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POPIS KRATICA

ADP — adenozin difosfat, prema engl. adenosine diphosphate
autoHS — autologni ljudski serum, prema engl. autologous human serum

aGvHD - akutna bolest presatka protiv primatelja, prema engl. acute graft versus host

desease

aloHS — alogeni ljudski serum, prema engl. allogeneic human serum
a-MEM - a-modificirani minimalni esencijalni medij

ATP — adenozin trifosfat, prema engl. adenosine triphosphate

BC — trombocitno-leukocitni medusloj, prema engl. buffy coat

BDNF - neurotroficki c¢imbenik podrijetlom iz mozga, prema engl. brain—derived

neurotrophic factor

bFGF — bazi¢ni fibroblastni ¢cimbenik rasta, prema engl. basic fibroblast growth factor
BMP - kostani morfogenetski protein, prema engl. bone morphogenetic protein

BrdU - 5-bromo-2'-deoksiuridin

C — komplement, prema engl. complement

CD - stani¢ni diferencijacijski biljeg, prema engl. cluster of differentiation

CFU-F - stanica sa svojstvom stvaranja fibroblastnih kolonija, prema engl. colony forming

unit-fibroblast

cGvHD - kroni¢na bolest presatka protiv primatelja, prema engl. chronic graft versus host

desease

CPD - kumulativno udvostru¢enje stani¢ne populacije, prema engl. cumulative population

doubling
CTGF - ¢imbenik rasta vezivnog tkiva, prema engl. connective tissue growth factor

CTL - citotoksic¢ni limfociti T, prema engl. cytotoxic T lymphocytes



CCR - receptor za kemokinski ligand s motivom C-C

CXCL - kemokinski ligand s motivom C-X-C

CXCR - receptor za kemokinski ligand s motivom C-X-C

DMSO - dimetil sulfoksid

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

RNK - dvolancana ribonukleinska kiselina

EGF - epidermalni ¢imbenik rasta, prema engl. epidermal growth factor
ELISA - enzimski imunotest, prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay
FBS - fetalni govedi serum, prema engl. fetal bovine serum

FCFC - stanica sa svojstvom stvaranja fibroblastnih kolonija, prema engl. fibroblastic colony-

forming cell

FISH - fluorescencijska hibridizacija in situ, prema engl. fluorescence in situ hybridization
FITC — fluorescein izotiocijanat prema engl. fluorescein isothiocyanate

GvHD - bolest presatka protiv primatelja, prema engl. graft versus host desease

GvL — presadak protiv leukemije, prema engl. graft versus leukemia

GMP — dobra proizvodacka praksa, prema engl. good manufacturing practice

HGF - hepatocitni ¢imbenik rasta, prema engl. hepatic growth factor

HLA - antigen glavnog sustava tkivne histokompatibilnosti, prema engl. Human Leucocyte

Antigen

HO — hemoksigenaza

HS - ljudski serum, prema engl. human serum

IBMX - 3-izobutil-1-metilksantin, prema engl. 3-isobutyl-I-methylxanthine
IDO - indolamin-2,3-dioksigenaza

Ig — imunoglobulin



IGF-1 - inzulinu slican ¢imbenik rasta, prema engl. insulin-like growth factor-1
IL — interleukin
INF-y — interferon y

ISCN - Medunarodni sustav za nomenklaturu u humanoj citogenetici, prema engl.

International System for Human Cytogenetic Nomenclature

ISCT — Medunarodno drustvo za stani¢nu terapiju, prema engl. International Society for

Cellular Therapy

IU — medunarodne jedinice, prema engl. international units

KMS - krvotvorne mati¢ne stanice

KS - koStana srz

LPS — lipopolisaharid

LT - lizat trombocita

MCP-1 — ¢imbenik privla¢enja monocita 1, prema engl. monocyte chemoattractant protein-1
MCP-3 — ¢imbenik privla¢enja monocita 3, prema engl. monocyte chemoattractant protein-3

M-CSF - ¢imbenik rasta makrofagnih kolonija, prema engl. macrophage colony stimulating

factor

MIP-1a — makrofagni upalni protein 1a, prema engl. macrophage inflammatory protein la
MIP-1p — makrofagni upalni protein 1o, prema engl. macrophage inflammatory protein 1
MMP — metaloproteinaze matriksa, prema engl. matrix metalloproteinase

MMS — mezenhimske mati¢ne stanice

MNS — mononuklearne stanice

MS — multipla skleroza

NAP-2 — protein 2 aktivacije neutrofila, prema engl. neutrophil-activating protein-2

NIH — Nacionalni institut za zdravlje, prema engl. National Institut of Health



NK stanice — prirodno ubilacke stanice, prema engl. natural killer cells

NO - dusikov oksid

OI - osteogenesis imperfecta

PAI-1 — inhibitor 1 aktivatora plazminogena, prema engl. plasminogen activator inhibitor-1
PBS - fizioloska otopina puferirana fosfatima, prema engl. phosphate buffered saline

PD — broj udvostrucenja stani¢ne populacije, prema engl. population doubling

PD1 — protein programirane stani¢ne smrti 1, prema engl. programmed cell death protein 1
PDGF - ¢imbenik rasta trombocita, prema engl. platelet derived growth factor

PDLI - ligand proteina programirane stani¢ne smrti 1, prema engl. programmed cell death

protein 1 ligand

PDT - vrijeme potrebno za jedno udvostru€enje stani¢ne populacije, prema engl. population

doubling time

PE — fikoeritrin, prema engl. phycoerythrin

PF4 — trombocitni ¢imbenik 4, prema engl. platelet factor 4

PGE2 - prostaglandin E2

PHA - fitohemaglutinin

PK — periferna krv

PRP - plazma bogata trombocitima, prema engl. platelet rich plasma

RANTES - selektivni ¢imbenik privlatenja monocita i limfocita T u podrucja s upalnom

reakcijom, prema engl. regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
RPM - broj okretaja u minuti, prema engl. rotation per minute

RPMI — medij za uzgoj stanica RPMI, prema engl. Roswell Park Memorial Institute 1640
SD - standardna devijacija

SDF-1a — ¢imbenik stromalnih stanica 1a, prema engl. stromal cell-derived factor-1a.



SE — standardna pogreska aritmeticke sredine, prema engl. standard error of mean

SZS — sredi$nji Ziv&ani sustav

TGF-p — transformirajuci ¢imbenik rasta B, prema engl. transforming growth factor

Th limfociti — pomo¢nicki limfociti T, prema engl. T helper lymphocytes

TLR - receptor nalik na Toll, prema engl. Toll-like receptor

TNF-a — ¢imbenik nekroze tumora o, prema engl. tumor necrosis factor o

TFPI — inhibitor puta tkivnog ¢imbenika, prema engl. tissue factor pathway inhibitor

TIMP — tkivni inhibitor metaloproteinaza, prema engl. tissue inhibitor of metalloproteinases

tPRP — trombinom aktivirana plazma bogata trombocitima, prema engl. thrombin-activated

platelet rich plasma
TT — tjelesna teZina

VEGEF - ¢imbenik rasta krvoZilnog endotela, prema engl. vascular endothelial growth factor



1. UVOD

Mezenhimske maticne stanice (MMS) su nekrvotvorne multipotentne stanice koje imaju
svojstvo samoobnavljanja te sposobnost da se nakon lokalnog podraZzaja diferenciraju u
razlicita tkiva mezodermalnog podrijetla. Osim u razli¢itim fetalnim tkivima, MMS se nalaze
1 u gotovo svim postnatalnim tkivima te ih se stoga svrstava u skupinu adultnih mati¢nih
stanica. Najbolje je poznata uloga MMS u kostanoj srzi (KS), gdje stvaranjem razli¢itih
prekursorskih stanica te lu¢enjem Cimbenika rasta i proteina matriksa sacinjavaju stromalni
mikrookoli§ kljucan za regulaciju procesa hematopoeze (1). Perivaskularni smjeStaj MMS u
razli¢itim tkivima ukazuje na njihovu fizioloSku ulogu u organizmu te se smatra da takvim
poloZajem osiguravaju zalihu stanica u slucaju potrebe za popravkom tkiva, istovremeno
doprinoseci tkivnoj i imunoloskoj homeostazi (2). Zahvaljuju¢i moguénosti migriranja u tkiva
zahvac¢ena upalom ili oSteCenjem, MMS mogu doprijeti do mjesta ozljede te svojim
parakrinim djelovanjem potaknuti proces angiogeneze, sprijeCiti nastanak oZiljaka, te
modulirati imunoloske procese (3). Zbog navedenih svojstava MMS mogu imati terapijsko
djelovanje u stanjima u kojima je narusSena imunoloSka homeostaza zbog ¢ega je njihovo

istrazivanje potaknulo veliki interes u znanstvenoj zajednici.

1.1. Otkrice i povijest istrazivanja MMS

Prije viSe od 150 godina njemacki patolog Cohnheim je prvi postavio hipotezu o postojanju
nekrvotvornih stanica u KS koje krvotokom migriraju do mjesta ozljede i sudjeluju u procesu
cijeljenja (4). Najve¢i doprinos daljnjem istraZivanju stromalnih stanica dala je grupa
predvodena Friedensteinom koja je 1974. godine objavila rezultate niza eksperimenata na
ljudskim i Zivotinjskim stanicama izoliranim iz KS i slezene (5). U spomenutom istraZivanju
uzorci KS su pohranjeni u plasti¢ne petrijeve posude iz kojih su nakon 4 sata uklonjene
neadherirane stanice. Preostala populacija adheriranih stanica bila je heterogena, no ve¢inom
sastavljena od stanica vretenastog oblika. Nakon 3-5 dana u kulturi in vitro, na plasti¢noj
povrsini petrijeve posude nastao je sloj stanica koji je nakon 10-14 dana sadrzavao na tisuce
stanica. Nakon 1-2 ciklusa presadivanja udio raznih stani¢nih vrsta, poput primjerice
makrofaga, je znaCajno opao te je stvorena homogenija populacija stanica nalik fibroblastima.
Takoder je primije¢eno da prilikom nasada u niskoj koncentraciji, te iste stanice iz KS imaju
sposobnost formiranja kolonija pa su stoga nazvane FCFC (engl. fibroblastic colony-forming
cell), a kasnije preimenovane u CFU-F (engl. colony forming unit-fibroblast). Friedenstein je,
ujedno, ispitao i in vivo funkciju stromalnih stanica KS transplantiraju¢i ih u bubreznu

kapsulu zamoraca $to je rezultiralo stvaranjem koStanog tkiva na mjestu implantacije. Takvo
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otkrice je bilo u skladu s rezultatima ranijih ispitivanja u kojima su se stromalne stanice misa
u kulturi in vitro diferencirale u malene depozite kosti ili hrskavice (6, 7). Friedensteinova
opazanja su tijekom 80-tih godina 20. stolje¢a potvrdena istraZivanjima drugih grupa
znanstvenika, a pojam ,,mezenhimska mati¢na stanica“ je 1991. godine uveo Caplan kako bi
naglasio njihovu sposobnost diferencijacije u tkiva mezodermalnog podrijetla kao $to su kost,
hrskavica, tetive, ligamenti, miSi¢i, masno tkivo i stroma KS (8). No, s obzirom da sve stanice
s morfologijom nalik fibroblastima i svojstvom adhezije za plasticnu podlogu ne iskazuju sva
bioloSka svojstva mati¢nih stanica, Medunarodno druStvo za stani¢nu terapiju (engl.
International Society for Cellular Therapy, ISCT) je 2005. godine predloZilo da se za ove
stanice koristi naziv ,,multipotentne mezenhimske stromalne stanice®. Istovremeno se naziv
»mezenhimske mati¢ne stanice” i dalje moZe koristiti za one stanice koje iskazuju jasno

definirane kriterije za identifikaciju mati¢nih stanica (9).

1.2. Tkivni izvori MMS

Povijesno gledano glavni tkivni izvor MMS predstavlja KS, u kojoj je njihova fizioloska
uloga u reguliranju procesa hematopoeze i najbolje poznata (7, 10). No, do danas su MMS
izolirane iz gotovo svih organa i tkiva odraslog organizma poput masnog tkiva (11), miSica
(12), hrskavice (13), koZe (14), dentalne pulpe (15), periostija (16), sinovijske membrane
(17), periferne krvi (18) te slezene, timusa 1 stijenke aorte (19). Osim toga, MMS su izolirane
i iz perinatalnih tkiva poput pupCane vrpce (20), krvi iz pupkovine (21), posteljice (22) i
amnijske tekucine (23, 24) kao i iz fetalne KS, periferne krvi, jetre, pluca, slezene (25, 26) i
bubrega (27). Iako stanice izolirane iz razli€itih tkivnih izvora iskazuju zajedni¢ke osnovne
znac¢ajke MMS, medu njima postoje razlike u pogledu diferencijacijskog potencijala, izrazaja
antigena te imunomodulatornih svojstava (28). In't Anker i suradnici su pokazali da MMS
izolirane iz fetalne slezene imaju znaCajno manji potencijal diferencijacije u adipocite u
odnosu na MMS izolirane iz fetalne KS, jetre i pluc¢a. S druge strane, MMS iz fetalne jetre
pokazuju manji osteogenetski potencijal u odnosu na MMS izolirane iz drugih fetalnih tkiva
(26). Utjecaj MMS na stanice imunoloSkog sustava takoder ovisi o tkivnom izvoru iz kojeg
potjeCu. Pokazano je da MMS izolirane iz masnog tkiva imaju snazniji utjecaj na
diferencijaciju dendritickih stanica u odnosu na MMS iz KS. Istovremeno, MMS iz krvi iz
pupkovine ucinkovitije smanjuju efektorsku funkciju dendriti¢kih stanica u odnosu na MMS
izolirane iz KS (29). U kokulturi MMS i krvotvornih stanica pozitivnih na biljeg CD34,
uoceno je da populacija umnozenih CD34+ stanica sadrzi veci udio nezrelijih (primitivnijih)

stanica nakon uzgoja u prisustvu MMS izoliranih iz KS ili krvi iz pupkovine, nego tijekom



uzgoja u prisustvu MMS iz masnog tkiva (30). Smatra se da je razlog tomu jaci izraZaj
adhezijskih molekula poput kadherina i integrina na MMS iz KS 1 krvi iz pupkovine nego na
MMS iz masnog tkiva te da adhezijske molekule doprinose uspostavi medustani¢nog kontakta

MMS s nediferenciranim krvotvornim progenitorima (31).

