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POVZETEK

Osteoklasti so vecjedrne celice, ki nastanejo z zlitjem hematopoeti¢nih predhodnikov iz
krvi in kostnega mozga. Klju¢no vlogo imajo v procesu razgradnje kostnine. Njihov razvoj
in delovanje, s tvorbo in izlocanjem rastnih dejavnikov, uravnavajo osteoblasti in kostne
tkivne celice. Odkritje dveh klju¢nih citokinov, RANKL in M-CSF, je prineslo revolucijo
v pridobivanju osteoklastov brez potrebe po prisotnosti ostalih vrst kostnih celic. V
magistrski nalogi smo skusali vzpostaviti ponovljiv in preprost sistem diferenciacije
¢loveskih monocitov v osteoklaste in vitro, ob uporabi rekombinantnih ¢loveskih rastnih
dejavnikov SRANKL in M-CSF. Najprej smo z magnetno separacijo izolirali monocite iz
levkocitnega koncentrata, nato pa jih tako v posameznih kot medsebojno pomesanih
kulturah diferencirali v dveh razli¢nih pogojih gojenja, in sicer na neadherentni in
adherentni podlagi. Pri tem so se neadherentni pogoji gojenja, kjer celice rastejo v
suspenziji, izkazali za primernejse, saj je v primeru adherentne kulture za odstranitev celic
od rastne podlage potrebna tripsinizacija, ki je agresiven postopek in povzroca izgubo
celic. Funkcijsko aktivnost diferenciranih osteoklastov smo vizualizirali z barvanjem
encima na tartrat odporne kisle fosfataze (TRAP) in z Mayerjevim hematoksilinom,
kvantitativno pa ovrednotili s prenosom diferenciranih celic na goveje kostne diske in
¢loveski kostni matriks OsteoAssay” Human Bone Plate ter z merjenjem koli¢ine nastalih
razpadnih produktov kolagena tipa | s testom ELISA. Medsebojno pomesani monociti
razli¢nih oseb so diferencirali v osteoklaste enako ucinkovito kot kulture celic posameznih
oseb in izkazovali ustrezne morfoloske in funkcijske lastnosti, vklju¢no S sposobnostjo
resorpcije kostnine. Koncentracije fragmentov kolagena tipa | so bile pri uporabi
pomesanih alogenskih osteoklastov celo najvecje. Zato menimo, da je meSanica monocitov
razli¢nih 0seb ustrezen vir za pripravo osteoklastov in vitro, ki jih lahko uporabimo za
testiranje njihovih funkcijskih aktivnosti v razli¢nih eksperimentalnih pogojih. Poleg tega
tovrstne mesanice izrazajo tudi skupne interindividualne razlike posameznikov, kar
zagotavlja bolj reprezentativno izvedbo vecjega Stevila eksperimentov z uporabo enake

mesanice celic.

KLJUCNE BESEDE

Mesanica alogenskih monocitov, osteoklast, RANKL, M-CSF, neadherentna rastna
podlaga, kostna resorpcija
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ABSTRACT

Osteoclasts are multinucleated cells developed by the fusion of hematopoetic precursors
from blood and bone marrow. Their key role is the degradation of bone matrix in the
process of bone remodelling. Osteoblasts and bone marrow stromal cells form and secrete
growth factors and cytokines that regulate the formation and activation of osteoclasts.
Knowing that RANKL and M-CSF are the two main cytokines in this process, it is possible
to generate human osteoclasts without the presence of other bone cell types. In this study
we attempted to establish a repeatable and simplified system of differentiating human
blood monocytes into osteoclasts in vitro by using recombinant human growth factors
SRANKL and M-CSF. We first isolated human monocytes from the buffy coat with
imunomagnetic separation and then differentiated them as individual and mixed cultures
using two different growing conditions (non-adherent and adherent grounding). Non-
adherent growing conditions, where cells grow in a suspension, turned out to be more
appropriate. In an adherent culture system we have to remove cells from the grounding by
trypsinization, which is aggressive and causes the loss of cells. The functional activity of
differentiated cells was visualised by TRAP staining and staining with Mayer hematoxylin.
For the quantitative evaluation of functional activity we seeded differentiated cells on
bovine bone slices and human bone matrix OsteoAssay™ Human Bone Plate for two days,
and then measured the quantity of collagen type | degradation products with the CrossLaps
test for Culture ELISA (CTX-I). Mixed monocytes differentiated into osteoclasts with the
same efficacy as individual cell cultures and expressed all the morphological and
functional properties of osteoclasts including their ability to resorb bone. Surprisingly, the
concentration of collagen type | degradation products was highest in mixed cultures. We
conclude that the mixture of human blood monocytes represents an appropriate source for
generating human osteoclasts in vitro and can be used for further testing their functional
activity in different experimental conditions. Furthermore, the culture of mixed cells
expresses common interindividual differences and provides a more representative

performance of a large number of experiments using the same cell mixture.
KEYWORDS

Mixture of allogenic monocytes, osteoclast, RANKL, M-CSF, non-adherent growing

conditions, bone resorption
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1 UVOD

Kost je kompleksen in dinamicen organ, ki se nenehno prenavlja, oblikuje in popravlja.
Sposobna se je zoperstavljati mehanskim silam pri gibanju in prenasanju bremen.
Sestavljena je iz kostnega tkiva (kostnine), ki ga odeva pokostnica (periost), sklepne

povrsine pa prekriva hrustanec. V notranjosti kosti se nahaja kostni mozeg (1).

1.1 SESTAVA KOSTI

Kostno tkivo je trdno in prozno obenem. Trdnost mu dajejo anorganske snovi, proznost pa

celice in organske snovi v medceli¢nini.

1.1.1 KOSTNINA
Kostno tkivo je sestavljeno iz dveh tipov kostnine; 80 % je kompaktne (kortikalne), 20 %
pa spongiozne (trabekularne). Ceprav sta makroskopsko in mikroskopsko razli¢ni, pa je
njuna kemic¢na sestava identi¢na. Spongiozna kostnina je prisotna Vv sredici kosti, in sicer v
obliki plos¢ic in letvic, ki tvorijo nekaksno satovje. Ima majhno gostoto. Zaradi svoje vecje
povrSine je matabolicno bolj aktivna. Drugi tip, to je kompaktna kostnina, pa je tesno
razporejena v koncentri¢nih lamelah in obdaja notranjost kot skorja (2).
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Slika 1: Zgradba kosti (spongiozna in kompaktna kostnina) (3).

1.1.2 MINERALNI DEL KOSTI
Mineralni del kosti je iz kalcijevega fosfata v obliki hidroksiapatita. Pokriva organski

matriks in kostem daje strukturno trdnost, prav tako pa je rezervoar za okrog 99 %



celokupnega kalcija v telesu. Kar 90 % organskega matriksa kosti sestavlja kolagen, ostalih
10 % pa razliéni kostni proteini, kot so osteokalcin, sialoprotein, osteonektin in

proteoglikani (4).

1.1.3 KOSTNE CELICE
Kljub sorazmerno majhnemu S$tevilu znotraj obsezne kostne strukture kostne celice
narekujejo njeno celotno zgradbo. Mednje sodijo trije glavni tipi celic: osteoblasti,

osteociti in osteoklasti (2).

1.1.3.1 Osteoblasti

Osteoblasti so specializirane celice, odgovorne za tvorbo Kkostnine. lzvirajo iz
multipotentnih mezenhimskih mati¢nih celic. Pomembno vlogo imajo v procesu kostne
remodelacije, saj izrazajo osteoklastogene dejavnike, proizvajajo proteine kostnega

matriksa in sodelujejo pri mineralizaciji kosti (5).

Priblizno 15 % zrelih osteoblastov se med procesom remodelacije ujame v nastajajoci
kostni matriks, kjer diferencirajo v osteocite. Nekateri med njimi pa ostanejo na kostni
povrsini in se preoblikujejo v sploséene neaktivne celice (ang. flat lining cells). Osteoblasti
pod vplivom razli¢nih draZljajev proizvajajo vrsto rastnih dejavnikov. Na povrSini izrazajo

receptorje za te dejavnike, ki avtokrino in parakrino uravnavajo njihovo delovanje (6).

1.1.3.2 Osteociti

Osteociti nastanejo iz osteoblastov, ki se med procesom remodelacije ujamejo v
novonastali kostni matriks (osteoid). Osteociti ohranijo vecino strukturnih znacilnosti
osteoblastov, zmanjSa pa se volumen celice, pa tudi metabolna aktivnost, ceprav Se vedno
proizvajajo matriksne proteine. Oblikujejo mrezo tankih kanalckov, Ki pronicajo v celoten
kostni matriks, s ¢imer ostanejo v stiku med seboj in z osteoblasti na kostni povrSini. Med
osteoklastno resorpcijo jih unicijo fagociti. Glavna vloga osteocitov je verjetno

privabljanje osteoklastov na podrocja, kjer je kostna remodelacija nujno potrebna (5, 6).

1.1.3.3 Osteoklasti

Osteoklasti so visoko specializirane velike vecjedrne celice, Ki izvirajo iz hematopoeti¢nih
mati¢nih celic, saj nastanejo z zlitiem monocitnih oz. makrofagnih predhodnikov. Za
prezivetje, proliferacijo in diferenciacijo omenjenih predhodniskih celic v funkcionalne

osteoklaste sta klju¢na dva citokina, in sicer makrofagne kolonije vzpodbujajoci dejavnik



(M-CSF) in ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika kB (RANKL) (6, 7). To
med drugim potrjujejo raziskave in vivo na misih, pri katerih je njuna odsotnost povzrocila
osteopetrozo (5). Odgovorna sta za indukcijo izrazanja genov, ki so znalilni za
osteoklastno celi¢no linijo.

Osrednji nalogi osteoklastov sta raztapljanje hidroksiapatita in razgradnja organskega
matriksa. Prav tako uravnavajo delovanje ostalih kostnih celic in drugih celiénih vrst v
kostnem mozgu. Osteoklasti imajo tudi pomembno vlogo pri razli¢nih kostnih boleznih,
zato je postala specifi¢na inhibicija njihove funkcije glavna strategija za zdravljenje
osteoporoze in drugih metabolnih kostnih bolezni (8). Osteoklasti imajo specifi¢ne
morfoloske in fenotipske znacilnosti, ki omogoc¢ajo njihovo identifikacijo. Zrele celice
izrazajo 5 do 8 jeder, receptor za kalcitonin, stevilne Golgijeve komplekse, mitohondrije
ter transportne mesicke, Ki vsebujejo lizosomske encime, kot sta TRAP in katepsin K (6, 9,
10).

1.2 RASTNA DEJAVNIKA M-CSF IN RANKL

M-CSF je pomemben hematopoeti¢ni dejavnik, ki ga proizvajajo Stevilne celice, vklju¢no
z limfociti, monociti, fibroblasti, endotelijskimi celicami, mioblasti in osteoblasti. Je
kljucen pri regulaciji celi¢ne proliferacije, diferenciacije in prezivetja krvnih monocitov,
makrofagov in njihovih predhodnikov. Pomembno vlogo igra tudi pri modulaciji stevilnih
drugih fizioloskih procesov, kot S0 metabolizem, plodnost, nose¢nost, imunost (11).

V prisotnosti majhnih koli¢in M-CSF je RANKL nujen in zadosten dejavnik za
diferenciacijo osteoklastnih predhodniskih celic v zrele osteoklaste (12). Sam M-CSF pa ni
niti zadosten niti bistven za tvorbo osteoklastov in njihovo aktivnost in vivo. Njegova vlioga
je spodbujanje celi¢ne proliferacije ter prezivetja predhodnikov in zrelih osteoklastov (13).
M-CSF, ki ga izlo¢ajo osteoblasti, se veze na membranske receptorje c-Fms na zgodnjih

predhodnikih osteoklastov, kar inducira izrazanje receptorja RANK.

