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POVZETEK

Cloveske mezenhimske stromalne mati¢ne celice (MMC) so odrasle multipotentne matiéne
celice, ki jih lahko izoliramo tako iz odraslih kot iz fetalnih tkiv. MMC imajo Sirok
diferenciacijski potencial, poleg tega pa izkazujejo tudi imunomodulatorne lastnosti, vplivajo
namre¢ na mehanizme prirojene in pridobljene imunosti, posebej izrazit pa je njihov u¢inek na
zaviranje proliferacije in aktivacije limfocitov T. MMC na imunske odzive vplivajo z
izloCanjem specificnih topnih dejavnikov in preko celi¢nih stikov med MMC ter imunskimi
celicami. MMC lahko zato ugodno vplivajo na potek imunsko posredovanih bolezni in
izboljsajo stanje akutne bolezni presadka zoper gostitelja (aGvHD), ki je glavni zaplet po
presaditvi alogenskih krvotvornih mati¢nih celic (KMC). Sprva so bile MMC izolirane iz
kostnega mozga, ker pa je njihovo pridobivanje invazivno, se je pojavilo zanimanje ali MMC,
izolirane iz alternativnih tkivnih virov, izrazajo podobne diferenciacijske in predvsem
imunomodulatorne lastnosti. VV okviru magistrske naloge smo si zastavili, da bomo primerjali
ali imajo MMC, izolirane iz popkovnicnega (PT) in maScobnega tkiva (MT), podobne
imunosupresivne ucinke in vitro kot tiste, izolirane iz kostnega mozga. Za vrednotenje
imunosupresivnih uc¢inkov MMC, izoliranih iz razlicnih tkiv razlicnih darovalcev, smo
uporabili neradioaktivni test z uporabo reagenta MTS, s katerim smo izmerili obseg
proliferacije mononuklearnih celic (MNC) dveh oseb. Proliferacijo MNC smo izzvali z
mitogenskim rastlinskim lektinom fitohemaglutininom (PHA) in z aloantigeni v dvosmernih
meSanih kulturah MNC dveh nesorodnih oseb, pri ¢emer smo ugotovili, da je slednja bolj
primerna za vrednotenje imunosupresivnih u¢inkov MMC in vitro. MMC so uspes$no zavrle
proliferacijo MNC tako po mitogenski kot po stimulaciji z aloantigeni, obseg inhibicije pa je
bil odvisen od koli¢ine dodanih MMC. Pokazali smo, da imajo MMC iz PT in MT primerljive
imunosupresivne ucinke na proliferacijo MNC kot tiste iz KM. MMC iz PT pa so izkazale
najve¢ji ucinek med vsemi. Ugotovili smo, da so razlike med imunosupresivnimi ucinki
posledica lastnosti MNC, lastnosti MMC in njihovih donorjev, kot tudi tkiv, iz katerih so bile
MMC izolirane.

KLJUCNE BESEDE: mezenhimske stromalne mati¢ne celice (MMC), imunosupresija, kostni

mozeg, popkovni¢no tkivo, mascobno tkivo



ABSTRACT
Human mesenchymal stromal stem cells (MSC) are adult multipotent stem cells, which can be

isolated from adult and fetal tissues. MSC have large differential potential and
immunomodulatory properties, modulating mechanisms of innate and adaptive immunity, the
most significant is their inhibitory effect on activation and proliferation of T lymphocytes. MSC
modulate immune responses through the production of soluble factors and through cell to cell
contact between MSC and immune cells. Therefore MSC are promising therapy for immune-
derived diseases and acute graft versus host disease (aGvHD), which is a major complication
after allogenic hematopoietic stem cell (HSC) transplantation. At first, MSC were isolated from
bone marrow, but since this procedure is invasive, interest if MSC isolated from alternative
tissues posses similar differential and immunomodulatory properties is arising. In this study our
goal was to evaluate if MMC, isolated from umbilical cord matrix and adipose tissue express
comparable immunosuppressive properties than those derived from bone marrow. We
evaluated immunomodulatory activity of MMC, isolated from different tissues and derived
from different donors, with non-radioactive functional cell proliferative assay using MTS to
determine peripheral blood mononuclear cell (PBMC) proliferation. PBMCs were stimulated
with mitogen phytohemaglutinin (PHA) and with alloantigens in two-way mixed PBMCs
culture of unrelated donors. Allogenic stimulation was more suitable for evaluation of MMC
immunosuppresive activity in vitro. MMC sucessefully inhibited proliferation of PBMCs
induced by mitogens or alloantigens in a dose-dependent fashion. Our results showed that MMC
isolated from umbilical cord matrix and adipose tissue have comparable immunosuppressive
effects than those derived from bone marrow. MMC from umbilical cord matrix displayed the
most prominent effect. Differences we observed in immunosuppressive activity of MSC were
due to individual properties of PBMCs, properties of MSC and their donors and as well as the

different origins that MSC were isolated from.

KEY WORDS: mesenchymal stromal stem cells (MSC), immunosuppression, bone marrow,

umbilical cord matrix, adipose tissue



SEZNAM OKRAJSAV

aGvHD  akutna bolezen presadka zoper gostitelja (ang. acute graft vesus host disease)

APC antigene predstavljajoce celice
CD oznacevalec celi¢ne pripadnosti (ang. cluster of differentiation)
DC dendriti¢ne celice

DMEM/F12 Dulbeccov rastni medij/hranilna meSanica F12 (ang. Dulbecco's modified

medium)
DPBS Dulbeccov fosfatni pufer
FBS fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum)

GvHD bolezen presadka zoper gostitelja (ang. graft versus host disease)

KM kostni mozeg
KMC krvotvorne mati¢ne celice
MHC molekule poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti (ang. major

histocompatibillity complex)

MLC mesana kultura mononuklearnih celic
MLR mesSana reakcija mononuklearnih celic
MMC mezenhimske stromalne mati¢ne celice
MNC mononuklearne celice iz periferne krvi
MT mascobno tkivo

NK naravne celice ubijalke

PHA fitohemaglutinin, rastlinski mitogenski lektin
PT popkovnic¢no tkivo
TCR T-celi¢ni receptor

TLR Tollu podoben receptor



1 UVOD

1.1 Clovedke mezenhimske stromalne celice (MMC)
Mezenhimske stromalne mati¢ne celice so raznolika skupina odraslih multipotentnih mati¢nih

celic, ki so v kulturi in vitro morfolosko podobne fibroblastom. Izoliramo jih lahko tako iz
odraslih (kostni mozeg, masc¢obno tkivo, zobna pulpa, periferna in menstrualna kri, sklepne
plodovnica). MMC imajo sposobnost samoobnavljanja in diferenciacije v celice mezoderma
(hrustan¢ne, misi¢ne, kostne, mascobne in celice vezivnega tkiva) (1,2). Pod ustreznimi pogoji
gojenja in v prisotnosti specifi¢nih rastnih dejavnikov pa so sposobne tudi usmerjenega razvoja
v celice ektoderma (kardiomiocite, astrocite, nevrone) in endoderma (hepatocite, B-celice
trebusne slinavke) (1,3). Mednarodno zdruZenje za mezenhimske in tkivne mati¢ne celice (ang.
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committe) je izdalo naslednje smernice, na osnovi katerih

izolirane celice opredelimo kot MMC:

1) sposobnost pritrjanja na plasti¢no gojitveno povrsino (pri standardnih pogojih gojenja v
inkubatorju — 37°C, 5% COz v zraku, 95% vlaznost);

2) vsaj 95% jih mora izrazati oznacevalce celi¢ne pripadnosti CD73, CD90, CD105,
obenem pa manj kot 2% molekulske oznacevalce za krvotvorne maticne (KMC) in
endotelijske celice (CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79a, CD19 in HLA-DR);

3) sposobnost diferenciacije in vitro v kostno, hrustan¢no in mas¢obno tkivo (4).

Zaradi njihove sposobnosti pritrjanja na gojitveno povrsino, lahko MMC razmeroma preprosto
osamimo, ¢eprav s tem dobimo precej heterogeno populacijo celic. 1zoliramo jih lahko tudi z
lo¢evanjem na gostotnem gradientu (npr. z uporabo Ficoll-a), s preto¢no citometrijo, z uporabo
specifi¢nih protiteles in z metodo mejnih red¢itev (1,5). Kadar MMC pridobivamo iz tkiv, Ki
niso kostni mozeg (KM) ali popkovni¢na kri (PK), jih moramo najprej encimsko razgraditi (1).
MMC lahko razmeroma preprosto gojimo in vitro, pri ¢emer v kulturi vzdrzujejo stabilen
imunofenotip in kromosomsko strukturo ter se tudi po vecjem Stevilu pasaz maligno ne

spreminjajo (2).

Sprva so MMC uporabljali predvsem v regenerativni medicini, saj imajo $irok diferenciacijski
potencial, izlo€ajo Stevilne rastne dejavnike in so sposobne migriranja v poskodovana in vneta
tkiva. Kmalu pa je postalo jasno, da vplivajo tudi na imunske odzive, Se posebej izrazito na
aktivacijo in proliferacijo limfocitov T, kar je Se povecalo zanimanje zanje (6,7). Klinicno

uporabnost MMC preizkusajo predvsem na podro¢jih: regeneracije tkiv (hrustan¢no, misi¢no,



kostno, vezivno in nevroni), genskih terapij, izboljSanja rezultatov alogenskih presaditev KMC
(prepreCevanje ali obvladovanje akutne bolezni presadka zoper gostitelja — aGvHD) in
zdravljenja razli¢nih imunsko posredovanih bolezni (revmatoidni arttritis, sepsa, akutni
pankreatitis, multipla skleroza, Crohnova bolezen, ...) (5,7). MMC na svojih povrsinah le Sibko
izrazajo molekule poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti (MHC) razreda I, ne izrazajo pa
molekul MHC razreda Il in kostimulatornih molekul (B7-1, B7-2, CD40, CD40L), zato so $ibko
imunogene in ne izzovejo alogenskih imunskih odzivov. Zato lahko uporabimo alogenske
MMC "tretje osebe", za katere ni potrebno, da ustrezajo zahtevam glede tkivne skladnosti med

darovalcem in prejemnikom (8).

Za MMC je tudi znacilno, da migrirajo v tumorsko tkivo, kjer s svojim imunosupresivnim
delovanjem tumorskim celicam olajSajo pobeg oz. izogibanje nadzoru imunskega sistema. Ta
ué¢inek MMC je seveda nezelen in ga ne smemo ignorirati pri nartovanju njihove uporabe, Saj
lahko pomembno prispeva k metastaziranju obstojocega tumorja. Obenem pa ta njihova lastnost
ponuja moznost, da bi jih lahko uporabili kot dostavni sistem/nosilec za protitumorske
ucinkovine (9,10). Ugotovili so tudi, da MMC predhodno stimulirane s tumorje
nekrotizirajocim dejavnikom alfa (TNF-a), v tumorsko okolje privabljajo monocite/makrofage

in tako Se dodatno spodbujajo nastanek protivnetnega okolja ter rast tumorja (11).

Z gojenjem MMC v brezserumskem mediju sicer zmanjSamo njihov diferenciacijski potencial
in telomerazno aktivnost, vendar pa zato celice ne podleZejo malignim transformacijam in tudi

po vecjem Stevilu pasaz ne kazejo kromosomskih sprememb (12).

1.2 Mehanizmi vplivov MMC na imunske odzive
MMC vplivajo tako na prirojeno kot na pridobljeno imunost, in sicer tako in vitro kot in vivo,

pri ¢emer neodvisno od molekul MHC zavirajo proliferacijo in zorenje imunskih celic. Kot smo
ze omenili je najbolj izrazit njihov u¢inek na proliferacijo limfocitov T (2,8). Kljub nekaterim
nasprotujocim si podatkom v literaturi, da MMC na imunske celice delujejo zgolj preko
proizvodnje in izlo¢anja topnih dejavnikov, pa so za njihovo optimalno imunosupresivno
delovanje najverjetneje potrebni tudi medceli¢ni stiki (13,14). MMC so zelo obcutljive na
spremembe v njihovem mikrookolju. Kadar so izpostavljene zadostnim koli¢inam vnetnih
citokinov in hipoksiji, se preobrazijo v t.i. imunosupresivni fenotip in izlo¢ajo Stevilne topne
dejavnike (15). Za aktivacijo njihovih imunosupresivnih sposobnosti je nujna prisotnost IFN-y
z ali brez ostalih vnetnih topnih dejavnikov, kot so TNF-a, IL-1a, IL-1p in IL-17. IFN-y namre¢
v MMC spodbudi izlocanje encima indolamin-2,3-dioksigenaze (IDO), ki je eden klju¢nih

zaviralcev proliferacije limfocitov T in naravnih celic ubijalk (NK) (14). Ce vnetje ni prisotno
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oz. kadar koli¢ine vnetnih citokinov v njithovem mikrookloju niso dovolj velike, MMC
spodbujajo vnetje in izlocajo kemokine, ki privabljajo limfocite. Poleg tega proizvajajo majhne
koli¢ine topnih dejavnikov, odgovornih za njihovo imunosupresivno delovanje (IDO, PGE»>).
MMC se preobrazijo v celi¢ni fenotip, ki spodbuja vnetje tudi takrat, ko se aktivirajo preko
Toll-u podobnih receptorjev tipa 4 (TLR4), ki so izrazeni na njihovih povr$inah, in sicer z
lipopolisaharidi Gram negativnih bakterij. Nasprotno pa se po aktivaciji receptorjev TLR tipa
3 (TLR3), ki se nahajajo v endosomih, z dvojno verizno virusno RNA, MMC preobrazijo v
protivnetni fenotip. Ravnovesje opisanih lastnosti MMC v razli¢énih pogojih njihovega
mikrookolja spodbuja obrambo organizma pred patogeni, obenem pa ustvarja kontrolno zanko,
ki preprecuje preobsezno poskodbo tkiv in pripomore k njihovi regeneraciji (15). Poleg vnetnih
citokinov, ki so klju¢ni za razvoj imunosupresivnega u¢inka MMC, nanj vplivajo tudi razmerja
med (kolicino) MMC in posameznimi vrstami imunskih celic ter njihov aktivacijski oz.

efektorski status (16).