1.3. Kriteriji za definiranje MMS

S obzirom na veliki terapijski potencijal MMS, broj laboratorija u kojima se one uzgajaju
posljednjih je dvadesetak godina intenzivno rastao Sto je rezultiralo velikim brojem
publikacija u navedenom podrucju. Pritom su istrazivacke skupine koristile razlicite tkivne
izvore 1 metode izolacije MMS, a velike su varijabilnosti postojale i u uzgojnim uvjetima
tijekom umnazanja MMS u kulturi in vitro. Zbog ovakvih razlika u metodologiji postavilo se
pitanje da li su bioloska svojstva i klini¢ki u€inci stani¢nih populacija umnozenih u razli¢itim
laboratorijima uopce usporedivi i da li je uistinu rijeC o istoj vrsti stanica. U kontekstu
rastueg broja klini¢kih istrazivanja temeljenih na primjeni MMS, bilo je nuZno bolje
definirati MMS te standardizirati istraZivanje u ovom podrucju. Stoga je Radna skupina za
mezenhimske i tkivne mati¢ne stanice pri ISCT 2006. godine objavila sljede¢e minimalne

kriterije za definiranje MMS umnozenih in vitro (32).

(1) stanice moraju adherirati za plasticnu podlogu uzgojne posude

(2) stanice moraju izrazavati specifican imunofenotip; > 95% stanica mora izrazavati CD105,
CD73 1 CD90) 1 ne izrazavati antigene krvotvornih stanica (< 2% stanica smije izraZavati
CD45, CD34, CD14 ili CD11b, CD790. ili CD19 te molekule HLLA razreda II)

(3) stanice moraju imati multipotentni diferencijacijski potencijal (sposobnost diferencijacije

u adipocite, osteoblaste i hondrocite u uvjetima in vitro).

1.4. Imunoloska svojstva MMS

Interes Sire znanstvene zajednice za MMS uslijedio je nakon otkri¢a njihovih jedinstvenih
imunoloskih svojstava. Naime, MMS karakterizira slab izraZzaj molekula razreda I glavnog
sustava tkivne histokompatibilnosti (engl. Human Leucocyte Antigen, HLA), kao 1 izostanak
izrazaja molekula HLA razreda II i kostimulatornih molekula (CD40, CD40L, CD80, CD86).
Ovakav imunofenotip ¢ini MMS hipoimunogenima, $to zna¢i da mogu predociti antigen u
sklopu molekula HLA razreda I, no zbog izostanka kostimulatornih molekula, takav podrazaj
ostavlja limfocite T u stanju anergije (33). Nadalje, izraZzaj molekula HLA razreda I, iako slab,
Stiti MMS od djelovanja alogenih stanica NK, dok zahvaljujuéi izostanku molekula HLA

razreda II izbjegavaju imunolosko prepoznavanje od strane alogenih CD4" limfocita T (34).
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Zanimljivo je da u prisustvu interferona y (INF-y) MMS znacajno povecavaju izrazaj
molekula HLA razreda I 1 II, no ¢ak ni tada ne izazivaju imunoloSki odgovor alogenih
limfocita T zbog izostanka sekundarnog signala za kojeg su neophodne kostimulatorne
molekule (35). Zbog navedenih svojstava, MMS se smatraju imunoprivilegiranim stanicama
te se mogu transplantirati u HLA-nepodudarnog primatelja bez izazivanja imunoloske
reakcije. Konacno, osim svojstava hipoimunogenosti i imunoprivilegiranosti, MMS posjeduju
1 imunomodulatorna svojstva. Poznato je da MMS utjeCu na lokalnu imunolosku reakciju
djelujudi na niz stanica imunoloskog sustava ukljucujuéi limfocite T, stanice NK, limfocite B
te monocite i dendriticke stanice (36). Svoje imunomodulatorne u¢inke MMS ostvaruju
parakrinim djelovanjem i izravnim medustanicnim kontaktom (Slika 1). U prisustvu
proupalnih citokina poput ¢imbenika nekroze tumora o (engl. tumor necrosis factor a, TNF-a)
i INF-y, MMS luce topive ¢imbenike kojih je danas poznato viSe od trideset. Medu njima
najvazniju ulogu imaju transformirajuci ¢imbenik rasta B (engl. transforming growth factor p,
TGF-B), hepatocitni ¢imbenik rasta (engl. hepatic growth factor, HGF), indolamin-2,3-
dioksigenaza (IDO), prostaglandin E2 (PGE2), dusikov oksid (NO) i hemoksigenaza (HO)
(34).
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Slika 1. Imunomodulatorni ucinci MMS. Prilagodeno prema Nauta A, Fibbe W. Blood.
2007;110:3499-3506.



1.4.1. U¢inak MMS na limfocite T

Di Nicola i suradnici su 2002. godine dokazali da dodatak MMS snizuje proliferaciju
limfocita T koja nastaje u mijeSanoj reakciji limfocita (engl. mixed lymphocyte reaction,
MLR), kao i u prisustvu poliklonalnih aktivatora, poput mitogena ili interleukina 2 (IL-2) (37).
Pritom MMS ne izazivaju apoptozu limfocita T, ve¢ uzrokuju arest u GO/G1 fazi njihovog
stanicnog ciklusa (38). Stani¢ni i molekularni mehanizmi kojima MMS suprimiraju
proliferaciju limfocita T ukljucuju lucenje topivih ¢imbenika, izravni medustani¢ni kontakt te
poticanje stvaranja regulatornih limfocita T (34). U ljudskim stanicama je najbolje poznat
mehanizam djelovanja topivog ¢imbenika IDO koji poti¢e razgradnju triptofana u kinurenin i
druge katabolite, a oni potom suprimiraju proliferaciju CD4" i CD8" limfocita T, te poti¢u
diferencijaciju regulatornih limfocita T (39). Di Nicola i suradnici su, u ranije spomenutom
istraZivanju, pokazali da je za smanjenje proliferacije limfocita T dovoljno lucenje topivih
¢imbenika, no da se supresivni u¢inak visestruko povecava u slucaju izravnog medustani¢nog
kontakta izmedu limfocita T i MMS (37). Naime, nakon aktivacije s INF-y, MMS na svojoj
povrsini pocinju izraZavati specifi¢ne adhezijske molekule. Medu njima je najznacajniji
ligand PDL1 (engl. programmed cell death protein 1 ligand) koji se s velikim afinitetom veze
na protein PD1 (engl. programmed cell death protein 1) na povrSini limfocita T. Ovakva
adhezija MMS na limfocite T rezultira supresijom T-stani¢ne proliferacije i sprjeCavanjem
njihove efektorske funkcije (40). Kona¢no, MMS doprinose supresiji proliferacije limfocita T
1 poticanjem diferencijacije subpopulacije limfocita poznate pod nazivom regulatorni limfociti
T. Njihov imunofenotip (CD4+CD25+FoxP3+) je odgovoran za supresiju proliferacije
alogenih stanica, prvenstveno efektorskih limfocita T i dendritiCkih stanica ¢ime regulatorni
limfociti T stvaraju protuupalno okruzenje. MMS poticu diferencijaciju regulatornih limfocita
T lucenjem PGE2 i TGF-$ (41), a u daljnjem tijeku imunoloske reakcije stvaraju i HLA-G,
netipicnu molekulu HLA razreda I, ¢ime se populacija regulatornih limfocita T dodatno

povecava i doprinosi lokalnom imunosupresivnom ucinku (42, 43).

1.4.2. U¢inak MMS na dendriti¢ke stanice

Dendriticke stanice su antigen predo€ujuce stanice koje mogu potaknuti imunoloski odgovor i
posredovati izmedu urodene i stecene komponente imunoloskog sustava (36). No, poznato je
da se u prisustvu MMS procesi diferencijacije i sazrijevanja dendritickih stanica narusavaju.
Naime, MMS poticu diferencijaciju monocita u CD1a+ dendriti¢ke stanice koje ne izrazavaju
kostimulatorne molekule CD80 i CD86 i nisu sposobne aktivirati limfocite T. Nadalje, takve

nezrele dendriticke stanice smanjuju proizvodnju proupalnih citokina poput TNF-a, INF-y i
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IL-12 istovremeno povecavajuci proizvodnju protuupalnog IL-10 (36). Dakle, u prisustvu
MMS dendriticke stanice u potpunosti mijenjaju svoj fenotip i poprimaju funkciju supresora
imunoloSke reakcije (44). Smatra se da MMS svoj ucinak na dendriticke stanice ostvaruju
putem topivih ¢imbenika, prvenstveno IL-6, ¢imbenika rasta makrofagnih kolonija (engl.
macrophage colony stimulating factor, M-CSF) te PGE2 (36, 45). Iz navedenog je moguce
zakljuiti da MMS ne snizuju proliferaciju limfocita T samo ranije opisanim izravnim
mehanizmom, ve¢ i posredno, sprje¢avajuci sazrijevanje dendritickih stanica, a time 1 njihovo

predocavanje antigena limfocitima T (46).

1.4.3. U¢inak MMS na limfocite B

Ljudske MMS su sposobne inhibirati proliferaciju limfocita B, kao i njihovu diferencijaciju,
sposobnost proizvodnje protutijela te svojstvo kemotaksije (47). Krampera i suradnici su
pokazali da MMS navedene ucinke iskazuju samo u prisustvu INF-y, no mehanizmi kojima to
postizu joS nisu sasvim razjaSnjeni. Ipak, smatra da je ovakav ucinak posljedica lucenja
¢imbenika poput IDO (48) te zaustavljanja stanica u GO/G1 fazi stanicnog ciklusa $to je

ucinak kojim MMS djeluju i na limfocite T (47).

1.4.4. U¢inak MMS na stanice NK

Stanice NK su glavni efektori urodene komponente imunoloskog sustava, a njihova je glavna
uloga uklanjanje malignih i virusom inficiranih stanica koje prepoznaju na temelju izostanka
izrazaja molekula HLA razreda I (46). Nekoliko je studija potvrdilo da proliferacija stanica
NK potaknuta s IL-2 ili IL-15 moZe biti inhibirana u prisustvu MMS. Svoj supresivni ucinak
MMS postizu djelovanjem topivih ¢imbenika PGE-2 i TGF-f ¢iji su mehanizmi djelovanja
medusobno neovisni. No, supresija proliferacije stanica NK pomo¢u MMS jos je jace izraZzena
kada je prisutan i izravni medustani¢ni kontakt. U tom slu¢aju MMS izazivaju smanjenje
izrazaja receptora 2B4 i NKG2D na povrsini stanica NK koji sluze kao glavni receptori za
prepoznavanje antigena na tumorskim i oSte¢enim stanicama, pa smanjenje njihova izrazaja
uzrokuje smanjenje citotoksicnosti stanica NK (49). Medutim, treba naglasiti da je supresivno
djelovanje MMS prisutno samo tijekom njihove interakcije s neaktiviranim stanicama NK.
Naime, stanice NK koje su aktivirane ¢ak i malim dozama IL-2, pokazuju snazno citotoksi¢no
djelovanje te brzo liziraju autologne i alogene MMS povezuju¢i svoje receptore s
odgovaraju¢im ligandima na povrSini MMS (50). Ovakva opazanja do kojih se doslo
eksperimentima in vitro ne moraju odrazavati stanje u uvjetima in vivo u kojima interakcija

medu stani¢nim populacijama ponajvise ovisi o lokalnom mikrookoliSu. Stoga u zdravom



organizmu stanice NK u pravilu ne unistavaju MMS, vjerojatno zbog toga $to su populacije
MMS malene i lokalizirane u tkivnim niSama, gdje nisu izravno dostupne stanicama NK, kao
1 zbog Cinjenice da u fizioloSkim uvjetima MMS ne izraZzavaju odgovarajuce ligande za
receptore na stanicama NK §to onemoguéuje medustani¢ni kontakt (50). Cak i kada se u
upalnom okruzenju MMS nadu u neposrednoj blizini stanica NK, one ipak ostaju zasti¢ene od
njihovog citotoksicnog djelovanja. Naime, stanice NK tijekom upalnog procesa luce INF-y,
koji pojacava izrazaj molekula HLA razreda I na MMS zbog ¢ega ih stanice NK ne liziraju
(46). U kontekstu klinicke primjene MMS, treba uzeti u obzir da supresivno djelovanje MMS
moze imati povoljni u¢inak u stanjima poput transplantacije organa i tkiva te autoimunih
bolesti, no takva bi imunosupresija mogla izazvati negativne posljedice u imunoterapiji

tumora pomocu stanica NK (49).
1.4.5. Uloga Toll-like receptora u polarizaciji MMS