Citokin RANKL najdemo v topni ali membransko vezani obliki na osteoklastih, osteocitih,
fibroblastih, dendriti¢nih celicah, zrelih T limfocitih in hematopoetskih predhodnikih.
Vezava RANKL na receptorje RANK na osteoklastnih predhodnikih sprozi njihovo
diferenciacijo in zlitje v ve¢jedrne osteoklaste ter spodbuja njihovo prezivetje in funkcijsko
aktivnost (12).



Obstaja tudi topna oblika receptorja za RANKL, osteoprotegerin (OPG), ki ga proizvajajo
osteoblasti. Ta z membransko izrazenim RANK tekmuje za vezavo RANKL in tako
inhibira njegovo delovanje (13). Danes se zato uporablja pri razvoju ucinkovin za

zdravljenje osteoporoze in ostalih bolezni s pretirano kostno resorpcijo (12).

Rekombinantna rastna dejavnika M-CSF in RANKL sta danes Siroko dostopna in
omogocata preprosto pridobivanje velikega Stevila osteoklastov in vitro ter proucevanje

njihove aktivnosti brez potrebe po socasni prisotnosti drugih vrst kostnih celic (14).
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&
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Slika 2: Shematski prikaz diferenciacije in funkcije osteoklastov, kjer se v osrednjo vlogo regulatorjev
postavljajo osteoblasti, saj preko sistema RANKL/RANK/OPG nadzirajo delovanje osteoklastov (3,
15).

1.3 PROCES RESORPCIJE KOSTNINE

Med procesom resorpcije pride v osteoklastih do obsezne reorganizacije citoskeleta in
polarizacije citoplazemske membrane. S pomoc¢jo membranske domene, imenovane
»zapecCateno podro¢je« (ang. sealing zone), ki jo sestavljajo podosomi, bogati z aktinskimi
obroci, se osteoklasti pritrdijo na mineralizirani ekstracelularni matriks in z dveh strani
zaprejo in osamijo drugo specificno membransko domeno, imenovano »nagubana meja«
(ang. ruffled border). Kostnino, ki je v stiku z njo, imenujemo resorpcijska lakuna. Tu
poteka proces resorpcije. Osteoklasti vanjo izloc¢ajo protone, saj je za raztapljanje bazi¢nih
soli hidroksiapatita potrebno kislo okolje, poleg tega pa Se specifi¢ne encime za razgradnjo

organskega matriksa. Kjer osteoklast ni v stiku z razgrajujoéo se kostnino, se nahaja



bazolateralna membrana, ki v svojem osrednjem delu vsebuje funkcionalno sekretorno
domeno (FSD). loni (Ca**, PO,* in HCOj3), ki se sprostijo med raztapljanjem, ter
razgradni produkti matriksa se iz resorpcijske lakune prenesejo s transcitoznim
vezikularnim transportom preko nagubane meje do FSD, kjer se izlo¢ijo v zunajceli¢ni
prostor. Po doslej znanih podatkih obstajata dve skupini encimov, ki imata glavno vlogo v
razgradnji kostnega matriksa. To so matriksne metaloproteinaze (MMP) in lizosomski
katepsini, med katerimi je najpomembnejsi katepsin K. MMP naj bi zacele proces
razgradnje organskega matriksa, Ceprav njihove to¢ne vloge Se niso pojasnili. Katepsin K
izlo¢ajo osteoklasti v velikem obsegu in je klju¢na proteaza, ki cepi kolagen. S to
proteoliti¢no cepitvijo aktivira encim TRAP v tanscitoti¢nih mesickih osteoklastov. TRAP
ima dve razli¢ni encimski aktivnosti, saj deluje kot fosfataza, zaradi vsebnosti zeleza v
aktivnem mestu pa preko Fentonove reakcije generira tudi reaktivne kisikove zvrsti (ROS).
S tvorbo ROS tako TRAP s$e olajsa razgradnjo kolagena in nastalih produktov resorpcije
(8, 16). Barvanje TRAP je zaradi svoje enostavnosti Siroko uporabna metoda za

identifikacijo osteoklastov tako in vitro kot in vivo (17).
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Slika 3: Fentonova reakcija (18).

1.4 KOSTNA REMODELACIJA

Razgradnja in tvorba kostnine sta uravnotezena pojava, ki omogocata, da staro kostnino
vedno zamenja nova, ki je sposobna ustrezno prenasati mehanske obremenitve. Prav tako
pa omogocata vzdrzevanje homeostaze kalcija. V procesu remodelacije znotraj kostne
remodelacijske enote tesno sodelujejo tako osteoklasti kot osteoblasti. Pri nekaterih
boleznih (npr. maligna hiperkalciemija, postmenopavzalna osteoporoza) je pretirana kostna
remodelacija glavni patofizioloski proces, nasprotno pa je za nekatere redke dedne bolezni

(ostepetroza) odgovoren zmanjsan obseg remodelacije (16).

Kostna remodelacija traja nekaj tednov in je sestavljena iz ve¢ zaporednih faz:



1. FAZA AKTIVACIE
Za zacetek kostne remodelacije je potreben aktivacijski signal, bodisi mehanska strukturna
poskodba kosti, delovanje dolo¢enih hormonov (parathormon PTH, $¢itniéni hormoni,
rastni hormoni, kortikosteroidi, spolni hormoni in Kkalcitriol) kot odziv na sistemske
spremembe v homeostazi ali lokalno delovanje citokinov, kot sta OPG in RANKL (3).
Zaznajo ga osteociti in ga prevedejo v bioloske signale, ki spodbujajo diferenciacijo in
aktivacijo osteoklastov.

2. FAZA RAZGRADNJE (RESORPCIJE)
Osteoblasti zac¢nejo v odzivu na signale proizvajati in izlocati kemokine, ki na mesto
remodelacije privabljajo osteoklastne predhodnike ter citokine, pomembne za
osteoklastogenezo. Nastali osteoklasti se prilepijo na povrsSino Kosti in za¢nejo razgrajevati

kostnino na nacin, ki smo ga Ze opisali.

3. FAZA PREOBRATA
Osteoklasti se umaknejo iz resorpcijske lakune, nato fagocitne mononuklearne celice
odstranijo ostanke nerazgrajenega kolagena in pripravijo osteoblastom povrSino za

izgradnjo nove kostnine.

4. FAZA IZGRADNJE
Osteoblastni predhodniki se pospeseno pomikajo na obmocje resorpcijske lakune, Kjer
diferencirajo ter za¢nejo proizvajati in izloCati molekule, ki oblikujejo novonastalo
kostnino. Glavni gradnik organskega matriksa je kolagen tipa I, sestavljajo pa ga Se
nekolagenski proteini in lipidi. Novonastali osteoid se nato $e mineralizira s kristali

hidroksiapatita.

5. ZAKLJUCNA FAZA
Ko razgrajeno kostnino zamenja enaka koli¢ina nove, terminacijski signali sporocajo, da je
cikel remodelacije kon¢an. Osteoblasti vstopijo v apoptozo, lahko pa se tudi preoblikujejo
v splos¢ene neaktivne celice ali ostanejo ujeti v mineraliziranem matriksu in diferencirajo

v osteocite. Novonastala kostnina se vzdrzuje do naslednjega cikla remodelacije (4-6).



SPLOSCENI (MIRUIOS) OSTEORLAST! g1 EOKLAST

EPLOSCENI (MIRUJOCH) CSTEOELASTI
= "
MAKROFAGI OSTEOBLAST

= Culevid

e - -
; l — Nova kost
i

{

<]

Y‘ -
X PR SENG )

———OMm—-Nn0
&

—— Slhsra kosl

PREQRRAT
GRADNJA i NERALIZACIIA

MIROVANJE

Slika 4: Proces kostne remodelacije (19).

1.5 VIRI CLOVESKIH OSTEOKLASTOV ZA TESTIRANJE IN VITRO

Primarne c¢loveske osteoklaste lahko pridobimo iz razli¢nih virov: z direktno izolacijo iz
kosti, tumorjev GCTB (ang. giant cell tumor of bone), so¢asnim gojenjem osteoblastov in
kostnih tkivnih celic in mononuklearnih celic periferne krvi (PBMC). Vendar so vsi nasteti
postopki problematicni.

Celice, ki jih izoliramo iz kostnih tumorjev GCTB, izrazajo Stevilne citokemic¢ne in
funkcionalne znacilnosti normalnih osteoklastov, vendar pa tumorji v fizioloskih pogojih
niso prisotni. So tudi vegji in imajo ve¢ jeder kot obicajni osteoklasti, prav tako pa niso
reden in zanesljiv vir ¢loveskih osteoklastov.

Cloveske primarne osteoklaste je iz kosti tezko izolirati, saj so v skeletu odraslega prisotni
v majhni gostoti, poleg tega pa so mo¢no pritrjeni na kostni matriks. Zato so se v¢asih pri
Studijah vecinoma zatekali k analizi citokemi¢nih in funkcionalnih znacilnosti
osteoklastov, pridobljenih iz mladih pti¢jih/sesalskih kosti. Pri tem so uporabljali
mehansko ali encimsko deagregacijo. Povsem neprakti¢no in seveda eticno sporno pa je,
da bi na ta nacin pridobivali tudi cloveske osteoklaste.

Dodatna tezava pri vseh omenjenih virih je, da kulture tako pridobljenih osteoklastov
vsebujejo tudi ostale celice, kot so osteoblasti, hematopoetske celice in kostne tkivne
celice. Te pa v celi¢ni kulturi s tvorbo in izlo¢anjem citokinov lahko vplivajo na aktivnost
osteoklastov.

Pravo revolucijo v pridobivanju osteoklastov je prineslo spoznanje, da sta RANKL in M-
CSF bistvena citokina za diferenciacijo mieloidne hematopoeti¢ne celi¢ne linije v zrele in
funkcionalne osteoklaste. S pomoc¢jo sodobnih biotehnoloskih pristopov lahko danes

enostavno pridobimo rekombinantna dejavnika in ju dodamo neposredno v kulturo



osteoklastnih predhodnikov, ki jih pridobimo z izolacijo monocitov iz mononuklearnih
celic periferne krvi (PBMC). V takem eksperimentalnem sistemu ne potrebujemo
prisotnosti drugih celi¢nih vrst. Ve¢jedrne celice, ki nastanejo v teh pogojih in vitro,
izrazajo vse citokemicne in funkcijske znacilnosti zrelih ¢loveskih osteoklastov, vklju¢no z
njihovo sposobnostjo obsezne lakunarne resorpcije. Vendar pa se obseg lakunarne
resorpcije v takem eksperimentalnem sistemu pogosto spreminja, predvsem zaradi dejstva,
da ta ni le funkcija Stevila osteoklastov, ki nastanejo v takih pogojih, ampak tudi njihove
dejanske resorptivne aktivnosti (7, 20, 21).

Z rekombinantnima rastnima dejavnikoma lahko vzpostavimo ponovljiv sistem in vitro, v
katerem razvijemo veliko $tevilo osteoklastov in nato analiziramo njihovo resorptivno
aktivnost. Le na ta nacin lahko neodvisno od vpliva ostalih vrst kostnih celic specifi¢no
ovrednotimo vpliv zdravilnih ucinkovin in ostalih molekularnih faktorjev na kostno

resorpcijo.



2 NAMEN DELA

Namen naSega dela je vzpostavitev preprostega in ucinkovitega modela in vitro za
diferenciacijo ¢loveskih monocitov iz periferne krvi v osteoklaste in za preskusanje
njihove funkcijske aktivnosti.