1.2.1 Vpliv MMC na limfocite T
Limfociti T igrajo klju¢no vlogo v pridobljeni imunosti, saj s klonsko porazdeljenimi T-

celicnimi receptorji (TCR) prepoznavajo antigenske peptide, vezane na molekule poglavitnega
kompleksa tkivne skladnosti (MHC) (17). Za ustrezno aktivacijo limfocitov T je poleg
antigensko specifi¢nega signala, ki nastane po interakciji med molekulami TCR in MHC z
vezanimi peptidi, nujen tudi t.i. kostimulatorni signal. Ta se sprozi po vezavi med molekulami
CD28 na limfocitih T in CD80/CD86 (oz. B7-1/B7-2) na antigene predstavljajocih celicah
(APC). V kolikor kostimulacije ni, nastopi anergija (18). Pretiran 0z. neustrezen vnetni odziv
limfocitov T lahko vodi v razvoj Stevilnih avtoimunskih bolezni, alogensko povzroceni T-
celi¢ni odzivi pa so glavni vzrok zapletov po presaditvah KMC (GvHD) in organov
(zavracanje) (13). S Stevilnimi Studijami so pokazali, da MMC zavrejo aktivacijo efektorskih
limfocitov T, kar pogosto spremlja tudi spodbujanje nastanka oz. delovanja regulatornih
limfocitov T (Treg). Zaviranje aktivacije in proliferacije lahko poteka preko neposrednih in
posrednih mehanizmov (MMC naj bi npr. tudi fizicno ovirale celicne stike med limfociti T in
APC). MMC iz razli¢nih tkiv zavrejo proliferacijo tako CD4" celic T (Th) kot citotoksi¢nih
CD8" limfocitov T (CTL), ta mehanizem pa je odvisen od koli¢ine dodanih MMC in neodvisen
od sprozilca proliferacije (2). Pri tem pa MMC ne zmorejo vedno zavreti izrazanja zgodnjih

oznacevalcev aktivacije limfocitov T (kot sta CD25 in CD69) (6).



Vpliv MIMC na CD4" celice T pomagalke (Th)
Celice T pomagalke (Th) ali CD4" limfociti T prepoznavajo antigenske peptide predstavljene

na molekulah MHC razreda Il in se v odvisnosti od prisotnih citokinov v njihovem mikrookolju
preobrazijo v enega od naslednjih podtipov: Thl, Th2, Thl7 ali Treg. Ti T-celi¢ni podtipi se
med seboj razlikujejo po efektorskih funkcijah in vrsti citokinov, ki jih proizvajajo (6,13).

Celice Thl

Celice Thl ali celice T pomagalke tipa 1 nastanejo, kadar so naivni CD4" limfociti T med
njihovo aktivacijo z APC izpostavljeni delovanju vnetnih citokinov IL-12, IL-27 in IFN-y.
Celice Thl na mesto vnetja privabljajo makrofage z izlo¢anjem IFN-y in TNF ter spodbujajo
nastajanje protiteles v aktiviranih limfocitih B oz. plazmatkah, poleg tega pa so udelezene tudi
pri odstranjevanju znotrajceli¢nih patogenov in nastanku zapoznele preobcutljivosti (ang.
delayed-tpe hypersensitivity — DTH). V kulturah pomesanih alogenskih limfocitov oz.
mononuklearnih celic (MLC) in vitro se v prisotnosti MMC zmanj$a obseg nastajanja celic
Th1, najverjetneje preko posrednih mehanizmov, in sicer z vplivanjem na dendriti¢ne celice
(DC), ki so profesionalne APC (13). V pogojih in vivo so MMC, potem, ko so jih intravensko
aplicirali v mi$i (model zapolznele preobcutljivosti — DTH), odkrili v blizini germinalnih
centrov v bezgavkah, kjer DC obicajno aktivirajo limfocite T (19). Neprimeren celini odziv
vrste Thl je znacilen za Crohnovo in sladkorno bolezen tipa 1, sistemski lupus eritematozus
(SLE) ter kroni¢ne vnetne ¢revesne bolezni, ter predstavlja primerno tarco za klini¢no uporabo

MMC (13,20).
Celice Th2

V prisotnosti IL-4 iz CD4* limfocitov T nastanejo celice Th2, ki imajo pomembno vlogo pri
obrambi pred zunajceliénimi paraziti, rekrutiranju eozinofilcev, vzpodbujanju tvorbe protiteles
in preklapljanju njihovih razredov (20). Celice Th2 so vpletene tudi v mehanizme alergijskih
obolenj (npr. astme) ter nastanek in potek kronicne GvHD (cGvHD). Pri slednji, MMC
izbolj$ajo stanje, in sicer z zaviranjem izloCanja IL-4 in IL-10, kar kaze na to, da delujejo
imunosupresivno na celice Th2 tudi v prevladujocem Th2 mikrookolju. Zavedati pa se moramo,
da ima imunosupresija provnetnih celic Thl in Th17 za posledico premik ravnotezja v korist

imunskih odzivov tipa Th2 (13).

Celice Th17

Celice Th17 delujejo provnetno in proizvajajo IL-17. Njihova osnovna naloga je, da $¢itijo

organizem pred zunajceli¢nimi patogeni (glivami, mikobakteijami in G~ bakterijami). S tem
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namenom privabljajo nevtrofilce in spodbujajo njihovo delovanje. Th1l7 celice nastanejo iz
naivnih CD4" limfocitov T le v prisotnosti transformirajo¢ega rastnega dejavnika beta (TGF-p3)
in IL-6. V vnetnem mikrookolju MMC spodbujajo regulatorne u¢inke teh celic tako, da v njih
zmanjSajo izrazanje transkripcijskega dejavnika RORYt, povecajo ekspresijo transkripcijskega
dejavnika FOXP3 ter proizvodnjo I1L-10 (13). Neustrezen celi¢ni odziv tipa Th17 je znacilen
za revmatoidni artritis, multiplo sklerozo in Crohnovo bolezen (20).

Naravni regulatorni limfociti T (Treg)

Loc¢imo naravno prisotne CD4" regulatorne limfocite T ali Treg, ki nastanejo v timusu ter
inducirane regulatorne limfocite T (Tr), ki nastanejo periferno, v prisotnosti TGF-f ali IL-10.
Naravne Treg opredelimo s preto¢no citometrijo kot celice, ki na svojih povrSinah izrazajo
molekule CD25 (receptor za IL-2), znotrajceli¢no pa transkripcijski dejavnik FOXP3. Omenili
smo ze, da MMC povecajo Stevilo Treg in spodbujajo njihovo aktivacijo (13). Zanimivo je, da
Treg ohranijo imunosupresivne ucinke tudi potem, ko jih iz MLC, v kateri so v prisotnosti
MMC postali efektorske celice v pogojih in vitro, dodamo v novo MLC (21). Treg se lahko v
vnetnem mikrookolju preobrazijo v celice s fenotipom Th17, zato je mozno, da prisotnost
MMC in njihovo spodbujanje nastanka Treg, poslabsa potek avtoimunskih obolenj, kljub temu
da MMC zmanjsajo proizvodnjo in izlo¢anje vnetnih citokinov IL-17, TNF in IFN-y (13,22).
Citotoksicni limfociti T (CTL)

Citotoksi¢ni limfociti T (CTL) so CD8" in s svojimi TCR prepoznavajo antigenske peptide
predstavljene na molekulah MHC 1. Specifi¢no unicujejo tumorske in virusno okuZene celice,
pri cemer tarc¢ne celice ubijejo bodisi preko aktivacije njihovih receptorjev celi€ne smrti Fas
(ang. first apoptosis signal receptor), z vezavo liganda FasL (na CTL) ali pa s spro$¢anjem
citotoksi¢nih granul, ki vsebujejo perforin (ta tvori ireverzibilne pore v membrani taréne celice),
grancime (serinske proteaze, Ki aktivirajo kaspaze in s tem izzovejo apoptozo) in granulizin
(deluje protimikrobno in proapoptoti¢no). Aktivirani oz. efektorski CTL so kljuéni dejavniki
nastanka in poteka aGvHD po presaditvi alogenskih KMC (13). MMC lahko dokazano zavrejo
0z. omilijo aGvHD bodisi neposredno, s tem ko zavirajo citolizo ali pa posredno, preko
mehanizmov, ki so potrebni za popolno aktivacijo CTL (vpliv na celice T pomagalke) ter tudi
s spodbujanjem nastajanja regulatornih oz. supresorskih CD8" limfocitov T (Ts) (13, 23). MMC
zavrejo nastanek CTL v MLC in vitro, kadar jih dodamo na zacetku testa, ne morejo pa zavreti
delovanja Ze aktiviranih oz. efektorskih CTL (24).



1.2.2 Vpliv MMC na dendriti¢ne celice (DC)
DC so profesionalne in zato najpomembnejSe APC, ki u€inkovito privzemajo in procesirajo

antigene in jih, v obliki peptidov, vezanih na molekule MHC, predstavljajo naivnim ali
spominskim limfocitom T, kot tudi limfocitom B in naravnim celicam ubijalkam (NK). Med
aktivacijo oz. zorenjem DC povecajo izrazanje molekul MHC razredov 1 in II ter
kostimulatornih molekul (CD80 in CD86), izrazijo kemokinske receptorje CCR7 in posledi¢no
migrirajo v limfoidna tkiva ter izlo¢ajo citokine, v provnetnem okolju predvsem IL-2. Nezrele
DC pa sprozijo toleranco limfocitov T, saj jih zaradi pomanjkanja kostimulatornih molekul ne
morejo aktivirati (20). DC vplivajo tudi na ravnotezje med celicami T pomagalkami in Treg ter
tako pomagajo vzpostavljati in vzdrZevati toleranco na lastne antigene (2). MMC zavrejo
diferenciacijo monocitov v DC, in sicer tako, da zmanj$ajo izrazanje molekul MHC razreda II,
CD80, CD86, CD1la, CD83 in CD40 na njihovih povrsinah. Ta proces je povraten, ce MMC
odstranimo. V pogojih in vitro, DC v kokulturi z MMC izkazujejo manj$i obseg izrazanja prej
omenjenih molekul, kar nakazuje, da MMC DC vzdrzujejo v nezrelem stanju (20). MMC
okvarijo tudi predstavljanje antigenov, saj zavrejo aktivacijo MAPK in zniZajo izrazanje
kemokinskih receptorjev CCR7 ter adhezijskih molekul CD49d (VLA-4), nujno potrebnih za
migracijo DC v limfoidna tkiva (2).

1.2.3 Vpliv MMC na makrofage
Pod vplivom IL-6, IDO in PGEy, ki jih izlo¢ajo MMC, se monociti diferencirajo v makrofage

M2 s protivnetnim fenotipom. Ta sposobnost MMC je tesno povezana z njihovim spodbujanjem
nastajanja efektorskih celic Treg, v katerega je posredno vpleteno tudi izlo¢anje CCL-18 iz
makrofagov tipa M2. V odsotnosti IL-6 pa MMC spodbujajo preobrazbo monocitov v vnetni
tip makrofagov tipa M1, ki izlo¢ajo IFN-y in TNF-a ter izrazajo kostimulatorne molekule, kar
omogoca, da aktivirajo limfocite T. Velike koli¢ine vnetnih citokinov, ki pri tem nastanejo, pa

lahko zopet spodbudijo t.i. protivnetno pot, ki smo jo opisali na zacetku tega poglavja (15).

1.2.4 Vpliv MMC na naravne celice ubijalke (celice NK)
Celice NK prepoznavajo nepravilnosti v izrazanju molekul MHC razreda I na povrSinah celic,

ki so posledica virusnih okuzb in rakavih transformacij. Tako spremenjene celice unic¢ujejo
bodisi neposredno, s citotoksi¢nimi efektorskimi mehanizmi (opisani v poglavju o delovanju
CTL), ki se sprozijo po aktivaciji specificnih receptorjev, ali pa posredno, potem ko z
ustreznimi receptorji Fc prepoznajo konstantne predele protiteles, vezanih na tar¢ne celice (od
vezave protiteles odvisna citotoksi¢nost ali ADCC — ang. antibody-dependent cell cytotoxicity)
(20). MMC zavrejo proliferacijo in citotoski¢no delovanje celic NK ter njihovo proizvodnjo



citokinov (2). Zanimivo je, da je za zmanjSanje izlo¢anja IFN-y, nujen neposredni stik med

MMC in celicami NK (6).

1.2.5 Vpliv MMC na limfocite B
Preko B-celi¢nih receptorjev (BCR) antigensko aktivirani limfociti B proizvajajo protitelesa in

predstavljajo enega klju¢nih dejavnikov pridobljene imunosti. MMC zavirajo proliferacijo
limfocitov B, pri ¢emer jih zadrzijo v fazi GO/G1 celi¢nega cikla, okrnijo njihove kemotakti¢ne
sposobnosti (inhibicija izrazanja kemokinskih receptorjev. CXCR4, CXCRS5, CCR7) ter
zmanjSajo nastajanje protiteles (20). Za vse te u€inke pa so kljucni neposredni celi¢ni stiki med
MMC in limfociti T, saj so ugotovili, da MMC, ki jih dodajo v kulturo precis¢ene populacije
limfocitov B, ne zavrejo njihove proliferacije (14,20). MMC torej inhibirajo aktivacijo,
proliferacijo in funkcijo limfocitov B posredno, preko prepreCevanja aktivacije celic T,

zmanjSanja njihove proizvodnje citokinov ter inhibitornim vplivanjem na zorenje DC (16).

1.2.6 Topni dejavniki MMC, vpleteni v imunsko regulacijo
MMC v razli¢nih mikrookoljih izkazujejo razliéne imunomodulatorne lastnosti, kar je posledica

proizvajanja Stevilnih topnih dejavnikov, ki so odgovorni zanje (13).

TGFp1 in HGF: Oba citokina, ki imata pomembno vlogo pri zaviranju alogensko aktiviranih
limfocitov T, MMC izlo¢ajo konstitutivno in sinergisticno (20). Prisotnost nevtralizirajo¢ih
protiteles za ta dejavnika pa ponovno omogoci njihovo proliferacijo (25). TGFB1 je vpleten
tudi v nastajanje efektorskih CD4*CD25" Treg in zaviranje proliferacije celic NK, HGF pa
zavira nastajanje IFN-y, TNF-a in IL-2 (20).

Indolamin-2,3-dioksigenaza (IDO): IDO katalizira pretvorbo L-triptofana v kinurenin. Tako
pomanjkanje triptofana, ki je kljuen za ustrezno delovanje limfocitov T, kot kopicenje
metabolitov kinurenina, zavirata alogensko spodbujene T-celi¢ne odzive, zorenje DC, funkcijo
celic NK, diferenciacijo CD4" limfocitov T v celice Th17, ter spodbujata nastajanje efektorskih
celic Treg. MMC izlo¢ajo IDO pod vplivom IFN-y (20). Da pa so v zaviranje alogenskih CD4*
limfocitov T vpleteni tudi drugi, kompleksnejsi mehanizmi, nakazuje dejstvo, da v MLC, kjer
so uporabili inhibitorje za IDO, limfociti T niso proliferirali do takSne stopnje, kot tisti v kulturi

brez MMC (6).