Posljednjih nekoliko godina intenzivno se istrazuje uloga receptora nalik na Toll (engl. Toll-
like receptor, TLR) u modulaciji imunoloske reakcije pomo¢u MMS. U ljudi je poznato
najmanje 10 TLR (34) izrazenih ve¢inom na stanicama imunoloSkog sustava, no izrazaj TLR3
i TLR4 utvrden je i na MMS izoliranima iz KS. TLR su posebna vrsta receptora zaduZena za
vezanje molekula koje u organizmu signaliziraju opasnost. Rije¢ je o tvarima kao S$to su
endotoksin, bakterijski lipopolisaharid (LPS), virusna dvolanc¢ana RNK i proteini toplinskog
Soka (engl. heat shock proteins) koje se otpustaju iz tkiva zahvacenog ozljedom ili infekcijom
mikroorganizmima (51). Vezanjem navedenih liganada za TLR na stanicama imunoloskog
sustava dolazi do snazne aktivacije efektorskih stanica urodene imunosti, prvenstveno
makrofaga i neutrofila. No navedeni se ligandi vezu i za TLR na povrSini MMS S§to snazno
utjeCe na njihova svojstva (52). Naime, danas je prihva¢eno miSljenje da ovisno o signalima
koje dobivaju iz svojeg okruZenja, MMS mogu poprimiti protuupalni (MMS?2) ili proupalni
fenotip (MMS1) (53) (Slika 2). U upalnom okruZenju, pod utjecajem proupalnih citokina
TNF-a i INF-y, MMS poprimaju imunosupresivni fenotip (MMS?2) te luce velike koli¢ine
topivih Cimbenika koji suprimiraju proliferaciju limfocita T 1 poticu diferencijaciju
regulatornih limfocita T. Isti u€inak nastaje u uvjetima virusne infekcije kada vezanje virusne
dvolanc¢ane RNK za receptor TLR3 na MMS potice njihovo protuupalno djelovanje. Suprotno
tome, u okruzenju s niskim koncentracijama TNF-a i INF-y, MMS mogu poprimiti proupalni
fenotip (MMS]1) 1 luciti citokine kojima ¢e privuci limfocite T. Ista polarizacija MMS prema
fenotipu MMSI1 nastaje kada se za njihov receptor TLR4 veZze LPS nastao tijekom infekcije

organizma s Gram-negativnim bakterijama. MMS tada lufe vrlo niske razine
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imunosupresivnih ¢imbenika poput IDO i NO. Ravnoteza izmedu ova dva, naizgled
kontradiktorna, fenotipa MMS vazna je zbog obrane organizma te sprjeCavaju pretjerano
oStecenje tkiva, istovremeno poti¢uci njegov popravak (52). Sposobnost polarizacije MMS
prema razli¢itim fenotipovima svoj bi znacaj mogla naci i u klini¢koj primjeni. Naime, MMS
bi se u uvjetima in vitro mogle stimulirati vrlo specificnim ligandom za TLR, ¢ime bi se
usmjerile prema Zeljenom fenotipu. Ovako aktivirane stanice modulirane i vrlo specificne
funkcije potom bi se mogle transplantirati primatelju u kojem bi izazvale ciljani terapijski

ucinak (54).
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Slika 2. Polarizacija MMS prema protuupalnom i proupalnom fenotipu

A. U upalnom okruzenju (visoke koncentracije TNF-a i IFN-y) MMS se aktiviraju i poprimaju
imunosupresivni fenotip (MMS?2) te luce visoke koncentracije topivih ¢imbenika poput IDO, PGE2,
NO, TGF-B, HGF i HO koji suprimiraju proliferaciju limfocita T. Polarizacija MMS prema
imunosupresivnom fenotipu moZe nastati i vezanjem liganda za receptore nalik Tollu (TLR) na
povrS§ini MMS. Vezanje virusne dvolan¢ane RNK za TLR3 izaziva nastanak protuupalnog fenotipa
MMS2, sto zajedno s konstantnim luc¢enjem TGF-f pogoduje diferencijaciji regulatornih limfocita T.



B. U okruZenju bez upale (niske koncentracije TNF-a i IFN-y), MMS mogu poprimiti proupalni
fenotip (MMS1) i pojacati djelovanje limfocita T lucenjem kemokina poput MIP-1a, MIP-1B,
RANTES, CXCL9, CXCL10 koji limfocite T usmjeravaju na mjesto upale. Ovi kemokini se veZu za
receptore na limfocitima T poput CCRS5 i CXCR3. Polarizaciju prema proupalnom fenotipu (MMS1)
izaziva i aktivacija receptora TLR4 pomocu niskih razina lipopolisaharida (LPS) iz Gram-negativnih
bakterija. Nakon poprimanja proupalnog fenotipa, MMS luce niske razine imunosupresivnih
¢imbenika IDO i NO. Prilagodeno prema Bernardo i sur. Cell Stem Cell. 2013;13(4):392-402.

1.5. Fizioloska uloga MMS u reguliranju hematopoeze i popravku osteéenog tkiva

Otkrice prisustva MMS u gotovo svim tkivima i organima uzrokovalo je brojne dvojbe o
njihovoj ontogenezi i fizioloskoj ulozi u organizmu. Najbolje je poznata uloga koju MMS
imaju u KS, gdje stvaranjem stanica poput osteoblasta, hondrocita i adipocita te lu¢enjem
topivih ¢imbenika i adhezijskih molekula izravno utje¢u na proces hematopoeze (55). Trentin
je joS 1971. godine postavio hipotezu da se diferencijacija krvotvornih mati¢nih stanica
(KMS) u KS odraslog ¢ovjeka dogada nakon interakcije s nekrvotvornim stranicama u
stromalnom okruZenju (56). Danas je ova hipoteza opcenito prihvacena te se smatra da KMS
u KS obitavaju unutar mikrookoliSa zvanog ,hematopoetska niSa“ u kojem je ravnoteza
izmedu procesa samoobnavljanja i diferencijacije KMS pod utjecajem signala iz okolne
strome (57). Iako je danas poznato da su MMS Siroko rasprostranjene u organizmu, njihova
ontogeneza nije u potpunosti jasna. Pojedini znanstvenici smatraju da perivaskularni polozZaj
MMS u tkivima ukazuje na njihov nastanak iz pericita i adventicijskih stanica koje oblazu sve
krvne Zile, a kojima MMS izrazito nalikuju (2, 58). Prema toj hipotezi MMS in vivo stvaraju
perivaskularne niSe koje su u fizioloSkim uvjetima zaduZene za odrZavanje tkivne i
imunoloske homeostaze, a u slu¢aju ozljede se aktiviraju i poticu popravak tkiva (59).
Hipotezu lokalizacije MMS u niSama postavio je i Prockop u jednom od tri modela kojima
objaSnjava mehanizme kojima ove stanice sudjeluju u popravku tkiva (60). Naime, osim vec
spomenutog modela hematopoetske niSe, Prockop postavlja i drugi prema kojem MMS
posjeduju sposobnost migriranja u oste¢eno tkivo gdje dolazi do njihovog prihvata i
diferencijacije u stanice izgubljene lokalnom ozljedom. Uistinu, transgeni¢ni miSevi koji su
predstavljali model za bolest osteogenesis imperfecta pokazali su smanjenje fragilnosti kostiju
nakon intravenozne primjene MMS S§to bi upudivalo na in situ diferencijaciju infundiranih
MMS u osteoblaste (61). Takoder, kada su obiljezene MMS ubrizgane u mozak miSeva, neke
od obiljeZenih stanica diferencirale su se u astrocite (62). Ipak, u nastojanjima da se objasne

mehanizmi djelovanja MMS, vecina je znanstvenika prihvatila Prockopov tre¢i model prema



kojem se MMS samo privremeno prihvacaju u oSte¢enom tkivu stvarajuci prolazne nise u
kojima parakrinim djelovanjem i medustani¢nim kontaktom izazivaju terapijski ucinak.
Naime, brojni eksperimenti na Zivotinjskim modelima su pokazali da se intravenozno
primijenjene MMS prvo nakupljaju u plu¢ima, no nakon jednog sata iz njih gotovo potpuno
nestaju i migriraju u druge organe, te prema mjestu ozljede na koje su vjerojatno privucene
kemotaksijom (63). Klju¢ni kemokin u tom procesu je ¢imbenik stromalnih stanica la (engl.
stromal derived factor 1a, SDF-1a) koji se pojacano luc¢i na mjestu ozljede, a veZe se za
receptor CXCR4 na MMS (64). Pokazano je, medutim, da se neko vrijeme nakon izazivanja
terapijskog ucinka pomocu alogenih MMS, u tkivu mogu detektirati uglavnom stanice
domacina. Takva opaZanja dokazuju da MMS djeluju bez trajnog prihvata na mjestu ozljede i
objaSnjavaju zaSto su za postizanje trajnijeg terapijskog ucinka obi¢no potrebne ponavljajuce

infuzije MMS (65).

1.6. Klinicka primjena MMS umnoZenih in vitro

Zbog sposobnosti da regeneriraju oSteceno tkivo i1 smanjuju upalu, MMS su izazvale veliki
interes u podrucju regenerativne medicine 1 tkivnog inZenjerstva. Zahvaljujuci
imunomodulatornim svojstvima, imunoprivilegiranosti te parakrinom djelovanju, MMS su do
danas koriStene u klini¢kim studijama za indikacije iz podru¢ja hematologije, onkologije,
imunologije, neurologije, kardiologije 1 gastroenterologije (66). Primjena MMS umnoZenih in
vitro u klinickim studijama zapocela je jos sredinom 90-ih godina proslog stoljec¢a kada je
Lazarus dokazao da se MMS umnozene in vitro mogu primijeniti intravenozno bez izazivanja
nuspojava (67). Prvo klini¢ko ispitivanje u kojem se ispitivao terapijski u¢inak MMS proveli
su Koc 1 suradnici 2000. godine kada su pacijenticama s uznapredovalim stadijem karcinoma
dojke tijekom autologne transplantacije KMS, transplantirali i autologne MMS umnozZene in
vitro s ciljem boljeg prihvata transplantata KMS i potpore hematopoezi (68). Prema podacima
americkog Nacionalnog instituta za zdravlje (engl. National Institut of Health, NIH) u travnju
2015. godine je bilo registrirano viSe od 500 klinickih ispitivanja temeljenih na primjeni
MMS. Vecinom (42%) se radilo o bolestima koje u podlozi imaju poremec¢aj imunoloSkog
sustava ili upalno stanje, a medu njima su najzastupljenije indikacije bile bolest presatka
protiv primatelja, osteoartritis, upalne bolesti diSnih puteva, multipla skleroza, odbacivanje
solidnih organa, dijabetes, upalne bolesti crijeva i sistemski lupus eritematosus (69-72). Velik
je udio (23%) i studija u kojima se MMS koriste u lije€enju bolesti kosti 1 hrskavice (73), a

postoje 1 primjeri njihove primjene u lijeCenju pojedinih bolesti jetre, bubrega i pluca (74).
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Takoder, zbog sposobnosti poticanja angiogeneze, MMS su koriStene i u lijecenju kroni¢nih

rana (75) 1 opeklina (76).

1.6.1. Prihvat presatka KMS i potpora hematopoezi

Najteza rana komplikacija nakon transplantacije alogenih KMS je primarno odbacivanje
presatka koje je uzrokovano imunoloSkom reakcijom usmjerenom protiv alogenih krvotvornih
progenitora ili nedovoljnim brojem progenitora u presatku. U slucaju HLA-podudarne
transplantacije KMS kod bolesnika s mijeloablativnom pripremom visokog intenziteta,
ucestalost primarnog odbacivanja presatka je <5%, no znacajno raste u slucajevima pripreme
smanjenog intenziteta i HLA-haploidenti¢ne transplantacije ili prethodne HLA-aloimunizacije
primatelja (65). Rezultati istraZzivanja na miSevima su pokazali da se prihvat presatka KMS
moze poboljSati kotransplantacijom s MMS (77), $to je bio temelj za istraZivanje ucinka
MMS u pruzanju potpore hematopoezi kod ljudi. Sigurnost intravenozne primjene autolognih
MMS je 1995. godine dokazao Lazarus (67), dok je Koc u studiji s pacijenticama s
karcinomom dojke uocio ubrzani hematoloski oporavak nakon kotransplantacije KMS 1 MMS
(68). Lazarus i Koc su 2005. godine predvodili veliku multicentri¢nu studiju u kojoj su kod
hematoloskih bolesnika prvi puta dokazali sigurnost primjene alogenih HLA-nepodudarnih
MMS (78). Na temelju tih spoznaja, Le Blanc i suradnici su 2007. godine proveli
kotransplantaciju KMS s MMS kod sedam pacijenata, od kojih se kod troje Zeljelo prevenirati
ranije zabiljezeno odbacivanje presatka KMS, dok je kod Cetvero pacijenata cilj bio omoguciti
uspjesan prihvat alogenih KMS. Rezultati su bili vrlo obecavajuci. Kod pacijenata je doslo do
brzog oporavka hematopoeze (unutar 12 dana) i1 100%-tnog prihvata presatka KMS,
ukljucujuéi i pacijente koji su prije ove terapije ve¢ jednom odbacili presadak alogenih KMS
(79). Izvrsne rezultate imala je i studija nizozemske skupine predvodene Ballom u kojoj je
povijesna stopa odbacivanja presatka KMS od 15% usporedena sa stopom odbacivanja
presatka nakon kotransplantacije KMS i MMS kod 14 pedijatrijskih pacijenata. Kod svih
pacijenata kojima su infundirane MMS doSlo je do hematoloSkog oporavka bez povecane
stope infekcija u odnosu na kontrolnu povijesnu skupinu. Smanjenu stopu odbacivanja
presatka KMS pripisali su imunosupresivnom u¢inku MMS na aloreaktivne limfocite T
domacina koji nisu eradicirani pripremom za transplantaciju (80). Kasnije neovisne studije
MacMillana, Fanga 1 Kuci su dodatno potvrdile da infuzija autolognih ili alogenih MMS
moze ubrzati hematoloski oporavak i smanjiti rizik od odbacivanja alogenog presatka i

ucestalost komplikacija (81, 82).
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1.6.2. Bolest presatka protiv primatelja