Najprej bomo ob uporabi c¢loveskih rekombinantnih rastnih dejavnikov M-CSF in
SRANKL preskusili dva razli¢na nacina gojenja in diferenciacije monocitov, in sicer na
adherentni in neadherentni podlagi, pri cemer bomo generirali osteoklaste. Monocite bomo
izolirali iz levkocitnih koncentratov Stirih krvodajalcev, nato pa jih bomo gojili tako v
posameznih kot tudi medsebojno pomesSanih celi¢nih kulturah. MorfoloSke spremembe
celic med gojenjem in vitro bomo periodiéno opazovali z invertnim mikroskopom,
funkcijsko pa bomo nastale osteoklaste vrednotili z uporabo komercialno dostopnih diskov
iz govejih kosti in ¢loveskega kostnega substrata. Njihovo funkcijsko aktivnost bomo
vizualizirali z barvanjem TRAP in z Mayerjevim hematoksilinom, kvantitativno pa
ovrednotili s testom ELISA za dolocanje specifi¢nih razgradnih produktov kolagena tipa I
(CTX-).

Predvidevamo, da:

e bodo za diferenciacijo monocitov v osteoklaste primernej$i neadherentni pogoji, saj
pri postopku z adhezijo potrebujemo tripsin za odstranitev celic od nastale podlage,
kar je dokaj agresiven postopek;

e Dbo diferenciacija predhodno medsebojno pomesanih monocitov razlicnih oseb
uspesna in da bo predstavljala primeren nacin za pridobivanje vecjih koli¢in
osteoklastov, namenjenih za testiranje njihovih funkcijskih aktivnosti v razlicnih
pogojih in vitro;

e bo uporaba pomesanih monocitov razlicnih oseb zanimiva in koristna predvsem $
staliS¢a priprave osteoklastov, ki bodo izraZali povprecne interindividualne razlike
posameznikov in omogocali zanesljivejSo izvedbo eksperimentov z uporabo enakih

celic.



3 MATERIALI IN METODE

Vse opisane postopke smo izvajali v asepti¢nih pogojih, v komori z laminarnim pretokom
zraka MC 15-2 (Iskra PIO, Slovenija), in ¢e ni bilo drugace zahtevano, pri sobni T, ob
uporabi sterilnega laboratorijskega materiala in reagentov ter skladno s predpisi zas¢ite pri

delu v laboratoriju.

Ob prvem odprtju vsebnikov z mediji RPMI 1640 (Sigma Aldrich®, ZDA), a-MEM
(Sigma-Aldrich®, ZDA) in DMEM z L-glutaminom (Gibco® Life Technologies, VB) smo
vanje dodali po 5ml/500ml raztopine antibiotikov in antimikotikov (100x) (Gibco® Life
Technologies, ZDA), v medija RPMI 1640 in a-MEM pa $e po 5ml/500ml raztopine L-
glutamina v stabilizirani obliki GlutaMAX™-] (100x) (Gibco® Life Technologies,
Japonska).

3.1 IZOLACIJA IN PRIPRAVA MONOCITOV IZ LEVKOCITNIH
KONCENTRATOV (BUFFY COAT)
Levkocitne koncentrate »buffy coat« (BC) stirih krvodajalcev smo dobili na Zavodu RS za

transfuzijsko medicino v Ljubljani, ki ima dovoljenje eticne komisije za uporabo krvnih

vzorcev Vv raziskovalne namene.

Tabela I: Identifikacijske oznake in osnovne znacilnosti darovalcev BC.

Oznaka Krvna
Spol Starost ) Faktor RhD
darovalca skupina
Mol Zenska 26 let A RhD +
Mo2 Zenska 58 let B RhD +
Mo3 Moski 33 let AB RhD +
Mo4 Moski 62 let A RhD +

Izolacijo mononuklearnih celic iz BC, njihovo zamrzovanje, odmrzovanje ter Stetje smo
izvedli skladno s standardnimi laboratorijskimi operativnimi postopki. Na vse vsebnike, ki
smo jih med delom uporabljali, smo obvezno zapisovali identifikacijske oznake darovalcev

(Mo1-Mo4) in ustrezne datume.
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3.1.1 Izolacija mononuklearnih celic (MNC) iz levkocitnih koncentratov (BC)
Po 15 ml BC vsakega darovalca smo odpipetirali v 50 ml plasti¢no centrifugirko, dolili D-
PBS s Ca** in Mg®* (Gibco® Life Technologies, Velika Britanija) do oznake 50 ml in
dobro premesali. Nato smo po 25 ml razred¢enega BC pocasi in previdno, da se plasti med
seboj nista pomesali, S pipeto nanesli na 12,5 ml predhodno natoCene raztopine
Lympholite®-H (Cedarlane®, Kanada) v 50 ml plasti¢ni centrifugirki. To smo nato dobro
zaprli in 15 minut centrifugirali (Multifuge 3S/3S-R, Heraeus, Nem¢ija ali Centric 322
PLC, Tehtnica, Slovenija) pri 2300 obratih min™, brez zavore. S sterilno plasti¢no
Pasteurjevo pipeto za enkratno uporabo smo prenesli nastali sloj MNC med zgornjo
plazemsko plastjo in spodnjim slojem Lympholite®-H iz po dveh v novo 50 ml plasti¢no
centrifugirko. Nato smo vanjo dolili D-PBS s Ca*" in Mg?* do oznake 45 ml, jo dobro
zaprli in centrifugirali 12 minut na 200 x g, brez zavore. Supernatant smo odlili, celi¢no
usedlino pa resuspendirali s pomocjo elektricnega stresalnika (Lab dancer, IKA®,
Nemcija) in vsebine v centrifugirkah, kjer so bile MNC iste osebe, zdruzili v eni izmed
njih ter na koncu dolili medij RPMI 1640 do oznake 45 ml. Dobro zaprto centrifugirko
smo centrifugirali 10 minut na 200 x g, brez zavore. Supernatant smo ponovno odlili in
celice resuspendirali na stresalniku. Glede na predhodno ocenjeno koli¢ino kon¢ne celi¢ne
usedline smo dolili primeren volumen medija RPMI 1640 z 10 % FBS (Gibco®, Life
Technologies, VB). Nato smo dolo¢ili §tevilo izoliranih MNC v suspenziji. V' vdolbinici
mikrotitrske plos¢e smo med seboj pomesali 80 pl 0,4 % raztopine modrila Triptan blue
solution (Sigma-Aldrich®, ZDA) in 20 pl celi¢ne suspenzije. VVzorec te mesanice SmMo nato
iztisnili pod krovno stekelce, polozeno ¢ez Stevno mrezo Neubauerjeve komore in pod
svetlobnim mikroskopom (Olympus CX21FS1, Olympus, Japonska) presteli celice v 5
kvadratkih stevne mreze. Pri Stetju smo upostevali tudi celice v levem in zgornjem robu
kvadratka, ne pa tudi tistih, ki so lezale na spodnji in desni stranici.

Stevilo MNC v suspenziji smo izradunali po naslednjem postopku:

N=nxfxRyxF,=nx5x5x10*
> (celokupno stevilo izoliranih MNC) = N x V

Enacba 1: Izracun celotnega Stevila celic po Stetju na Stevni mreZi Neubauerjeve komore.
N — stevilo MNC v I ml celicne suspenzije
n —stevilo MNC v 5 kvadratkih Stevne komore
f— 5 (faktor za volumen 0,1 ul)
R = 5 (razredditev: 20/100)
F, = 10" (volumski faktor za 1 ml)
V —volumen izhodiscne celicne suspenzije v ml
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3.1.2 Izolacija monocitov z magnetno separacijo
Pri delu smo uporabljali opremo in reagente proizvajalca Miltenyi Biotec (Nemcija), in
sicer: kolono LS, separator MidiMACS, ter reagente iz kompleta Monocyte Isolation Kit Il
human. Izolacijo monocitov iz suspenzije MNC z magnetno separacijo smo izvedli skladno

s protokolom proizvajalca.

Princip

Gre za negativno selekcijo (izloCanje) celic, ki niso monociti. Te najprej ozna¢imo z
mesanico z biotinom konjugiranih monoklonskih protiteles (anti-CD3, -CD7, -CD16, -
CD19, -CD56, -CD123, -glikoforin A), nato pa $e z antibiotinskimi monomagnetnimi
mikrokroglicami. Magnetno oznaCene nemonocitne celice zadrzimo na koloni, ki jo
postavimo v separator z magnetnim poljem, prosti, neozna¢eni monociti pa stecejo skozi

kolono in jih zberemo v centrifugirko.

Postopek

Uporabili smo po 2x10° celic vsakega darovalca. Glede na to stevilo celic smo preracunali
tudi koli¢ine vseh potrebnih reagentov.

Vzorcu s celicami smo dodali priblizno 30 ml pufra MACS in ga v zaprti plasti¢ni
centrifugirki centrifugirali 12 minut pri 300 x g, brez zavore. Supernatant smo odlili in
postopek spiranja Se enkrat ponovili.

Nato smo izvedli magnetno separacijo monocitov in zbrano ¢isto monocitno frakcijo v 50
ml plasti¢ni centrifugirki dopolnili do oznake 30 ml z medijem RPMI 1640 ter celi¢no
suspenzijo centrifugirali 10 minut na 1700 obratih min™, brez zavore. Supernatant smo
odlili in celice resuspendirali v primernem volumnu RPMI 1640 z 10 % FBS. Nato smo
monocite presteli in z medijem RPMI 1640 z 10 % FBS uravnali celi¢éno koncentracijo na

7eleno vrednost (~ 15x10° celic/ml).

3.1.3 Zamrzovanje izoliranih monocitov
Za vsako od suspenzij Mol1-Mo4 smo v 50 ml plasti¢ni centrifugirki pripravili tak volumen
zamrzovalnega medija, ki je bil enak volumnu celi¢ne suspenzije. Sestavljen je bil iz 40 %
RPMI 1640, 40 % FBS in 20 % DMSO HYBRI-MAX® (Sigma-Aldrich®, ZDA). Vsebini
obeh centrifugirk smo ohlajali na ledeni kopeli priblizno 15 minut. Med tem ¢asom Smo
pripravili ustrezno Stevilo krioepruvet (2 ml) in jih ustrezno oznadili z identifikacijsko

oznako celic in datumom zamrzovanja ter jih postavili zamrzovalno omaro na — 75 °C
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(Forma™ 88000 Series, Thermo Fisher Scientific, ZDA). Ko sta se celi¢na suspenzija in
zamrzovalni medij dovolj ohladila, smo s pomocjo Pasteurjeve pipete na ledeni kopeli po
kapljicah in med stalnim stresanjem celi¢ne suspenzije vanjo dodajali zamrzovalni medij.
Nato smo s Pasteurjevo pipeto meSanico dobro premesali in jo hitro razto¢ili v ohlajene
krioepruvete, od katerih smo vsako napolnili do oznake 1 ml. Dobro zaprte smo jih
nemudoma prenesli v zamrzovalno omaro na — 75 °C. Po 48 urah smo jih ob predpisani
uporabi zascitnih sredstev prenesli v vsebnik za shranjevanje celic v teko¢em N, Locator
JR Plus (Thermo Scientific, ZDA).