Prostaglandin E2 (PGE2): Pod vplivom ciklookigenaz in prostaglandin sintetaze iz
arahidonske kisline nastaja PGEz, ki je eden klju¢nih dejavnikov hemostaze. Znano je, da IL-6
spodbuja delovanje ciklooksigenaze COX2. PGE: spodbuja izlo¢anje imunosupresivnih

citokinov: IL-10, IL-6, IL-4, s ¢imer neposredno zavira diferenciacijo monocitov v DC,



spodbuja diferenciacijo Treg, obenem pa zavira diferenciacijo naivnih limfocitov T v provnetne

celice Th17 (20). MMC v vnetnem okolju izrazajo PGE2 v pove¢anem obsegu (6).

IL-10: IL-10 v ravnovesju Th1/Th2 spodbuja premik v korist fenotipa Th2, prispeva k
proliferaciji celic Treg, spodbuja izloc¢anje topnih molekul HLA-G5 (HLA — ang. human
leukocyte antigen), ki sodijo med neklasiéne molekule MHC razreda | ter zavira dozorevanje
DC in njihovo izlo¢anje IL-12 (20). Nekateri avtorji navajajo, da MMC same ne tvorijo IL-10
(26). Po drugi strani pa so v raziskavah pokazali, da koli¢ina IL-10 v supernatantih kokultur
MMC in imunskih celic naraste, z uporabo protiteles proti IL-10 pa so potrdili, da je ta citokin,
vpleten v mehanizme imunske regulacije, pri ¢emer so za njegovo nastajanje in izlo¢anje nujni

medceli¢ni stiki med MMC in limfociti T (6,23).

HLA-G5: Kot smo Ze omenili, so molekule HLA-G5 topna oblika neklasi¢nih molekul MHC
razreda 1. MMC jih izlo¢ajo pod vplivom IL-10, pri ¢emer molekule HLA-G5 spodbujajo
izlocanje tega citokina v okviru pozitivne povratne zanke, za katero so nujni medsebojni stiki
med MMC in limfociti T (20). Tako molekule HLA-G5 kot IL-10 sodelujejo pri spodbujanju
prolifercije celic Treg, specifi¢na protitelesa proti HLA-G5 in IL-10 pa znova omogocijo skoraj

neokrnjeno proliferacijo alogensko stimuliranih limfocitov T v mesani kulturi z MMC in vitro
(6).

Levkemic¢ni inhibitorni dejavnik (LIF): LIF je citokin, podoben IL-6. Vpleten je v razvoj
tolerance na plod in alogenske presadke. LIF, ki ga izlotajo MMC pa je pomemben za
nastajanje efektorskih celic Treg (20).

Galektini: Galektini so skupina topnih lektinov, ki se z visoko afiniteto specifi¢no vezejo na
B-galaktozidne sladkorne molekule (Galp1-3GlcNAc ali Galp1-4GIcNACc) glikoproteinov (6).
Galektin 1 zavira proliferacijo aktiviranih limfocitov T in izlo¢anje provnetnih citokinov,
znacilnih za celi¢na fenotipa Th1 in Th17, poleg tega pa naj bi vplival tudi na proizvodnjo TNF-
a, IFN-y, IL-2 in IL-10 med GvHD. Galektin 3 mo¢no okrni funkcijo DC in lahko sprozi
apoptozo aktviranih efektorskih limfocitov T, galektin 9 pa zavira proliferacijo limfocitov T in

B ter proizvodnjo protiteles (20).

1.2.7 Imunoregulatorne vloge povrsinsko izrazenih molekul na MMC
Molekuli HLA-G1 in Jagged-1, adhezijski molekuli ICAM-1 (ang. intercellular adhesion

molecule 1) in VCAM-1 (ang. vascular cell adhesion molecule 1) ter ligand PD-L1
(ang.programmed cell death protein 1 ligand) in njegov receptor PD-1 (ang. programmed cell

death protein 1), sodelujejo pri uravnavanju kostimulacijskih signalov med antigensko



specificno aktivacijo limfocitov T (6). Danes vemo, da so odgovorne tudi za imunoregulacijske
mehanizme MMC (6,27). Inhibitorna signalna pot PDL-1/PD-1 se aktivira med vztrajajo¢im
predstavljanjem antigenov (npr. lastni antigeni, kroni¢ne virusne okuzbe, tumorji) in ima
pomembno vlogo pri preprecevanju avtoimunosti (6). Celice Treg v kulturi z MMC iz KM
obilno izrazajo receptorje PD-1, kar je povezano z njihovo ve¢jo imunosupresivno sposobnostjo
(28). MMC, ki se nahajajo v kulturi skupaj z aktiviranimi limfociti, pa v poveCanem obsegu
izrazajo molekule HLA-G1, za kar so nujni neposredni stiki med obema vrstama celic,
posledi¢no pa nastajajo StevilcnejSe celice T pomagalke, ki proizvajajo mocan protivnetni
citokin IL-10 (26, 29). Adhezijske molekule (ICAM-1, VCAM-1) se na MMC izrazajo v veéji
meri takrat, ko so izpostavljene delovanju IFN-y (30). MMC s tem povecajo svojo sposobnost,
da vnetne limfocite T preobrazijo v regulatorni celi¢ni fenotip. Prav tako naj bi omenjene
adhezijske molekule povecale tudi izrazanje inhibitornih transmembranskih receptorjev CTLA-
4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) na limfocitih T, ki so znani tudi kot

imunska zavorna stikala, saj zavirajo proliferacijo aktiviranih celic T (6).

1.3 Klini¢na uporabnost MMC
MMC imajo veliko plasticnost oz. diferenciacijski potencial, poleg tega pa izkazujejo

imunomodulatorne lastnosti in proizvajajo Stevilne rastne dejavnike, zaradi Cesar so zelo

primerne za celi¢no terapijo (6,7).

Dokazali so, da MMC v poskodovanem tkivu, pod vplivom citokinov, toksinov in hipoksije
izloCajo Stevilne rastne dejavnike, npr. epidermalni rastni dejavnik (EGF; ang. epidermal
growth factor), fibroblastni rastni dejavnik (FGF; ang.fibroblast growth factor), trombocitni
rastni dejavnik (PDGF; ang. platelet-derived growth factor), TGF-B, Zilni endotelijski rastni
dejavnik (VEGF; ang. vascular endothelial growth factor), hepatocitni rastni dejavnik (HGF;
ang. hepatocyte growth factor), inzulinu podoben rastni dejavnik 1 (IGF-1; ang. insulin-like
growth factor 1), angiopoetin (Ang-1), keratinocitni rastni dejavnik (KGF; ang. keratincyte
growth factor) in rastni dejavnik stromalnih celic 1 (SDF-1; ang. stromal cell-derived factor).
Omenjeni topni dejavniki spodbujajo razvoj fibroblastov, endotelnih celic in tkivno specifi¢nih
celic prednic, ki lahko tvorijo novo tkivo ter pospesujejo angiogenezo (11). Poleg tega MMC z
izlo¢anjem citokinov in kemokinov zavirajo vnetje in apoptozo, s ¢imer e dodatno pripomorejo
k regeneraciji poskodovanega tkiva (9,17). Po poskodbi tkiva se nemudoma aktivirajo razli¢ne
imunske celice, pri cemer se fagociti na sproScene celicne komponente, ki predstavljajo signal
za nevarnost, odzovejo s proizvajanjem in izlo¢anjem vnetnih mediatorjev, reaktivnih kisikovih

zvrsti (prostih radikalov), kemokinov in levkotrienov. Taksne spremembe v mikrookolju



privabljajo MMC in spodbujajo njihovo diferenciacijo v stromalne celice ali tkivno specifi¢ne
celice, ki lahko nadomestijo poSkodovane (11). Ugotovili so, da se iz poSkodovanega tkiva v
kri izlo¢a nevrokinin P (substanca P), ki ucinkovito mobilizira MMC iz kostnega mozga v
periferni krvni obtok, od koder lahko nato migrirajo na mesto poskodbe. To pomeni, da MMC
glede na koli¢ino substance P v krvi zaznavajo poskodbo tkiva in se odzovejo nanjo (9). MMC
so v smislu regenerativne medicine uporabne predvsem za regeneracijo tistih tkiv, ki se tezje
ali pa sploh ne obnavljajo, npr. sklepni hrustanec in sréne misice (9,17). Poleg tega so dokazali
ugodne uc¢inke MMC tudi pri zdravljenju poskodb in degenerativnih bolezni ZivCevja, saj so
MMC iz kostnega mozga in mascobnega tkiva uspesno diferencirale v Schwanove celice,
obenem pa prispevale k ucinkovitej§i migraciji zivénih mati¢nih celic na mesto poSkodbe (9).
Zaradi svojih imunomodulatornih sposobnosti so MMC uporabne tudi pri zdravljenju imunsko
posredovanih obolenj. Tako so z njihovo uporabo dosegli izboljsanje pri Crohnovi bolezni,
multipli sklerozi, sistemskemu lupusu, revmatoidnem artritisu, akutnem pankreatitisu,
sladkorni bolezni tipa 1, pridobljeni aplasticni anemiji ter akutni bolezni presadka zoper
gostitelja (2,5,6). Do danes je registriranih kar 877 klini¢nih $tudij z MMC (31).

1.3.1 MMC in akutna bolezen presadka zoper gostitelja (aGvHD)

Alogenska presaditev KMC je trenutno edino mozno zdravljenje nekaterih krvnih rakavih
bolezni in hudih prirojenih imunskih pomanjkljivosti. Pri iskanju primernega nesorodnega
darovalca KMC je zahtevano ujemanje v vsaj desetih alelskih razli¢icah molekul HLA razredov
I in 11 med darovalcem in prejemnikom presadka (32). Akutna bolezen presadka zoper gostitelja
(aGvHD) je glaven, resen in potencialno smrten zaplet, ki se lahko pojavi v 100 dneh po
presaditvi. Bolezen lahko poteka v blazji stopnji (stopnji I in II), kjer sta prizadeti predvsem
koZa in ustna sluznica, ali hujsi obliki (stopnji III in IV), pri kateri pa so napadene tudi ¢revesna
sluznica in nekateri notranji organi (jetra). Priprava bolnika na poseg vklju¢uje mieloblativno
kondicioniranje, kar pomeni uni¢enje njegovega kostnega mozga z obsevanjem celotnega telesa
in kemoterapijo, kar seveda poSkoduje tudi druga tkiva. Posledi¢no pride do aktivacije
monocitov in makrofagov v prejemnikovih tkivih, ki proizvajajo vnetne citokine (npr. IL-1p in
IL-6), in tako spodbujajo aktivacijo limfocitov T darovalca. V primeru tkivne neskladnosti med
darovalcem in prejemnikom KMC nastanejo alogensko aktivirani efektorski CD4" limfociti T
darovalca potem, ko prepoznajo neskladnosti v molekulah HLA razreda Il na APC prejemnika,
posledi¢no proizvajajo in izlocajo IL-2 ter IFN-y, ki Se dodatno spodbudita izrazanje
adhezijskih molekul in molekul HLA razreda Il na prejemnikovih celicah (33). V tej t.i.
efektorski fazi, aktivirane celice Th1 pospeSujejo nastanek efektorskih CD8" CTL, spodbujajo
citotoksi¢no delovanje celic NK in izlocanje vnetnih citokinov (IFN-y, TNF-a, IL-1, ...), s tem
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pa povecujejo obseg vnetnih procesov in tkivnih poskodb (6). Patologija aGvHD se pojavi v
priblizno 70% po presaditvi alogenskih KMC, prva izbira za zdravljenje pa so kortikosteroidi,
na katere pa se obic¢ajno zal ne odzove vec kot polovica bolnikov (34). Ko so Le Blanc in sod.
leta 2004 objavili Studijo primera, kjer so pri pediatricnem bolniku z aGvHD po alogenski
presaditvi KMC z haploidenti¢énimi MMC uspeli ob¢utno izboljsati stanje, je uporaba teh celic
postala alternativna moznost za zdravljenje kortikosteroidne odporne aGvHD, poleg tega pa
tudi tarCa raziskav Stevilnih raziskovalnih skupin (35). Tudi skupina na Pediatri¢ni kliniki v
UKC Ljubljana je v raziskavi, v katero so bili vkljuceni trije pediatri¢ni pacienti z na steroide
odporno aGvHD, pokazala uspesnost aplikacije MMC, saj so pri dveh bolnikih dosegli popolni
pri enem pa delni odziv na terapijo (36). Raznolikost porocil o uspesnosti 0z. neuspesnosti
zdravljenja aGvHD z MMC, ki so navedena v literaturi, je posledica Stevilnih dejavnikov, ki
lahko vplivajo na uinkovitost tovrstne celi¢ne terapije. Eden izmed njih je npr. ¢as aplikacije
MMC, saj so dokazali, da se bolniki z blazjo obliko aGvHD (stopnja II) v vec¢ji meri odzovejo
na terapijo kot tisti s hudo obliko bolezni (I1-1V). Prav tako se na tovrstno zdravljenje bolje
odzivajo mlaj$i bolniki oz. otroci in tisti, pri katerih sta prizadeta ¢revesna sluznica in koza (34).
Se posebej zanimivo je, da je bila v $tudiji, v kateri so za zdravljenje aGvHD ve¢ pacientov
uporabili MMC istega darovalca, uspeSnost terapije razlicna (37). OcCitno so torej predvsem
lastnosti prejemnika tiste, ki vplivajo na u¢inkovitost tovrstnega zdravljenja. Ugotovili so tudi,
da MMC zelo uéinkovito zavrejo proliferacijo z mitogeni poliklonsko aktiviranih limfocitov T
in vitro, medtem ko je v testu MLC, kjer je alogenska aktivacija limfocitov T oligoklonska (1-
10%), njihov uéinek razlicen, kar je odvisno od kombinacije uporabljenih celic (38). Seveda pa
na uspesnost vplivajo tudi pogoji predhodnega gojenja MMC, saj jih je potrebno najprej
namnoziti in vitro do ustrezne kolic¢ine. Celice nato lahko uporabijo takoj ali pa jih zamrznejo
in nato odmrznejo tik pred aplikacijo. Nekaj avtorjev navaja, da imajo odmrznjene MMC
okrnjene imunomodulatorne lastnosti. Na ucinkovitost MMC pa vpliva tudi njihov izvor. V
okviru kar nekaj raziskav so ugotovili, da delujejo MMC iz mas€obnega tkiva (MT) najbolj
imunosupresivno (34). Kot smo ze omenili, so za optimalno imunosupresivno delovanje MMC
potrebne zadostne koli¢ine vnetnih citokinov v njihovem mikrookolju, pri ¢emer je Se posebej
pomemben IFN-y. MMC, ki so jih predhodno izpostavili visokim koli¢inam IFN-y, so bile
namre¢ izjemno ucinkovite pri prepre¢evanju aGvHD, saj so z njimi dosegli 100% preZivetje
bolnikov (38). Ker so MMC sposobne migrirati v prizadeto tkivo, bi morda lahko z doloCanjem
lokalne prisotnosti IFN-y, napovedali uc¢inkovitost zdravljenja z njimi. Kljub temu da Stevilne

raziskave dokazujejo uspesnost zdravljenja aGvHD z MMC, pa se njihovi izsledki precej
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razlikujejo, zato bi se bilo v prihodnosti potrebno osredotociti predvsem na identifikacijo tistih

skupin bolnikov, za katere bi bila taka terapija ustrezna in dejansko ucinkovita (34).