Bolest presatka protiv primatelja (engl. graft versus host desease, GvHD) je jedna od
najcesS¢ih komplikacija nakon transplantacije alogenih KMS, a odreduju je dva klinicka
oblika: akutni GvHD (aGvHD) koji nastaje unutar prvih 100 dana od transplantacije te
kroni¢ni GvHD (cGvHD) koji se javlja u kasnom poslijetransplantacijom razdoblju (83). U
slozenom mehanizmu nastanka GvHD-a glavnu ulogu imaju aloreaktivni limfociti T
darivatelja koji nakon aktivacije antigenima primatelja snazZno proliferiraju, izazivaju
»citokinsku oluju 1 stvaraju teSka oSte¢enja u brojnim tkivima, posebice koZi, jetri i
probavnom sustavu (84). Zlatni standard u inicijalnom lijeCenju aGvHD-a predstavljaju
steroidi, zbog Cega bolesnici koji su refraktorni na ovaj tip terapije imaju osobito losu
prognozu bolesti (65, 85). Primjena MMS u lijecenju aGvHD-a zapocela je objavom slucaja
Le Blanc 1 suradnika koji su MMS primjenili kod devetogodiSnjeg pacijenta s teSkim oblikom
aGvHD-om koji je zahvatio jetru i crijeva bolesnika te se pokazao refraktornim na visoke
doze steroida (86). Tjedan dana nakon infuzije 2x10° haploidenti¢nih MMS/kg tjelesne teZine
(TT) dobivenih iz KS djetetove majke, doslo je do dramati¢nog poboljSanja stanja bolesnika.
Iako je djecak naknadno morao primiti joS jednu dozu MMS s manjim brojem stanica (1x10°
MMS/kg TT), izljecenje od aGvHD-a je bilo uspjesno i dugotrajno. Na temelju ovih izvrsnih
rezultata pokrenuto je vise multicentricnih klinickih istraZivanja u kojima su za lijeCenje
aGvHD-a koriStene autologne, haploidenticne ili HLA-nepodudarne MMS kojima je
pokazana njihova ucinkovitost u terapiji teSkog oblika aGvHD-a refraktornog na steroide (87,
88). Ipak, treba istaknuti da su navedeni u€inci MMS u olakSavanju simptoma aGvHD-a u
pojedinim studijama izostali. Takva opaZanja mogu se pripisati heterogenosti u dizajnu
razli¢itih studija u smislu razlika u populaciji pacijenata (pedijatrijski nasuprot odraslih) i
izvora KMS kojima su bolesnici transplantirani (KS, periferna krv, krv iz pupkovine).
Takoder, razlike se odnose i na MMS umnoZene u kulturi in vitro u smislu uzgojnih uvjeta,
broja ciklusa presadivanja i eventualne krioprezervacije stanica, Sto je moglo utjecati na
konzistentnost rezultata (69). Medutim, MMS 1 dalje ostaju vrlo obecavajuca vrsta terapije za
lijeCenje aGvHD-a i s njim povezanih komplikacija, §to potvrduje i €injenica da je u 2016.
godini u NIH bazi bilo registrirano 46 klinickih istraZivanja u kojima se analizirao ucinak
MMS na ovu teSku bolest (69). Vazna prednost imunomodulacije s MMS u odnosu na
terapiju imunosupresivnim lijekovima je sposobnost MMS da ublazavaju patogenezu aGvHD-
a, ne naruSavajuci pritom ucinak presatka protiv leukemije (engl. graft versus leukemia, GvL),

odnosno djelovanje imunokompetentnih stanica presatka na zlocudne tumorske stanice
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domacina. MMS uspijevaju oc¢uvati GvL ucinak migracijom u sekundarne limfoidne organe
gdje inhibiraju proliferaciju aloreaktivnih limfocita T prvenstveno lu¢enjem ¢imbenika PGE2

(89).

1.6.3. Kostane bolesti

Prva primjena MMS u lijeCenju koStanih oboljenja zabiljezena je 1999. godine kod tri
pedijatrijska pacijenta koji su bolovali od osteogenesis imperfecta (OI), genetske bolesti
uzrokovane proizvodnjom defektnog oblika kolagena tipa I, Cije su glavne znacajke usporen
rast i progresivna deformacija kostiju, kao i sklonost prijelomima (90). Horwitz i suradnici su
u navedenom istraZivanju bolesnicima s najteZim oblikom OI infundirali nemanipulirane
stanice KS i uocili poboljSanja u histologiji i ukupnom sadrZaju minerala u kostima bolesnika,
kao 1 ubrzani koStani rast (91). Budu¢i da je stupanj koStanog rasta s vremenom opadao,
Horwitz je u sljedecoj studiji primijenio obiljeZzene MMS i dokazao da barem mali dio stanica
zavrsi u kostima domacina. U toj studiji su bolesnici lijeCeni s MMS postigli 70% koStanog
rasta oCekivanog za zdravu djecu podudarne dobi i spola. Stoga je pretpostavljeno da se MMS
nakon prihvata u kostima diferenciraju u osteoblaste i na taj nacin izazivaju kratkorocne
povoljne ucinke (92). Sli¢ni mehanizam djelovanja MMS je predlozio i Whyte sa suradnicima
kada je teSko bolesnom djetetu s hipofosfatazijom, rijetkim poremecajem mineralizacije
kostiju, infundirao MMS 1 postigao generaliziranu remineralizaciju kostiju bez novih
prijeloma (93). Kada je nakon gotovo 2 godine kod djeteta doSlo do ponovne pojave
simptoma, infuzijom nove doze MMS postignut je jednako dobar i dugotrajan klinicki
odgovor. Sest godina nakon terapije s MMS oboljela djevojéica je ostala manjeg rasta, no
pokretna i1 bez bolova u kostima 1 zglobovima. Unato¢ iznimnim rezultatima u lijeCenju
rijetkih genetskih poremecaja poput OI i hipofosfatazije, MMS se danas najvise primjenjuju u
lijeCenju upalnih bolesti zglobova, osobito osteoartritisa (OA), u kojem postupno troSenje
hrskavice uzrokuje ukocenost zglobova i lokalnu upalu. U 2015. godini bilo je registirano 38
klinickih studija u kojima se istrazivalo djelovanje MMS u ublaZavanju simptoma ove bolesti
(69). Preliminarni rezultati ukazuju na smanjenje boli i regeneraciju hrskavice kod bolesnika
Sto se moZe pripisati sposobnosti MMS da kratkorocno suprimiraju lokalnu upalu i potaknu

diferencijaciju hondrocita (94).

1.6.4. Multipla skleroza

Multipla skleroza (MS) je upalni demijeliniziraju¢i poremecaj srediSnjeg Ziv€anog sustava

(SZS) koji je posredovan polarizacijom CD4" limfocita T u stanice s Th1 i Th17 fenotipom
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&ije autoimuno djelovanje izaziva kumulativno i nepovratno ofteéenje SZS. Pretklinicka
istrazivanja su pokazala da topivi ¢imbenici koje lu¢e MMS mogu ucinkovito suprimirati
upalu u neuroloSkom okruZenju, smanjiti lokalne lezije 1 smanjiti simptome neuroloSkih
funkcionalnih deficita (95). Primjena MMS kod miSeva koji predstavljaju model za MS
dovela je do smanjenja upale i ublazavanja tijeka bolesti budu¢i da su MMS suprimirale
proliferaciju 1 infiltraciju autoreaktivnih Th1/Th17 stanica djeluju¢i preko ¢imbenika IDO,
istovremeno poticuci diferencijaciju Th2 stanica i regulatornih limfocita T (69). Obecavajuci
rezultati na animalnom modelu, kao i samo djelomi¢na ucinkovitost lijekova za MS, osobito u
progresivnim fazama bolesti, potaknuli su interes za nove oblike lijeCenja MS, te su trenutno
registrirane 23 studije u kojima se ispituje u¢inak MMS na MS. U navedenim studijama,
MMS se oboljelima infundiraju intravaskularno ili intratekalno u dozi od 2 x 10° MMS/kg TT
(96), a iako preliminarni nalazi ne pokazuju revolucionarne rezultate, primje¢eno je blago

smanjenje u broju aktivnih lezija Sto govori u prilog protuupalnom djelovanju MMS (97).

1.6.5. Kardiovaskularne bolesti

Ishemijske bolesti srca i kongestivni sréani zastoj su medu vode¢im uzrocima smrti u
svjetskoj populaciji zbog Cega se kontinuirano istraZzuju novi terapijski pristupi u lijecenju
ovih bolesti. U NIH bazi registrirana su 43 klini¢ka ispitivanja u kojima se prati u¢inak MMS
u razli¢itim kardiovaskularnim bolestima, Sto ¢ini 14,8% svih studija s MMS (98). Jedna od
najces¢ih indikacija za ovakav oblik lijecenja je infarkt miokarda kod kojeg uslijed oStecenja
kardiomiocita dolazi do poremecaja u kontraktilnosti srca, a odumrle stanice sr¢anog misica
zamjenjuju fibroblasti stvarajuci tkivni oZiljak (95). Hare i suradnici su 2009. godine objavili
rezultate randomizirane kliniCke studije u kojoj su MMS primijenjene kod bolesnika s
preboljelim infarktom miokarda (99). Bolesnicima je infundiran komercijalni pripravak HLA-
nepodudarnih MMS (Prochymal) u jednoj dozi od 0,5-5 x 10° MMS/kg TT. Sestomjesecnim
pracenjem je kod skupine tretirane s MMS utvrden manji broj epizoda ventrikularne
tahikardije 1 povecana ejekcijska frakcija lijevog ventrikla u odnosu na kontrolnu skupinu
bolesnika. Tofan mehanizam kojim su MMS izazvale klinicke ucinke nije istraZen, no
terapijski se ucinak na temelju prijasnjih spoznaja pripisao sposobnosti MMS da poticu

angiogenezu, inhibiraju Sirenje nastalog oziljka, te poticu diferencijaciju kardiomiocita.

1.6.6. Ozljede mozga i ledne mozdine

MMS su primijenjene i u klinickim studijama kod bolesnika s ozljedama mozga i ledne

mozdine. Lee i suradnici su proveli randomiziranu klinicku studiju u kojoj su ispitali ucinak
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infuzija MMS na oporavak bolesnika nakon ishemijskog mozdanog udara. Bolesnicima su
infundirane dvije doze od ukupno 1x10° autolognih MMS, u petom i sedmom tjednu nakon
mozdanog udara. Nedugo nakon primjene MMS primjecen je blagi, ali prolazni klinicki
oporavak koji je korelirao s povecanom razinom Cimbenika stromalnih stanica la (engl.
stromal cell-derived factor-1a, SDF-1a) u serumu bolesnika. Budu¢i da je poznato da se SDF-
la nakon infarkta miokarda i ishemijskog mozdanog udara povlaci iz cirkulacije u stijenku
oStecene krvne Zile, pretpostavljeno je da je njegova lokalno povecana razina uzrokovala
migraciju MMS u osteceno podrucje gdje su izazvale terapijski u¢inak (100). Pal i suradnici
su 2009. ispitali sigurnost i u¢inkovitost intratekalne primjene autolognih MMS kod bolesnika
s ozljedama ledne moZdine. Bolesnici su primili viSe doza od 1x10° MMS/kg TT direktnom
injekcijom u lumbalni prostor. Kod bolesnika ¢ija je ozljeda nastala u torakalnom dijelu
kraljeZnice i to u razdoblju kraCem od 6 mjeseci prije terapije s MMS, doslo je do znacajnog
napretka u kvaliteti Zivota u smislu povrata osjeta u podru¢ju mokra¢nog mjehura i crijeva.
Iako je zamijecen i umjeren neuroloski oporavak u senzorickim i motorickim parametrima
koji se mogao pripisati remijelinizaciji, on ipak nije bio dovoljan da bude mjerljiv radioloskim

1 elektrofizioloSkim metodama (101).

1.6.7. Opekline uzrokovane radioaktivnim zra¢enjem

Opekline uzrokovane radioaktivnim zracenjem najCeS¢e nastaju kao posljedica slucajnog
izlaganja izvoru ioniziraju¢eg zraCenja. Mehanizam nastanka i klinicka prezentacija
radijacijskih opeklina, kao i terapijski pristupi za njihovo lijeCenje, bitno su razliiti u odnosu
na opekline nastale djelovanjem toplinske ili elektricne energije. Radijacijske opekline
prezentiraju se u obliku pocetnog osipa i svrbeZa na ozracenom dijelu tijela, nakon cega
dolazi do pojave ulkusa i nekroze u zahva¢enom tkivu. Upalni procesi se zatim progresivno
Sire u dublje koZne strukture, te zahvacaju misSice, krvne Zile i kosti, a popraceni su izrazito
teSkim bolovima (102). Konvencionalni terapijski pristup, koji podrazumijeva eksciziju
nekroti¢nog tkiva i primjenu autolognog koznog presatka, izuzetno je oteZan nepredvidljivim
1 nekontroliranim S$irenjem radijacijske lezije. Budu¢i da je ovaj patofizioloSki proces
posredovan kontinuiranom aktivacijom stanica imunoloSkog sustava, pretpostavljeno je da bi
lokalno primijenjene MMS mogle suprimirati imunoloSku reakciju i potaknuti proces
cijeljenja. Lataillade i suradnici su opisali dva klinicka slu¢aja u kojima su pacijentima s
teSkim radijacijskim opeklinama oSte¢eno tkivo nadomjestili autolognim koZnim presatkom i
potom lokalno primjenili MMS izolirane iz KS bolesnika (103). Primjena autolognih MMS

zaustavila je daljnje Sirenje upalnog procesa, umanjila bol i potaknula regeneraciju tkiva, Sto
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je pripisano djelovanju topivih ¢imbenika poput TGF-B. Nakon godinu dana, rana je kod oba
bolesnika u potpunosti zacijelila Sto govori u prilog tome da je primjena MMS obecavajuci

oblik lijecenja teskih oSte¢enja koZe 1 miSica uzrokovanih radioaktivnim zraenjem.

