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1. UvOD



Glavne znaCajke matiCnih stanica su sposobnost odrzavanja ravnoteze izmedu
samoobnavljanja i diferencijacije, svojstvo plastiCnosti te sposobnost svaranja velikog broja
stanica specijaliziranih za odredenu funkciju (1,3). Postnatalne mati¢ne stanice otkrivene su u
mnogim organima gdje sluze kao izvor novih tkivno specijaliziranih stanica kéeri. U koStanoj
srzi nalaze se tri vrste postnatalnih maticnih stanica; krvotvorna, mezenhimska i endotelna
maticna stanica (1). Sva tri tipa maticnih stanica predstavljaju multipotentne matiCne stanice
koje daju specijalizirano stanicno potomstvo. Tako krvotvorna matiCna stanica daje
potomstvo stanica svih krvnih loza, endotelna matiCna stanica stanicno potomstvo koje
sudjeluje u izgradnji krvozilnog sustava dok mezenhimska maticna stanica (MMS) sudjeluje u
izgradnji strome kostane srzi koja tvori mikrookruzenje za krvotvorne maticne stanice (1,3).
Dakle, mezenhimske mati¢ne stanice (MMS) zajedno sa svojim stani¢nim derivatima Cine
nekrvotvorni odjeljak strome.

Interes za istrazivanja MMS iz koStane srzi zapocelo je zapazanjima A. Friedensteina koji je
prvi opisao da koStana srz sadrzi adherentne, fibroblastne stanice koje su sposobne
diferencirati u stanice osteogenog fenotipa (1,2,4). Te stanice je nadalje definirao u uvjetima
in vitro kao stanice koje su sposobne proliferirati i diferencirati u kulturi in vitro, i to ne samo
u osteocite, ve¢ i u hondrocite i adipocite. S obzirom da su te stromalne stanice imale
sposobnost samoobnavljanja i diferencijacije u bar tri razlicCita tkivna odjeljka, zadovoljile su
sve kriterije da ih se prozove ,matiCnim stanicama®“. Ranih 1990-tih istrazivanja MMS
dozivljavaju pravi procvat, pogotovo u podrucju njihove potencijalne primjene u stanicnoj

terapiji.

1.1. Opce znacajke mezenhimskih maticnih stanica-a

Mezenhimske mati¢ne stanice imaju sposobnost prihvacanja za plasticnu povrsinu, izraZzavaju
specificne povrsinske antigene i u specificnim uvjetima rasta in vitro ispoljavaju sposobnost
diferencijacije u bar tri staniCne loze (osteoblasti, hondroblasti i adipociti) (2,5,6).

Izvori mezenhimskih maticnih stanica mogu biti razli¢iti. MMS se mogu izolirati iz koStan
srzi (KS), krvi iz pupkovine, periferne krvi, masnog tkiva, kosti, miSica, hrskavice, jetre,
koze, slezene, timi€ne Zlijezde, amnionske tekucine i placente (1,3,5). lako se sve te MMS
vitro pokazuju svojstva tipicnih MMS.

Ipak, stroma koStane srzi u svojoj heterogenoj populaciji nekrvotvornih stanica sadrzi MMS

koje su najdostupnije i najpogodnije za izolaciju i uzgoj in vitro. Te stanice se mogu uzgajati



bez posebnih dodatnih suplemenata kao Sto je to slucaj kod uzgoja MMS iz drugih tkivnih
izvora.

MMS na svojoj povrSini ispoljavaju mnoge receptore za kemokine te je to jedan od
mehanizama kako MMS mogu djelovati na specificnim mjestima gdje je njihova aktivnost
potrebna. Ta su mjesta prije svega ona na kojima je doslo do ozlijede kao i mjesta razvoja
tumora (3).

MMS ne izrazavaju kostimulatorne molekule na svojoj povrSini pa stoga niti ne mogu
djelovati kao antigen-prezentirajuce stanice (1). To njihovo svojstvo te opaZzanja da u
mijeSanoj reakciji limfocita snizuju T-stani¢ni odgovor (3) ¢ini MMS vrlo interesantnima u
podrucju klinicke transplantacije. Pri alogenim transplantacijama koStane srzi moguca je
pojava reakcije presatka-protiv-primatelja (engl. graft vs. host disease; GvHD) koja
ponekada moze imati i fatalan ishod po primatelja. U takvim situacijama ko-transplantacija
MMS i njihov imunomodulatoran u€inak mogu ublaziti simptome i eventualno rijesiti GvHD
(3,9). S obzirom da MMS nalaze svoju primjenu u mnogim patoloskim stanjima kojima je
podloga jaka imunoloSka reakcija, ovo je samo jedan od primjera njihove klinicke primjene,.

Sva navedena svojstva MMS Cine vrlo primjenjivima u raznim oblicima staniCne terapije.

1.1.1. Morfologija

MMS u kulturi stanica in vitro prilikom prihvacanja na plasticnu podlogu razvijaju vretenasti
fibroblastni izgled.

Prilikom izvodenja CFU-F testa (engl. colony formig unit-fibroblastoid) koji se izvodi u svrhu
ispitivanja klonogenog potencijala MMS, moze se makroskopski primijetiti dvije vrste
kolonija (1). Ta se razlika oCituje u veliCini rastucih kolonija, a neposredno ovisi o0 morfologiji
stanica koje saCinjavaju pojedine kolonije.

Tip I MMS kolonije saCinjavaju monocitni fibroblasti vretenastog izgleda koji u kulturi in
vitro rastu brzo, imaju veliki potencijal samoobnavljanja i diferencijacije te predstavljaju
najnediferenciranije MMS (1). Tip Il MMS kolonija saCinjavaju morfolo3ki vece i Sire stanice
koje se dijele sporije (1). Nakon nekoliko presadivanja, prvotno predominantne stanice tipa I
sve su rjede te se omjer stanica tipa | i Il mijenja u korist stanica tipa Il. Vjeruje se da tip 1l
nastaje iz MMS tipa | asimetricnom stanicnom diobom te se u povoljnim kultivacijskim

uvjetima in vitro njihove osnovne znaCajke mogu dokazati i nakon 20-25 presadivanja.