1.4 Primerjava imunosupresivne ucinkovitosti ¢cloveskih MMC iz razli¢nih tkiv
V okviru magistrske naloge se nameravamo osredotoc¢iti na MMC, pridobljene iz kostnega

mozga (KM), popkovni¢nega (PT) in masScobnega tkiva (MT). V literaturi namre¢ ni
objavljenih veliko raziskav, ki bi te tri populacije MMC neposredno primerjale med seboj.
Obenem pa je zaradi raznolikosti v uporabljenih metodah izolacije in gojenja ter na¢inom
stimulacije limfocitov T v testih in vitro, s katerimi preverjamo in primerjamo imunosupresivno

delovanje MMC, njihove izsledke pogosto tezko primerjati.

Ker so najprej preucevali in uporabljali MMC izolirane iz KM, veliko raziskav pa jih obravnava
tudi sedaj, se vecina podatkov v literaturi nanaSa prav na to vrsto celic. Ker pa je njihovo
pridobivanje invazivno in ga spremlja tudi moznost okuzbe, se je v zadnjih letih povecalo
zanimanje za MMC iz alternativnih tkivnih virov, s tem pa tudi Stevilo raziskav namenjenih
primerjavam njihovih diferenciacijskih in imunomodulatornih lastnosti s tistimi, ki jih imajo
MMC iz KM. Poleg tega je koli¢ina MMC, ki jo pridobimo iz enega grama KM kar 500-krat
manj$a od tiste, ki jo izoliramo iz enake koli¢ine MT (39). Manjse razlike med MMC
pridobljenih iz razli¢nih tkiv, pa so najverjetneje posledica mikrookolja oz. ni§, iz katerih
izvirajo, ter njihovih lokalnih funkcij (40). In vivo se MMC nahajajo v hiposki¢nih pogojih,
zato lahko standardni pogoji gojenja in vitro zanje predstavljajo oksidativni stres, zaradi
katerega prezgodaj dosezejo senescenco. MMC iz PT in MT izkazujejo boljsi proliferacijski
potencial kot tiste iz KM. Znano je, da se MMC iz PT skoraj dvakrat hitreje delijo kot MMC iz
KM, prav tako nanje ne vpliva kontaktna inhibicija (39). Riberio in sod. so pokazali, da MMC
izolirane iz razli¢nih virov, razli¢no vplivajo na limfocite T in B ter na celice NK, po stimulaciji
mononuklearnih celic (MNC) iz periferne krvi z rastlinskim lektinom fitohemaglutininom
(PHA; ang. phytohemagglutinin). MMC iz MT so imele na aktivacijo limfocitov B najmoc¢ne;jsi
ucinek, medtem ko MMC iz PT nanje sploh niso vplivale. Vse preskuSane vrste MMC pa so
izkazale podobne zaviralne u¢inke na aktivacijo CD4" in CD8" limfocitov T. Pri tem so MMC
1z KM in PT zavrle aktivacijo tudi tistih limfocitov T, ki so izrazali ve¢je Stevilo molekul CD69
(zgodnji oznacevalec celi¢ne aktivacije), medtem ko so MMC iz MT preprecile aktivacijo
naivnih limfocitov T in tako zadrzale vecji delez celic T v neaktiviranem stanju. Glede na to,
da MMC vplivajo na limfocite T tudi posredno, preko zaviranja zorenja DC, je mozno, da s0O
nekatere ugotovljene razlike v imunosupresivnem delovanju preucevanih MMC, posledica prav

tega mehanizma (16). Najar in sod. pa so ugotovili, da imajo MMC iz MT najmoc¢nejsi zaviralni
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ucinek na aloantigensko spodbujeno proliferacijo limfocitov T. Te celice namrec izraZajo zelo
visoke koli¢ine encima ciklooksigenaze 1, ki je kljuc¢en pri nastajanju PGE, ta pa je pomembno
vpleten v imunomodulatorne mehanizme (40,41). Po drugi strani so Li in sod. ugotovoli, da
med MMC iz razli¢nih tkiv ni razlik v obsegu proizvajanja in izlo¢anja PGEy, zato pa so zaznali
vecjo aktivnost IDO pri MMC iz MT (42). Rezultati vec raziskav torej kazejo, da imajo MMC
pridobljene iz drugih tkiv primerljive imunosupresivne ucinke, tiste iz MT pa pogosto celo

izrazitejSe kot MMC iz KM (16,40-43).

V prihodnje bi bilo potrebno ugotoviti, ali imunosupresivne lastnosti MMC, dolocene in vitro,
korelirajo s tistimi in vivo ali pa so morda posledica vplivov, ki so jim te celice izpostavljene

med predhodno namnozitvijo v kulturi (40).

1.5 Testi za vrednotenje proliferacije limfocitov T in vitro
V pogojih in vitro lahko oligoklonsko proliferacijo limfocitov T izzovemo z aloantigeni

(molekule MHC) v enosmernih ali dvosmernih kulturah pomesanih MNC, poliklonsko pa z
mitogeni, kot je npr. fitohemaglutinin (PHA), ali s protitelesi (anti-CD3 in anti-CD28) (2). PHA
je lektin, ki se veze na razli¢ne glikoproteine v celicni membrani limfocitov T in jih premrezi,
kar povzro¢i njihovo poliklonsko aktivacijo (16). Test MLC izvedemo tako, da v vdolbinicah
mikrotitrskih plos¢ pomesamo MNC dveh nesorodnih oseb. Kadar izberemo enosmerno
reakcijo, celice ene od oseb obdelamo z obsevanjem z Zarki gama ali z dodatkom mitomicina
C, tako da se ne morejo vec deliti, kljub temu pa so v kulturi $e nekaj ¢asa metabolno aktivne
in lahko alogensko stimulirajo neobdelane odzivne celice druge osebe. V dvosmerni MLC pa
celice obeh oseb neobdelane, se medsebojno alogensko stimulirajo in proliferirajo. Po 6 do 7
dneh inkubacije, ko je obseg celi¢ne proliferacije v MLC najvedji, jo ovrednotimo z izbrano
metodo (44). Enako storimo tudi v primeru mitogenske stimulacije posameznih MNC, pri

¢emer obseg proliferacije merimo ze po 3 ali 4 dnevih po dodatku mitogena (45).

1.5.1 Radioaktivna metoda za vrednotenje celi¢ne proliferacije in vitro
Radioaktivni test s 3H-timidinom velja za zlati standard vrednotenja obsega T-celi¢ne

proliferacije in vitro. ®H-timidin se namre¢ med mitoti¢no delitvijo celic vgrajuje v novonastalo
DNA. Vgrajeni tricij pa oddaja delce B, ki zaradi majhne koli¢ine *H-timidina in Sibke energije
sevanja niso nevarni. Koli¢ino sevanja, ki je proporcionalna koli¢ini *H-timidina vgrajenega v
DNA, izmerimo z B-scintilacijskim $tevcem. To poteka tako, da z vakumsko ¢rpalko s pomocjo
vodo prenesemo celi¢no kulturi na filtrski papir, izdelan iz steklenih in celuloznih vlaken, ga
osusimo in damo v plasti¢no vrecko, v katero natocimo scintilacijsko raztopino. Ta vsebuje dve

fluoroscentni (obicajno fenilksazolni) spojini, raztopljeni v organskem topilu. Vrecko nato
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neprodus$no zapremo in jo v posebni kaseti namestimo v Stevec. Emitirani B-delci najprej
vzbudijo prvo spojino, ko nato ta odda energijo pa vzburi drugo, ki oddaja fotone (450nm). Ko
ti zadenejo fotokatodo, se to prevede v elektri¢ni tok, ki ga dodatno ojaca fotopomnozevalna
cev. Stevec nato poda meritve v obliki zadetkov na minuto ali CPM (ang. counts per minute),
kar je sorazmerno z obsegom celi¢ne proliferacije. Rezultate izrazimo kot relativne odzive ali

stimulacijske indekse, pri cemer upostevamo negativne in pozitivne kontrole (44,46).

1.5.2 Neradioaktivne metode za vrednotenje celi¢ne proliferacije in vitro
Da bi se izognili uporabi radioaktivnih snovi so razvili timidinski analog etinil deoksi uridin

(ali EAU), ki ima na mestu 5 namesto metilne vezano alkilno skupino. EdU se tako kot 3H-
timidin zlahka vkljucuje v delece se celice. Alkilna skupina nato reagira s fluoroscentnimi azidi,
v s Cu™ ioni katalizirani cikloadiciji (t.i. reakcija Click), kar omogo¢a fluorescen¢no zaznavanje
koli¢ine vgrajenega EdU v novo nastalo DNA. Ceprav metoda izkazuje visoko ujemanje v
rezultatih z radioaktivno metodo z uporabo 3H-timidina in je dovolj robustna, pa za njeno
izvedbo potrebujemo vecje Stevilo celic ter daljsi ¢as, namenjen pripravi vzorcev za meritve,

kar seveda poveca stroske (45).

Za vrednotenje celi¢ne proliferacije lahko uporabljamo tudi kolorimetri¢ne teste z razlicnimi
tetrazolijevimi spojinami, ki se v zivih oz. presnovno aktivnih celicah reducirajo z NADH ali
NADPH, zato lahko na ta na¢in ocenimo njihovo Stevilo. Test MTS temelji na uporabi vodne
raztopine MTS oz. [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3-(3-kraboskimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolijeve notranje soli in fenazin etosulfata (PES), ki veZe ter posreduje elektrone. V Zivih
celicah se MTS reducira v vijolicasti formazan, njegovo koli€ino pa nato izmerimo
spektrofotometricno pri 490 nm. Test MTS je primeren za avtomatizacijo, v rutini ga
najpogosteje uporabljajo za ugotavljanje obcutljivosti tumorskih celi¢nih linij na zdravila
(47,48). Alternativni test WST-8 prav tako temelji na uporabi vodotopne tetrazolijeve spojine,
in  sicer  [2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolijeve
mononatrijeve soli. V zivih celicah se reducira v oranzni formazan, katerega koli¢ino izmerimo

spektrofotometri¢no pri 450nm. Ta test je obcutljivejsi od testa MTS (49).
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2 NAMEN DELA

Mezenhimske maticne celice (MMC) imajo izrazite imunomodulatorne lastnosti, zato lahko
ugodno vplivajo na potek vnetnih, imunsko posredovanih bolezni. Dosedanje izkuSnje s
klini¢éno uporabo MMC za blazenje poteka bolezni presadka zoper gostitelja, po presaditvi
krvotvornih mati¢nih celic, so vezane predvsem na tiste iz kostnega mozga, pri ¢emer je njihovo
pridobivanje invazivno, izplen pa razmeroma majhen. Zato bi bilo smiselno ovrednotiti, ali
imajo MMC iz drugih tkiv, iz katerih jih lahko izoliramo lazje in v ve¢jem $tevilu, primerljive

imunosupresivne lastnosti kot tiste iz KM.

V okviru magistrske naloge nameravamo primerjalno ovrednotiti imunosupresivne ucinke
¢loveskih MMC, pridobljenih iz kostnega mozga (KM), popkovnice (P) in mas¢obnega tkiva
(MT), in sicer z neradioaktivnim proliferacijskim testom in vitro. V ta namen bomo uporabili
z mitogenskim lektinom fitohemaglutininom (PHA) vzpodbujene in v dvosmernih pomesanih
alogenskih kulturah stimulirane mononuklearne celice (MNC) dveh nesorodnih oseb
(krvodajalcev), izolirane iz levkocitnih koncentratov (ang. buffy-coat). Vplive vseh treh
razli¢nih populacij MMC na proliferacijo MNC bomo ugotavljali tako, da jih bomo v razli¢nih
koli¢inah dodajali v posamezne kulture aktiviranin MNC. Pri tem bomo za testiranje vsake od

treh populacij MMC uporabili celice po dveh razli¢nih darovalcev.
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3 MATERIALI'IN METODE

3.1 Materiali in laboratorijska oprema

Vse postopke smo izvajali v skladu s predpisi varnega dela v laboratoriju, in sicer ve¢inoma pa
v asepticnih pogojih, v komori z laminarnim pretokom zraka. Uporabljeni reagenti in
laboratorijski materiali so bili sterilni. Levkocitne koncentrate so nam, skladno s standardnim

postopkom pripravili na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino v Ljubljani

(ZTM).