3.1.4 Odmrzovanje izoliranih monocitov
Za vsako suspenzijo celic Mo1-Mo4 smo v 50 ml plasti¢ni centrifugirki pripravili tak$no
koli¢ino odmrzovalnega medija, sestavljenega iz medija a-MEM s 30 % FBS, ki je bila
enaka dvakratnemu volumnu celi¢ne suspenzije, ki smo jo odmrzovali. Odmrzovalni medij
smo segreli na vodni kopeli, ogreti na 37 °C. Iz vsebnika za shranjevanje celic v teko¢em
N2 smo vzeli ustrezno Stevilo krioepruvet z izoliranimi monociti in jih prenesli v vodno
kopel na 37 °C. Da se je vsebina hitreje odtajala, smo krioepruveto stresali. Tik preden so
se celiéne suspenzije popolnoma odtalile (prisotni ¢isto majhni koscki ledu), smo jih
prenesli v sterilno komoro. V vsako krioepruveto smo nato s Pasteurjevo pipeto prenesli
del odmrzovalnega medija, dobro premesali ter del meSanice prenesli nazaj v centrifugirko
z odmrzovalnim medijem. Postopek smo ponovili $e dvakrat, dokler nismo vse celi¢ne
suspenzije prenesli v odmrzovalni medij. Centrifugirko z odmrznjenimi celicami smo do
oznake 40 ml napolnili z medijem a-MEM in dobro zaprto centrigufirali 10 minut na 1700
obratih min™, brez zavore. Supernatant smo odlili, celice pa resuspendirali na elektri¢nem
stresalniku in jim dodali po 1 ml medija a-MEM z 10 % FBS (v nadaljevanju: popolni
medij). Nato smo jih presteli in z enakim medijem uravnali njihovo koncentracijo na 1,2 x

10° celic/ml.

3.2 PRIPRAVA CLOVESKIH REKOMBINANTNIH RASTNIH DEJAVNIKOV M-
CSF IN sRANKL

Uporabili smo c¢loveska rekombinantna rastna dejavnika sSRANKL in M-CSF
(PREPROTECH®, Velika Britanija). Skladno s postopkom, ki so ga razvili Hemingway in

sod. (20), smo pripravili osnovne in delovne raztopine in jih zamrznili do uporabe.
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1. PRIPRAVA DELOVNIH RAZTOPIN RASTNIH DEJAVNIKOV
Po 1 steklenicko z rastnim dejavnikom smo pred odprtjem centrifugirali in nato razred¢ili s
100 pl destilirane vode, da smo dobili koncentracijo 100 ng/ul oz. 0,1 mg/ml (oshovna
raztopina).
Za pripravo delovne raztopine smo pripravili naslednji medij: 5 ml 0,1 % BSA (Sigma
Aldrich®, ZDA) v PBS, in ga sterilno filtrirali skozi 0,22 um filter.
Osnovno raztopino smo nato s tem medijem red¢ili do 1000 ul (100 ul osnovne r. + 900 ul
medija): 10 ng/ul (osnovna delovna raztopina).
Delovne raztopine:
M-CSF: Vsakih 37,5 pl osnovne delovne raztopine (375 ng) smo red¢ili z medijem na
1000 pl (0,375 ng/ul) in zamrznili vzorcke po 100 ul (37,5 ng) na -75 °C.
SRANKL: Vsakih 75 pl osnovne delovne raztopine (750 ng) smo red¢ili z medijem na
1000 pl (0,75 ng/ul) in zamrznili vzoréke po 100 pl (75 ng) na -75 °C.

2. PRIPRAVA 1 ml MEDIJA ZA DIFERENCIACIJO MONOCITOV
ZmeSali smo 100 ul delovne raztopine M-CSF (37,5 ng), 100 ul delovne raztopine
SRANKL (75 ng) in 800 ul DMEM.

3. PRIPRAVA 1 ml MEDIJA ZA FUNKCIJSKE TESTE OSTEOKLASTOV
M-CSF: 40 ul osnovne delovne raztopine smo razred¢ili z 960 pl 0,1 % raztopine BSA v
PBS (0,4 pg/ml).

SRANKL: 100 ul osnovne delovne raztopine smo razred¢ili z 900 ul 0,1 % raztopine BSA
v PBS (1 pg/ml).

Zmesali smo po 100 pl delovnih raztopin M-CSF in sRANKL ter 800 pul popolnega
medija, da smo dobili koncentracijo 40 ng/ml M-CSF in 100 ng/ml SRANKL.

3.3 PREOBRAZBA MONOCITOV V OSTEOKLASTE

Vse celi¢ne kulture smo inkubirali v inkubacijski komori (Cytoperm 2, Heraeus, Nemcija)

na temperaturi 37 °C, pri 5 % CO; in 95 % vlagi v zraku (standardni pogoji).

3.3.1 Diferenciacija monocitov v osteoklaste na neadherentni gojitveni
povrSini
Za diferenciacijo monocitov v osteoklaste smo uporabili petrijevke Lumox® (Sarstedt,

Nemcija), katerih dno je iz 25 um debelega hidrofobnega filma, ki omogoc¢a izmenjavo
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plinov. Celice zaradi hidrofobne povrSine ostanejo v suspenziji na meji med tekoco in
plinsko fazo, kar pomeni, da so vedno optimalno preskrbljene z O,, presezek CO; pa se

ucinkovito odstranjuje iz sistema.

@
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Slika 5: Primerjava gojenja celic v Lumox® in konvencionalnih petrijevkah;
(a) — Lumox®, (b) — obi¢ajna petrijevka s plasti¢cnim dnom.

Skupaj s petrijevkami Lumox® smo uporabili tudi silikonske vlozke flexiPERM® disc
(Sarstedt, Nemcija), s katerimi smo razdelili gojitveno povrsino na $tiri lo¢ene predelke ter
tako omogocili socasno gojenje med seboj povsem lo¢enih kultur. Vlozki so odporni na

svetlobo in temperaturo, so hidrofobni in netoksi¢ni za celice.

20
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Slika 6: Z vleZkom flexiPERM® disc opremljena petrijevka LUmox® s $tirimi lo¢enimi celi¢nimi
kulturami.
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3.3.1.1 Priprava vlozkov flexiPERM® disc
Dan pred pripravo celi¢nih kultur za gojenje smo 2 vlozka flexiPERM® disc za 20 minut
pomocili v sterilni 70 % etanol, nato pa $e za 20 minut v sterilno destilirano vodo in ju v

sterilni komori na laminarnem toku zraka posusili do naslednjega dne.

3.3.1.2 Priprava posameznih suspenzij in mesanice alogenskih monocitov

Suspenzije ¢istih frakcij monocitov Mol, Mo2, Mo3 in Mo4 smo razred¢ili s popolnim
medijem tako, da so vsebovale po 1,2x10° celic/ml. Nato smo pripravili ¢ meSanico vseh
monocitov in sicer tako, da smo med seboj pomesali po 3x10° celic Mol, Mo2, Mo3 in

Mo4 (skupno Stevilo 1,2x10° celic/ml).

3.3.1.3 Priprava celicnih kultur in gojenje

Sterilizirana in osusena Vlozka flexiPERM® disc smo vstavili v 2 petrijevki LUmox® in v
posamezne predelke z merilno pipeto prenesli po 1 ml vsake od suspenzij celic (Mo1l,
Mo2, Mo3, Mo4, MoMIX), nato pa v vsak predelek dodali $e po 0,5 ml popolnega medija.
Petrijevki smo za 2 uri postavili v inkubator, nato pa celice pogledali pod invertnim
mikroskopom (Nikon Eclipse TE300, Japonska) in fotografirali (Nikon Digital Sight DS-
FM, Japonska).

Iz vsakega predelka smo odpipetirali po 1 ml medija, ga zamenjali z 1 ml popolnega
medija z rastnima dejavnikoma SRANKL in M-CSF in celi¢ne kulture inkubirali pri
standardnih pogojih. Vsake 3 dni smo celice najprej pregledali pod invertnim
mikroskopom in fotografirali, nato pa zamenjali po 1 ml medija z 1 ml svezega medija z

dodanima rastnima dejavnikoma in nadaljevali z inkubacijo vse do 19. dne.

3.3.1.4 Zbiranje osteoklastov iz kultur v petrijevkah Lumox®

Po 19 dneh gojenja smo kulture transformiranih monocitov najprej pogledali pod invertnim
mikroskopom in fotografirali, nato pa s pipeto iz njih pobrali ves medij in jih dvakrat
previdno sprali s po 1 ml popolnega medija. Nato smo v vsako kulturo dodali po 1 ml
popolnega medija in petrijevko nezno stresali, da smo celice spravili v suspenzijo, ki smo
Jo s Pasteurjevo pipeto prenesli v ustrezno oznaceno 50 ml plasti¢no centrifugirko. Pri
Stetju celic smo naleteli na tezavo, saj so bile celice prevelike, da bi se enakomerno
porazdelile v Stevno mrezo. Postopek smo priredili tako, da smo presteli vse celice na
objektnem stekelcu, nato pa njihovo celotno Stevilo preracunali glede na volumen

suspenzije, ki smo jo prenesli v Stevno komoro (~ 2 ul).
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Za nadaljnje poskuse smo volumne posameznih celicnih suspenzij uravnali tako, da so
vsebovale po 3x10* celic/100pl. Pri suspenzijah Mo3 in Mo4, kjer takine koncentracije
zaradi majhnega stevila celic nismo mogli dose¢i, smo pripravili naslednje koncentracije:
Mo3: 1,5x10* celic/100 pl

Mo4: 7,5x10° celic/100 pl

3.3.2 Diferenciacija monocitov v osteoklaste na adherentni gojitveni
povrsSini

3.3.2.1 Priprava in gojenje celi¢nih kultur

Po odmrznitvi monocitov Mol, Mo2, Mo3 in MoMIX smo celice presteli po ustaljenem
postopku in uravnali njihovo koncentracijo s popolnim medijem na 1,2x10° celic/ml. Nato
smo iz suspenzij odvzeli volumne, v katerih je bilo po 5x10° celic, za pripravo meSanice
MoMIX pa smo v enakih razmerjih pomesali volumne posameznih suspenzij Mol, Mo2 in
Mo3 tako, da smo skupno dobili 5x10° celic. Vsako od celi¢nih suspenzij smo odpipetirali
v ustrezne 4 vdolbinice mikrotitrske plos¢e z ravnim dnom in jih, ¢e je bilo to potrebno,
dopolnili s popolnim medijem do 1,5 ml. Mikrotitrsko plos¢o smo za 2 uri postavili v
inkubator, da so se celice pritrdile, nato pa pogledali pod invertnim mikroskopom in
fotografirali. Pred nadaljevanjem gojenja smo iz vsake kulture odstranili po 1 ml medija in
ga zamenjali z enakim volumnom popolnega medija z rastnima dejavnikoma sRANKL in
M-CSF. Mikrotitrsko plos¢o s kulturami smo nato postavili v inkubator in vsake 2 dni
zamenjali po 1 ml medija z enako koli¢ino popolnega medija z dodanima rastnima

dejavnikoma. Po 7 dneh gojenja smo izvedli tripsinizacijo pritrjenih celic.

3.3.2.2 Tripsinizacija celic

Najprej smo iz vdolbinic s celi¢nimi kulturami odpipetirali ves medij in pritrjene celice
dvakrat sprali s po 2 ml D-PBS s Ca** in Mg?*, da smo odstranili ves serum, ki blokira
delovanje tripsina. Tripsin in sojin tripsinski inhibitor (oba Gibco® Life Technologies,
VB) smo odmrznili v vodni kopeli pri 37 °C. V vsako vdolbino smo dodali po 0,5 ml
tripsina, nato pa s pomoc¢jo invertnega mikroskopa opazovali, kdaj so se celice odlepile od
podlage. Takrat smo v vsako vdolbinico dodali po 0,5 ml inhibitorja in po 1,5 ml
popolnega medija. Suspenzije s celicami smo prenesli v 50 ml centrifugirke, vsako od
vdolbinic se dvakrat sprali s po 2 ml a-MEM in spirke dodali v ustrezne centrifugirke.
Nato smo vsaki celiéni suspenziji dodali D-PBS s Ca** in Mg®* do oznake 40 ml in jih

centrifugirali 10 minut na 1600 obratih min™, brez zavore. Supernatante smo zavrgli, celice
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pa resuspendirali v po 30 ml medija a-MEM in jih ponovno centrifugirali 10 minut na
1600 obratih min™, brez zavore. Supernatante smo odlili in celice resuspendirali v po 1 ml
popolnega medija. Ker se celice pri Stetju zaradi velikosti niso pravilno postavile v stevno
mrezo Neubauerjeve komore, Smo postopek Stetja priredili tako, kot smo Ze opisali v
poglavju 3.3.1.4.