1.1.2. Imunofenotip

MMS nemaju neke sebi svojstvene povrsinske biljege koji bi ih jednoznacno razlikovali od
drugih slicnih stanica te se tek kombinacijom viSe biljega moze zakljuciti o tome da se radi 0
imunofenotipu MMS.

Sve MMS, bez obzira na njihovo podrijetlo, ne izrazavaju biljege krvotvornih stanica poput
CD34, CD14, CD11b, CD43, CD45, CD19, i HLA klasu Il antigene, a izrazavaju CD44,
CD73, CD90, CD105, HLA klasu | antigene, PDGF i EGF receptor (1,3,5,6,9). lzraZaj
navedenih biljega na stanicama uzgojenim u kulturi stanica in vitro utvrduju se metodom
protoCne citometrije. lzrazaj povrSinskih biljega MMS vrlo je varijabilan te takoder u
mnogome ovisi o starosti stanica (1,3), tj. kroz koliko u ciklusa presadivanja prosle, jer nakon
odredenog vremena neminovno dolazi do promjene morfologije, imunofenotipa i klonogenog
potencijala uzgajanin MMS in vitro (1).

Na izraZaj povrSinskih biljega i stoga nemogucnost njihove jednoznacne identifikacije uvelike
utjeCu tkivni izvor iz kojeg su izolirane MMS i znaCajke samog donora (prije svega njegova

dob i zdravstveni status) (1,3).

1.2. Klinicka primjena mezenhimskih maticnih stanica

Navedena imunomodulatorna svojstva MMS, mogucnost jednostavne izolacije i uzgoja in
vitro ¢ine MMS pogodnima za klinicku primjenu

Iz dosadasnjih saznanja vidljivo je da je lokalna ili sustavna primjena MMS potencijalno
moguca u vise raznih terapijskih disciplina poput regenerativne medicine, imunoloske terapije

i genske terapije (1,3).

1.2.1. Imunoloska terapija

Do sada se najviSe iskustva sakupilo u lijeCenju pacijenata kojima su transplantirane
krvotvorne maticne stanice (KMS). MMS u ko-kulturi s KMS mogu pospjesiti efikasnost
njihova rasta in vitro (3). Naj¢es¢i nacin klinicke primjene MMS je ko-transplantacija s KMS
(3). U takvim uvjetima svojom aktivnos¢u MMS mogu stvoriti povoljne uvjete za prihvacanje
KMS i uspjesnost repopulacije krvotvornog/imunoloSkog sustava primatelja. Osim toga
prilikom alogene transplantacije KMS, MMS svojim imunomodulatornim svojstvima i
luCenjem protu-upalnih citokina sprjeCavaju razvoj reakcije presatka-protiv-primatelja
(GvHD).



1.2.2. Regenerativna terapija

Svojstvo MMS da se nakupljaju i proliferiraju u mjestima ozljeda gdje se aktivnoS¢u i
diferencijacijom MMS ponovno uspostavlja tkivna i organska cjelovitost, ucCinilo ih je
interesantnim za podrucje regenerativne terapije.

| sama transplantacija koStane srzi u pacijenata koji su proSli kroz opetovane cikluse
citotoksicnih terapija zraCenjem i kemoterapijom primjer je regeneracije koStane srZi kojoj je
svim tim postupcima prethodno tesko narusena funkcija (1,3).

Lokalna primjena MMS takoder se pokazala uspjeSna u lijeCenju i regeneraciji kostiju,
hrskvice i ligamenata (1), Sto je bazirano na multipotentnim svojstvima MMS. Takoder MMS
nalaze svoju primjenu, za sada joS uvijek u eksperimentalnim zahvatima, u lijeCenju infarkta

sranog misica te u lijeCenju nekih autoimunih bolesti.

1.2.3. Genska terapija

Svojstvo MMS da djeluju imunomodulatorno i da se mobiliziraju u mjesta ozljede Cini ih
potencijalno iskoristive kao stanice-nosace koji sudjeluju u ispostavi djelotvornih lijekova ili
izmjenjenog genetskog materijala na ciljano mjesto (1,3). Dokazno je da takve promijenjene
MMS i u invitro i in vivo modelima mogu producirati razne proteine kroz odredeno vrijeme.

Ovaj model nalazi mogucu primjenu u lijeCenju naslijednih bolesti i novonastalih oboljenja

).

1.3. Kultura mezenhimskih mati¢nih stanica in vitro

1.3.1. Uvjeti stanicne kulture in vitro

Zastupljenost MMS u kostanoj srZi je 2-5 MMS u 10° mononuklearnih stanica (MNS) (1). Za
primjenu MMS u terapijske svrhe, iz dosadasnjih iskustava se zakljucilo da je potrebno
transplantirati 2 x 10° MMS po kilogramu primatelja (2). Iz navedenog je ogito da je MMS
neophodno umnoziti in vitro kako bi uCinkovito izvrSile svoju funkciju prilikom
transplantacije. Stoga je klju¢no kreirati protokol umnazanja MMS in vitro koji bi omogucio
njihovo kvalitetno umnaZanje u Sto kraCem vremenu, a da umnoZzene MMS zadrZe sva

svojstva neophodna za njihov klinicki ucinak.



Do sada se najéeS¢e u kultivacijskim medijima s niskim sadrzajem glukoze koristio fetalni
govedi serum (FGS) kao izvor brojnih Cimbenika za rast i proliferaciju stanica. Tijekom
vremena mnogi strucnjaci koji se bave umnazanjem MMS in vitro, optimizirali su na razlicite
naCine uvjete njihova uzgoja pa danas joS uvijek vlada prilicno Sarenilo vezano uz protokole
umnazanja u razlicitim institucijama diljem svijeta i konsenzus po tom pitanju jos uvijek nije
uspostavljen.