3.1.1 Reagenti

Preglednica 1: Uporabljeni reagenti

Brezserumski medij BioTarget™-1

Biological Industries, Izrael

DMSO

Sigma Aldrich, ZDA

DMEM/F12 Gibco Life Technologies, ZDA
Medij RPMI 1640 Sigma Aldrich, ZDA
Mitomicin C Sigma Aldrich, ZDA
Pufer DPBS Gibco Life Technologies, ZDA

Raztopina metilenskega modrila — Trypan
blue Solution (0,4%)

Sigma Aldrich, ZDA

Raztopina Tripsin-EDTA (0,05%)

PAA, Avstrija

Reagent MTS, CellTiter 96® Aqueous One

Solution Cell Proliferation Assay

Promega, ZDA

Serum FBS

Gibco Life Technologies, ZDA

3.1.2 Aparati in laboratorijska oprema

Preglednica 2: Uporabljeni aparati in laboratorijski material

Celi¢ni inkubator Cytoperm 2

Heraeus, Nem¢ija

Centrifuga

Centric 322 PLC, Tehtnica, Slovenija

Centrifugirke, 50 mL

Sarstedt, Nemcija

Citalec mikrotitrskih  ploiic UV-VIS

Synergy H4 Hybrid

BioTek, ZDA

Invertni mikroskop Nikon Eclipse TE 300

Nikon, Japonska

Kamera Nikon Digital Sight DS-FM

Nikon, Japonska
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Komora z laminarnim pretokom zraka MC | Iskra PIO, Slovenija
15-2

Krioviale, 1 mL in 2 mL Sarstedt, Nemcija

Mikrotitrske  plos¢e  Nunclon 96  z | Nunc Inter Med, Danska

vdolbinicami s polkroznim dnom (96U)

Multikanalni pipetorji z 8 in 12 nastavki Costar, ZDA
Pipetor Pipettboy Integra, Svica
Pipetorji Eppendorf Eppendorf, Nemcija
Sterilne Pasteurjeve pipete Sarstedt, Nemcija

Sterilne pipete, 10 mL, 5 mL, 2 mL, 1 mL Sarstedt, Nemcija

Sterilni nastavki za pipetiranje Sarstedt, Nemcija
Stresalnik vorteks Lab dancer, IKA®, Nemcija
Svetlobni mikroskop Olympus CX21FS1 Olympus, Japonska

Vodna kopel Memmert, Nemcija
Vsebniki s teko¢im N> Locator JR Plus Thermo Scientific, ZDA

3.2 Priprava delovnih suspenzij monuklearnih celic (MNC)
MNC krvodajalcev smo predhodno izolirali po klasicnem postopku flotacije, z uporabo

raztopine Lympholyte-H (Cedarlane, Kanada) in jih po spiranju zamrznili (medij: RPMI 1640
z 10% FBS in 10% DMSO) v 2 mL kriovialah na -80 °C, nato pa jih najkasneje po 3 tednih
prenesli v tekoCi No. Za vsak poskus smo iz kontejnerja s tekocim N2 vzeli po dve krioampuli
MNC obeh nesorodnih oseb in jih med stresanjem na vodni kopeli (37 °C) skoraj popolnoma
odtalili. Nato smo v krioampule s sterilno Pasteurjevo pipeto najprej dodali nekaj na 37°C
ogretega odmrzovalnega medija (RPMI 1640 + 30% FBS; dvakratni volumen glede na koli¢ino
odmrznjenih celic), in nato odmrznjeni celicni suspenziji prenesli v 50 mL plasti¢ni
centrifugirki. Ti smo nato najprej dopolnili zRPMI 1640 do 35 mL, nato pa dodali $e Dulbeccov
fosfatni pufer DPBS do oznake 45 ml, ju zaprli z navojnimi pokrovi in centrifugirali 10 min na
1.7000 obratov/minuto, brez zavore. Supernatanta smo odlili, celi¢ni usedlini pa resuspendirali
na vorteksnem stresalniku, v vsako centrifugirko dodali DPBS do 40 ml in ponovili postopek
spiranja. Po centrifugiranju smo supernatanta odlili, celi¢ni suspenziji pa resuspendirali v po 2
mL brezserumsekga medija Biotarget™-1 in ju dobro pretresli. 1z vsake centrifugirke smo
odvzeli po 20 uL celi¢ne suspenzije in ju v lo¢enih vdolbinicah mikrotitrske plosée, pomesali

s po 80 uL 0,4% raztopine tripanskega modrila. Za dolocitev Stevila zivih celic v vsaki od
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suspenzij smo dela obarvanih suspenzij z mikropipeto prenesli na Neubauerjevo Stevno komoro
in presteli celice v po petih kvadratkih, pri ¢emer smo upoStevali Zive, torej ne obarvane celice,
znotraj ter na zgornjem in levem robu vsakega kvadratka. Stevilo celic na mL celi¢ne suspenzije

smo izracunali z naslednjo enacbo (Enacba 1):

Enacba 1: Izracun Stevila celic po Stetju v Neubauerjevi komori
N=nxfxRxx Fv=n x 25 x 10*

N = stevilo celic v 1 mL celi¢ne suspenzije

n = §tevilo celic v 5 kvadratkih Stevne komore

f=15 (faktor za volumen 0.1 pL)

R =5 (faktor red¢enja 20/100)

Fv = 10* (volumski faktor za 1 mL)

Po Stetju smo z ustreznim redcenjem pripravili delovno suspenzijo s celi¢cno koncentracijo

2x10%/mL, v mediju BioTarget™-1.

3.3 Gojenje in tripsinizacija MMC ter priprava celicnih suspenzij MMC, obdelanih z
mitomicinom C
Mezenhimske maticne celice, izolirane iz kostnega mozga (KM), popkovni¢nega (PT) in

mascobnega tkiva (MT), so v podjetju Educell d.o.o. po odmrzovanju namnozili v mediju
DMEM F-12 do 3. - 6.pasaze in jih nato tripsinizirali. Iz gojitvenih posod z MMC so
odpipetirali izrabljena gojis¢a v lo¢ene 50 mL centrifugirke. Da so odstranili ostanke seruma,
so adherirane MMC dvakrat sprali s po priblizno 20 ml DPBS, nato pa jim dodali 10 mL
raztopine tripsin-EDTA (0,05%), tako da so prekrili celotne rastne povrsine gojitvenih posod.
Te so nato prenesli v inkubator za 2-4 minute in na priblizno 2 minuti opazovali postopek
odlepljanja celic pod invertnim svetlobnim mikroskopom. Ko so dobili homogene celi¢ne
suspenzije, so hitro nevtralizirali tripsin, in sicer tako da so najprej gojitveno posodo dodobra
pretresli na vorteksnem mesSalniku in vanje dodali pripadajoca izrabljena gojisce ter vsebine
narahlo pretresli. Vsako celi¢no suspenzijo so prenesli v 50 mL centrifugirko ter gojitvene
posode sprali s po nekaj mL DMEM in jih nato prenesli v ustrezne centrifugirke k suspenzijam
MMC. Celi¢ne suspenzije so centrifugirali 5 minut pri 1500 obratih/min, brez zavore, odlili
supernatante in jih Se enkrat sprali z DPBS, nato pa celice resuspendirali v po 2-5 mL DMEM
F-12 brez dodatka fetalnega govejega seruma (FBS) in dolocili Stevilo celic s Stetjem v

Neubarjevi Stevni komori. Tako pripravljene suspenzije MMC so dostavili v celi¢ni laboratorij
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Katedre za klini¢no biokemijo FFA, na lokaciji Ilirija, kjer smo jih z medijem RPMI 1640
dopolnili do 45 mL in centrifugirali 5 minut pri 1.500 obratih/min, brez zavore. Potem smo
odlili supernatante, celicne usedline dodobra pretresli na vorteksnem mesalniku in jim dodali
po 1 mL RPMI 1640. Vse centrifugirke z MMC smo ovili z aluminijasto folijo, da smo jih
za$citili pred svetlobo, in v vsako suspenzijo, glede na Stevilo celic dodali po 100 ali 150 pL.
raztopine mitomicina C s koncentracijo 0,5 mg/mL DPBS. Nato smo centrifugirke inkubirali
30 min na vodni kopeli pri 37°C ter jih, zas¢itene pred svetlobo, obcasno pretresli. Po inkubaciji
smo celi¢nim suspenzijam dodali po RPMI 1640 do oznake 45 mL in jih centrifugirali 5 min
pri 1.500 obratih/min, brez zavore. Postopek spiranja smo ponovili Se enkrat, pri ¢emer smo za
spiranje uporabili meSanico medija RPMI 1640 in pufra DPBS. Nato smo odlili supernatante,
celicne usedline dobro pretresli na vorteksu in jim dodali ustrezne koli¢ine brezserumskega
medija BioTarget™-1, tako smo dobili suspenzije s koncentracijo 5 x 10> MMC/mL. 1z teh
osnovnih suspenzij pa smo kasneje z dvakratnimi re¢itvami z medijem BioTarget™-1,
pripravili suspenzije z naslednjimi koncentracijami MMC: 25x10, 12,5x10 in 6,25x10
celic/mL.

3.4.1 Ugotavljanje obsega celi¢ne proliferacije, izzvane z mitogenskim lektinom PHA, v
prisotnosti razlicnega Stevila MMC iz razli¢nih tkiv

Nacrti mikrotitrskih ploS¢ za ugotavljanje obsega zaviranja celi¢ne proliferacije MNC oseb A
in B, izzvane s PHA, z razli¢nimi koli¢inami MMC, izoliranih iz KM, PT in MT, po dveh
darovalcev so prikazani na Slikah 1 do 6.
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Slika 1: Nacrt plos¢ za ugotavljanje celice proliferacije MNC oseb A in B, izzvane z mitogenskim lektinom PHA, v odsotnosti in
prisotnosti razlicnih kolicin MMLC, izoliranih iz kostnega mozga prvega darovalca (KMi).
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Slika 2: Nacrt plosc¢ za ugotavljanje celicne proliferacije MNC oseb A in B, izzvane z mitogenskim lektinom PHA, v odsotnosti in
prisotnosti razlicnih kolicin MMC, izoliranih iz kostnega mozga drugega darovalca (KMii).
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Slika 3: Nacrt plosc¢ za ugotavljanje celicne proliferacije MNC oseb A in B, izzvane z mitogenskim lektinom PHA, v odsotnosti in
prisotnosti razlicnih kolicin MMLC, izoliranih iz mascobnega tkiva prvega darovalca (ADi).
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Slika 4: Nacrt plosc za ugotavljanje celicne proliferacije MNC, oseb A in B, izzvane z mitogenskim lektinom PHA, v odsotnosti
in prisotnosti razlicnih kolicin MMC, izoliranih iz mascobnega tkiva drugega darovalca (ADii).
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Slika 5: Nacrt plos¢ za ugotavljanje celicne proliferacije, oseb A in B, izzvane z mitogenskim lektinom PHA, v odsotnosti in
prisotnosti razlicnih kolicin MMC, izoliranih iz popkovnicnega tkiva prvega darovalca (PKi).
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Slika 6: Nacrt plosc za ugotavljanje celicne proliferacije, oseb A in B, izzvane z mitogenskim lektinom PHA, v odsotnosti in
prisotnosti razlicnih kolicin MMLC, izoliranih iz popkovni¢nega tkiva drugega darovalca (PKii).

Legenda: A, B - MNC osebe A in B, po 10° celic v 50 pL; PHA - raztopina mitogenskega lektina
fitohemaglutinina, s konc. 2,5 ug v dodanih 10uL/ vdolbini mikrotitrske plosée; KMi — MMC, izolirane iz
kostnega mozga prvega darovalca, obdelane z mitomicinom C; KMii — MMC, izolirane iz kostnega mozga drugega
darovalca, obdelane z mitomicinom C; ADi — MMC, izolirane iz mas$¢obnega tkiva prvega darovalca, obdelane z
mitomicinom C; ADii — MMC, izolirane iz ma$¢obnega tkiva drugega darovalca, obdelane z mitomicinom C; PKi
— MMC, izolirane iz popkovni¢nega tkiva prvega darovalca, obdelane z mitomicinom C; PKii — MMC, izolirane
iz popkovni¢nega tkiva drugega darovalca, obdelane z mitomicinom C; 50 — 50x10® MMC v doanih 50 pL; 25 —
25x10% MMC v dodanih 50 pL; 12,5 — 12,5x10% v dodanih 50 pL; 6,25 — 6,25x10% v dodanih 50 uL; BT —

brezserumski medij BioTarget™-1 (slepa kontrola); DPBS — Dulbeccov fofatni pufer fizioloske raztopine.

Za MNC vsakega od darovalcev (A in B) smo torej izvedli po dva poskusa inhibicije njihove,

s PHA vzpodbujene proliferacije, z dvema vzorcema MMC, izoliranima iz razli¢nih virov dveh
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razli¢nih darovalcev. Osnovni suspenziji MNC nesorodnih oseb A in B smo po opisanem
postopku pripravili tako, da sta vsebovali po 2x10° celic/mL in jih nato v trojnikih po 50 pL
raztoCili v ustrezne vdolbinice mikrotitrske plos¢e (Slike 1 do 6). Nadaljnje koncentracije
MMC smo pripravili z dvakratnim red¢enjem vsake predhodne suspenzije in jih prav tako v
trojnikih, po 50 pL (25x10% 12,5x10% in 6,25x10%50 uL), prenesli v vnaprej dologene
vdolbinice mikrotitrske plos¢e. Nato smo, skladno z naértom v ustrezne vdolbinice dodali po
10 puL osnovne raztopine PHA, s koncentracijo 250 pg/mL. V vdolbinice, kjer je bilo to
potrebno, smo nato odpipetirali $e ustrezno koli¢ino medija BioTarget™-1, da je bil konéni
volumen v vsaki od njih 200 pL. Po 72 urah inkubacije pri standardnih pogojih (37°C, 5% CO-
v zraku in 95% vlaznosti), smo v vdolbinice s celicami in slepimi kontrolami dodali po 10 pL
raztopine MTS in izvedli meritve absorbanc pri 490 nm po 7-8 urah. Ugotovili smo, da so bili
rezultati zaradi zaostajanja barvila v celi¢nih skupkih MNC, ki jih je povzrocil dodatek PHA,
neuporabni, in to kljub stresanju in centrifugiranju (1 min pri 2.000 obr./min.) mikrotitrskih
plos¢. Zato smo meritve ponovili po dodatni inkubaciji preko noci, ko se je vse barvilo

(tetrazolijeva sol) popolnoma raztopilo v mediju.

3.4.2 Ugotavljanje obsega celi¢ne proliferacije v dvosmerni MLC, v prisotnosti
razlicnega Stevila MMC iz razli¢nih tkiv
Nacrti mikrotitrskih ploS¢ za ugotavljanje obsega zaviranja alogensko izzvane celi¢ne

proliferacije MNC oseb A in B v pomesanih kulturah (MLC), z razli¢nimi koli¢inami MMC,
izoliranih iz KM, PT in MT, po dveh darovalcev, so prikazani na Slikah 7 do 12.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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AB/KMi50 | AB/KMIi50 | AB/KMi25 | AB/KMi25 | AB/KMi25 | AB/KMi12,5 | AB/KMi12,5 | AB/KMi12,5 | AB/KMi6,25 | AB/KMi6,25
AB/KMi6,25 | KMi50 KMi50 KMi50 KMi25 KMi25 KMi25 KMi12,5 KMi12,5 KMi12,5

KMi6,25 KMi6,25 | KMi6,25 BT BT BT BT BT BT BT

IO mMOO®m>

Slika 7: Ugotavljanje obsega celi¢ne proliferacije v dvosmernih MLC, v prisotnosti razlicnih kolicin MMLC, izoliranih iz kostnega
mozga prvega darovalca (KMi).