Za nadaljnje poskuse smo uporabljali koncentracijo 2x10* celic/50 pl. Zato smo vse
suspenzije prestetih celic ponovno centrifugirali 10 minut na 1600 obratih min™, brez
zavore, in jih v preratunanem volumnu popolnega medija resuspendirali, da smo dobili

omenjeno delovno koncentracijo.

3.4 PRESKUSANJE FUNKCIJSKE AKTIVNOSTI OSTEOKLASTOV IN VITRO

3.4.1 Zivost celic

Test zivosti celic smo izvedli po gojenju oz. diferenciaciji z uporabo reagenta CellTiter
96® AQueous One Solution (Promega, ZDA). Raztopina vsebuje tetrazolijevo sol MTS
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H tetrazolijeva sol),
Ki jo metabolno aktivne celice reducirajo do topnega formazana. Koli¢ina produkta je
neposredno sorazmerna Stevilu zivih celic v kulturi in jo izmerimo z absorbanco pri 490
nm.

Iz vsake od celi¢nih suspenzij smo odvzeli volumen, v katerem je bilo po 3x10** celic,
gojenih na hidrofobni povrsini oz. po 2x10* celic, gojenih na plasti¢ni povrsini, v po 1
vdolbinico z ravnim dnom mikrotitrske plos¢e 96 in ga po potrebi dopolnili do 100 ul z
ustrezno koli¢ino popolnega medija, nato pa v vsako vdolbinico dodali Se po 100 pl
popolnega medija z 40 ng/ml M-CSF in 100 ng/ml sRANKL. Mikrotitrsko plo§¢o smo
inkubirali 48 ur, da so se celice pritrdile, nato pa iz kultur s pipeto previdno odstranili po
100 pl medija. V vsako vdolbino smo nato dodali po 20 pl reagenta CellTiter 96®
AQueousOne Solution ter plosco postavili v inkubator za 4 ure. Nato smo jo slikali in
samo informativno spektrofotometri€éno izmerili absorbance s ¢italnikom Synergy H4
Hybrid Reader (BioTek, ZDA). Za negativno kontrolo smo uporabili samo popolni medij z

dodanima rastnima dejavnikoma.

18



3.4.2 Kostna resorpcija
Za merjenje obsega kostne resorpcije smo najprej pripravili kostne diske oziroma
mikrotitrsko plo§¢o OsteoAssay  Human Bone Plate (Lonza, ZDA) skladno z navodili

proizvajalca.

Kostni diski
Kostne diske iz kortikalnega dela govejih stegnenic (IDS, VB) smo s sterilno pinceto
previdno vzeli iz 70 % etanola, v katerem so bili shranjeni, jih osusili in 3x sprali s po 5 ml

10 % FBS. Polozili smo jih v ustrezno stevilo vdolbinic z ravnim dnom mikrotitrske plosce

96.

OsteoAssay = Human Bone Plate

OsteoAssay  Human Bone Plate vsebuje v vdolbinicah mikrotitske plosée 96 tanko plast
adheriranih delcev ¢loveske kosti, ki je primerna za vrednotenje funkcijske aktivnosti
osteoklastnih predhodnikov ali zrelih osteoklastov.

Plo3¢o OsteoAssay  Human Bone Plate smo do uporabe hranili na suhem v zamrzovalni
omari pri — 20 °C (Kirsch, Nemc¢ija). V sterilni komori smo jo 60 minut pred zacetkom
dela vzeli iz ovitka in pocakali, da se je segrela na sobno T. Vlozke s po 8 vdolbinicami, Ki
jih pri delu nismo uporabljali, smo previdno odstranili iz nastavka, shranili v prilozeno
folijo, ki dobro tesni, in jih vrnili v zamrzovalnik na — 20 °C.

Po 3x10™* celic, gojenih na neadherentni povrsini 0z. 2x107 celic, gojenih na plastiéni
povrsini, smo naselili v vdolbinice s kostnimi diski oz. vdolbinice ploi¢e OsteoAssay
Human Bone Plate. Kjer je bilo potrebno, smo dodali popolni medij do 100 pl, nato pa v
vsako vdolbinico se po 100 ul popolnega medija z 40 ng/ml M-CSF in 100 ng/mi

SRANKL in mikroplos¢e za 48 ur postavili v inkubator.

Tabela I1: Vsebina v vdolbinicah mikrotitrske plosce.

OsteoAssay = Human Bone

Nacin diferenciacije Kostni disk
Plate
Diferenciacija monocitov
na hidrofobni neadherentni SR UL L S Lo /

i MoMIX+ MoMIX-, KD

leeren(:l.%u.Ja monOCItqv MoZ, Mo2, Mo3, MoMIX, Mol+, Mol-, Mo2, Mo3,
na plasti¢ni adherentni KD MoMIX, OA

povrsini
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Legenda k Tabeli 1I: Mol+/MoMIX+: popolni medij z rastnima dejavnikoma; Mol-/MoMIX-; popolni medij
brez rastnih dejavnikov, KD — kostni disk brez celic v popolnem mediju z rastnima dejavnikoma (negativna
kontrola KD), OA — substrat ¢loveske kosti brez celic v popolnem mediju z rastnima dejavnikoma

(negativna kontrola OA). V vdolbinice na mikrotitrski ploséi, ki so ostale prazne, smo nalili po 200 pl D-PBS
s Ca?" in Mg?, s Gimer smo prepre¢ili izhlapevanje medija iz kultur.

3.4.3 Barvanje TRAP

3.4.3.1 Barvanje celic, gojenih na hidrofobni podlagi Lumox®

Iz vsake od celi¢nih suspenzij (Mol, Mo2, Mo3, Mo4 in MoMIX) smo prenesli volumen, v
katerem je bilo 3x10** celic, v po 1 vdolbinico z ravnim dnom na mikrotitrski plos¢i 96. Po
potrebi smo dodali ustrezno koli¢ino popolnega medija do 100 ul, nato pa k vsaki
mikrokulturi se 100 pl popolnega medija z 40 ng/ml M-CSF in 100 ng/ml sRANKL.
Plos¢o smo postavili v inkubator za 48 ur, da so se celice pritrdile, nato pa izvedli barvanje
TRAP s kompletom reagentov TRAP Staining Kit (COSMO BIO, Ltd, Japonska) skladno
z navodili proizvajalca.

Najprej smo iz kultur odstranili vse supernatante in jih prenesli v ustrezno oznacene
mikroepruvete, ki smo jih shranili v hladilniku (do izvedbe testa ELISA CTX-I — negativne
kontrole celic Mo1-Mo4, MoMIX). Vdolbinice smo dobro sprali z D-PBS s Ca®* in Mg?*,
nato pa vanje za 5 minut dodali 10 % puferirano raztopino formalina (Sigma-Aldrich®,
ZDA). Celice smo sprali z destilirano vodo, jim dodali kromogeni substrat in jih inkubirali
~ 30 minut pri standardnih pogojih, dokler pod invertnim mikroskopom nismo opazili
primernega obarvanja. Reakcijo smo ustavili s spiranjem z deionizirano vodo. Rdec¢kasto

obarvane sledi encima TRAP smo opazovali pod invertnim mikroskopom in posneli slike.

Prav tako smo barvanje diferenciranih celic na TRAP izvedli tudi na govejih kostnih
diskih, kjer smo jih predhodno gojili 48 ur, kot je opisano v poglavju 3.4.2. Nato smo
pobrali supernatante iz vseh kultur, jih prenesli v ustrezno oznacCene mikroepruvete in
shranili v hladilniku do izvedbe testa ELISA: testni vzorci Mo1-Mo4, MoMIX+, MoMIX-.
Kostne diske smo nezno popivnali z bombazno gazo, jih sprali z destilirano vodo in izvedli
barvanje TRAP.

3.4.3.2 Barvanje celic, gojenih na plasti¢ni povrsini
Barvanje TRAP smo izvedli tako na kostnih diskih kot na matriksu OsteoAssay  Human
Bone Plate po 48-urni inkubaciji celic, ki smo jih predhodno diferencirali na adherentni

plasti¢ni povrSini, z uporabo enakega postopka in reagentov, kot je opisano v poglavju
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3.4.3.1. Tudi tokrat smo supernatante (testni vzorci Mol+/-, Mo2, Mo3, MoMIX) shranili

v hladilniku do izvedbe testa ELISA CTX-I.
Opomba:

*Zaradi majhnega $tevila celic v suspenzijah Mo3 in Mo4 smo vzeli po 100 pl teh suspenzij, v katerih je bilo
po:

Mo3 - 15x10° celic oz.

Mo4 - 7,5x10° celic.

3.4.4 Barvanje z Mayerjevim hematoksilinom
Uporabili smo raztopino Mayerjevega hematoksilina, ki so nam jo podarili na Institutu za
patologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. Sestava:

- hematoksilin H9627 SIGMA (Sigma-Aldrich®, ZDA),

- galun KAI(SO4)2x12H,0,

- NaJOs,

- citronska kislina,

- kloralhidrat (Merck, Nemcija),

- demineralizirana voda.
Na ta nain smo obarvali kostne diske, na katerih smo gojili celice po predhodni
diferenciaciji na hidrofobni podlagi Lumox®, in sicer takoj po barvanju TRAP, skladno s
postopkom, ki so ga razvili Takahashi in sodelavci (22). Kostne diske smo po barvanju
TRAP in slikanju pod invertnim mikroskopom dobro podrgnili z bombazno gazo,
pomoceno V destilirano vodo, da smo odstranili vse celice. Nato smo jih premestili v
ustrezno S$tevilo vdolbinic plosée z 12 vdolbinicami in s pomocjo pipete nanje nanesli po
10 ul barvila Mayerjevega hematoksilina. Pustili smo ga delovati 40 s, ga nato sprali z
destilirano vodo in diske dobro podrgnili s palcko, ovito v bombazno gazo, da smo
odstranili vso odvecno barvilo. Nato smo pod mikroskopom vizualizirali resorbirano

povrsino in posneli slike.

3.4.5 Dolocanje kolic¢ine razpadnih produktov kolagena tipa I s testom
ELISA CTX-I

Poskus smo izvedli s testnim sestavom CrossLaps® for Culture (CTX-I1) ELISA (IDS,
Velika Britanija).

Postopali smo skladno z navodili proizvajalca. Priporo¢ljivo je sicer, da test izvedemo na
dan, ko poberemo supernatante, vendar pa lahko po do sedaj znanih podatkih uporabimo
vzorce, ki smo jih hranili pri 4°C najve¢ 2 tedna. Mi smo test izvedli z vzorci

supernatantov, ki smo jih v hladilniku hranili 6 dni (v primeru diferenciacije monocitov v
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osteoklaste na petrijevkah Lumox®) oz. 2 dni (v primeru diferenciacije monocitov v

osteoklaste na adherentni gojitveni povrsini).

Princip testa

Test je namenjen kvantitativnemu vrednotenju kolic¢ine razpadnih produktov kolagena tipa
I (C-terminalnih telopeptidov), ki se med procesom kostne resorpcije sprostijo v
supernatant celicne kulture. Temelji na socasni vezavi kolagenskih fragmentov z dvema
monoklonskima protitelesoma, eno od njiju pa nato posreduje vezavo kompleksa na trdno
povrsino mikrotitrske ploscice.