S pomocu testa CFU-F moguce je pratiti klonogeni potencijal MMS uzgojenih u razliCitim
uzgojnim uvjetima. Danas se zna da se medu Cimbenike koji mogu znatno utjecati na
proliferativni kapacitet MMS in vitro, svakako ubrajaju trombocitni Cimbenik rasta (platelet-
derived growth factor-BB, PDGF-BB), epidermalni Cimbenik rasta (epidermal growth factor,
EGF), fibroblastni Cimbenik rasta (basic fibroblast growth factor, bFGF), transformirajuci
¢imbenik rasta B (transforming growth factor B, TGF- B) i inzulinski ¢imbenik rasta (insuli-
like growth factor, IGF) (1,3). S obzirom da MMS o kojima govorimo nisu imortalizirane
stanice, nakon nekog vremena u kulturi in vitro dolazi do znatnog usporavanja rasta pracenog
morfoloskim promjena stanica, pojacanim stvaranjem stresnih vlakana i skraCivanjem
telomera izazvanih replikativnim starenjem (3) te je optimizacija kuture stanica in vitro
neophodna u svakoj instituciji/laboratoriju u kojem se one uzgajaju.

Kljucan Cimbenik u optimizaciji uvjeta kulture in vitro jest izbor animalnog seruma koji je
glavni izvor Cimbenika rasta stanica (aminokiseline, minerali, lipidi, transportni proteini,
¢imbenici rasta, hormoni, vitamini, inhibitori proteaza itd.). Uz to serum u kulturi djeluje i
kao pH pufer (1). No, zbog nestandardizacije serijskih uzoraka FGS (engl. lot) dodavanje
raznih Cimbenika rasta u medij nije se pokazalo kao pouzdan nacin standardizacije i
optimizacije uvjeta rasta stanica. Sve su to razlozi koju su na kraju rezultirali idejom da se
Kreiraju uvjeti rasta u kojima Ce se izbjeci dodatak FGS. Kako se i ovom problemu pristupalo
s viSe strana, tako su i tu dobiveni razliCiti rezltati, dijelom i zbog koriStenih serumskih
komponenti kao Sto je BSA ili visokih koncentracija Cimbenika rasta koriStenih u
eksperimentima (1). Stoga se s vremenom odustalo od te ideje i u vecini slucajeva se ostalo
pri upotrebi FGS.

lako je rast MMS u uvjetima koji sadrze FGS vecCinom zadovoljavajuci, klinicka primjena
tako proizvedenih MMS je dodatno upitna. Glavni problem predstavljaju ve¢ spomenuti
nestandardizirani serijski uzorci FGS te s time povezana razlika u efikasnosti in vitro
umnazanja Sto je rezultiralo i potrebom za veCim uzorkom koStane srzi kako bi se dobila
zadovoljavajuca koliCina MMS potrebnih za transplantaciju. No najveci problem kod

upotrebe FGS pri umnazanju stanica koje bi se koristile za kliniCku primjenu jest njegovo



animalno podrijetlo koje predstavlja realnu opasnost od moguceg prijenosa prionskih bolesti
(3,5).

Iz svih navedenih razloga javila se velika potreba za nalazenjem odgovarajue zamjene za
FGS. U novije vrijeme pocelo se ispitivati uvjete kuture MMS in vitro u kojima se kao
nadomjestak za FGS dodaje lizat ljudskih trombocita (LT) (4,5). Prvi rezultati su se pokazali
vrlo dobrima. Rast MMS u mediju s LT je davao usporedive, a ponekad i puno bolje rezultate
nego u mediju s FGS (4). LT predstavlja potencijalno dobru zamjenu za FGS prilikom
umnazanja MMS za kliniCku primjenu i stoga se smatra vrijednim truda dodatno istraziti

njegov ucinak na rast MMS u kulturi in vitro.



2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj ovoga rada bio je provjeriti klonogeni potencijal MMS uzgojenih u kultivacijskom
mediju oplemenjenom s 10% lizata ljudskih trombocita te pratiti neke od njihovih znacajki
poput imunofenotipa, tijekom ranih presadivanja koja su klju¢na za klinicko umnazanje MMS

invitro.



3. MATERIJALI | METODE



3.1. StaniCni uzorci i reagencije

3.1.1. Uzorci kostane srzi

KoriSteni su uzorci kostane srzi (KS) od 3 zdrava davatelja koji su dali informirani pristanak
za doniranje malog volumena KS za istrazivanje. Centrifugiranjem u gradijentu gustoce fikola
(Amersham BioSci, Velika Britanija) iz uzorka KS izdvojen je medusloj mononuklearnih
stanica (MNS), koji je potom koriSten za potrebe uzgoja MMS in vitro.

Ovi zahvati vezani uz pripremu i doradu uzoraka te kulturu stanica in vitro podrazumijevali su
rad u sterilnim uvjetima koriStenjem sigurnosnog mikrobioloskog kabineta klase Il a (Heraeus
KSP15, Njemacka).

3.1.2. Reagencije

3.1.2.1. Lizat trombocita

Pripravci trombocita dobrovoljnih davatelja krvi prikupljeni i pripremljeni u Hrvatskom
zavodu za transfuzijsku medicinu koriSteni su za pripremu lizata trombocita (LT). LT se
koristio kao dodatak hranjivom mediju koriStenom za uzgoj MMS. LT pripravljan je tako da
se vre€ica s trombocitima pohranila na temperaturi od -30°C. Potom se zamrznuti sadrZaj
naglo otopio u vodenoj kupelji (37°C) prilikom Cega su se trombociti raspali i ispustili
staniCni sadrZaj. Takav LT se potom centrifugirao na 2300rpm /RT/30 min. Nadtalog se
rasto¢io u sterilne polistirenske epruvete (TPP, Svicarska) i alikvoti smrznuli i pohranili na -
80°C.