A A B B B AB AB AB AB/KMIi50
AB/KMIi50 | AB/KMii50 | AB/KMii25 | AB/KMii25 | AB/KMii25 | AB/KMIi12,5 | AB/KMii12,5 | AB/KMii12,5 | AB/KMii6,25 | AB/KMii6,25

AB/KMii6,25| KMii50 | KMiis0 | KMiis0 | Kmii2s KMii25 KMii25 KMii12,5 | KMii12,5 KMii12,5

KMii6,25 | KMii6,25 | Kmii6,25 BT BT BT BT BT BT BT

IO mMOO®®>

Slika 8: Ugotavljanje obsega celicne proliferacije v dvosmernih MLC, v prisotnosti razlicnih kolicin MMLC, izoliranih iz kostnega
mozga drugega darovalca (KMii).
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Slika 9: Ugotavljanje obsega celicne proliferacije v dvosmernih MLC, v prisotnosti razlicnih kolicin MMC, izoliranih iz
mascobnega tkiva prvega darovalca (ADi).
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Slika 10: Ugotavljanje obsega celicne proliferacije v dvosmernih MLC, v prisotnosti razlicnih kolicin MMC, izoliranih iz
mascobnega tkiva drugega darovalca (ADii).
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Slika 11: Ugotavljanje obsega celicne proliferacije v dvosmernih MLC, v prisotnosti razlicnih kolicin MMC, izoliranih iz
popkovnicnega tkiva prvega darovalca (PKi).
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AB/PKii6,25
PKii6,25
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Slika 12: Ugotavljanje obsega celicne proliferacije v dvosmernih MLC, v prisotnosti razlicnih kolicin MMC, izoliranih iz
popkovnicnega tkiva drugega darovalca (PKii).

Legenda: A, B - MNC osebe A in B, po 10° celic v 50 pL; KMi — MMC, izolirane iz kostnega mozga prvega
darovalca, obdelane z mitomicinom C; KMii — MMC, izolirane iz kostnega mozga drugega darovalca, obdelane z
mitomicinom C; ADi — MMC, izolirane iz mas¢obnega tkiva prvega darovalca, obdelane z mitomicinom C; ADii
— MMC, izolirane iz mas¢obnega tkiva drugega darovalca, obdelane z mitomicinom C; PKi — MMC, izolirane iz
popkovni¢nega tkiva prvega darovalca, obdelane z mitomicinom C; PKii — MMC, izolirane iz popkovni¢nega
tkiva drugega darovalca, obdelane z mitomicinom C; 50 — 50x10% MMC, v dodanih 50 pL; 25 —25%x103,MMC v
dodanih 50 pL; 12,5 — . 12,5x10% MMC, v dodanih 50 uL; 6,25 — 6,25x10° MMC, v dodanih 50 pL; BT —
brezserumski medij BioTarget™-1 (slepa kontrola).
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Celicne suspenzije smo raztocili v vdolbinice mikrotitrske plos¢e v kombinacijah, ki so
prikazane na nacrtu plos¢ (Slike 7 do 12). Po 6 dneh inkubacije smo v vdolbinice s celicnimi
suspenzijami in slepimi kontrolami dodali po 10 pL raztopine MTS ter po 7-8 urni inkubaciji
spektrofotometri¢no (aparat UV-VIS Synergy H4) izmerili absorbance pri 490 nm. Tokrat
zaradi manjSega obsega celine proliferacije po alogenski stimulaciji, v primerjavi s stimulacijo

MNC s PHA, nismo imeli tezav pri raztapljanju nastale vijoli¢ne soli formazana.

3.5 Zbiranje, izraCunavanje in statisti¢na analiza rezultatov
Vrednosti meritev absorbanc, ki smo jih opravili s ¢italcem mikrotitrtskih plos¢ UV-VIS

Synergy H4, smo vsaki¢ neposredno shranili v obliki podatkovnih preglednic formata Excel
(Microsoft Excel 2010, ZDA). Kon¢ne vrednosti absorbanc v vdolbinicah mikrotitrskih plosc,
v katere smo k stimuliranim MNC dodali razli¢ne koli¢ine ustreznih MMC, smo izracunali tako,
da smo izmerjenim absorbancam odsteli povpre¢ne vrednosti meritev pripadajocih kontrol

(mikrokulture doloc¢enega Stevila ustreznih MMC).

Rezultate smo statisti¢no analizirali v programu GraphPad Prism® v. 6.07 (GraphPad Software,
ZDA), ter jih predstavili tudi graficno. Za dolocanje povpre¢nih vrednosti posameznih meritev,
standardnih odklonov (SD; ang. Standard Deviation) in standardnih napak (SEM; ang. Standard
Error Mean) smo uporabili deskriptivno statistiko. Za statistino primerjavo podatkov med
posameznimi celi¢nimi kombinacijami smo uporabili enosmerno analizo variance (ANOVA),
za analizo post hoc pa Tukeyev multiparametri¢ni test. Kot statisticno znacilne smo upostevali

tiste razlike, pri katerih je bila izraCunana vrednost p < 0,05.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA
Kot dokaz uspe$ne oz. ucinkovite inhibicije proliferacije MNC, izzvane z mitogenskim

rastlinskim lektinom PHA ali z aloantigeni (molekule MHC razreda II) v dvosmernih mesanih
kulturah mononuklearnih celic (MLC), v prisotnosti MMC, pridobljenih iz razli¢nih virov in
od razli¢nih darovalcev, smo upostevali tiste rezultate, ki so bili statisti¢no znacilno razli¢ni od
obsega celi¢nih proliferacij v mikrokulturah brez dodanih MMC (pozitivne kontrole). Za vse
grafi¢ne predstavitve rezultatov velja; * - p < 0,05; ** - p <0,01; *** - p <0,001; **** - p <

0,0001.

4.1 Morfologije gojenih MMC, izoliranih iz razli¢nih tkivnih virov razlicnih darovalcev
Mikrofotografije, ki prikazujejo morfologijo MMC med gojenjem v adherentnih celi¢nih

kulturah, so v biotehnoloskem podjetju Educell d.o.o., kjer so pripravili ustrezne koli¢ine MMC

za nase poskuse, posneli s pomocjo invertnega svetlobnega mikroskopa. Prikazane so na Slikah
13 do 18.

Slika 13 MMC iz kostnega mozga prvega darovalca Slika 14 MMC iz kostnega mozga drugega darovalca
(KM1), 100-kratna povecava (KM2), 100-kratna povecava

Slika 16 MMC iz popkovnicnega tkiva drugega
darovalca, 100-kratna povecava

Slika 15 MMC iz popkovnicnega tkiva prvega
darovalca (PK1), 100-kratna povecava
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Slika 17 MMC iz ma$¢obnega tkiva prvega darovalca Slika 18 MMC iz mascobnega tkiva drugega darovalca
(AD1), 100-kratna poveéava (AD2), 100-kratna povecava

4.2 Modulacija proliferacije MNC, izzvane z mitogenskim lektinom PHA

4.2.1 Dolocanje obsegov proliferacije MNC osebe A in B, izzvane s PHA, v prisotnosti MMC,
izoliranih iz kostnega mozga dveh darovalcev (KM1 in KM?2)
Rezultati so prikazani grafi¢no, v obliki absorbanc, izmerjenih pri 490 nm, ob upostevanju

ustreznih kontrol (MMC s PHA) ter odstotkov inhibicije proliferacije, glede na proliferacijo
pozitivnih kontrol (samo MNC, stimulirane s PHA). Omeniti moramo tehni¢ne tezave, ki smo
jih imeli po dodatku reagenta MTS, zaradi zadrZevanja vijolicno obarvanega formazana v
celi¢nih skupkih proliferajoc¢ih MNC po 7-8 urah, ko smo zeleli izvesti meritve absorbance pri
490 nm. Zato smo morali pred kon¢nimi dolo€itvami absorbanc inkubacijo mikrokultur
podaljsati preko noci, da se je barvilo povsem raztopilo v mediju. Zavedati se moramo namrec,
da je reagen¢ni sestav CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay,
optimiziran za adherentne celice. Posledi¢no so se pojavile dolocene tehni¢ne tezave, ki so se
kazale v nekaterih nenormalno izstopajo¢ih izmerjenih vrednosti absorbanc (v nekaterih
primerih, ki so oznaceni, smo upostevali le meritvi 2 in ne vseh treh paralelnih vzorcev) kot

tudi nenormalno visokih vrednostih meritev nestimuliranih celi¢nih kultur MNC osebe B.
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Mitogenska stimulacija MNC osebe A s PHA
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Graf 1: Prikaz obsegov proliferacije MNC osebe A, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega Stevila MMC iz kostnega mozga
prvega darovalca (KM1). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (A+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.
Legenda: 50 — 50x10%, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x10% in 6,25 — 6,25x10° MMC KM1.
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Graf 2: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe A, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega Stevila MMC KM1.
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Mitogenska stimulacija MNC osebe B s PHA
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Graf 3: Prikaz obsegov proliferacije MINC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC iz kostnega mozga
prvega darovalca (KM1). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (B+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.
Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x103 in 6,25 — 6,25x10° MMC KM 1.
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Graf 4: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC KM1.

Ugotovili smo, da so MMC iz kostnega mozga prvega darovalca (KM1) uinkovito zavrle

proliferacijo MNC oseb A in B, izzvane s PHA, in sicer v koncetracijskem razponu od 50x10°
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do 12,5x10%, ne pa tudi v primeru dodatka 6,25x10° celic. Pri tem smo opazili nekaj manjsih
razlik v obsegih proliferacije MNC oseb A in B, kar je pri¢akovano, saj je mitogenska odzivnost
MNC razli¢nih oseb zelo pogosto razli¢na. Medtem, ko so MMC KM1 v dodanih koli¢inah
50x10%, 25x10% in 12,5x10% s statistiéno primerljivo u¢inkovitostjo zavrle mitogensko izzvano
proliferacijo MNC osebe A (Grafa 1 in 2), pa so najvecje, statisticno primerljivo zaviralno
delovanje na proliferacijo osebe B, izkazale v koncentracijah 25x10%in 12,5x10° (Grafa 3 in 4).
Najvecji izracunani povprecni obseg inhibicije proliferacije MNC osebe A z MMC KM1 je bil
75,4% (12,5x10%), v primeru MNC osebe B pa 85,4% (25x10%).

Mitogenska stimulacija MNC osebe A s PHA

KM2 = M.T.

A 490 nm

Celicne kombinacije

Graf 5: Prikaz obsegov proliferacije MNC osebe A, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega Stevila MMC iz kostnega mozga
drugega darovalca (KM2). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (A+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.

Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x103 in 6,25 — 6,25x103 MMC KM_2.
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Inhibicija proliferacije s PHA stimuliranih MNC osebe A
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Graf 6: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe A, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC KM2.
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Graf 7: Prikaz obsegov proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega Stevila MMC iz kostnega mozga
drugega darovalca (KM2). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (B+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.

Legenda: 50 — 50x10%, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x10% in 6,25 — 6,25x10% MMC KM2.
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Inhibicija proliferacije s PHA stimuliranih MNC osebe B
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Graf 8: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega Stevila MMC KM2.

MMC iz kostnega mozga drugega darovalca (KM2) so, tako kot MMC KM, u¢inkovito zavrle
proliferacijo MNC oseb A in B, izzvano s PHA, in sicer v koncentracijskem razponu od 50x10°
do 12,5x10% ne pa v primeru dodatka 6,25x10° celic k stimuliranim MNC osebe B.
Predstavljeni rezultati kazejo, da so MMC KM2 v dodanih koli¢inah 50x10% 25x10% in
12,5x10? statisti¢no primerljivo zavrle mitogensko izzvano proliferacijo MNC osebe B (Grafa
7 in 8), medtem ko so najvecje, statisticno primerljivo zaviralno delovanje na proliferacijo
MNC osebe A, izkazale v koncentracijah 25x10%in 12,5x10° (Grafa 5 in 6). Najvegji izra¢unani
povpreéni obseg inhibicije proliferacije MNC osebe A z MMC KM2 je bil 68,5% (25x10°%), v
primeru MNC osebe B pa 73,0% (12,5x10%).
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4.2.2 Dolocanje obsegov proliferacije MNC oseb A in B, izzvane s PHA, v prisotnosti MMC,
izoliranih iz popkovni¢nega tkiva dveh darovalcev (PK1 in PK2)
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Graf 9: Prikaz obsegov proliferacije MNC osebe A, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega Stevila MMC iz popkovnicnega
tkiva prvega darovalca (PK1). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (A+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.
Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 -12,5x10% in 6,25 — 6,25x10° MMC PK1.
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Graf 10: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe A, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC PK1
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Mitogenska stimulacija MNC osebe B s PHA
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Graf 11: Prikaz obsegov proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC iz popkovni¢nega
tkiva prvega darovalca (PK1). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (B+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.
Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x10° in 6,25 — 6,25x10°> MMC PK1.
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Graf 12: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razli¢nega tevila MMC PK1.
MMC iz popkovni¢nega tkiva prvega darovalca (PK1) so v statisticno primerljivih obsegih
zavrle proliferacijo MNC osebe A, v dodanih koli¢inah 25x103,12,5x10% in 6,25x10°, najmanj
u¢inkovito pa v koncentraciji 50x10° celic (Grafa 9 in 10). V primeru MNC osebe B pa smo
ugotovili, da so MMC PKI1 delovale statisti¢no primerljivo zaviralno v koli¢inah 50x103,
25x10°% in 12,5x10%, medtem ko je bila njihova imunosupresivna u¢inkovitost v primeru uporabe

6,25x10° celic najmanj u¢inkovita, a $e vedno statisti¢no znaéilna glede na pozitivno kontrolo
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(B+PHA) (Grafa 11 in 12). Najvecji izraCunani povprecni obseg inhibicije proliferacije MNC
osebe A z MMC PK1 je bil 56,2% (25x10%), v primeru MNC osebe B pa 81,6% (25x10%).

Mitogenska stimulacija MNC osebe A s PHA
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Graf 13: Prikaz obsegov proliferacije MNC osebe A, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega Stevila MMC iz popkovnicnega
tkiva drugega darovalca (PK2). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (A+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.
Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 -12,5x10% in 6,25 — 6,25x10% MMC PK2.

Inhibicija proliferacije s PHA stimuliranih MNC osebe A

100
90
80
70

60

MSC PK2: I.B.

%

50

40

30

20

10

Celiéne kombinacije

Graf 14: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe A, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC PK2.
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A 490 nm

Mitogenska stimulacija MNC osebe B s PHA
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Graf 15: Prikaz obsegov proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC iz popkovni¢nega
tkiva drugega darovalca (PK2). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (B+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.
Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 - 12,5x103 in 6,25 — 6,25x103 MMC PK2.
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MSC PK2: 1.B.