1.6.8. Klinicka primjena genetic¢ki izmijenjenih MMS

Posljednjih godina zapocete su i klinicke studije u kojima se ispituje ucinak genetiCki
izmijenjenih MMS, kojima je ugraden plazmid s ciljnim transgenom ¢iji bi izraZaj trebao
izazvati lokalni terapijski u€inak (104). Dvije su takve studije trenutno u tijeku, a vezane su za
teSke bolesti, poput kriticne ishemije ekstremiteta koja najCeS¢e zavrSava amputacijom i
neizlje¢ive Huntingtonove bolesti. U prvoj se studiji bolesnicima s kriticnom ishemijom
ekstremiteta infundiraju MMS koje proizvode povecanu koli¢inu ¢imbenika rasta krvoZilnog
endotela (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF). Na temelju prethodnih
istrazivanja na animalnim modelima ocekuje se da MMS kemotaksijom budu privucene u
hipoksi¢no okruZenje okludirane arterije, gdje bi lucile povecane koli¢ine VEGF 1 lokalno
poticale angiogenezu. U drugoj studiji se kod bolesnika s Huntingtonovom bolesti
primijenjuju MMS koje proizvode neurotrofi¢ki ¢imbenik podrijetlom iz mozga (engl. brain —
derived neurotrophic factor, BDNF), Cije su razine kod ovih bolesnika sniZene. Istrazivanja
na transgeni¢nim miSevima su pokazala da BDNF sprjeCava propadanje neurona te stimulira
rast 1 migraciju novih neurona u mozgu, zbog ¢ega bi kod bolesnika s Huntingtonovom bolesti

mogao imati zastitnu ulogu i tako usporiti napredovanje bolesti.

1.7. Uzgoj MMS u kulturi in vitro

U ljudskim tkivima MMS su prisutne u jako malom broju, te primjerice u KS ¢ine svega
0,01% svih stanica s jezgrom (105). 1z navedenog razloga konvencionalnim metodama nije
moguce prikupiti MMS u dovoljnom broju za izazivanje terapijskog uc¢inka kod primatelja, te
je u slucaju klinicke primjene neophodno njihovo prethodno umnazanje u kulturi in vitro.
Medutim, poznato je da uvjeti kojima su stanice izloZene tijekom uzgoja in vitro mogu
utjecati na njihove bioloske znacCajke poput morfologije, brzine proliferacije,
diferencijacijskog potencijala i sl. Primjerice, pokazano je da smanjenje koncentracije kisika
na priblizno 1% tijekom uzgoja MMS in vitro pojatava njihovo imunomodulatorno
djelovanje. U takvim okolnostima MMS luce povecane koli¢ine ¢imbenika VEGF i bazi¢nog
fibroblastnog ¢imbenika rasta (bFGF) te laktata koji uzrokuje polarizaciju makrofaga prema
protuupalnom fenotipu (106). Hipoksi¢ni uvjeti tijekom uzgoja MMS in vitro poti¢u poviseni

izrazaj gena maticnosti Rex-1 i Oct-4 koji doprinose samoobnavljanju MMS bez poticanja
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diferencijacije. U uvjetima in vivo to je osobito vazno na mjestima tkivne ozljede, gdje
lokalno smanjena koncentracija kisika odrzava MMS u nediferenciranom stanju osiguravajuci
na taj nacin dovoljnu koli¢inu topivih ¢imbenika za popravak ozljedenog tkiva (107). Rosova
i suradnici su ispitivali utjecaj uzgojnih uvjeta na migracijski potencijal MMS koriste¢i in
vitro model umjetne rane. Na dnu kultivacijske posude s konfluentnim slojem MMS, stvorili
su ,ogrebotinu” simuliraju¢i ozljedeno tkivo. Primjetili su da su MMS uzgajane u
hipopoksi¢nim uvjetima migrirale na mjesto ozljede 1 regenerirale oSteceni sloj, dok MMS
koje su umnaZane pri atmosferskoj koncentraciji kisika nisu imale tu sposobnost. Isti stupanj
migracije MMS postignut je i tijekom uzgoja u prisustvu ¢imbenika HGF i to neovisno o
koncentraciji kisika Sto dokazuje da se migracijski potencijal MMS in vitro moZze povecati u
najmanje dva neovisna uzgojna uvjeta (108). Znacajke stanica tijekom uzgoja in vitro mogu
ovisiti i o vrsti uzgojne posude. Naime, dokazano je da uzgoj MMS na trodimenzionalnim
nosacima rezultira stvaranjem povecane koliine topivih ¢imbenika u odnosu na uzgoj u
konvencionalnim uzgojnim posudama (107). Ipak, jedan od glavnih ¢imbenika koji utjece na
znacajke stanica u kulturi in vitro jest sastav uzgojnog medija (109). Spees je pokazao da
sastav uzgojnog medija utjeCe na morfologiju stanica i njihov izrazaj gena (110), dok su
Muller i suradnici utvrdili da su proliferacijski kapacitet i vrijeme ulaska u senescenciju
takoder odredeni vrstom uzgojnog medija (111). Za uspjeSan rast stanica u kulturi in vitro
uzgojni medij mora biti obogacen izvorom vitalnih nutrijenata i ¢imbenika rasta. Iako se u tu
svrhu ve¢ niz godina koriste sastojci zivotinjskog podrijetla, oni se zbog novih znanstvenih,

sigurnosnih i etickih spoznaja sve visSe nastoje zamijeniti alternativnim dodacima.

1.7.1. Fetalni govedi serum

Mediji za uzgoj razlicitih vrsta Zivotinjskih i ljudskih stanica tradicionalno se obogacuju
fetalnim govedim serumom (engl. fetal bovine serum, FBS). FBS ima vrlo sloZen sastav koji
nije u potpunosti definiran, no poznato je da sadrzi ¢imbenike rasta, proteine velike i male
molekularne teZine, lipide, vitamine, elemente u tragovima, hormone i duge sastojke kojima
potice stani¢ni rast (112). Prvu klini¢ku studiju s MMS umnoZenima in vitro u prisustvu FBS-
a proveo je Lazarus 1995. godine, a sve do danas FBS je ostao zlatni standard za poticanje
proliferacije razli¢itih vrsta stanica in vitro (67). Meta-analiza klinickih ispitivanja koju su
2012. godine proveli Lalu i suradnici potvrdila je da su MMS koriStene u velikoj vecini
studija kod ljudi umazane u uzgojnom mediju s dodatkom FBS-a (66). Medutim,
dugogodisnje iskustvo primjene FBS-a ukazalo je i na negativne uinke njegova prisustva u

stanicnim pripravcima namijenjenima za primjenu kod ljudi. Horwitz je 2002. godine u
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serumu pojedinih pedijatrijskih pacijenata, koji su primili MMS kao terapiju za osteogenesis
imperfecta, utvrdio postojanje protutijela usmjerenih protiv proteina iz FBS-a koriStenog
tijekom umnaZanja stanica in vitro (92), a iste je nalaze prijavio i Sundin kod hematoloskih
bolesnika lije¢enih s MMS (113). Aloimunizacija na Zivotinjske antigene nije neobic¢na, ako
se uzme u obzir da pripravak od 1 x 10° MMS, §to je prosje¢na doza koja se primijenjuje u
klini¢kim studijama, sadrzi 7 do 30 mg proteina podrijetlom iz FBS-a. Spees je uzgojem
MMS u prisustvu obiljeZzenih proteina FBS-a dokazao da se navedeni proteini vezZu za
stani¢nu povrsinu, ali dijelom i preuzimaju u citoplazmu MMS. Zbog tog razloga se prijenos
Zivotinjskih antigenih u primatelja ne moze izbje¢i ¢ak ni ukoliko se stani¢ni pripravak prije
primjene viSestruko ispire (110). Osim imunizacije, primjena FBS-a nosi 1 rizik prijenosa
priona, virusa, i mikoplazmi, a u novije su se vrijeme javile i eticke dvojbe zbog Zrtvovanja
viSe od milijun fetusa goveda godiSnje zbog proizvodnje FBS-a (114). Ujedno, velike
sezonske i kontinetalne varijacije u sastavu govedeg seruma odraZavaju se i na sastav
komercijalno dostupnih proizvoda, zbog Cega su rezultati istraZivanja provedenih s FBS-om
razli¢itih proizvodaca i serija proizvodnje teSko usporedivi (112). Sve navedeno doprinosi sve
vecem nastojanju da se umnazanje ljudskih stanica za klinicku primjenu provodi bez dodataka
proizvoda Zivotinjskog podrijetla. U tom smislu su u novije vrijeme predloZene alternative
FBS-u od kojih najznacajnije ukljucuju razli¢ite komponente ljudske krvi poput seruma ili

plazme, seruma iz krvi iz pupkovine te razliite derivate trombocita (111, 115).

1.7.2. Ljudski serum

Dok je viSe istraZzivanja ukazalo na uglavnom povoljan uc¢inak autolognog ljudskog seruma
(engl. autologous human serum, autoHS) na proliferaciju MMS in vitro (110), rezultati
utjecaja alogenog ljudskog seruma (engl. allogeneic human serum, aloHS) su kontradiktorni.
Naime, Shahdadfar i Spees su u neovisnim istraZzivanjima utvrdili da uzgoj MMS iz KS u
prisustvu aloHS dovodi do zastoja u stani¢nom rastu te smrti stanica (110, 116). Nasuprot
tome, Kocaoemer i1 suradnici su uocili da MMS iz masnog tkiva u prisustvu aloHS
proliferiraju znacajno brze nego u prisustvu FBS-a (117), a pritom zadrzavaju podjednaki
diferencijacijski i klonogeni potencijal te imunosupresivna svojstva (118). S druge strane,
MMS iz KS imale su podjednaku stopu rasta tijekom uzgoja u prisustvu aloHS i FBS-a (115).
Dakle, iako 1 autologni i alogeni HS mogu potaknuti proliferaciju MMS in vitro, u slucaju
umnazanja stanica za klinicku primjenu prednost se daje aloHS koji se priprema kao
mjesavina (engl. pool) seruma viSe zdravih darivatelja krvne grupe AB. Primjena autoHS u

ovom kontekstu nije preporucljiva, buduci da je volumen seruma koji se moZe dobiti od jedne
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osobe ograni¢en, a moguca je i promjena sastava seruma zbog prethodne kemoterapije

pacijenta (119).

1.7.3. Trombinom aktivirana plazma bogata trombocitima

Vise je istrazivanja pokazalo da trombinom aktivirana plazma bogata trombocitima (engl.
thrombin-activated platelet rich plasma, tPRP) u€inkovito poti¢e proliferaciju MMS iz KS i
masnog tkiva in vitro (115, 119). Djelovanje tPRP-a se temelji na sposobnosti trombina da
aktivira trombocite, nakon ¢ega oni, sli¢no kao i u fizioloSkim uvjetima, otpustaju bioloski
aktivne ¢imbenike. Potencijalne negativne strane primjene tPRP-a ukljucuju relativno sloZzen
proces proizvodnje koji ukljuCuje znacajnu manipulaciju i primjenu dodatnih sastojaka poput
ljudskog trombina i heparina. Osim toga, primjeCeno je da MMS u prisustvu tPRP-a na
plasticnoj podlozi stvaraju strukture slicne mrezZici Sto oteZava stvaranje konfluentnog
stani¢nog sloja. Ujedno, njihova sposobnost adheriranja je smanjena i sklone su odvajanju od
plasti¢ne poodloge, $to bi u uvjetima in vivo moglo smanjiti moguénost njihovog prihvata u

tkivima (115, 117).

1.7.4. Lizat trombocita

Trombociti imaju klju¢nu ulogu ne samo u primarnoj hemostazi ve¢ i u procesima cijeljenja
rana 1 regeneracije tkiva u kojima sudjeluju pomoc¢u brojnih aktivnih tvari sadrZzanih u
organelima (120). Trombocitne a-granule sadrZe ¢imbenike zgrusavanja, citokine, adhezijske

molekule te ¢imbenike rasta i angiogeneze, od kojih su najznacajniji prikazani na Slici 3.
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Slika 3. SadrZaj trombocitnih organela. Trombocitni lizosomi i razli¢ite vrste granula pohranjuju
razli¢ite aktivne sastojke poput enzima, ¢imbenika zgruSavanja, molekula imunoloskog sustava,
adhezijske molekule, kemokine i ¢imbenike rasta koji imaju vaZnu ulogu u hemostazi, obrani
organizma, angiogenezi i popravku tkiva. Prilagodeno prema Burnouf i sur. Biomaterials 76.
2016,;371-387.