3.1.2.2. Priprema kultivacijskog medija

Potrebni broj alikvota LT otopio se u vodenoj kupelji (WB-4 MS, Latvija) te se centrifugirao
(Heraeus Omnifuge 2.0RS, Njemacka) na 3000 rpm/10 min. U sigurnosnom mikrobioloskom
kabinetu, sterilnom Spricom se izdvojio nadtalog iz centrifugiranog sadrZaja i profiltrirao kroz
filter za Sprice veli¢ine pora 0,22um (TPP, Svicarska).

Kultivacijski medij sastojao se od heparina (2 1U/ml), 1% Penicilin/Streptomicin otopine

(PenStrep; Sigma, Njemacka), 2 mM L- glutamina (L-glu; Sigma, Njemacka) i 10% LT.



3.2. Priprema stanicne suspenzije iz uzoraka kostane srzi

3.2.1. Odredivanje broja i vijabilnosti stanica u pripremljenim staniCnim

suspenzijama

Kako bi se odredio optimalan broj MNS/MMS za nasadivanje i umnazanje MMS, potrebno je
izraCunati ukupan broj stanica u uzorku te odrediti njihovu vijabilnost (postotak Zivih stanica).
Dobiveni rezultati koriste se u daljnjim postupcima ovog istrazivanja.

Cista i suha Birker-Tiirkova komorica s pokrovnim stakalcem ogistila se alkoholom i
osusila staniCevinom. Pokrovnom stakalcu navlazio se rub i postavilo ga se na sredinu
komorice. Lagano ga se povlacilo iznad podrucja za brojanje dok se nisu pojavili krugovi
interferencije (Newtonovi krugovi) koji su ukazivali da je stakalce pravilno postavljeno.

Mali volumen staniCne suspenzije izdvojio se sterilno u sigurnosnom kabinetu za potrebe

brojanja pod svjetlosnim mikroskopom. Jednaki volumen staniCne suspnzije i tripanskog
modrila (Fluka, Njemacka) se pomijeSao i pipetom prenjeo u komoricu za brojanje. Na isti
nacin se pripremila i mjeSavina stanicne suspenzije i Turkove otopine (Kemika,Hrvatska) koja
se prenjela u drugi dio komorice.
Burker-Tirkova komorica se namjestila na stoli¢ svjetlosnog mikroskopa (Olympus CX31,
Japan), a stanice su se brojale pod povecanjem od 40x. Prvo su se brojale stanice obojene
tripanskim modrilom tako da ih se prebrojalo u barem 2 velika kvadrata (svaki sa po 16
manjih polja) ili viSe od 100 stanica. Posebno su se biljezile zive (prozirne) i mrtve (plavo
obojane) stanice.

IzraCunao se postotak Zivih stanica (vijabilnost =Vi) prema formuli:

Vi = broj zivih stanica / ukupan broj stanica x 100

Zatim su se brojale stanice pomijeSane s Tiirkovom otopinom tako da ih se prebrojalo u sva 4
kvadrata (svaki sa po 16 manjih polja). Broj stanica izrazen u milijunima stanica po 1 ml
stanicne suspenzije dobio se prema formuli:
St = Broj prebrojanih stanica na N polja/ N x 2 x 250 x 1000
Broj vijabilnih stanica u 1 ml stani¢ne suspenzije (Cvi) izraCunao se po formuli:
Cvi =Stx Vi

Ukupan broj vijabilnih stanica u ukupnom volumenu stanCne suspenzije izraCunao se po
formuli:

UK. br st. = Cvi x Volumen suspenzije



Ovisno o daljnjem zahvatu na stanicnom uzorku, koncentracija stanica mogla se podeSavati

dodavanjem kultivacijskog medija.

3.2.2. Nasadivanje stanica u kultivacijske flaskove

U kultivacijske flaskove (TPP, Svicarska) nasadivale su se MNS u koncentraciji izmedu 0,1-
0,16x10%cm?. Stanice su se nasadivale u flaskove povrsine 25 cm?. Izraunata koncentracija
stanica podesila se tako da se Zeljeni broj stanica resuspendirao u ukupno 6 ml kultivacijskog
medija, $to je koli€ina koja se nasadivala u flask povrsine 25cm?. Tako pripremljena stani¢na
suspenzija u kultivacijskom mediju prenjela se u flask pomocu sterilne seroloske pipete.
Kultivacijski flask morao je biti prethodno oznafen imenom dobrovoljnog davatelja,
gustoéom nasada stanica po cm? i datumom. Prije prijenosa flaskova u CO, inkubator dno mu
se prebrisalo sterilnom kompresom namocenom dezinficijensom (Incidin Foam, Ecolab,
Njemacka).

Flask s uzorkom je prenese u CO, inkubator (HeraCell 150, Njemacka) u atmosferu s 5% CO,
na 37°C.

3.2.3. Promjena medija

Nakon 2 dana kultivacije pri gore navedenim uvjetima, uklonio se sav kultivacijski medij s
neadheriranim stanicama.

Iz CO; inkubatora izvadio se flask te se pod invertnim mikroskopom provjerilo da li su se
MNS adherirale. U sigurnosnom kabinetu, upotrebom seroloSke pipete izvukao se sav
kultivacijski medij. Preostalom adheriranom sloju MNS dodalo se seroloSkom pipetom
svjezih 6 ml kultivacijskog medija koji je bio prethodno zagrijan u vodenoj kupelji. Flask se
prebrisao kompresom navlazenom dezinficijensom te se vratio natrag u CO; inkubator.

Pri promjeni kultivacijskog medija u daljnjim presadivanjima nije bila potrebna promjena
cijelog volumena medija, ve¢ samo polovice, dakle 3 ml. Princip promjene je bio isti kao i

kod gore opisane promjene medija.