Standarde, vzorce in kontrole odpipetiramo v duplikatu v vdolbinice mikrotitrske plosce s
pritrjenim streptavidinom in nato dodamo mesSanico biotiniziranih in s peroksidazo
konjugiranih protiteles. VVzpostavi se kompleks med kolagenskim fragmentom in dvema
protitelesoma, ki se preko biotiniziranega protitelesa veze na povrsino streptavidina. Sledi
inkubacija med stalnim stresanjem na elektricnem stresalniku za mikrotitrske plos¢e pri
300 rpm in sobni T, nato pa vdolbinice speremo in vanje dodamo kromogeni substrat. Po

predpisani inkubaciji na sobni T barvno reakcijo prekinemo z dodatkom Zveplove kisline.

Postopek

Najprej smo pripravili 8 standardov z znanimi koncentracijami, nato pa Se vzorce in
kontrole, in sicer skladno z nacrtom, predstavljenim v tabeli 111. VVzorce in kontrole, razen
standarda in kontrole testa ELISA CTX-I (CTRL), smo red¢ili v razmerju 1+4 z raztopino
Standard Diluent, vzorce supernatantov Mo3 in Mo4 iz kultur celic, diferenciranih na
hidrofobni povrsini Lumox® in prenesenih na kostne diske, ter vzorce supernatantov Mo2
in Mo3 iz kultur celic, diferenciranih na adherentni plasti¢ni povrSini in prenesenih na
OsteoAssay  Human Bone Plate pa smo zaradi zelo majhnega $tevila celic red¢ili v

razmerju 1+3.

Tabela I11: Vzorci in kontrole, ki jih potrebujemo za izvedbo testa CrossLaps® for Culture (CTX-I)

ELISA.
- ., Kontrola Kontrola Kontrola testa
Vzorci Kontrola celic s .
KD/OA medija ELISA
. Mol, Mo2, Mo3,
KD — prvi test Mol, Mo2, Mo3,
Mo4, MoMIX+, KD KM CTRL
ELISA Mo4, MoMIX
MoMIX-
KD - drugi test
Mo1l, Mo2, Mo3, Mo1l, Mo2, Mo3, KD KM CTRL

ELISA MoMIX MoMIX
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Mol+, Mo1l-, Mo1l-, Mol+,
Mo2, Mo3, Mo2, Mo3, OA KM CTRL
MoMIX MoMIX

OA —drugi test
ELISA

CTRL — kontrola testa ELISA; KD — kostni disk; KM — kontrola medija; OA — OsteoAssay  Human Bone
Plate; Mol+/MoMIX+: celice v popolnem mediju z rastnima dejavnikoma; Mol-/MoMIX-: celice v
popolnem mediju brez rastnih dejavnikov; ‘supernatanti, ki jih poberemo po 48-urni inkubaciji celic na
vdolbinicah s KD/OA; Zsupernatanti celic, ki jih poberemo po 48-urni inkubaciji na plastiéni povrsini;
Ssupernatanti iz vdolbinic s KD/OA, po 48-urni inkubaciji brez celic v popolnem mediju z rastnima
dejavnikoma; “popolni medij z rastnima dejavnikoma po 48-urni inkubaciji na plasti¢ni povrsini.

Vrednotenje rezultatov

- Zavsak vzorec smo izracunali povpre¢no absorbanco dveh meritev.

- lzdelali smo standardno krivuljo z nanaSanjem povprecnih absorbanc osmih
standardov pri pripadajocih koncentracijah.

- Z interpolacijo standardne krivulje smo dolo¢ili koncentracijo (CTX-I) vzorcev
kontrole CTRL, medija, celic in rezin ter vsakega izmed testnih vzorcev. (Da so
rezultati testa ELISA relevantni, mora biti koncentracija kontrole CTRL znotraj
obmocdja, ki je navedeno v priloZenem QC porocilu.)

- Zaradi zaCetnega razredc¢evanja medija, kontrole celic in rezin ter testnih vzorcev,
smo rezultate koncentracij CTX-I pomnozili z ustreznim faktorjem.

- Za grafiéne predstavitve in statisticno analizo rezultatov smo uporabili program

GraphPad Prism®, verzija 6.05.

3.5 ZAJEM IN OBDELAVA SLIK

Za zajem in obdelavo slik na invertnem mikroskopu Nikon Eclipse TE 300, opremljenim s
kamero Nikon Digital Sight DS-FM, Japonska, smo uporabljali program NIS Elements F
3.2, na navadnem svetlobnem mikroskopu MOTIC BA210LED, opremljenim s kamero
MOTICAM 3 (3.0 MP), pa program MOTIC Images Plus 2.0.

23



4 REZULTATIIN RAZPRAVA

4.1 DIFERENCIACIJA CLOVESKIH MONOCITOV IZ PERIFERNE KRVI V
OSTEOKLASTE

4.1.1 Kolic¢ine monocitov, izoliranih iz levkocitnih koncentratov (»buffy
coat«)

Za izolacijo mononuklearnih celic (MNC) iz levkocitnih koncentratov (»buffy coat«) in
osamitev monocitov z nadaljnjo negativno imunomagnetno selekcijo, ki smo jo izvedli s
po 2x10® mononuklearnimi celicami vsakega darovalca, smo nakljuéno izbrali §tiri zdrave
osebe (krvodajalce), dva moska in dve Zenski. Izplene izolacije mononuklearnih celic in

monocitov smo zbrali v Tabeli V.

Tabela IV: Prikaz Stevila MNC, izoliranih iz levkocitnih koncentratov in $tevila monocitov,
pridobljenih z negativno imunomagnetno selekcijo.

% monocitov glede

Stevilo monocitov na 2x10° MNC, ki

Stevilo izoliranih

Oznaka darovalca MNC po imunomfa_gnetni smo jih uporabili za
selekciji magnetno selekcijo

Mol 2,4x10° 23,5x10° 12

Mo2 1,6x10° 14x10° 7

Mo3 1,2x10° 30,5x10° 15

Mo4 1x10° 28,3x10° 14

4.1.2 Postopek diferenciacije monocitov na hidrofobni povrsini Lumox®
Zacetna koli¢ina monocitov, ki smo jih naselili v posamezno kulturo, je bila 1,2x10°. Ko

smo po 19 dneh diferenciacije celice presteli, smo dobili vrednosti, prikazane v Tabeli V:

Tabela V: Stevilo celic v posamezni kulturi po 19-dnevnem gojenju na hidrofobni povrini Lumox®.

Suspenzija monocitov Stevilo celic
Mol 3,5x10°
Mo2 3,2x10°
Mo3 1,5x10°
Mo4 3,8x10*
MoMIX 2,1x10°
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Stejte po diferenciaciji se je izkazalo za zelo zahtevno, saj se celice zaradi svoje velikosti
niso enakomerno oziroma popolno porazdelile v Stevni mrezi Neubauerjeve komore. Zato

smo jih lahko presteli le priblizno.

Celi¢ne kulture smo med inkubacijo in diferenciacijo redno opazovali in fotografirali s
pomocjo invertnega mikroskopa, opremljenega z digitalno kamero. Vidna je bila postopna
diferenciacija celic (Slika 7). Po 6 dneh gojenja smo ze ugotovili povecanje njihovega
volumna in $tevila jeder, ta proces pa se je nadaljeval vse do konca inkubacijske dobe, to je
19 dni. Opazili smo tudi pojav Stevilnih izrastkov in vakuol. Zadnji dan diferenciacije so
bile celice Zive, velike, vsebovale pa so ve¢ jeder in vakuol ter obilno citoplazmo.
Mesanica celic z oznako MoMIX se je med celotno inkubacijsko dobo diferencirala enako
kot celice v posameznih kulturah (Slika 7).

V splosnem velja, da se v osteoklaste ne pretvorijo vsi monociti. Poleg tega pa so pri tem

seveda prisotne tudi interindividualne razlike.
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(a) Mol (b) MoMIX

Dan1

Dan 6

Dan 14

Dan 19

Slika 7: Primerjava mikrofotografij celi¢énih kultur Mol in MoMIX med 19-dnevno inkubacijo na
hidrofobni povrsini Lumox®; invertni mikroskop, 200x povecava. Pus¢ice kaZejo prisotnost
posameznih ve¢jedrnih celic.
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4.1.3 Postopek diferenciacije monocitov na adherentni plasti¢ni povrsini
Zacetna koli¢ina monocitov, ki smo jih po odmrznitvi naselili v posamezno vdolbino
gojitvenih plos¢, je bila 5x10°. Celice smo gojili na adherentni podlagi 7 dni, jih

tripsinizirali in presteli ter dobili naslednje vrednosti, prikazane v Tabeli VI:

Tabela VI: Stevilo celic v posamezni kulturi po 7-dnevnem gojenju na adherentni plasti¢ni povrSini.

Suspenzija monocitov Stetje celic
Mol 1,8x10°
Mo2 8,3x10*
Mo3 5,3x10*
MoMIX 6,8x10*

Tudi pod temi pogoji smo opazovali postopno preoblikovanje monocitov s povecevanjem
njihovega volumna ter pojavom Stevilnih celi¢nih organelov in izrastkov, tako v kulturah
posameznih celic kot tudi v kulturi njihove mesanice MoMIX (Slika 8). Predvidevamo, da
se po 7 dneh inkubacije celice niso dokon¢no diferencirale v tako velikem $tevilu kot med
gojenjem v neadherentnih kulturah, ampak le do dolo¢ene stopnje preosteoklastov. To
predpostavko potrjujejo tudi primerjave s celicnimi morfologijami v neadherentnih
kulturah, gojenih 19 dni (Slika 7).

Tako kot v prejSnjem primeru smo imeli tudi v tem enake teZave s Stetjem celic, zato so

vrednosti, ki smo jih dobili, le okvirne.
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(a) Mol (b) MoMIX

Dan1

Dan 5

Dan 7

Slika 8: Primerjava mikrofotografij celi¢nih kultur Mol in MoMIX med 7-dnevno inkubacijo na
adherentni plasti¢ni povrSini; invertni mikroskop, 200x poveéava. Pus¢ice kaZejo prisotnost
posameznih vedjedrnih celic.



4.2 OVREDNOTEN]JE FUNKCIJSKE AKTIVNOSTI OSTEOKLASTOV

4.2.1 Dokaz Zivosti

Po inkubaciji z raztopino CellTiter 96® AQueous One Solution so se obarvale vse kulture
s celicami, s ¢imer smo potrdili njihovo zivost. Kot smo Ze omenili, je obarvanje
proporcionalno Stevilu zivih celic. Manj intenzivno barvo opazimo v kulturah Mo3 in Mo4,
Ki sta v primerjavi z ostalimi ocitno vsebovali manj metabolno aktivnih celic (Slika 9a).
Kot negativno kontrolo smo uporabili popolni medij z dodanima rastnima dejavnikoma M-
CSF in sSRANKL.

Intenzivno obarvanje in proporcionalni obseg zivih celic v posameznih kulturah smo

ovrednotili s spektrofotometrijo pri valovni dolzini 490 nm (Slika 9b).

‘Mol Mo2 Mo3 Mo4 lﬁm# Medij (3x)

b)

A 490 nm

Slika 9: a) Zivost celi¢nih kultur, diferenciranih na hidrofobni podvrsini Lumox®.
b) Spektrofotometri¢na dolocitev intenzitete obarvanja posameznih celi¢nih kultur po dodanem
reagentu CellTiter 96® AQueous One Solution in 4-urni inkubaciji pri standardnih pogojih.
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4.2.2 Barvanje TRAP

4.2.2.1 Barvanje celic, diferenciranih na hidrofobni povrsini Lumox®
Diferencirane celice smo 48 ur inkubirali na adherentni povrsini, da so se pritrdile na
podlago, nato pa izvedli histokemi¢no barvanje TRAP, pri ¢emer je bila vecina celic TRAP

pozitivnih.