Tijekom 80-ih godina proslog stolje¢a zapocelo se s primjenom derivata trombocita za
poticanje proliferacije tumorskih stani¢nih linija in vitro (121), a 2005. godine Doucet je prva
primijenila ljudski lizat trombocita (LT) za umnaZanje MMS in vitro (122). Za proizvodnju
LT koriste se koncentrati trombocita dobiveni iz krvi jednom od tri standardne metode: iz
trombocitno leukocitnog medusloja (engl. buffy coat, BC), plazme bogate trombocitima (engl.
platelet rich plasma, PRP) ili produkta trombocitafereze. Postoji nekoliko metoda proizvodnje
LT iz koncentrata trombocita. Metoda zamrzavanja 1 otapanja koncentrata trombocita je zbog
svoje jednostavnosti i ekonomi¢nosti najc¢es¢e koriStena, a temelji se na svojstvu trombocita
da pri odmrzavanju s niskih temperatura pucaju i oslobadaju aktivne tvari koje se nakon
centrifugiranja mogu prikupiti u supernatantu. Metoda direktne aktivacije trombocita

ukljucuje dodatak CaCl, koji potiCe endogeno stvaranje trombina, formiranje fibrina i
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degranulaciju trombocita. Nadalje, oslobadanje sadrZaja trombocitnih granula moZe se
potaknuti 1 sonikacijom na frekvenciji od 20kHz ili djelovanjem otapala 1 detergenta kojim se
ne postize samo liziranje trombocita ve¢ i1 inaktivacija virusa s lipidnom ovojnicom (120).
Dakle, iako je LT danas Cesti dodatak medija za uzgoj stanica in vitro, postoje velike
varijabilnosti u nacinu njegove pripreme. Navedene razlike se ne odnose samo na odabir
metode liziranja trombocita, ve¢ i detalje poput primjerice temperature zamrzavanja
koncentrata trombocita te broja ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja. Ujedno, postoje i naznake
da metoda aktivacije trombocita moZe utjecati na sadrzaj kojeg trombociti oslobadaju iz
svojih a-granula (115). Varijabilnosti postoje i u krvnim grupama koncentrata trombocita
koriStenih za proizvodnju LT, pri ¢emu su najéeSce koriStene krvne grupe 0 1 AB. Buduc¢i da
nije u potpunosti razjaSnjeno da li antigeni ABO sustava krvnih grupa i izohemaglutinini
prisutni u LT imaju utjecaj na MMS tijekom uzgoja in vitro, odabiru krvne grupe trebalo bi se
dati viSe pozornosti. Konacno, u nekim se centrima za proizvodnju LT koriste samo
koncentrati trombocita kojima je istekao rok valjanosti od 5 dana, ¢ime se izbjegavaju eticke
dvojbe vezane uz troSenje zaliha krvnih pripravaka namijenjenih za lijecenje bolesnika (123).
Iz svega navedenog proizlazi da je usporedba rezultata istrazivanja MMS umnozenih in vitro
u prisustvu LT moguc¢a samo ukoliko se standardiziraju svi aspekti proizvodnje LT, Sto je

osobito znacajno u slu¢aju klinicke primjene tako umnozenih MMS kod ljudi.
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2. HIPOTEZA

Uzgoj mezenhimskih mati¢nih stanica u mediju s dodatkom 10% lizata trombocita umjesto
fetalnog govedeg seruma omogucuje brZze umnazanje stanica uz istovremeno ocuvanje svih
funkcijskih znacajki kljuénih za njihov klinicki ucinak prilikom kotransplantacije s

krvotvornim mati¢nim stanicama.
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3. CILJEVI I SVRHA ISTRAZIVANJA

Protokoli razli¢itih istrazivackih i klinickih skupina razlikuju se u pogledu tkivnih izvora
MMS i metoda njihove izolacije, te uzgojnih uvjeta in vitro. Buduc¢i da sastav medija u kulturi
in vitro moZe bitno utjecati na znaCajke umnoZenih stanica, op¢i cilj ovog istraZivanja je
istraziti bioloSke znacajke MMS umnoZenih in vitro u mediju s 10% LT 1 5% LT te ih

usporediti sa stanicama umnozZenim u prisustvu FBS-a.

Svrha istrazivanja je doprinijeti standardizaciji metoda i uvjeta uzgoja MMS in vitro te stvoriti
temelje za razvoj klinickog protokola umnazanja MMS u prisustvu LT namijenjenih za

kotransplantaciju s krvotvornim mati¢nim stanicama.

Specificni ciljevi ovog rada bit ce:

1. Istraziti kinetiku rasta MMS umnoZenih in vitro u mediju s LT.

2. Istraziti klonogeni potencijal MMS umnozenih in vitro u mediju s LT.

3. Utvrditi sposobnost MMS uzgojenih u prisustvu LT da se diferenciraju u adipocite i

osteoblaste.

4. Utvrditi da i MMS uzgojene u prisustvu LT iskazuju specificni imunofenotip svojstven

MMS (CD45-, CD34-, CD14-, HLA-DR-, CD19-, CD90+, CD734, CD105+).

5. Analizirati kariotip MMS uzgojenih u prisustvu LT kako bi se istrazila moguc¢nost njihove

transformacije u kulturi in vitro.

6. Utvrditi da 1i MMS umnoZene in vitro u prisustvu LT inhibiraju proliferaciju limfocita

potaknutu mitogenom.
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4. MATERIJALI I METODE

Uzorci koriSteni u ovom istrazivanju prikupljeni su u Zavodu za hematologiju Klinickog
bolnickog centra Zagreb (KBC Zagreb), dok je eksperimentalni dio rada izveden u Klinickom
zavodu za transfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju, te Klinickom zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb. IstraZivanje je provedeno u skladu s HelsinSkom
deklaracijom te je odobreno od strane EtiCkog povjerenstva KBC-a Zagreb i Etickog

povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

4.1. Ispitanici

U istrazivanju je sudjelovalo 15 zdravih osoba koje su darovale koStanu srz (KS) za potrebe
alogene transplantacije srodnom primatelju. Volumen KS koji se prikuplja za alogenu
transplantaciju ovisi o tjelesnoj tezZini primatelja i uobi¢ajeno iznosi 700-1300 ml (~15 ml/kg
TT). Za potrebe ovog istraZivanja ispitanicima su izvadena dodatna 3 ml KS. Uzorci su
prikupljeni iz ilijaCne kriste (lat. crista iliaca posterior superior) prema standardnom
protokolu Zavoda za hematologiju KBC-a Zagreb. Ispitanici su prethodno upoznati s ciljem

istraZivanja i potpisali su obavijeSteni pristanak za sudjelovanje u ispitivanju.

4.2. Materijali
4.2.1. Koncentrati trombocita

Trombocitni pripravci koriSteni u ovom istrazivanju proizvedeni su iz krvi viSe dobrovoljnih
darivatelja (engl. pool) u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu (HZTM) u Zagrebu uz
odobrenje EtiCkog povjerenstva HZTM-a. KoriSteni su samo pripravci kojima je istekao rok
valjanosti od 5 dana, no ¢ije skladiStenje nije trajalo duZze od 6 dana. U istraZivanju su
koriSteni koncentrati trombocita krvne grupe AB+, s najmanje 2x10"" trombocita i smanjenim
brojem leukocita. Koncentrati trombocita su proizvedeni standardnom ,,buffy coat* metodom
koja podrazumijeva centrifugiranje pune krvi i izdvajanje trombocitno-leukocitnog medusloja
(engl. buffy coat, BC). MijeSanjem jedne plazme i Cetiri BC razli€itih darivatelja, te dodatnim

centrifugiranjem i leukofiltracijom supernatanta dobiva se tzv. ,,pool* trombocita.

4.2.2. Periferna krv

Uzorci periferne krvi (PK) prikupljeni su od zdravih darivatelja. Mononuklearne stanice
(MNS) izolirane iz uzoraka PK koriStene su za ispitivanje imunomodulatornih svojstava

MMS.
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4.3. Metode
4.3.1. Priprema lizata ljudskih trombocita

Vrecice s koncentratom trombocita pohranjene su na -80°C tijekom najmanje 24 h. Potom je
sadrzaj vrecice otopljen u vodenoj kupelji na 37°C, raspodijeljen u polistirenske epruvete
volumena 50 ml (Greiner, Njemacka) te centrifugiran na 3000 rpm tijekom 30 minuta na
sobnoj temperaturi. Prikupljeni supernatant je potom filtriran kroz filtere veli¢ine pora 0,2 um
(Sarstedt, Njemacka) i rasporeden u polistirenske epruvete volumena 15 ml (Greiner,
Njemacka). Tako pripremljen lizat trombocita (LT) je dugotrajno pohranjen na -20°C do

trenutka upotrebe.

4.3.2. Priprema medija za uzgoj MMS

Uzgoj MMS se istovremeno provodio u tri uzgojna uvjeta. Osnovni medij za uzgoj MMS
sadrzavao je o-modificirani minimalni esencijalni medij (engl. a- Minimum Essential
Medium, a-MEM, Macopharma, Francuska), 2 mM L-glutamin (Sigma-Aldrich, Njemacka) i
1% otopine Penicillin-Streptomycin-Neomycin (Sigma-Aldrich, Njemacka). Ovako
pripremljen medij je potom obogacen s 10% FBS (Sigma-Aldrich, Njemacka), 10% LT ili
5% LT. U slu¢aju obogacivanja s LT, mediju je dodano 2 IU/ml heparina (Belupo, Hrvatska).

4.3.3. Izolacija MNS

Uzorci KS i PK su razrijedeni sterilnim kultivacijskim medijem RPMI1640 (Sigma-Aldrich,
Njemacka) te pazljivo nadslojeni na sterilni medij Ficoll (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare,
Svedska) gusto¢e 1,077 g/ml u polistirenskim epruvetama volumena 15 ml (Greiner,
Njemacka). Omjer razrijedene KS ili PK i medija Ficoll je bio 2:1. Uzorci su centrifugirani na
2020 rpm tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi, uz isklju¢enu koc¢nicu centrifuge. Nakon
centrifugiranja, na dodiru plazme i Ficolla stvorio se vidljiv sloj MNS koji je prikupljen
pomocu sterilne Pasteurove pipete (Greiner, Njemacka). Izdvojene MNS su potom isprane u
mediju RPMI1640 centrifugiranjem na 2300 rpm tijekom 3 minute. Talog MNS je
resuspendiran u mediju RPMI1640 te su tehnikom svjetlosne mikroskopije odredene

vijabilnost i koncentracija stanica u suspenziji.

4.3.4. Odredivanje vijabilnosti i koncentracije stanica tehnikom svjetlosne mikroskopije

Vijabilnost i koncentracija stanica odredivane su brojanjem stanica u Biirker-Tiirkovoj
komorici (Assistent, Njemacka) na svjetlosnom mikroskopu (Olympus, Japan). Za

odredivanje vijabilnosti, stani¢na suspenzija je pomijeSana s tripanskim modrilom (Fluka,
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Njemacka) u omjeru 1:1, te mikroskopirana u Biirker-Tiirkovoj komorici. Tripansko modrilo
je supravitalna boja koja spontano prodire u mrtve stanice s naruSenom strukturom stani¢ne
membrane te ih selektivno boji u plavo. Zive stanice s intaktnom membranom ne propustaju
boju u citoplazmu te ostaju neobojane. Nakon brojanja najmanje 100 stanica, vijabilnost je
izraZzena kao udio Zivih stanica u ukupnom broju stanica.

Broj zivih stanica

Vijabilnost (%)= 100
jjabilnost (%) Ukupan broj stanica X

Koncentracija stanica je odredena mijeSanjem stani¢ne suspenzije s Tiirkovom otopinom
(Kemika, Hrvatska) u omjeru 1:1, brojanjem stanica u 16 kvadrata Biirker-Tiirkove komorice

i koriStenjem formule:

(Broj stanicax 2 x 250000)
16

Ukupna koncentracija stanica (ml-1) =

Tiirkova otopina sadrzi octenu Kkiselinu koja lizira eritrocite, zbog c¢ega su tijekom

mikroskopiranja u komorici vidljivi samo leukociti.
Za odredivanje koncentracije vijabilnih stanica koriStena je sljede¢a formula:
Koncentracija vijabilnih stanica = Ukupna koncentracija stanica (ml-1) x Vijabilnost

4.3.5. Zamrzavanje MNS izoliranih iz KS

Nakon izolacije iz KS, uzgoj MNS je nastavljen u kulturi in vitro dolje opisanom metodom,
dok je ostatak stanica zamrznut u koncentraciji 5-30 x10° MNS/ml. Za zamrzavanje je
koriSten medij RPMI1640 (Sigma-Aldrich, Njemacka) uz dodatak 50% FBS (Sigma-Aldrich,
Njemacka) i 10% dimetil sulfoksida (DMSO, Wak-Chemie, Njemacka). Suspenzija MNS je
prvo centrifugirana 3 minute na 2300 rpm, a stanicni talog je resuspendiran u odgovaraju¢em
volumenu FBS-a. Epruveta sa stanicnom suspenzijom je zatim pohranjena na led, te joj je u
pojedinacnim kapljicama dodavan medij RPMI1640 s DMSO-om uz neprekidno mijeSanje.
Ovako pripremljena suspenzija MNS u mediju za zamrzavanje raspodijeljena je u epruvete
volumena 2 ml (Greiner, Njemacka) prikladne za pohranu na niske temperature. Epruvete s
MNS su odmah pohranjene na suhi led (-80°C) te nakon 60 minuta premjeStene u tekuc¢i dusik

(-196°C).
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4.3.6. Uzgoj stanica u kulturi in vitro

Izolirane MNS su nasadene u polistirenske kultivacijske posude povr§ine 75 cm’ (Greiner
bio-one, Njemacka) u koncentraciji 0,16 x10° MNS/cm” u tri razli¢ita uzgojna medija i Suvane
u inkubatoru (Heracell 150, Heraeus, Njemacka) u uvjetima apsolutne vlage, 5% CO; i
temperaturi od 37°C. Nakon 48-72 h neadherirane stanice su uklonjene zamjenom medija
svjezim, a uzgoj stanica adheriranih za dno kultivacijske posude nastavljen je u opisanim
uvjetima uz izmjenu pola volumena medija 2 puta tjedno. Nakon postizanja 80%
konfluentnosti, uzgojna posuda s adheriranim stanicama je dva puta isprana fizioloSkom
otopinom puferiranom fosfatima (PBS, engl. phosphate buffered saline, Macopharma,
Francuska) 1 podvrgnuta postupku tripsinizacije, tj. kidanju veza izmedu stanica i plasti¢ne
podloge pomocu 0,25%-tne otopine tripsina (Trypsin-EDTA, Sigma-Aldrich, Njemacka).
Djelovanje tripsina je zaustavljeno nakon 3 minute dodavanjem PBS-a u omjeru 1:1, nakon
Cega je stanina suspenzija prikupljena iz kultivacijskih posuda u polistirenske epruvete
volumena 50 ml i centrifugirana na 2300 rpm tijekom 3 minute. Stanice su resuspendirane u
odgovaraju¢em uzgojnom mediju te je ranije opisanom tehnikom svjetlosne mikroskopije
odredena koncentracija vijabilnih stanica. Potom su stanice zasadene u kultivacijske posude
povrsine 75 cm’u koncentraciji 1000 MMS/cm? (1. ciklus presadivanja; pl). Uzgoj stanica se
nastavio do postizanja 80% konfluentnosti uz izmjenu pola volumena medija 2 puta tjedno,
nakon &ega su stanice tripsinizirane i ponovno presadene u koncentraciji 1000 MMS/cm?
(2.ciklus presadivanja; p2). Presadivanje je ponavljano svakih 7-10 dana ukupno 5 puta (p1-
pS) po svakom uzorku, a cilj je bio dobivanje homogene populacije MMS. Dio prikupljenih
stanica se u svakom ciklusu presadivanja koristio za odredivanje imunofenotipa i klonogenog
potencijala stanica, a u pojedinim ciklusima za ispitivanje diferencijacijskog potencijala i

imunomodulatornih svojstava te analizu kariotipa.
4.3.7. Pracenje kinetike rasta MMS umnozenih in vitro
Kinetika rasta MMS tijekom uzgoja in vitro pracena je odredivanjem broja udvostrucenja

stani¢ne populacije.