3.2.4. Tripsinizacija

Nakon odredenog broja dana (~10 dana) , kad su stanice dosegnule konfluentnost od oko 80%
bilo ih je potrebno odignuti od plasticne podloge te u novom presadivanju nasaditi u novi
flask.

U vodenoj kupelji se zgrijao kultivacijski medij, sterilna fizioloSka otopina puferirana
fosfatima (PBS; Macopharma, Francuska) i1 0,25% Tripsin-EDTA otopine (Sigma,
Njemacka). Pod invertnim mikroskopom se provjerilo stanje stanica uzgojenih u flaskovima i
njihova konfluentnost. Flask je zatim preneSen u sigurnosni kabinet. Boce s kultivacijskim
medijem i sterilnim PBS prebrisane su dezinficijensom prije nego su bile uneSene u
sigurnosni kabinet. 1z kultivacijskog flaska sterilnom seroloSkom pipetom uklonjen je sav
kultivacijski medij, pazecCi pri tome da se ne dodiruje dno s adheriranim MMS. Novom
seroloskom pipetom uzelo se 6 ml sterilnog PBS-a te se njime pazljivo ispralo dno flaska.
PBS se potom istom pipetom izvukao van i bacio u otpad. Ovaj postupak ispiranja ponovio se
jos jednom.

Novom sterilnom seroloSkom pipetom u flask se dodalo 3 ml Tripsin-EDTA otopine, flask se
zatvorio i stavio u CO, inkubator na 2,5 — 3 minute. Po isteku inkubacije flask se izvadio iz
CO; inkubatora te se provjerilo pod invertnim mikroskopom da li su se stanice ucinkovito
odvojile s plasticne podloge. Djelovanje enzima se zatim brzo zaustavilo dodavanjem 5 ml
PBS u flask. Sadrzaj flaska se pipetom izvukao u novu sterilnu epruvetu te se dno jo$ jednom
lagano ispralo. Sadrzaj epruvete se iscentrifugirao na 2300 rpm/3 min/RT.

Nakon centrifugiranja supernatant se dekantirao, a talog sa stanicama se resuspendirao u 1-2
ml kultivacijskog medija. SadrZzaj se homogenizirao sterilnom pasteurovom pipetom te se tom
istom pipetom mala koliCina suspenzije izdvojila za potrebe brojanja stanica i odredivanja
vijabilnosti (vidjeti 3.2.1).

U svakom sljede¢em presadivanju, tripsinizacija je radena na jednak nacin. Nakon prvog
presadivanja stanice su nasadivane u gustoéi 1000 st/cm? i oznatavane kao MMS.

Nakon prvog presadivanja postupak tripsinizacije se radio svaki 7. dan.

3.3. Test klonogenog potencijala mezenhiskih maticnih stanica

3.3.1. Postavljanje testa klonogenog potencijala mezenhimskih maticni stanica

Test klonogenog potencijala MMS (engl. colony forming unit — fibroblast ; CFU-F test)
izvodio se radi procjene kapaciteta klonalnog umnazanja MMS.



Nakon tripsinizacije, a paralelno s nasadivanjem MMS u flaskove bilo je potrebno postaviti i
CFU-F test.

Za potrebe CFU-F testa stanice su nasadivane u koncentraciji od 2 MSC/cm? u dvije petrijeve
zdjelice (TPP, Svicaska) povrsine 150 cm2. To znaci da je potreban broj stanica koje su se
nasadivale bio 300 po jednoj petrijevoj zdjelici u volumenu od 10 ml kultivacijskog medija.

U sigurnosnom kabinetu se u pripremljenu epruvetu od 50 ml sterilnom pipetom dodalo 20 ml
kultivacijskog medija u kojeg se dodalo odgovarajuci volumen stanicne suspenzije koja je
sadrzavala 600 stanica. Pripremljena stani¢na suspenzija za CFU-F test dobro se promijeSala
sterilnom seroloSkom pipetom te se njome sav sadrzaj prebacivao i jednakomjerno
razdijeljivao u 2 pripremljene i prethodno oznaCene petrijeve zdjelice.

Dva puta tjedno je 1/3 medija zamjenjena svjezim kultivacijskim medijem, a postupak je bio

isti kako je opisan u Promjena medija (vidjeti 3.2.3., provjeriti da li je isti broj)

3.3.2. Kontrastno bojanje kolonija

Nakon 10 dana kulture in vitro formirane MMS-kolonije adherirane na plasticno dno
petrijevih zdjelica su brojane. Ovaj dio testa se nije izvodio u sterilnim uvjetima.

Iz CO, inkubatora su se izvadile dvije petrijeve zdjelice te se pod invertnim mikroskopom
provjeravalo stanje rastucih kolonija. Nakon toga na radnome stolu su pripremljeni potrebni
materijali za bojanje kolonija. Pripremljen je Cisti PBS, aceton (Merck, Njemacka) i etanol
(Merck, Njemacka). U jednoj staklenoj boci pripremila se mjeSavina aceton — metanola u
omjeru 3 : 2.

Pipetom se iz petrijevih zdjelica prvo odlio kultivacijski medij. Zatim se s po 10 ml PBS
lagano ispralo dno svake petrijeve zdjelice. Ovo ispiranje se ponovljalo joS dva puta. Potom
se u svaku zdjelicu pipetom doljevalo po 10 ml mjeSavine aceton — metanola. Petrijeve
zdjelice su potom poklopljene kako bi se kolonije fiksirale tijekom 15 minuta. Nakon isteka
vremena mjeSavina za fiksiranje se odlila, a petrijeve zdjelice su ostavljene da se osuSe na
zraku. Nakon Sto su se osusile u njih se dodalo po 10 ml deionizirane vode. Nakon rehidracije
voda se odlila, a u svaku se zdjelicu novom pipetom dodalo po 10 ml boje (Harry's
hemotoxylin staining, Merck, Njemacka) koja se pustila da djeluje 10 — 12 min. Boja se zatim
odlila, a zdjelice se lagano, ali §to temeljitije ispirale pod teku¢om vodom iz slavine.