Mol MoMIX

Slika 10: Barvanje TRAP celic, adheriranih na plasti¢no povrsino; invertni mikroskop, 100x povecava.
S puscico je oznacena veéjedrna oblika celic, znaédilna za osteoklaste.
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Barvanje diferenciranih celic na TRAP smo izvedli tudi na kostnih diskih, na katerih smo

jih predhodno inkubirali 48 ur. Rdece obarvana podrocja kazejo na prisotnost celic, Ki
izrazajo encim TRAP.
Kontrola

Mol

MoMIX- MoMIX+

Slika 11: Barvanje TRAP celic na kostnih diskih po 48 urni inkubaciji celic; invertni mikroskop,
100x povecava. Podrocja, obarvana rdece so tista, v katerih je prisotna na tartrat odporna kisla
fosfataza (TRAP).



Po barvanju TRAP smo odstranili celice in iste diske obarvali se z Mayerjevim

hematoksilinom, s katerim smo se dodatno vizualizirali resorbirane povrsine kosti.

Kontrola Mol

MoMIX- MoMIX+

Slika 12: Dodatno barvanje kostnih diskov z Mayerjevim hematoksilinom po barvanju TRAP;
invertni mikroskop, 100x pove¢ava. Pus¢ice nakazujejo najbolj intenzivne sledi kostne resorpcije.

4.2.2.2 Barvanje celic, diferenciranih na adherentni plasticni povrsini
Barvanje encima TRAP smo izvedli po 48-urni inkubaciji celic na govejih kostnih diskih
oziroma na matriksu OsteoAssay , ki smo jih predhodno diferencirali v osteoklaste 7 dni.

Rdece obarvane sledi kazejo na prisotnost encima TRAP.

Mol MoMIX Kontrola (prazna kost)

Slika 13: Barvanje TRAP celic na kostnih diskih po 48-urni inkubaciji; navadni svetlobni mikroskop,
100x povecava. Rdeckasto obarvana podrocja prikazujejo prisotnost na tartrat odporne Kkisle fosfataze
(TRAP).
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Mol+

MoMIX Kontrola

Slika 14: Barvanje TRAP celic na kostnem matriksu OsteoAssay" po 48-urni inkubaciji; invertni
mikroskop, 200x povecava. Rdece obarvane celice so osteoklasti, pozitivni na tartrat odporno Kkislo
fosfatazo (TRAP).

4.2.1 Dolocanje koli¢ine razpadnih produktov kolagena tipa I s testom ELISA
CTX-I

Umeritveni krivulji absorbanc standardnih vzorcev pri pripadajo¢ih koncentracijah
fragmentov kolagena tipa | ter vmesni in konéni izracuni koncentracij razpadnih
fragmentov kolagena tipa | (CTX-I) za vse testne vzorce in kontrole so prikazani v obliki
grafov in tabel v prilogah.

Koncentracija fragmentov CTX-I v kontrolah CTRL je bila v prvi izvedbi testa ELISA
(celice, diferencirane v neadherentni kulturi) le malo zunaj, v drugi pa znotraj meje,
predpisane s strani proizvajalca (9,33-14,00 nM). Zaradi visoke cene smo imeli na voljo le
en sestav ELISA, zato nismo mogli izvesti ponovitev. Poleg tega smo test ELISA izvajali
prvi¢, brez predhodnih izkuSenj. Vsa spiranja smo izvajali rocno. Ne glede na to pa

menimo, da so nasi rezultati dovolj zanesljivi.
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Ena od tezav pri kvantitativnem vrednotenju resorpcije kostnine na govejem kostnem disku
in matriksu OsteoAssay' je bila, da se diferencirane celice zaradi velikosti pri §tetju niso
ustrezno razporedile v $tevno mrezo, kar smo Ze omenili, zato smo morali postopek Stetja

prirediti, pri cemer smo njihovo $tevilo lahko ocenili le priblizno.

Resorptivno so na kostnem disku in matriksu OsteoAssay” v dologenem obsegu delovale
vse testirane celice, pri ¢emer na proces vpliva ne le Stevilo, ampak tudi intrinzi¢na
resorptivna aktivnost osteoklastov (20). V vseh poskusih so z visokimi vrednostmi CTX-I
izstopale kulture pomesanih monocitov MoMIX (Sliki 15 in 16). Na podlagi teh rezultatov
bi lahko sklepali, da se pomesani alogenski monociti med fazo diferenciacije v osteoklaste
in vitro se dodatno spodbujajo, zato se jih morda ve¢ pretvori v omenjene kostne celice kot
v individualnih kulturah. Zanimivo bi bilo tudi primerjati omenjene meSane kulture in pa
meSanice, ki bi jih pripravili s kombiniranjem enakega Stevila celic iz diferenciranih
celi¢nih kultur monocitov posameznih 0seb. Tako bi lahko ocenili vplive morebitne
medsebojne stimulacije meSanice monocitov med procesom njihove osteoklastne

diferenciacije.

1007
901
801
701

607

501

401

301

Koncentracija CTX-I (nM)

201 1

Slika 15: Resorptivna aktivnost celic, predhodno diferenciranih na hidrofobni povr$ini Lumox®, po
48-urni inkubaciji na govejem kostnem disku. Prikazane so koncentracije razgradnih produktov
kolagena tipa I (CTX-I) n nM.

Na aktivnost osteoklastov prav tako bistveno vpliva tudi prisotnost rastnih dejavnikov, M-
CSF in RANKL. V prvem poskusu smo funkcijsko ovrednotili mesanico MoMIX (Slika
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15), v drugem pa kulturo Mol (Slika 16), in sicer po inkubaciji celic na kostnih diskih in
matriksu OsteoAssay , v prisotnosti in odsotnosti obeh rastnih dejavnikov. Ko v mediju ni
bilo rastnih dejavnikov, je bila koli¢ina razpadnih produktov CTX-I bistveno manjs$a. To
potrjuje Zze znano dejstvo, da predvsem RANKL pomembno spodbuja ne le diferenciacijo

in proliferacijo celic, ampak tudi resorptivno aktivnost zrelih osteoklastov (12).

Na goveje kostne diske in matriks &loveske kosti OsteoAssay  smo pri funkcijskem
vrednotenju monocitov, diferenciranih na adherentni plasti¢ni podlagi, za 48 ur naselili
bistveno manjse Stevilo celic (2x10%) kot v prvem poskusu, kjer smo na kostne diske
naselili celice, diferencirane na rastni povrsini Lumox® (3x10%). Vzorce in kontrole za test
ELISA smo preveé¢ razredcCili, zato so bile izracunane koncentracije fragmentov CTX-I
zelo nizke, bodisi na spodnji meji detekcije ali pod njo, $e posebej pri uporabi kostnih

diskov, kjer smo uporabili zadnje ostanke posameznih celi¢nih suspenzij (Slika 16).

2017

157

Koncentracija CTX-l (nM)

fo

Slika 16: Resorptivna aktivnost celic, predhodno diferenciranih na plasti¢ni adherentni povrsini, po
njihovi 48-urni inkubaciji na govejem kostnem disku (KD) in kostnem matriksu OsteoAssay” (OA).
Prikazane so koncentracije razgradnih produktov kolagena tipa | (CTX-1) v nM.
Diferencirana mesanica monocitov MoMIX je na govejem kostnem disku delovala
mocneje kot na matriksu OsteoAssay , zato menimo, da je bil pri nizkih koncentracijah
mesanice osteoklastov goveji kostni disk primernejsi za preskusanje njihove resorptivne
funkcije. Za vrednotenje delovanja individualnih celicnih kultur pa bi v tem primeru

potrebovali vecje koncentracije celic oziroma manj$e redCenje supernatantov, v Katerih
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smo merili koli¢ino CTX-I, kot pa smo jih uporabili v nasem poskusu. Zanimivo je, da so
celice iz kulture MoMIX pokazale zelo ucinkovito resorpcijsko funkcijo na kostnih diskih
ob sicer nezaznavni tvorbi CTX-I1 pri uporabi celic iz individualnih kultur monocitov. Kaze
torej, da diferenciacija celic v meSanici alogenskih celic dodatno vzpodbudi njihovo
pretvorbo v osteoklaste. Da pa bi to predpostavko preverili, bi morali funkcijsko preizkusiti

tudi mesanice celic, pripravljene iz diferenciranih kultur posameznih oseb.

Na sliki 17 prikazujemo resorpcijsko sposobnost monocitov, diferenciranih na oba nacina
(adhrentno in neadherentno), ki smo jih 48 ur gojili v prisotnosti ali odsotnosti M-CSF in

SRANKL na govejih kostnih diskih in matriksu &loveske kosti OsteoAssay .

100 7
- —_
c
— 80 7
<
'_
O 60 7
S
©
T 401
=
)]
(8]
- 201
o
o I_—l—_|
0- T T
oY Ny 0 Ny
N S < S
o o AN A

Slika 17: Primerjava resorptivne aktivnosti mesanice MoMIX na kostnem disku (KD) in
OsteoAssay " (OA), dolo¢enih v dveh lo¢enih testih ELISA.
Legenda:
MoMIX OA, MoMIX KD: me$anica MoMIX po 48-urni inkubaciji ha kostnem disku (KD) in
OsteoAssay  (OA), predhodno diferencirana na plasti¢ni adherentni povrsini;
MoMIX+/- KD: meSanica MoMIX z/brez rastnih dejavnikov po 48-urni inkubaciji na kostnemdisku
(KD), predhodno diferencirana na hidrofobni povrsini Lumox®.
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5 SKLEP

Menimo, da je bil namen nase naloge doseZen. 1z monocitov, izoliranih iz periferne Kkrvi,
nam je uspelo vzgojiti ¢loveske osteoklaste, pri ¢emer smo uporabili dva klju¢na
rekombinantna rastna in diferenciacijska dejavnika, M-CSF in SRANKL. Celice smo gojili
in vitro v adherentnih in neadherentnih pogojih, pri ¢emer so se slednji (petrijevke
Lumox®) izkazali kot primernejsi. Celice so bile v teh pogojih v suspenziji, zato je bilo
rokovanje z njimi bolj enostavno, najpomembnejSe pa je bilo to, da jih ni bilo treba
tripsinizirati. Pri gojenju na adherentni plasti¢ni povrsini so se celice pritrdile na podlago,
zato smo jih morali pred nadaljnjo uporabo obdelati s tripsinom, kar povzro¢i dolo¢eno
izgubo celic, saj jih moramo po tem postopku tudi veckrat spirati s centrifugiranjem.

Tudi funkcijski testi, kot sta dokaz Zivosti ter barvanje TRAP, so dali pozitivne rezultate s
celicami, gojenimi na oba nacina. Barvanje celic na TRAP potrjuje prisotnost

diferenciranih osteoklastov, ki vsebujejo encim na tartrat odporno kislo fosfatazo.