Pritom se broj udvostrucenja stani¢ne populacije izmedu dva uzastopna ciklusa presadivanja

(engl. population doubling, PD) odredivao koriStenjem sljedece formule:

_log 10 (NH) - log 10 (N1)

PD log 10 (2)
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NH -broj prikupljenih stanica na kraju odredenog ciklusa presadivanja
N1 -broj zasadenih stanica na pocetku istog ciklusa presadivanja

Na temelju dobivenih vrijednosti PD odredio se ukupan broj udvostru¢enja stani¢ne
populacije tijekom svih pet ciklusa presadivanja (p1-p5), odnosno kumulativno udvostrucenje
stani¢ne populacije (engl. cumulative population doubling, CPD) tijekom ukupnog trajanja

uzgoja u svakom od ispitivanih uvjeta.

Takoder je odredeno prosje¢no vrijeme potrebno za jedno udvostruc¢enje stani¢ne populacije

(engl. population doubling time, PDT) tijekom ¢itavog trajanja uzgoja koriStenjem formule:

Ukupno trajanje uzgoja stanica (h)

PDT (h) = CPD

4.3.8. Analiza imunofenotipa MMS tehnikom proto¢ne citometrije

Imunoloska fenotipizacija radena je na uzorcima MMS prikupljenima postupkom
tripsinizacije u razli¢itim ciklusima presadivanja kada je to bilo moguce (pl-p3).
Imunofenotip je ispitivan pomoc¢u misjih monoklonskih protutijela obiljezenih odgovaraju¢im
fluorokromima; fikoeritrinom (engl. phycoerythrin, PE ili RPE,) ili fluorescein
izotiocijanatom (engl. fluorescein isothiocyanate, FITC). Za potrebe ovog ispitivanja
koriStena su sljedeca monoklonska protutijela na ljudske leukocitne diferencijacijske antigene
i njihove pripradajuce izotipske kontrole: anti-CD73 PE (BD Biosciences, SAD), anti-CD105
PE (Beckman Coulter, SAD), anti-CD90 FITC (Dako, Danska), anti-CD14 RPE (Dako,
Danska), anti-CD19 RPE (Dako, Danska), anti-CD34 PE (BD Biosciences, SAD), anti-CD45
FITC (Dako, Danska), anti-HLA-DR RPE (Dako, Danska), IgG2a RPE (Dako, Danska), IgG1
RPE (Dako, Danska) i IgG1 FITC (Dako, Danska). Ukratko, prikupljene MMS su isprane
centrifugiranjem u PBS-u kako bi se uklonio ostatak uzgojnog medija i tripsina. Vijabilnost i
broj stanica odredene su prethodno opisanom tehnikom svjetlosne mikroskopije.
Koncentracija suspenzije MMS prilagodena je na 0.5-1 x10° MMS/ml. Potom je 100 ul
stani¢ne suspenzije preneseno u polistirenske epruvete dimenzija 12x75 mm (BD Falcon,
SAD) u koje je prethodno dodano odgovaraju¢e monoklonsko protutijelo. Stanice su
inkubirane s protutijelima 20 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. SuviSak protutijela je
potom uklonjen centrifugiranjem i ispiranjem stanica s PBS-om. Nakon ispiranja, talog
stanica je resuspendiran u 0,5 ml PBS-a te se odmah pristupilo analizi na protocnom citometru
CYTOMICS FC500 (Beckman Coulter, SAD) uz pomo¢ ra¢unalnog programa FC500 CXP

Software (Beckman Coulter, SAD). Po svakom uzorku je prilikom propustanja kroz uredaj
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prikupljeno najmanje 10000 stanica. Analizom intenziteta fluorescencije pojedinog
fluorokroma vezanog za specificno monoklonsko protutijelo dobiven je udio stanica koje
izraZzavaju pojedini biljeg u odnosu na cijelu populaciju analiziranih stanica. Nespecificno
vezanje protutijela je oduzeto iz izraCuna na osnovu rezultata dobivenih uz pomo¢

odgovarajucih izotipskih kontrola.

4.3.9. Test ispitivanja klonogenog potencijala MMS

U svakom ciklusu presadivanja stanica postavljen je test ispitivanja klonogenog potencijala
MMS (engl. colony-forming unit fibroblast, CFU-F). U tu svrhu stanice su nasadene u
plasticne petrijeve posude dimenzija 100x20 mm (Corning, Njemacka) u koncentraciji 5
stanica/cm? u tri razliGita uzgojna medija. Uzgoj stanica je nastavljen u inkubatoru, u uvjetima
apsolutne vlage, 5% CO, i temperaturi od 37°C uz izmjenu pola volumena medija 2 puta
tjedno. Nakon 14 dana medij je u potpunosti uklonjen, a stanice adherirane za dno petrijeve
posude tri puta isprane PBS-om (Macopharma, Francuska). Za fiksaciju stanica koriStena je
otopina acetona (Kemika, Hrvatska) i metanola (Kemika, Hrvatska) pripremljenih u omjeru
3:2. Nakon 15 minuta, stanice su osuSene na zraku i tijekom 10 minuta rehidrirane
destiliranom vodom, nakon c¢ega im je dodana Mayerova hemalaun otopina (Merck,
Njemacka) koja selektivno boji jezgre stanica u plavu boju. Nakon 10 minuta otopina je
oprezno isprana vodovodnom vodom, a plavo obojane kolonije CFU-F makroskopski

pobrojane.

4.3.10. Test ispitivanja multipotentnosti MMS

Na kraju drugog ciklusa presadivanja dio umnoZenih MMS iskoriSten je za ispitivanje
multipotentnih svojstava uzgojenih stanica, odnosno njihovu sposobnost da se u uvjetima in
vitro diferenciraju u adipocite odnosno osteoblaste. Stanice su zasadene u polistirenske
kultivacijske posude s 6 bunari¢a (Corning, Njemacka) u koncentraciji 3000 MMS/cm” u
odgovaraju¢em uzgojnom mediju. Nakon 24 h medij je uklonjen, a uzgoj stanica je nastavljen
u odgovarajuc¢em diferencijacijskom mediju. U dva bunari¢a uzgoj se provodio u mediju bez
dodataka za poticanje diferencijacije te su navedene stanice sluzile kao kontrola. Stanice su
cuvane u uvjetima apsolutne vlage, 5% CO, i temperaturi od 37°C uz izmjenu pola volumena

medija 2 puta tjedno. Svaki put je pripreman svjeZi diferencijacijski medij.

Za poticanje adipogeneze stanice su uzgajane u odgovaraju¢em uzgojnom mediju uz dodatak
1 uM deksametazona (Krka, Slovenija), 5 pg/ml inzulina (Sigma-Aldrich, Njemacka), 50 uM

indometacina (Sigma-Aldrich, Njemacka) i 0,5 mM 3-izobutil-1-metilksantina (prema engl.
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3-isobutyl-1-methylxanthine, IBMX, Sigma-Aldrich, Njemacka). Nakon 28 dana medij je
uklonjen iz bunarica, a stanice su isprane PBS-om, fiksirane formalinom, inkubirane u 60%-
tnom izopropanolu, te kona¢no obojane bojom Oil red O (Sigma-Aldrich, Njemacka) koja
specificno boji lipide. Nakon uklanjanja Oil Red O, stani¢ne jezgre su vizualizirane
Mayerovom hemalaun otopinom (Merck, Njemacka) prema ranije opisanom protokolu. Zreli
adipociti su identificirani promatranjem na invertnom mikroskopu AxioObserver.D1 (Zeiss,
Njemacka) kao stanice s plavom jezgrom i1 vakuolom ispunjenom crveno obojanim lipidnim

kapljicama.

Za poticanje osteogeneze stanice su uzgajane u odgovaraju¢em uzgojnom mediju uz dodatak
0,1 uM deksametazona (Krka, Slovenija), 10 mM B-glicerol 2-fosfata (Sigma-Aldrich,
Njemacka) i 0,2 mM L-askorbinske kiseline (Sigma-Aldrich, Njemacka). Nakon 14 dana
medij je uklonjen iz bunari¢a, a stanice su obojane prema metodi Von Kossa (124, 125).
Ukratko, nakon ispiranja destiliranom vodom, stanice su izloZene djelovanju otopine srebro
nitrata (Kemika, Hrvatska) uz prisustvo snaznog snopa svjetlosti tijekom 60 minuta. Pod
utjecajem svjetlosti dolazi do redukcije iona srebra u tamno metalno srebro koje se odlaZe na
mjestu nakupljanja kalcija ¢ime se dokazuje prisustvo mineralnih depozita u ispitivanim
uzorcima. SuviSak srebra je uklonjen dodavanjem natrijevog tiosulfata (Kemika, Hrvatska).
Za vizualizaciju stani¢nih jezgara koriStena je boja Nuclear fast red (Merck, Njemacka)
tijekom 5 minuta. Zreli osteoblasti su identificirani promatranjem na invertnom mikroskopu
AxioObserver.D1 (Zeiss, Njemacka) kao stanice s nakupinama crno obojanih mineralnih

depozita.

4.3.11. Citogenetska analiza kariotipa MMS

Na kraju pojedinih ciklusa presadivanja dio stanica je iskoriSten za potrebe analize kariotipa.
U tu svrhu su stanice tri dana uzgajane u kultivacijskoj posudi povrSine 75 cm?, nakon cega
im je dodan citostatik kolcemid (Colcemid, Serva, Njemacka) u kona¢noj koncentraciji od 0,5
ug/ml. Kolcemid sprijeCava stvaranje diobenog vretena te na taj nadin povecava broj
metafaznih jezgara u stani¢nom uzorku. Nakon 3 sata inkubacije s kolcemidom, stanice su
podvrgnute prethodno opisanom postupku tripsinizacije i resuspendirane u mediju RPMI1640
(Sigma-Aldrich, Njemacka). Dobivenoj stani¢noj suspenziji je zatim dodana prethodno
zagrijana 0,075 M hipotoni¢na otopina kalij-klorida (Biognost, Hrvatska) koja uzrokuje
bubrenje stanica, Sto omogucuje Sirenje i bolju vidljivost kromosoma tijekom kasnije izrade

preparata. Hipotonija je prekinuta dodavanjem hladnog fiksativa prethodno pripremljenog
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mijeSanjem metanola i ledene octene kiseline (Merck, Njemacka) u omjeru 3:1 koji uklanja
stanicnu citoplazmu te fiksira kromosome. Preparati za mikroskopiranje su pripremljeni
prenosenjem stani¢ne suspenzije u pojedinac¢nim kapljicama na hladna predmetna stakla, koja
su potom osuSena na sobnoj temperaturi. Preparati su zatim tretirani 0,25%-tnom otopinom
tripsina (Trypsin EDTA, Sigma-Aldrich, Njemacka), a oprugavanje kromosoma izvrSeno je
G-metodom bojenja u otopini Giemse (Laboratorij Sven Slakovi¢, Hrvatska) i Sgrensen
fosfatnog pufera pH 7,1 u omjeru 1:4. Metoda se temelji na svojstvu boje Giemsa da na
kromosomima stvara karakteristicne pruge, budu¢i da tamnije boji heterokromatinske regije
koje su bogatije adeninom i timinom, dok manje kondenzirani kromatin koji je bogat
citozinom i gvaninom ostaje slabije obojan. Numeri¢ka i strukturna analiza kromosoma
provedena je u 12 do 20 metafaza po stanicnom uzorku na mikroskopu BX51 (Olympus,
Japan) uz primjenu raCunalnog programa CytoVision Master System za kariotipizaciju i
fluorescencijsku hibridizaciju in situ (FISH) (Applied Imaging Corporation, SAD). Kao
predlozak za terminologiju i opis kariotipa koriSten je ideogram Medunarodnog sustava za
nomenklaturu u humanoj citogenetici (engl. International System for Human Cytogenetic

Nomenclature, ISCN) koji predstavlja shematski prikaz humanih kromosoma.

4.3.12. Kemiluminiscencijski imunotest za odredivanje proliferacije limfocita potaknute
mitogenom u prisustvu MMS

Na kraju drugog ciklusa presadivanja dio umnoZenih MMS je iskoriSten za ispitivanje
njihovih imunomodulatornih svojstava, odnosno sposobnosti da suprimiraju proliferaciju
limfocita potaknutu mitogenom fitohemaglutininom (engl. phytohemagglutinin, PHA, Gibco,

SAD).

Kako bi se odredila odgovaraju¢a koncentracija mitogena potrebna za zadovoljavajucu
proliferaciju limfocita, prethodno je ucinjena titracija razlicitih koncentracija PHA (1%, 1,5%,
2,5%, 5%, 7,5% 1 10%) u kultivacijskom mediju. Ukratko, PHA je dodavan u kultivacijski
medij za uzgoj mononuklearnih stanica iz periferne krvi, te je u¢inak na proliferaciju limfocita
utvrden dolje opisanom metodom. Na temelju rezultata titracije je odlu¢eno da se u svim

daljnjim testiranjima PHA u kultivacijski medij dodaje u koncentraciji od 1%.