Nakon Sto su se uzorci osusili na zraku pristupalo se brojanju kolonija tako da su se obje
petrijeve zdjelice okrenule dnom prema gore, a svaka prebrojana kolonija MMS se oznaCavala

markerom kako ne bi doSlo do zabune pri brojanju. Nakon Sto su prebrojane sve kolonije



izraCunavala se srednja vrijednost broja kolonija iz obje petrijeve zdjlice, a podatak se unosio
u bazu podataka.

3.4. Imunofenotipizacija

Tijekom 2, 3. i 4. presadivanja odredivan je imunofenotip umnoZenih stanica. Ukratko, nakon
postupka tripsinizacije, stanice su isprane u ¢istom PBS. Odreden je broj stanica u suspenziji i
podesena koncentracija stanica na minimalno 1x10°st/ml. Slijede¢a protutijela su koristena u
svrhu jednobojnog oznaCavanja stanica: CD45-FITC (Dako, Danska), CD34-PE (BD,
NjemacCka), CD14-PE (Dako, Danska), HLA-DR-PE (Dako, Danska), CD90-FITC
(BioLegend, SAD), CD105-FITC (BioLegend, SAD) i njima pripadajuce izotipske kontrole
IgG1-FITC (Dako, Danska) i IlgG2a-PE (Dako, Danska).

U oznacCene plasticne tubice za protocnu citometriju dodano je po 10 ul monoklonskog
protutijela na koje se dodalo po 100ul stanicne suspenzije pripremljene u PBS-u. Tako
pripremljeni uzorci su inkubirani 15 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Po isteku
inkubacije, u svaku tubicu se dodalo po 2ml PBS, prodrmalo se sadrzaj na drmalici te
iscentrifugirao (2300rpm/3min) sa svrhom ispiranja suvisSka protutijela. Supernatant se potom
dekantirao, a talog stanica resuspendirao u 0.3 ml PBS. Tako pripremljeni uzorci bili su
spremni za propustanje i analizu na protocnom citometru (FACSCalibur, BD, Njemacka).

Pri analizi, na prikazu propustenog uzorka stavila se ograda oko populacije mezenhimskih
stanica te se unutar te ograde analizirao udio stanica koje su vezale specifiCna protutijela.
Pozitivitet od 20% na viSe se smatrao pozitivnim nalazom. PodeSenja prilikom propustanja
obiljezenih uzoraka kroz protoCni citometar bila su takva da je fluorescencija (FL) koja je
poticala od protutijela obiljezenih fluorokromom fluorescein-izotiocijanat (FITC) detektirana
na FL1-kanalu (emisija zelene svjetlosti), a ona od fikoeritrina (PE na FL2-kanalu (emisija u
crvenonarancastom spektru). Dobiveni rezultati analizirani su raCunalnim programom
CellQuest (BD, Njemacka).

3.5. Obrada podataka

Kako Dbi se izraCunao rast stanica i udvostrucenje populacija MMS u kultivacijskim
flaskovima, prilikom svakog presadivanja u obzir su se uzimala dva relevantna podatka koja
su unesena u tablicu. Jedan je bio broj stanica koji je nasaden prilikom svakog presadivanja
(N1), a drugi je bio broj stanica prikupljen prilikom tripsinizacije (Ny). Ti podatci uneseni su u

formulu:



X = [log10(Nn) — log10(N1)] / log10(2)
prema kojoj su izradene krivulje rasta MMS svakog dobrovoljnog davatelja koStane srzi.
Srednje vrijednosti broja kolonija MMS prilikom svakog presadivanja, izraslih u petrijevim

zdjelicama takoder su unesene u tablicu te su prema dobivenim vrijednostima izradene

krivulje.



4. REZULTATI



4.1. Dobrovoljni davatelji koStane srzi

KoriSteni su uzorci tri zdrava dobrovoljna davatelja (DD) koji su potpisali informirani
pristanak za doniranje malog volumena KS u svrhu istrazivanja. Dva dobrovoljna davatelja
bila su muskog, a jedan Zenskog spola. Zenski DD bio je najmladi (18 godina) dok su muski
DD-i bili u dobi od 23 i 53 godne (Tablica 1).

Tablica 1: Dobrovoljni davatelji kostane srzi

DD spol dob
1 m 23
2 z 18
3 m 53

4.2. Morfologija mezenhimskih matiCnih stanica

Mezenhimske mati¢ne stanice (MMS) uzgajane u CO, inkubatoru (Slika 1) adherirale su na

plasticnu podlogu kultivacijskih flaskova. U svim fazama rasta uzgajane stanice su ispoljavale

vretenastu fibroblastnu morfologiju karakteristichnu za MMS uzgojene u kulturi stanica in
vitro (Slika 2).

Slika 1: Kultivacijski flaskovi u kojima su uzgajane MMS in vitro.
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Slika 2: Karakteristi¢an vretenasti izgled uzgojenih MMS adheriranih na plasti¢noj podlozi.

4.3. Analiza rasta mezenhimskih mati¢nih stanica

Rast MMS pracen je u vremenskom periodu od nekoliko tjedana. U tom vremenu napravljeno

je prosjecno 5 presadivanja MMS svakog DD. Rast MMS prije svakog ciklusa presadivanja

bio je ograniCen na 7 dana kada je dosegnuta prosjecna konfluentnost stanica oko 80%.

Rezultati povecanja broja stanica na kraju svakog ciklusa presadivanja za svaki uzorak MMS

pojedinacno su navedeni u Tablici 2 te je izraCunat ukupan broj podvostruCenja tijekom

vremenskog perioda obuhvacenog s 5 ciklusa presadivanja stanica.

Tablica 2: Udvostrucenje broja MMS prilikom uzgoja in vitro.