Graf 16: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC PK2.

MMC iz popkovni¢nega tkiva drugega darovalca (PK2) so statisti¢no znacilno najucinkoviteje

zavrle proliferacijo MNC osebe A v koncentraciji 50x10% statistiéno primerljivo v

koncentracijah 25x10°% in 12,5x10%, medtem, ko so v koncentraciji 6,25x10° delovale najmanj

uc¢inkovito, a e vedno statisti¢no znacilno glede na pozitivno kontrolo (A+PHA) (Grafa 13 in
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14). V primeru MNC osebe B pa smo ugotovili, da so MMC PK2 na njihovo proliferacijo
delovale statisti¢no primerljivo zaviralno v obsegu od 50x10° do 12,5x10% medtem ko so bile
v koncentraciji 6,25x10° najmanj u¢inkovite, a $e vedno statisti¢no zna¢ilno glede na pozitivno
kontrolo (B+PHA) (Grafa 15 in 16). Najvecji izraCunani povprecni obseg inhibicije
proliferacije MNC osebe A z MMC PK2 je bil 94,1% (50x10%), v primeru MNC osebe B pa
99,7% (12,5x10%).

4.2.3 Dolocanje obsegov proliferacije MNC oseb A in B, izzvane s PHA, v prisotnosti MMC,
izoliranih iz mas¢obnega tkiva dveh darovalcev (AD1 in AD2)

Mitogenska stimulacija MNC osebe A s PHA
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Graf 17: Prikaz obsegov proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega Stevila MMC iz mascobnega tkiva
prvega darovalca (AD1). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (A+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.
Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 - 12,5x10% in 6,25 — 6,25x10° MMC AD1.
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Inhibicija proliferacije s PHA stimuliranih MNC osebe A
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Graf 18: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe A, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega Stevila MMC AD1.
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Graf 19: Prikaz obsegov proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC iz mascobnega tkiva
prvega darovalca (AD1). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (B+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.
Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 - 12,5x103 in 6,25 — 6,25x10°> MMC AD1
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Inhibicija proliferacije s PHA stimuliranih MNC osebe B
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Graf 20: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega Stevila MMC AD1.

MMC iz mas¢obnega tkiva prvega darovalca (AD1) so v statisti¢no primerljivih obsegih zavrle
proliferacijo MNC osebe A v koli¢inah 25x10%, 12,5x10% in 6,25x10°, medtem ko so bile
povsem neuéinkovite v koncentraciji 50x10° celic (Grafa 17 in 18). Pri spremljanju inhibicije
mitogensko vzpodbujene prolifearcije MNC osebe B pa smo ugotovili, da so MMC AD1
delovale statisti¢no primerljivo zaviralno v koli¢inah 12,5x10° in 6,25x10%, medtem ko je bila
njihova imunosupresivna ucinkovitost v primeru uporabe 50x10% in 25x10° celic najmanj
ucinkovita, saj ni bila statisti¢no znacilna glede na pozitivno kontrolo (B+PHA) (Grafa 19 in
20). Najvecji izraCunani povprecni obseg inhibicije proliferacije MNC osebe A z MMC ADI
je bil 74,3% (25x10%), v primeru MNC osebe B pa 64,2% (6,25x10%).
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Graf 21: Prikaz obsegov proliferacije MNC osebe A, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC iz mascobnega tkiva
drugega darovalca (AD2). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (A+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.

Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x10° in 6,25 — 6,25x10° MMC AD2.
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Graf 22: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe A, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC AD2.
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Mitogenska stimulacija MNC osebe B s PHA
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Graf 23: Prikaz obsegov proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC iz mas¢obnega tkiva
drugega darovalca (AD2). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno
konrolo (B+PHA), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC.

Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 - 12,5x103 in 6,25 — 6,25x103 MMC AD2.
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Graf 24: Odstotki inhibicije proliferacije MNC osebe B, izzvane s PHA, v prisotnosti razlicnega stevila MMC AD2.

MMC iz mascobnega tkiva drugega darovalca (AD2) so v statisticno primerljivih obsegih
zavrle proliferacijo MNC osebe A v koli¢inah 50x10%, 25x10°% in 12,5x10%, medtem ko so bile
najmnaj u¢inkovite v koncentraciji 6,25x102 celic (statisti¢no neznacilno glede na pozitivno
kontrolo A+PHA) (Grafa 21 in 22). Pri inhibiciji mitogensko vzpodbujene prolifearcije MNC

osebe B pa so bile MMC AD2 statisti¢no znacilno naju¢inkovitejse v koncentraciji 12,5x10°
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ter malo slabe, a statisticno medsebojno primerljivo delujode v koli¢inah 50x10% in 25x10°.

Njihova imunosupresivna uéinkovitost v primeru uporabe 6,25x10° celic pa je bila najmanj

ucinkovita, saj ni bila statisticno znacilna glede na pozitivno kontrolo (B+PHA) (Grafa 23 in

24). Najvecji izracunani povprecni obseg inhibicije proliferacije MNC osebe A z MMC AD2
je bil 78,0% (25x10%), v primeru MNC osebe B pa 70,8% (12,5x10%).

4.3 Modulacija celi¢ne proliferacije, izzvane z aloantigeni v dvosmernih kulturah

pomesanih MNC oseb A in B (MLC)
Rezultati so prikazani grafi¢no, v obliki absorbanc, izmerjenih pri 490 nm, 7,5 — 8 h po dodatku

reagenta MTS, ob upoStevanju ustreznih kontrol (samo MMC) ter odstotkov inhibicije

proliferacije, glede na obsege proliferacije pozitivnih kontrol (pomeSane MNC oseb A in B).

4.3.1 Doloc¢anje obsegov proliferacije v dvosmernih reakcijah pome$anih MNC oseb A in B
(MLR), v prisotnosti MMC, izoliranih iz kostnega mozga dveh darovalcev (KM1 in KM2)
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Graf 25: Prikaz obsegov proliferacije pomesanih MINC oseb A in B (AB) v dvosmernih MLR, v prisotnosti razlicnega stevila
MMC iz kostnega mozga prvega darovalca (KM1). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v absorbancah,
glede na pozitivno konrolo (AB), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah mikrokultur z
dodanimi MMC. Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x103 in 6,25 — 6,25x10° MMC KM1.
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Graf 26: Odstotki inhibicije proliferacije pomesanih MINC oseb A in B v dvosmernih MLR (AB), v prisotnosti razlicnega Stevila

MMC KM1.
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Graf 27: Prikaz obsegov proliferacije pomesanih MNC oseb A in B (AB) v dvosmernih MLR, v prisotnosti razlicnega Stevila
MMC iz kostnega mozga drugega darovalca (KM2). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v
absorbancah, glede na pozitivno konrolo (AB), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah
mikrokultur z dodanimi MMC. Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x10% in 6,25 — 6,25x10° MMC KM2.
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Graf 28: Odstotki inhibicije proliferacije pomesanih MINC oseb A in B v dvosmernih MLR (AB), v prisotnosti razlicnega Stevila
MMC KM_2.

Ugotovili smo, da so MMC iz kostnega mozga prvega darovalca (KM1) statisti¢no znacilno
primerljivo ucinkovito zavrle proliferacijo pomesanih MNC nesorodnih oseb A in B v
dvosmernih MLR, v koncentracijah 50x10° in 25x103 celic. Malenkost $ibkeje so delovale v
koli¢ini 12,5x10%, najmanj uéinkovite pa so bile takrat, ko smo jih v ustrezne mikrokulture
dodali po 6,25x103, vendar pa v obeh primerih $e vedno statisti¢no zna¢ilno glede na pozitivno
kontrolo (AB) (Grafa 25 in 26). MMC iz kostnega mozga drugega darovalca (KM2) pa so
statisticno primerljivo ucinkovito zavrle celicno proliferacijo v dvosmernih MLR v
koncentracijah 50x103, 25x10% in 12,5x10% medtem ko je koli¢ina 6,25x10° celic delovala
najmanj imunosupresivno, a Se vedno statisti¢no znacilno glede na pozitivno kontrolo (AB)
(Grafa 27 in 28). Najvecji izraCunani povprecni obseg inhibicije alogensko izzvane proliferacije
pomeSanih MNC oseb A in B v dvosmernih MLR, povzrocen z dodatkom MMC KM je bil
88,2% (25x10%), v primeru MMC KM2 pa 81,9% (50x10%).
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4.3.2 Doloc¢anje obsegov proliferacije v dvosmernih reakcijah pomesanih MNC oseb A in B
(MLR), v prisotnosti MMC, izoliranih iz popkovni¢nega tkiva dveh darovalcev (PK1 in PK2)
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Graf 29: Prikaz obsegov proliferacije pomesanih MNC oseb A in B (AB) v dvosmernih MLR, v prisotnosti razlicnega Stevila
MMIC iz popkovnicnega tkiva prvega darovalca (PK1). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v
absorbancah, glede na pozitivno konrolo (AB), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah
mikrokultur z dodanimi MMC. Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x10° in 6,25 — 6,25x10° MMC PK1.
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Graf 30: Odstotki inhibicije proliferacije pomesanih MNC oseb A in B v dvosmernih MLR (AB), v prisotnosti razlicnega Stevila
MMC PK1.
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Graf 31: Prikaz obsegov proliferacije pomesanih MINC oseb A in B (AB) v dvosmernih MLR, v prisotnosti razlicnega Stevila
MMC iz popkovnicnega tkiva drugega darovalca (PK2). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v
absorbancah, glede na pozitivno konrolo (AB), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah
mikrokultur z dodanimi MMC. Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x103 in 6,25 — 6,25x10° MMC PK2.
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Graf 32: Odstotki inhibicije proliferacije pomesanih MNC oseb A in B v dvosmernih MLR (AB), v prisotnosti razlicnega Stevila
MMC PK2.

MMC iz popkovnicnega tkiva prvega darovalca (PK1) so statisticno znacCilno zavrle
proliferacijo pomesanih MNC nesorodnih oseb A in B v dvosmernih MLR, v vseh uporabljenih
koncentracijah 50x10° do 6,25x10° celic. Statisti¢no primerljivo u¢inkovite so bile v koli¢inah
50x10° in 25x103. Malenkost $ibkeje so delovale v koligini 12,5x103%, najmanj u¢inkovite pa so
bile takrat, ko smo jih v ustrezne mikrokulture dodali po 6,25x103, vendar pa v obeh primerih

Se vedno statisticno znacilno glede na pozitivno kontrolo (AB) (Grafa 29 in 30). MMC,
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pridobljene iz popkovni¢nega tkiva drugega darovalca (PK2) pa so statisticno primerljivo
ucinkovito zavrle proliferacijo alogensko stimuliranih MNC v dvosmernih MLR v
koncentracijah 50x103, 25x10° in 12,5x10% medtem ko je koli¢ina 6,25x10° celic delovala
najmanj imunosupresivno, a $e vedno statisticno znacilno glede na pozitivno kontrolo (AB)
(Grafa 21 in 32). Najvecji izraCunani povprecni obseg inhibicije alogensko izzvane proliferacije
pomesanih MNC oseb A in B v dvosmernih MLR, povzrocen z dodatkom MMC PK1 je bil
79,6% (50%x10%), v primeru MMC PK2 pa 92,9% (25x10%).

4.3.3 Doloc¢anje obsegov proliferacije v dvosmernih reakcijah pomesanih MNC oseb A in B
(MLR), v prisotnosti MMC, izoliranih iz mascobnega tkiva dveh darovalcev (AD1 in AD2)
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Graf 33: Prikaz obsegov proliferacije pomesanih MINC oseb A in B (AB) v dvosmernih MLR, v prisotnosti razlicnega Stevila
MMC iz mascobnega tkiva prvega darovalca (AD1). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v
absorbancah, glede na pozitivno konrolo (AB), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah
mikrokultur z dodanimi MMC. Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x10% in 6,25 — 6,25x10° MMC AD1.
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Graf 34: Odstotki inhibicije proliferacije pomesanih MNC oseb A in B v dvosmernih MLR (AB), v prisotnosti razlicnega stevila

MMCAD1.
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Graf 35: Prikaz obsegov proliferacije pomesanih MINC oseb A in B (AB) v dvosmernih MLR, v prisotnosti razlicnega stevila
MMC iz mascobnega tkiva drugega darovalca (AD2). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike v
absorbancah, glede na pozitivno konrolo (AB), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v absorbancah
mikrokultur z dodanimi MMC. Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x10% in 6,25 — 6,25x10° MMC AD2.
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Graf 36: Odstotki inhibicije proliferacije pomesanih MNC oseb A in B v dvosmernih MLR (AB), v prisotnosti razlicnega stevila
MMC AD2.

MMC iz mascobnega tkiva prvega darovalca (AD1) so statisticno znacilno in primerljivo
zavrle proliferacijo pomeSanih MNC nesorodnih oseb A in B v dvosmernih MLR, v koli¢inah
50x10%, 25x10% in 12,5x10%. Imunosupresivno najsibkejse delovanje pa so pokazale pri
koncentraciji 6,25x10° celic, a je bilo to $e vedno statisticno znacilno glede na pozitivno
kontrolo (AB) (Grafa 33 in 34). MMC, pridobljene iz mas¢obnega tkiva drugega darovalca
(AD2), so prav tako statisticno primerljivo uéinkovito zavrle proliferacijo alogensko
stimuliranih MNC v dvosmernih MLR v koncentracijah 50x103, 25x10% in 12,5x10°, medtem
v koli¢ini 6,25x10° celic niso bile u¢inkovite (Grafa 35 in 36). Najve&ji izra¢unani povpre¢ni
obseg inhibicije alogensko izzvane proliferacije pomesanih MNC oseb A in B v dvosmernih
MLR, povzrogen z dodatkom MMC ADI je bil 78,6% (25x10%), v primeru MMC AD2 pa
81,4% (50x10%).