V okviru naSe naloge smo prvi pokazali, da mesanica monocitov razli¢nih oseb, ki torej
odraza skupne interindividualne razlike posameznikov, predstavlja zelo primeren nacin za
pridobivanje vecjih koli¢in osteoklastov in vitro, namenjenih izdelavi modela za
preizkusanje njihove aktivnosti v prisotnosti razli¢nih snovi. Na ta na¢in lahko izvedemo
celo vrsto razli¢nih eksperimentov 0b uporabi vedno enake meSanice celic, kar je velika
vrednost s staliS¢a primerljivosti in zanesljivosti rezultatov. Diferenciacija pomesanih
monocitov je potekala normalno in primerljivo s tisto v kulturah celic posameznih oseb, in
sicer tako na nivoju morfologije kot tudi resorptivne funkcije. Posebej zanimivo in
u¢inkovito je mesSanica diferenciranih celic delovala na govejem kostnem disku in
&loveskem kostnem matriksu OsteoAssay” Human Bone Plate. Supernatanti teh kultur so
v testu CrossLaps for Culture ELISA CTX-I, s katerim smo merili koncentracije razpadnih
produktov kolagena tipa I (CTX-1), v primerjavi s tistimi, odvzetimi iz kultur posameznih
vrst celic, vsebovali najvecje koli¢ine CTX-I. Predvidevamo, da se pomesani alogenski
monociti pri procesu diferenciacije medsebojno spodbujajo in zato v vecji meri pretvorijo v

osteoklaste.

Med delom smo naleteli tudi na nekaj tezav. Pri Stetju celic po diferenciaciji se te zaradi
svoje velikosti niso porazdelile v stevno mreZo, zato smo morali $tetje prirediti, pri tem pa

smo zagotovo naredili precej$nje napake pri ocenjenem S$tevilu celic. Posledi¢no smo tudi
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preve¢ redc¢ili supernatante, v katerih smo dolocali koncentracijo CTX-I, predvsem v
drugem poskusu, v katerem smo kot substrat za resorpcijo uporabili tako goveji kostni disk

kot matriks &loveske kosti OsteoAssay .

Za nadaljnje poskuse vsekakor priporo¢amo gojenje precis¢enih monocitov na
neadherentni podlagi Lumox®, pri ¢emer bi ¢as gojenja lahko skrajsali na 14 dni.
Uspelo nam je postaviti le osnovni model, za dodatno optimizacijo postopkov in metod pa

bo potrebnih Se ve¢ poskusov.
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7 PRILOGE

7.1 TEST ELISA S CELICAMI, DIFERENCIRANIMI NA HIDROFOBNI
POVRSINI LUMOX®

y =0,09429 + 0,01729x

R%=0,0902

-650 nm)

A (450 nm

90 100

Fragmenti kolagena tipa |l (nM)

Slika 18: Umeritvena krivulja povpreénih absorbanc osmih standardov s pripadajo¢imi
koncentracijami razgradnih produktov kolagena tipa I (CTX-I) z ena¢bo premice in koeficientom
determinacije R% Prikazani so tudi 95 % intervali zaupanja (¢rtkane &rte).
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Tabela VII: Absorbance ter interpolirane vrednosti fragmentov kolagena tipa | (CTX-I) za kontrole in vzorce.

A (450 nm- A (450 nm - i i CTX-1x5 CTX-1x5 CTX-1x4 CTX-1x4 Povprecne Povprecne
650 nm) 650 nm) C1T>r;;r(i?e'\\il) Cz-r)r;elr(irt]el\\il) (nM) (nM) (nM) (nM) vrednosti vrednosti
1. meritev 2. meritev ' ' 1. meritev 2. meritev 1. meritev 2. meritev  kontrol (5x)  kontrol (4x)
Kontrola
CTRL 0,245 0,242 8,715 8,542
Krggéfjoa'la 0,112 0,063 1,024 0,000 5120 0,000 4,096 0,000 5120 4,096
Kol\r/‘lgrf'a 0,068 0,105 0,000 0,619 0,000 3,095 3,095
KO,\'/‘ItOrZO'a 0,135 0,005 2354 0,000 11,770 0,000 11,770
Kol\r/‘lgg?'a 0,068 0,097 0,000 0,156 0,000 0,624 0,624
Kol\r/‘lgf'a 0,101 0,103 0,388 0,503 1,552 2,012 1,782
Kontrola
v 0,115 0,121 1,197 1,544 5985 7.720 6,853
K"Et[r)o'a 0,108 0,115 0,793 1,197 3,965 5,985 3172 4,788 4,975 3,980
Vzorec Mol 0,149 0,140 3,164 2643 15,820 13,170
Vzorec Mo2 0,175 0,261 4,667 0,641 23,335 48,205
Vzorec Mo3 0,093 0,120 0,000 1487 0,000 5948
Vzorec Mo4 0,176 0,173 4725 4 552 18,900 18,208
Vzorec
Mo 0,229 0,399 7.790 17,621 38,950 88,130
Vzorec
oM. 0,160 0,147 3,800 3.048 19,000 15,240

Vzorci Mol, Mo2, MoMIX- in MoMIX+ so bili redéeni 5x, vzorca Mo3 in Mo4 pa 4x, zato so vrednosti CTX-I pomnozene z ustreznim faktorjem (4 ali 5).
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Tabela VII1I: Izrac¢un vrednosti kontrol.

Kontrola k(?]r:\;r)ola medij 5x  Kontrola k(?]r:\;r)ola medij 4x Visota kontrol 5x (M) Vscé)lt)?(lgm;rol
Kontrola medij 5,12 4,096
Kontrola Mol 0,000 5,120
Kontrola Mo2 6,650 11,7
Kontrola Mo3 0,000 4,096
Kontrola Mo4 0,000 4,096
Kontrola MoMIX 1,733 6,853
Kontrola KD 0,000 0,000

Kontrola - kontrola medija: Od vsake povpreéne vrednosti kontrole odstejemo ustrezno povpreéno vrednost medija; Vsota kontrol: povpre¢na vrednost kontrole medija
+ povprecna vrednost kontrole celic (zmanj$ana za povprecno vrednost kontrole medija) + povprecna vrednost kontrole KD (zmanjSana za povprecno vrednost kontrole

medija).

Tabela IX: Izra¢un koné¢nih koncentracij fragmentov kolagena tipa | (CTX-1) v posameznih vzorcih.

Koncentracija - vsota  Koncentracija - vsota  Povpreéna vrednost

Ciﬁe:r(i?el\\il) C2-I.->r§1_elr(irt]e'\\il) kontrol _(nl\/l) kontrol _(nM) _ CTX_-I
1. meritev 2. meritev 1.in 2. meritve (nM)

Vzorec Mol 15,820 13,170 10,700 8,580 9,640
Vzorec Mo2 23,335 48,205 11,635 36,505 18,933
Vzorec Mo3 0,000 5,948 0,000 1,852 0,926
Vzorec Mo4 18,900 18,208 14,804 14,112 14,458
Vzorec MoMIX+ 38,950 88,130 32,097 81,277 56,687
Vzorec MoMIX- 19,000 15,240 12,147 8,387 10,267

Koncentracija - vsota kontrol: Od vsake vrednosti koncentracije CTX-I vzorcev odstejemo ustrezno vrednost kontrol.

43



7.2 TEST ELISA S CELICAMI, DIFERENCIRANIMI NA ADHERENTNI
PLASTICNI POVRSINI

y =0,01970 + 0,01756x

R?=0,9954

A (450 nm - 650 nm)

90 100

Fragmenti kolagena tipa | (nM)

Slika 19: Umeritvena krivulja povpreénih absorbanc osmih standardov s pripadajo¢imi

koncentracijami razgradnih produktov kolagena tipa | (CTX-I) z ena¢bo premice in koeficientom
determinacije R% Prikazani so tudi 95 % intervali zaupanja (¢rtkane &rte).

44



Tabela X: Absorbance ter interpolirane vrednosti fragmentov kolagena tipa | (CTX-I) za kontrole in vzorce.

“osomm esommy  CRlM)cmeiomy GRS SIEAKE SR ST st wrednost
1. meritev 2. meritev ' ' 1. meritev 2. meritev 1. meritev 2. meritev kontrol (5x) kontrol (4x)
Kontrola CTRL 0,196 0,199 10,043 10,214
Kontrola medija 0,037 0,040 0,986 1,157 4,930 5,785 3,944 4,628 5,358 4,286
Kontrola Mo1- 0,039 0,038 1,100 1,043 5,500 5,215 5,358
Kontrola Mol+ 0,052 0,050 1,840 1,726 9,200 8,630 8,915
Kontrola Mo2 0,037 0,036 0,986 0,929 3,944 3,716 3,830
Kontrola Mo3 0,037 0,035 0,986 0,872 3,944 3,488 3,716
Kontrola MoMIX 0,032 0,033 0,701 0,758 3,505 3,790 3,648
Kontrola OA 0,075 0,075 3,150 3,150 15,750 15,750 12,600 12,600 15,750 12,600
Kontrola KD 0,073 0,068 3,036 2,752 15,180 13,760 12,144 11,008 14,470 11,576
Vzorec Mol- OA 0,072 0,069 2,979 2,808 14,895 14,040
Vzorec Mol+ OA 0,089 0,092 3,948 4,119 19,740 20,595
Vzorec Mo2 OA 0,075 0,080 3,150 3,435 12,600 13,740
Vzorec Mo3 OA 0,078 0,077 3,321 3,264 13,284 13,056
Vzoree FloMIX 0,088 0,073 3,801 3,036 19,455 15,180
Vzorec Mol KD 0,060 2,296 11,480
Vzorec Mo2 KD 0,075 3,150 15,750
Vzorec Mo3 KD 0,059 2,239 11,195
Vzore(;(l\[/)loMIX 0,109 5,087 25,435
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Legenda k tabeli X: VVzorci Mol- OA, Mol+ OA, MoMIX OA, Mol KD, Mo2 KD, Mo3 KD in MoMIX KD so bili re¢eni 5x, vzorca Mo2 OA in Mo3 OA pa 4,
zato so vrednosti CTX-I pomnoZene z ustreznim faktorjem (4 ali 5).

Tabela XI: Izraéun vrednosti kontrol.

Kontrola - kontrola medija Kontrola - kontrola medija

5x (NM) 4x (NM) Vsota kontrol 5x (nM) Vsota kontrol 4x (nM)
Kontrola Mo1l- 0,000 15,750
Kontrola Mol+ 3,657 19,307
Kontrola Mo2 0,000 12,600
Kontrola Mo3 0,000 12,600
Kontrola MoMIX 0,000 15,750
Kontrola OA 10,392 8,314
Kontrola KD 9,112

Kontrola - kontrola medija: Od vsake povpre¢ne vrednosti kontrole odstejemo ustrezno povpre¢no vrednost medija; Vsota kontrol: povpreéna vrednost kontrole medija
+ povprecna vrednost kontrole celic (zmanj$ana za povprecno vrednost kontrole medija) + povprecna vrednost kontrole KD (zmanjSana za povprecno vrednost kontrole
medija).
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Tabela XII: Izra¢un kon¢nih koncentracij fragmentov kolagena tipa I (CTX-1) v posameznih vzorcih.

CTX-1 (nM) CTX-1 (nM) Koncentracija - vsota Koncentracija - vsota Povprec¢na vrednost

1. meritev 2. meritev kontrol (nM) 1. meritev  kontrol (nM) 2. meritev 1. in 2. meritve (NM)
Vzorec Mol- OA 14,895 14,040 0,000 0,000 0,000
Vzorec Mol+ OA 19,740 20,595 0,433 1,288 0,861
Vzorec Mo2 OA 12,600 13,740 0,000 1,140 0,570
Vzorec Mo3 OA 13,284 13,056 0,684 0,456 0,570
Vzorec MoMIX OA 19,455 15,180 3,705 0,000 1,853
Vzorec Mol KD 11,480 0,000 0,000
Vzorec Mo2 KD 15,750 0,000 0,000
Vzorec Mo3 KD 11,195 0,000 0,000
Vzorec MoMIX KD 25,435 16,323 16,323

Koncentracija - vsota kontrol: Od vsake vrednosti koncentracije CTX-I vzorcev odStejemo ustrezno vrednost kontrol.
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