Ciklus Dobrovoljni davatelj 1 Dobrovoljni davatelj 2 Dobrovoljni davatelj 3
presadivanja | Udvostrucenje | Kumulativno | Udvostrucenje | Kumulativno | Udvostrugenje | Kumulativno
stanica / broj stani¢ne udvostrucenje stani¢ne udvostrucenje stanicne udvostrucenje

dana uzgoja in populacije * stani¢ne populacije * stani¢ne populacije * stanicne
vitro populacije** populacije** populacije**

0d 0 0 0 0 0 0

pl/7d 4.08 4.08 6.48 6.48 1.53 1.53

p2/14.d 4.64 8.72 3.13 9.62 0.78 231

p3/21.d 4.30 13.02 3.65 13.27 0.78 3.09

p4/28.d 3.92 16.95 2.14 15.41 0.64 3.73

p5/35.d 2.64 19.59 241 17.82 1.40 5.13

Prosjecno

vrijeme

potrebno za (35dx24hr):1959=43hr | (35dx24hr):17.82=47hr | (35dx24 hr):5.13=164 hr

jedno

udvostrucenje

broja stanica

*x=(log10(Nh)-log10(N1))/log10(2)

** zbrajaju se pojedina€na udvostrucenja po svakom ciklusu presadivanja stanica
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Tijekom 35 dana uzgoja MMS in vitro, stanice koje su potjecale od DD1 podvostrucile su se
u broju 19.6 puta, stanice od DD2 17.8 puta i stanice DD3 5.13 puta. Iz dobivenih rezultata
dalo se izraCunati da je prosjecno vrijeme potrebno za udvostrucenje stanicne populacije u
slucaju MMS-DD1 iznosilo 43 sata, MMS-DD2 47 sati i u sluCaju MMS-DD3 164 sata.

Iz dobivenih rezultata rasta vrlo je uoCljiva razlika kinetike rasta broja stanica koje su
potjecale od mladih dobrovoljnih davatelja u odnosu na stanice podrijetlom od najstarijeg
dobrovoljnog davatelja (MMS-DD3) (Slika 3).

Kumulativno udvostru¢enje MMS populacije

25.00

20.00
15.00 /% —e— DD1-23 god
—#— DD2-18 god
DD3-53 god
5.00 /
0.00 7 T

0 7 14 21 28 35

KUP

dani

Slika 3. Graficki prikaz razlika u kumulativhom porastu broja uzgojenih MMS in vitro.

4.4. Klonogeni potencijal mezenhimskih maticnih stanica

Klonogeni potencijal MMS odredivan je CFU-F testom koji je pripremljen prilikom svakog
ciklusa presadivanja. Nakon 10 dana uzgoja MMS u sklopu CFU-F testa, formirane kolonije

su fiksirane, obojane i prebrojane (Slika 4).
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Slika 4. CFU-F - obojane kolonije MMS-DD2 u svih 5 ciklusa presadivanja.

Iz pojedinacnih prikaza broja CFU-F kolonija svakog od dobrovoljnih davatelja (Slika 5),
vidljivo je da klonogeni potencijal MMS podrijetlom od najstarijeg donora (DD3) pokazuje
najslabiji klonogeni potencijal u ranim ciklusima presadivanja.
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Slika 5. Broj kolonija MMS dobivenih u CFU-F testu u sva tri dobrovoljna davatelja.

4.5. Imunofenotip uzgojenih mezenhimskih maticnih stanica in vitro

Imunofenotip uzgojenih MMS in vitro odredivan je prilikom 2, 3. i 4. ciklusa presadivanja

stanica. U tim fazama uzgoja stanica in vitro oCekuje se homogenija stani¢na populacija Sto

se, medu ostalim znaCajkama, ocCituje i u njihovom imunofenotipu.

Stanicni uzorci obiljeZzavani su monoklonskim protutijelima koja su se vezala za antigene na

povrsini uzgojenih stanica. lzrazaj pojedinog antigena Kkoji je iznosio >20% smatran je

pozitivnim nalazom (Slika 6 i 7).
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Slika 6. ProtoCnocitoreuyski prikaz uzgojenih MMS. Na FSC/SSC kanalu (engl. forward
scatter/side scatter) vidljivo je da se radi 0 homogenoj populaciji velikih stanica.
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Slika 7. Imunofenotip uzgojenih MMS. Jednoparametrijski prikaz fluorescencije stanica u
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kojem je intenzitet fluorescencije stanica izrazen u odnosu na broj analiziranih stanica.

Iz analiziranog imunofenotipa uzgojenih MMS in vitro vidljivo je da se ve¢ u ranim ciklusima
presadivanja izgubio izrazaj panleukocitnog biljega CD45, krvotvornog biljega CD34,

monocitnog biljega CD14, dok je vidljiv znaCajan izrazaj biljega CD90 (Tablica 3). Sve

navedeno povezuje se sa znacajkama MMS.

Tablica 3. Imunofenotip MMS dobrovoljnih davatelja u 2, 3. i 4. ciklusu presadivanja.

