi preverjanje
rezulatov izrazanja genov pluripotentnosti in diferenciacije na proteinski ravni.

V prihodnosti bi bilo zanimivo raziskati tudi povezavo med bFGF in sproscanjem kolagena
I v ekstracelularni matriks, ter druge morfoloske spremembe (pojavljanje stresnih vlaken) v
kulturah ASC, ki se zgodijo na hranilnih celicah (ASC in MMC) ob menjavi gojisca iz
MEF na hEMC in bi lahko vplivale na morfologijo in fenotip hESC. V literaturi lahko
zasledimo, da bFGF inhibira izrazanje gena za kolagen tipa I in s tem sintezo kolagena ter
stimulira izrazanje gena za kolagenazo, torej razgradnjo kolagena (Kennedy in sod., 1995),
nismo pa nasli poro€il o vplivu na procesiranje in izlo¢anje kolagena v ekstracelularni
prostor.
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6 POVZETEK

Pri postopkih gojenja nediferenciranih embrionalnih mati¢nih celic (EMC) in indukciji
njihove diferenciacije in vitro je pomembno, poleg ustrezne sestave gojiS¢, zagotavljati
tudi primeren substrat za pritrjanje kolonij EMC (hranilna plast ali matriks sestavljen iz
ekstracelularnih proteinov, kot so laminin, fibronektin in vitronektin).

Hranilna plast je plast celic, obicajno misjih embrionalnih fibroblastov (MEF), ki se jo
nasadi v gojilne posode, nanje pa se nato nasadi EMC. Celice hranilne plasti izlo¢ajo
taksne ekstracelularne proteine, ki omogocajo pritrjanje EMC ter regulatorne molekule, ki
so pomembne za vzdrzevanje nediferenciranega stanja EMC. Raziskave gojenja EMC so
usmerjene v iskanje primernih hranilnih plasti humanega izvora. Vec celicnih tipov se je Ze
izkazalo za uspesne. V teh Studijah so EMC ohranile podobne znacilnosti kot EMC gojene
na MEF. Prav tako so izrazale povrSinske oznacevalce SSEA-4, Tra-1-60 in Tra-1-81 (in
niso izrazale SSEA-1), transkripcijske dejavnike Oct-4, Sox-2 in Nanog, encima alkalno
fosfatazo in telomerazo ter ohranile diferenciacijski potencial, ko so jih gojili v
embrioidnih telescih ali jih presadili, da so tvorile teratome v ksenotransplantatih.

Potrebne so Se raziskave specifi¢nih znacilnosti razli¢nih hranilnih celic in mikrookolij, ki
jih te proizvajajo (na primer profil citokinov, ki jih izlo¢ajo) v sokulturi z EMC.

Mi smo raziskovali moznost uporabe mati¢nih celic iz maS¢obe (ASC) za hranilne plasti.
Clovesko podkozno mas¢obno tkivo je potencialno dostopen vir velikega §tevila odraslih
mati¢nih celic. Te so podobne mezenhimskim maticnim celicam (MMC) iz kostnega
mozga (KM), ki so Ze bile uporabljene za hranilne plasti in smo jih lahko primerjali z
njimi. Ker se povecuje Stevilo ljudi s prekomerno telesno tezo, je podkozno mascobno
tkivo izdaten in razmeroma dostopen vir MC. Lipoaspirati predstavljajo odpadno tkivo v
liposukeijskih posegih, in se lahko uporabijo za izolacijo multipotentnih MC.

Nasi rezultati so obetavni, saj je pri hEMC gojenih na ASC nediferenciran fenotip moc¢no
izrazen. IzraZzeni so vsi oznacevalci nediferenciranega stanja, ki smo jih preizkusali
(SSEA-4, Tra-1-60, Tra-1-81) ter transkripcijski dejavniki Oct-4, Sox-2 in Nanog (slednji
je celo malo povecCan). Nekoliko izrazen pa je tudi SSEA-1, ki je oznacevalec
diferenciacije in ga nediferencirane hEMC ne izrazajo, ter gena Brachyury in Sox17, ki
prav tako nakazujeta diferenciaicjo. Izrazanje genov bo potrebno preizkusiti Se na
proteinski ravni.

.....

.....

kolagena I pa se ob menjavi v gojis¢e za hEMC sprosti iz celic. Ob menjavi gojisca se
poveca tudi podvojevalni Cas. Predvidevamo, da je klju¢na komponenta za spremembo
bFGF in priporo¢amo nadaljne raziskave v tej smeri.
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