4.3.4 Ponovljivost rezultatov neradioaktivnega testiranja zaviranja proliferacije pomesanih
MNC oseb A in B v dvosmernih MLR, z MMC, izoliranimi iz kostnega mozga dveh darovalcev
(KM1 in KM2)

Da bi ugotovili, kako zanesljivi oz. primerljivi so rezultati ugotavljanja imunosupresivnega

delovanja MMC na proliferacijo MNC, izzvano z aloantigeni v dvosmernih MLR, smo
testiranje z uporabo enakih vrst celic, pod enakimi pogoji, izvedli v dveh ¢asovnih obdobjih,
prvi¢ konec maja/zacetek junija, drugi¢ pa konec avgusta/zacetek septembra 2018. Rezultati so

predstavljeni v Grafih 37 do 40.
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Graf 37: Primerjava obsegov proliferacij pomesSanih MNC oseb A in B (AB) v dvosmernih MLR, v prisotnosti razlicnega Stevila
MMC iz kostnega mozga prvega darovalca (KM1). Poskusa smo z enakimi MNC in MMC, pod enakimi pogoji izvedli konec
maja in v zacetku junija (zgornji graf) ter v zacetku septembra 2018 (spodnji graf). Zvezdice nad stolpci oznacujejo
statisticno znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno konrolo (AB), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne
razlike v absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC. Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x103 in 6,25 — 6,25x103
MMC KM1.
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Graf 38: Primerjava odstotkov inhibicije proliferacije pomesanih MNC oseb A in B v dvosmernih MLR (AB), v prisotnosti
razlicnega stevila MMC KM1. Poskusa smo z enakimi MNC in MMC, pod enakimi pogoji izvedli konec maja in v zacetku junija
(zgornji graf) ter v zacetku septembra 2018 (spodnji graf).
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Graf 39: Primerjava obsegov proliferacij pomesanih MNC oseb A in B (AB) v dvosmernih MLR, v prisotnosti razlicnega sStevila
MMC iz kostnega mozga drugega darovalca (KM2). Poskusa smo z enakimi MNC in MMC, pod enakimi pogoji izvedli konec
maja in v zacetku junija (zgornji graf) ter v zacetku septembra 2018 (spodnji graf). Zvezdice nad stolpci oznacujejo statisticno
znacilne razlike v absorbancah, glede na pozitivno konrolo (AB), modro obarvane zvezdice pa statisticno znacilne razlike v
absorbancah mikrokultur z dodanimi MMC. Legenda: 50 — 50x103, 25 — 2x103, 12,5 — 12,5x107 in 6,25 — 6,25x10° MMC KM2.
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Inhibicija proliferacije v MLR (avgust/september 2018)
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Graf 40: Primerjava odstotkov inhibicije proliferacije pomesanih MINC oseb A in B v dvosmernih MLR (AB), v prisotnosti
razli¢nega Stevila MMC KM2. Poskusa smo z enakimi MNC in MMC, pod enakimi pogoji izvedli konec maja in v zacetku junija
(zgornji graf) ter v zacetku septembra 2018 (spodnji graf).

Glede na predstavljene rezultate lahko trdimo, da je na$ test, ki temelji na alogensko izzvani
proliferaciji pomesanih MNC dveh oseb v dvosmerni MLR, dovolj zanesljiv in ponovljiv, pri
cemer lahko opaZene razlike pripiSemo normalnim tehni¢no pogojenim variacijam oz.
odstopanjem, npr. na racun odmrzovanja MNC S$tetja celic v Neubauerjevi komori ter pripravi

celi¢nih suspenzij.
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4.4 Primerjava imunosupresivnih ucinkov MMC iz razli¢nih tkiv na mitogensko in
alogensko izzvano proliferacijo MNC razli¢nih oseb

Ker veljajo MMC, pridobljene iz kostnega mozga, za nekaksen zlati standard, smo rezultate
nasih testov, v katerih smo preskusali imunosupresivno delovanje omenjenih celic dveh
razli¢nih darovalcev ( KM1 in KM2) upostevali kot osnovo za primerjavo z rezultati, ki smo

jih zabelezili z ostalimi MMC.

V primerih z mitogenskim lektinom PHA izzvane stimulacije MNC osebe A smo ugotovili, da
MMC AD1, medtem ko MMC AD2 in MMC KM — niso bile u¢inkovite pri najmanjsi dodani
koli¢ini (6,25x10° celic). Sklepamo, da je neuspesna zavora proliferacije pri najvedji dodani
koli¢ini MMC posledica tezav zaradi zadrZzevanja barvila v celi¢nih skupkih ter otezenih stikov
najverjetneje posledica premajhnega stevila MMC. Ko smo s PHA stimulirali MNC osebe B,
proliferacije niso uc¢inkovito zavrle populacije celic MMC KM1, MMC KM2 in MMC AD?2, in
50x10° in 25x10° celic. Sicer pa smo opazili, da so MMC iz drugih tkiv izrazile primerljive
imunosupresivne u¢inke kot MMC KM1 in MMC KM2. V primeru mitogenske stimulacije
MNC osebe A, ob upostevanju celi¢nih kombinacij, pri katerih smo zaznali najvecji obseg
inhibicije celi¢ne proliferacije, S0 MMC PK2 in MMC AD2 izkazale nekoliko vecjo
uc¢inkovitost kot MMC KML1. V primerjavi z MMC KM2 pa so bile nekoliko uspesnejse MMC
PK2, MMC AD1 in MMC AD2. To pomeni, da je bil imunosupresivni u¢inek MMC,
pridobljenih iz ostalih tkiv, vsaj primerljiv, ¢e ne celo nekoliko ve¢ji kot pri MMC iz KM, kar
je v skladu s podatki v literaturi (16, 40, 42, 43, 50). Nekoliko vecji obseg inhibicije proliferacije
MNC osebe B, izzvane s PHA, so, ob upostevanju celi¢nih kombinacij, Ki S0 izrazile najvec;ji
obseg inhibicije, ki so bile v tem smislu glede na KM 1 najuspesne;jse, izrazile MMC PK2, glede
na MMC KM2 pa MMC PK1 in MMC PK2. Ko smo proliferacijo MNC izzvali z aloantigeni
uporabljeni koli¢ini (6,25x102 celic). PHA sprozi poliklonsko aktivacijo celic tako, da se veze
na dolocene glikoproteine na celicni membrani limfocitov T (kot so TCR, CD2, CD3), kar sicer
posnema t.i. prvi signal za aktivacijo teh celic, odsoten pa je signal, ki ga limfocitom T
posredujejo APC (16). Posledica tega je lahko, da v mikrookolju ni prisotna ustrezna koli¢ina

specifi¢nih vnetnih citokinov, ki so nujni za optimalno imunosupresivno delovanje MMC. Zato
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sklepamo, da je dvosmerna MLC bolj primerna za vrednotenje imunosupresivnih u¢inkov
MMC kot mitogenska stimulacija s PHA, saj bolje posnema procese in vivo, po presaditvi
alogenskih krvotvornih mati¢nih celic (KMC). Tezava je le v tem, da so darovalci KMC za
posamezne bolnike izbrani tako, da se kar najbolje ujemajo z njimi v molekulah poglavitnega
kompleksa tkivne skladnosti (MHC), zato naj bi se naceloma kombinacije njihovih MNC v
MLC in vitro ne drazile in zato tudi ne povzrocale medsebojno izzvane proliferacije. Nekaj
avtorjev navaja, da MMC obic¢ajno zmorejo zavreti mitogensko izzvano proliferacije MNC, ne
pa vedno tiste v kulturi pomesanih MNC dveh oseb (MLC), katere obseg je odvisen predvsem
od uporabljene kombinacije MNC (38,43). Mi smo bili pri tovrstnih poskusih uspesni, saj smo
v pomeSanih kulturah namenoma uporabili MNC dveh nesorodnih oseb, ki se med seboj
razlikujeta v molekulah MHC razredov I in II, pri ¢emer so za alogensko izzvano proliferacijo
odgovorne razlike v slednjih (razred II). V prihodnje bi zato morali opraviti Se dodatne poskuse
za vrednotenje imunosupresivnega u¢inka MMC, v katerih bi uporabili razliéne kombinacije

MNC ve¢ nesorodnih oseb, ki bi se morali v molekulah MHC razlikovati v razli¢nih stopnjah.

Glede na to, da smo opazili razlike tudi med populacijami MMC, pridobljenimi iz enakih tkiv,
a od razlicnih darovalcev, na ucinkovitost imunomodulacije in vitro ocitno vplivajo
interindividualne lastnosti posameznih celi¢nih populacij oz. njihovih donorjev. Zavedati se
moramo, da razlike izhajajo tudi iz samih MNC, ki razli¢no proliferirajo. Tako kot so to
pokazali Ze v Stevilnih Studijah, smo tudi mi ugotovili, da je bil obseg inhibicije proliferacije na
razlicne nacine stimuliranih MNC odvisen od dodane koli¢ine MMC. Populacija MMC,
pridobljena 1z popkovni¢nega tkiva drugega darovalca (PK2) je izkazala zelo mocan
imunosupresiven ucinek na proliferacijo MNC, in sicer tako po njihovi mitogenski kot
alogenski stimulaciji. Obseg inhibicije pa je bil pri tem vecji od tistega, ki smo ga opazili pri
uporabi MMC, izoliranih iz kostnega mozga dveh razli¢nih darovalcev (KM1 in KM2). Tudi
Li in sod. so pokazali, da imajo MMC iz popkovni¢nega tkiva najmoc¢nej$i zaviralni u¢inek na
proliferacijo limfocitov T po stimulaciji s PHA. Poleg tega so dokazali, da te celice izraZajo
manjse koli¢ine genov za molekule MHC razreda Il kot tiste, pridobljene iz KM ali MT, zato
naj bi bile Se posebej primerne za klini¢no uporabo (50). Sicer pa ve¢ podatkov v literaturi
navaja, da imajo MMC, izolirane iz MT, mocnejSe imunosupresivne ucinke kot tiste,
pridobljene iz KM (40,42,43). V nasem primeru, smo tak rezultat zabelezili le v primeru
zaviranja mitogenske stimulacije MNC osebe A. Poudariti je treba, da je le malo raziskav, ki bi
med seboj neposredno primerjale imunosupresivno delovanje omenjenih treh populacij MMC,

poleg tega pa se razlikujejo v Stevilnih pogojih izvedbe, npr. v: naéinih izolacije in gojenja
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MMC, koli¢ini in Casu njihovega dodatka k aktiviranim MNC, razmerju MNC:MMC v
mikrokulturah, vrsti in aktivacijskemu statusu imunskih celic prisotnih v mikrokulturah ter
prisotnih citokinov v mikrookolju. Vsi nasteti dejavniki pa so seveda kljucni za
imunomodulatorno delovanje MMC. Zato bi bilo v prihodnje potrebno v ¢im vecji meri
standardizirati pogoje preskusSanja imunosupresivnih u¢inkov razli¢nih vrst MMC in vitro.
Zaklju¢imo lahko torej, da smo z nasimi poskusi pokazali, da so MMC, pridobljene iz
pokovni¢nega (PT) in mas¢obnega tkiva (MT) izkazale primerljive imunosupresivne ucinke kot
tiste, izolirane iz kostnega mozga, pri ¢emer so bile MMC iz PT drugega darovalca (PK2)

najucinkovitejSe med vsemi.

Za namene klini¢ne uporabe bi bilo seveda smiselno, da bi predhodno, v pogojih in vitro,
ovrednotili imunosupresivne u¢inke MMC izbranih darovalcev na dejanskih kombinacijah
MNC darovalec presadka-njegov prejemnik ter se na osnovi rezultatov odlocili za tiste MMC,
ki bi bile naju¢inkovitejSe. Poleg tega bi bilo potrebno opraviti tudi Studije, s katerimi bi
preverili, kako rezultati, ki jih pridobimo v okviru poskusov in vitro, korelirajo z dejansko
imunosupresivno uc¢inkovitostjo izbranih MMC in vivo. Natan¢no bi morali opredeliti tudi tiste
skupine bolnikov, ki se na tovrstno celi¢no terapijo dejansko odzivajo. Le tako, bomo v
prihodnje lahko v kar najvecji meri izkoristili izjemne klinicne potenciale MMC, tako pri

zdravljenju imunsko posredovanih bolezni kot tudi v regenerativni medicini.
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5 SKLEP

MMC so ucinkovito zavrle proliferacijo MNC, izzvano z mitogenskim rastlinskim lektinom
PHA in z aloantigeni v dvosmernih meSanih kulturah MNC dveh nesorodnih oseb (MLC).
Obseg inhibicije proliferacije MNC spodbujene na ta dva nacina je bil odvisen od koli¢ine
dodanih MMC. Ugotovili smo, da je za in vitro vrednotenje imunosupresivnih u¢inkov MMC
bolj primerna dvosmerna MLC nesorodnih oseb, saj bolje posnema procese in vivo po presaditvi
alogenskih krvotvornih mati¢nih celic (KMC). Pokazali smo, da je na$ neradioaktiven test za
vrednotenje obsega celi¢ne proliferacije MNC, izzvane v dvosmernih mesanih MLC, dovolj
zanesljiv in ponovljiv, saj smo dobili primerljive rezultate, ko smo ga izvedli v razli¢nih

casovnih obdobjih, a pod enakimi pogoji in z enakimi celicnimi populacijami.

Ugotovili smo, da imajo MMC, izolirane iz mas¢obnega in popkovni¢nega tkiva primerljive
imunosupresivne ucinke kot tiste iz kostnega mozga. Razlike, ki smo jih v poskusih opazili
izhajajo iz individualnih lastnosti MNC in darovanih MMC ter iz virov, iz katerih so bile slednje
izolirane. Opazili smo, da se tudi MMC, izolirane iz enakega tkiva, razlikovale v
imunosupresivnem delovanju. To nakazuje na to, da na te mehanizme vplivajo tudi
interindividualne lastnosti teh celi¢nih populacij oz. lastnosti njihovih darovalcev, te so lahko
spol, starost, presnovna aktivnost, ... V nekaterih primerih so MMC, izolirane iz mas¢obnega
in popkovni¢nega tkiva, izkazale celo nekoliko ve¢jo inhibicijo proliferacije MNC. Populacija
MMC, izoliranih iz popkovni¢nega tkiva drugega darovalca (PK2), se je izkazala za
najucinkovitejSo. Zaklju¢imo lahko, da MMC, izolirane iz drugih tkiv, izkazujejo podobne
imunosupresivne lastnosti kot tiste iz kostnega mozga. Zaradi tega so prav tako primerne za
kliniéno uporabo, njihovo pridobivanje je enostavnejSe, izplen koli¢ine celic pa vecji. Za
namene klini¢ne uporabe v prihodnje bi bilo najprej potrebno izvesti teste in vitro za
vrednotenje imunosupresivnega u¢inka na dejanskih kombinacijah celic darovalec — prejemnik,
kot tudi preizkusiti razli¢ne celi¢ne populacije samih MMC (Cetudi izoliranih iz enakega tkiva).
Prav tako bi bilo ustrezno opredeliti, kako na imunosupresivne u¢inke MMC vplivajo razli¢ne
stopnje ujemanj v molekulah MHC razreda Il med darovalcem in prejemnikom. To bi nam
omogocilo optimalno izbiro celi¢ne populacije MMC in karseda najvecjo uspesnost tovrstne

celi¢ne terapije v pogojih po presaditvi alogenskih KMC.
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