DD p2 p3 p4
1* CD45-CD105+CD90+ CD45-CD105+CD90+ CD45-CD90+
o || CD45-CD105-CD90+CD14- | CD45-CD105-CD90+CD14- | CD45-CD105-CDI0+CD14-
HLADR-CD34- HLADR-CD34- HLADR-CD34-
3 || CD45-CD105-CD90+CD14- | CDA45-CD105-CD90+CD14- || CDA45-CD105-CD90+CD14-
HLADR-CD34- HLADR-CD34- HLADR-CD34-

* Zbog tehnickih problema nije bilo moguce odrediti veci broj biljega u MMS-DD1 stani¢nom

uzorku.
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5. RASPRAVA



Prilikom transplantacija raznih tkiva Cesto dolazi do komplikacija koje se viSe ili manje
uspjesno lijece. Alogena transplantacija krvotvornim maticnim stanicama (KMS) je uhodana i
standardna terapija u slucaju viSe hematoloSkih oboljenja. No, oporavak pacijenata nakon
transplantacije ovisi 0 nekoliko ¢imbenika i potpun hematoloSki oporavak nije uvijek slucaj.
Uzrok slabe hematoloske funkcije nakon transplantacije KMS je Cesto povezan s pojavom
infekcije citomegalovirusom i/ili reakcije presatka protiv primatelja (GvHD). Mnoge klinicke
studije potvrdile su da MMS transplantirane kao auto- ili alotransplantat znatno olakSavaju
prihvacanje primarnog transpantata te smanjuju ucestalost nuspojava i komplikacija izazvanih
u posttransplantacijskom razdoblju (1,9).

lako MMS nalazimo u raznim tkivnim izvorima, do sada je najce$ce koristena KS kao glavni
tkivni izvor MMS u klinickim studijama (2,7). Zastupljenost MMS u KS je samo 2-5 MMS u
10° mononuklearnih stanica (MNS) (2). Iz navedenog je ogito da je MMS neophodno
umnoziti ex vivo kako bi ucinkovito izvrSile svoju funkciju prilikom transplantacije. Stoga je
Kljutno kreirati protokol umnaZanja MMS in vitro koji bi omogucio njihovo kvalitetno
umnazanje u Sto kraCem vremenu, a da umnozene MMS zadrZe sva svojstva neophodna za
njihov klinicki ucinak.

U ovom radu, MMS su izolirane iz KS dobrovoljnih davatelja. Umnazane su u kultivacijskom
mediju koji je bio oplemenjen s 10% lizata ljudskih trombocita (LT). Na taj naCin se nastojalo
izbjeéi upotrebu suplemenata Zivotinjskog porijekla, poput fetalnog govedeg seruma, Koji
predstavljaju potencijalan rizik za prijenos stranih antigena i prionskih bolesti (4,5). U svim
fazama uzgoja MMS su ispoljavale svoje karakteristicne znaCajke; adherirale su za plasticnu
povrsinu kultivacijskih flaskova, ispoljavale tipicnu vretenastu morfologiju, ispoljavale
imunofenotip karakteristican za MMS te u CFU-F testu polucile rastom fibroblastnih kolonija.
Rast MMS razliCitih dobrovoljnih davatelja bio je obiljeZzen razliCitom kinetikom kroz 5
ciklusa presadivanja. Stani¢ni uzorci MMS-DD1 i MMS-DD2 tijekom 35 dana uzgoja in vitro
poluCili su znaCajno boljim rastom stanica u usporedbi s MMS-DD3. Tako se staniCna
populacija MMS-DD1 tijekom tog perioda 19,6 puta udvostruCila, a prosjeCno vrijeme
potrebno za podvostrucenje stanica je iznosilo 43 sata. U sluaju MMS-DD?2, situacija je bila
sliCna, stanice su 17,8 udvostrucCile svoj broj, a prosjecno vrjeme udvostrucenja je iznosilo 47
sati. Dobrovoljni davatelji DD1 i DD2 bili su stari 23 i 18 godina. U slucaju stanica koje su

potjecale od najstarijeg dobrovoljnog davatelja DD3 (53 godine), tijekom 35 dana uzgoja,
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stanice su se udvostruCile samo 5,1 puta, a za jedan ciklus udvostrucenja bilo im je potrebno
prosjecno 164 sati, tj. 7 dana.

Isti trend kinetike rasta MMS uzoraka potvrden je i CFU-F testom. Dok MMS-DD1 i MMS-
DD2 uzorci najveci broj fibroblastnih kolonija polu€uju u najranijim ciklusima presadivanja
(p2 i p2), MMS-DD3 daje lagani porast kolonija tek u 5. ciklusu presadivanja. S obzirom da
su najranije faze rasta klinicki znacCajne i potencijalno upotrebljive za transplantaciju, na
primjeru ova tri dobrovoljna davatelja oCito je kako bioloSka raznolikost, u ovom slucaju
starosna dob davatelja, utjeCe na rezultat umnazanja MMS in vitro (8,10).

S obzirom da su stanice sva tri davatelja u svim fazama rasta ispoljavale imunofenotip i
morfologiju MMS, ta razlika se nije o€itovala na karakteristikama MMS ve¢ samo na Kinetici
rasta koja je kljuCan Cimbenik u slu€ajevima kada je potrebno u kratkom vremenu umnozZiti
Sto veci broj MMS za potrebe transplantacije.

Uzevsi u obzir Cinjenicu da je KS zdravih davatelja vrlo dragocjen i rijedak uzorak, u ovom
radu koriSteni su uzorci samo tri dobrovoljna davatelja. Na tako malom eksperimentalnom
uzorku razlike su bile oCite, ali istraZzivanje svakako zahtjeva dodatna ispitivanja na vecem

broju ispitanika.
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6. ZAKLJUCAK
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U kultivacijskom mediju oplemenjenom s 10% lizata ljudskih trombocita moguce je

uspjeSno umnoziti MMS.

U svim fazama uzgoja MMS su ispoljavale svoje karakteristicne znaCajke; adherirale
su za plasticnu povrsinu kultivacijskih flaskova, ispoljavale tipi¢nu vretenastu
morfologiju, ispoljavale imunofenotip karakteristican za MMS te u CFU-F testu
polucile rastom fibroblastnih kolonija.

Rast MMS razliCitih dobrovoljnih davatelja bio je obiljeZzen razli¢itom kinetikom $to
je mouce povezati sa starosnom dobi dobrovoljnih davatelja. Kako su najranije faze
rasta klinicki znaCajne i potencijalno upotrebljive za transplantaciju, na primjeru ova
tri dobrovoljna davatelja oCito je kako bioloska raznolikost, u ovom sluCaju starosna

dob davatelja, utjeCe na rezultat umnazanja MMS in vitro.
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