Za ispitivanje utjecaja MMS na proliferaciju limfocita potaknutu s PHA, iz periferne krvi
zdravih darivatelja izolirane su mononuklearne stanice (PK-MNS) ranije opisanom metodom
centrifugiranja u gradijentu gustoe. PK-MNS su zasadene na mikrotitarske plo¢ice tamne

boje s 96 jazica prozirnog i ravnog dna (Greiner bio-one, Njemacka) u mediju RPMI1640
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(Sigma-Aldrich, Njemacka) obogac¢enom s 10% FBS (Sigma-Aldrich, Njemacka), 2 mM L-
glutaminom (Sigma-Aldrich, Njemacka) i 1% Penicillin-Streptomycin-Neomycinom (Sigma-
Aldrich, Njemacka). Ista je vrsta medija koriStena za resuspendiranje MMS nakon drugog
ciklusa presadivanja (p2). Nakon odredivanja vijabilnosti i koncentracije obje vrste stanica
tehnikom svjetlosne mikroskopije, MMS su ozracene s 25 Gy u uredaju IBL 437 C (CIS bio
international, Francuska) ¢ime su stanice ostale vijabilne, ali je onemogucena njihova daljnja

proliferacija.

Stani¢ni uzorci su zasadeni u serijama od najmanje 6 ponavljanja. U seriji uzoraka koja je
sluZila za ispitivanje imunomodulatornih svojstava MMS, u svaku je jaZicu dodano 1x10° PK-
MNS/100 pL stimuliranih s 1% PHA i 1x10° MMS/100 pL (omjer 1:1), dok je serija koja je
sluzila kao pozitivna kontrola sadrzavala samo 1x10° PK-MNS/200 uL stimuliranih s 1%
PHA. Negativna kontrola kojom se odredivala spontana proliferacija limfocita sadrzavala je
1x10° PK-MNS/200 uL u uzgojnom mediju bez dodatka PHA, a negativna kontrola kojom se
ispitivalo da li ozraene MMS proliferiraju u prisustvu PHA sadrzavala je 1x10° MMS/200
uL uz dodatak 1% PHA.

Za utvrdivanje razine stani¢ne proliferacije u navedenim uzorcima KkoriSten je enzimski
imunotest ELISA (Cell Proliferation ELISA, BrdU, chemiluminescent, Roche, Njemacka). U
tu svrhu su stanice uzgajane u inkubatoru u uvjetima apsolutne vlage, 5% CO, 1 temperaturi
od 37°C tijekom 6 dana i tada obiljeZene dodavanjem 20 uL 5-bromo-2'-deoksiuridina (BrdU)
u svaku od jazica. BrdU je pirimidinski analog koji se tijekom stani¢ne proliferacije ugraduje
na mjesto timidina u novosintetiziranim molekulama DNK. Nakon 24 h, plocica je
centrifugirana na 1560 rpm 10 minuta, a medij uklonjen naglim istresanjem. JaZice su zatim
suSene 15 minuta vru¢im zrakom te inkubirane s otopinom FixDenat (200 pL/jazici) tijekom
60 minuta. FixDenat fiksira stanice i uzrokuje denaturaciju DNK ¢ime BrdU inkorporiran u
DNK postaje dostupniji za vezivanje protutijela. Nakon uklanjanja FixDenata u svaku je
jazicu dodano 100 pL otopine anti-BrdU-POD (monoklonsko protutijelo konjugirano s
peroksidazom). Nakon 90 minuta, otopina s protutijelom je uklonjena iz plocice naglim
istresanjem, a svaka jaZica isprana s 200 puL otopine za ispiranje. Postupak ispiranja ponovljen
je tri puta kako bi se osiguralo potpuno uklanjanje suviSka nevezanog protutijela i povecala
preciznost metode. Nakon dodavanja supstrata luminola (200 pL/jaZici), peroksidaza
katalizira njegovu oksidaciju, a pritom nastaje pobudeni produkt koji prilikom povratka u
osnovno stanje emitira svjetlost (fotone). Pojava nastanka svjetlosti u enzimski kataliziranoj

reakciji naziva se kemiluminiscencija. Nastali signal je multipliciran u ¢itacu mikrotitarskih
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plocica s funkcijom luminometra Victor X3 (PerkinElmer, SAD) te kvantificiran u obliku
relativnih svjetlosnih jedinica u sekundi (rlu/s) pomocu racunalnih programa WorkOut 2.5
(PerkinElmer, SAD) i PerkinElmer 2030, v.4.00 (PerkinElmer, SAD). Ocitane vrijednosti

rlu/s su odrazavale stupanj sinteze DNK, odnosno stani¢ne proliferacije.

Dobiveni rezultati stani¢ne proliferacije u raznim uzorcima izrazeni su u odnosu na
pripadajuc¢u pozitivnu kontrolu (uvjet PK-MNS/PHA) zbog varijabilnosti u proliferativnom
odgovoru limfocita razliitih darivatelja nakon aktivacije mitogenom. Prosjecna razina
proliferacije mitogenom aktiviranih limfocita postignuta u prisustvu MMS (PK-MNS/PHA +
MMS) umanjena je za stupanj proliferacije uzoraka koji su sluzili kao negativna kontrola
(nestimulirani PK-MNS i MMS/PHA). Prosjecna razina proliferacije mitogenom aktiviranih

limfocita u prisustvu MMS izrazavana je u odnosu na pozitivnu kontrolu koriStenjem formule:

[PK-MNS/PHA + MMS] — [PK-MNS] — [MMS/PHA] (rlus)
[PK-MNS/PHA] (rlu/s) X

% proliferacije = 00

4.3.13. Statisticka obrada podataka

U statistickoj obradi dobivenih rezultata korisStene su prikladne metode deskriptivne statistike:
medijan, aritmetiCka sredina, standardna devijacija (SD), standardna pogreSka aritmeticke
sredine (engl. standard error of mean, SE), raspon, najveca 1 najmanja vrijednost i1 prikladna
graficka obiljezja (126, 127). Za odredivanje statisticke znacajnosti razlike znacajki MMS u
razli¢im uzgojnim uvjetima koristen je ¢ test za parne uzorke. Pripadaju¢a p vrijednost manja

od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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5. REZULTATI

5.1. Morfoloske znacajke MMS uzgajanih in vitro

Tijekom uzgoja in vitro MMS su adherirale za plasticnu podlogu kultivacijske posude i
izrazavale morfologiju nalik fibroblastima koju karakterizira vretenasti oblik stanice s
velikom ovalnom jezgrom (Slika 4). Morfologija stanica uzgajanih u razliitim uzgojnim

uvjetima (10% LT, 5% LT i 10% FBS) nije se znacajnije razlikovala.

Slika 4. Morfologija MMS uzgojenih in vitro; A - nativno, B - obojano Mayerovom hemalaun
otopinom.

5.2. Kinetika rasta umnozenih MMS

Kao izvor MMS koriSteni su uzorci KS 15 darivatelja (9 musSkaraca, 6 Zena) starosti od 8-63
godina (medijan 23). U pet sluajeva MMS su umnaZane u sva tri uzgojna uvjeta (10% LT,
5% LT i 10% FBS). U preostalim sluajevima zbog nedovoljnog broja stanica nije bilo
moguce uzgojiti stanice u tri uzgojna uvjeta. Stoga su u dva slucaja stanice uzgajane u
prisustvu 10% LT i 5% LT, a u jednom slucaju u prisustvu 10% LT i 10% FBS. Kod

preostalih sedam darivatelja stanice su uzgajane samo u uzgojnom uvjetu s 10% LT.

Za odredivanje kinetike rasta stanica pojedinog darivatelja na kraju svakog ciklusa
presadivanja (p) izracunato je kumulativno udvostrucenje stani¢ne populacije (CPD) u odnosu
na pocetni broj stanica (Tablica 1). Broj ciklusa presadivanja stanica pojedinog darivatelja

ovisio je o kinetici rasta 1 raspoloZivom broju stanica. U vecini slucajeva stanice su umnazane
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do p4, a kada je to bilo moguce i do p5S. Iznimno, kod tri darivatelja (D8, D9, D10) zbog slabe

kinetike rasta nije bilo moguce nastaviti uzgoj stanica nakon p3.
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Tablica 1. Kumulativno udvostruéenje populacije MMS tijekom pojedinih ciklusa presadivanja u razli¢itim uzgojnim uvjetima.

Darivatelj 10%LT 5%LT 10%FBS
CPD CPD CPD

Spol Dob pl p2 p3 p4 pS pl p2 p3 p4 pS pl p2 p3 p4 pS
DI 7 15 22 6,9 11,7 15,3 2.3 6.5 11,4 14,0 1,3 4,1 8,0 9,3
D2 M 21 55 11,0 129 16,1 197 |48 9,5 105 142 174
D3 Z 8 5,0 9,3 144 187 23,6 |35 8,1 120 157 185 |06 1,6 1,3 4.9 55
D4 Z 18 6,5 9,6 133 154 17,8 |20 33 3,0 6,5 4,0 2,0 3,7 3.4 5.4
D5 M 23 4,1 8,7 130 169 196 |1,1 3,5 4.4 3.8 3,6 0,1 2.3 7,0 8,7
D6 M 20 5.8 127 189 24,1 5.3 129 14,7 3,4 7,6 15,4
D7 Z 2 5,7 106 162 21,1 4,7 9.4 13,8 19,3
D8 M 33 4,8 112 14,8 2.3 2.8 2,9 55
D9 Z 63 6,0 8.4 8.3
D10 M 53 5,1 8,0 11,4
D11 Y ) 5,6 105 161 209
DI2 Z 19 55 113 170 226
D13 M 28 52 105 16,1 21,0
D14 M 32 4,9 10,1 149 192
D15 M 3 4.4 9,6 151 20,5
Medijan 23 5.2 101 148 199 197 35 8,1 114 141 107 1,6 3,3 5.2 55 55

D - darivatelj
p - ciklus presadivanja
CPD - kumulativno udvostrucenje stanicne populacije
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Na Slikama 5, 6 i 7 prikazana je kinetika rasta MMS svakog darivatelja u pojedinom

uzgojnom uvjetu.

CPD

0 pl p2 p3 p4 p5

Slika 5. Kumulativno udvostrucenje populacije MMS tijekom uzgoja u prisustvu 10% LT; CPD-
kumulativno udvostrucenje stani¢ne populacije, D-darivatelj, p-ciklus presadivanja.

25

20

15

CPD

10

0

0 pl p2 p3 p4 p5
Slika 6. Kumulativno udvostrucenje populacije MMS tijekom uzgoja u prisustvu 5% LT; CPD-
kumulativno udvostruéenje stani¢ne populacije, D-darivatelj, p-ciklus presadivanja.
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CPD

0 pl P2 p3 p4 pS

Slika 7. Kumulativno udvostrucenje populacije MMS tijekom uzgoja u prisustvu 10% FBS; CPD-
kumulativno udvostruéenje stani¢ne populacije, D-darivatelj, p-ciklus presadivanja.

Nije uocena povezanost spola i dobi darivatelja s kinetikom rasta MMS in vitro. Medutim,

utvrden je znacajni utjecaj uzgojnog uvjeta na vrijednosti CPD uzgojenih stanica (Slika 8,

Tablica 2).

20

——10%LT (n=15)
—=—5%LT (n=7)
10%FBS (n=6)

CPD (medijan)

0 pl p2 p3 p4

Slika 8. Zbirno kumulativno udvostrucenje populacije MMS uzgojenih u razli¢itim uzgojnim uvjetima
(medijan); CPD-kumulativno udvostrucenje stanicne populacije, p-ciklus presadivanja.
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Tablica 2. Statisticka znacajnost razlike kumulativnog udvostrucenja (CPD) populacije MMS u
razli¢itim uzgojnim uvjetima odredena 7 testom za parne uzorke u pojedinim ciklusima presadivanja.

Usporedba uzgojnih uvjeta p vrijednost
pl p2 p3 p4
10%LT i 10%FBS (n=6) 0,001 0,0003 0,003 0,005
5%LT i 10%FBS (n=5) 0,024 0,039 0,215 0,221
10%LT i 5%LT (n=7) 0,020 0,027 0,010 0,027

n - broj ispitanih parova uzoraka
pl-p4 - ciklus presadivanja
p<0,05 - statisticki znacajna razlika

Usporedba vrijednosti CPD stanica umnoZenih u tri uzgojna uvjeta je pokazala da su stanice
rasle znacajno sporije u prisustvu 10% FBS u odnosu na oba uzgojna uvjeta s LT. Za uzgojni
uvjet s 10% LT navedena je razlika bila statisti¢ki znacajna u sva Cetiri ciklusa presadivanja, a
za uzgojni uvjet s 5% LT samo u prva dva ciklusa presadivanja. Koncentracija LT u
uzgojnom mediju takoder je utjecala na vrijednost CPD te je rast stanica u svim ciklusima
presadivanja bio statisticki znacajno bolji u prisustvu 10% LT u odnosu na uzgojni uvjet s 5%
LT. Kinetika rasta MMS je, nadalje, pra¢ena i odredivanjem prosjecnog vremena potrebnog
za jedno udvostruCenje stani¢ne populacije (PDT) tijekom citavog trajanja uzgoja in vitro.
Prosjecno vrijeme potrebno za jedno udvostrucenje stani¢ne populacije bilo je krace tijekom
uzgoja u mediju s 10% LT (33,8 h) i 5% LT (45,5 h) u odnosu na 144,5 h koliko je prosje¢no
iznosilo u uzgojnom uvjetu s 10% FBS (Slika 9).
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Slika 9. Prosjecno vrijeme potrebno za jedno udvostrucenje stani¢ne populacije (PDT) u tri uzgojna

uvjeta.
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Medutim, ¢ testom za parne uzorke statistiCki znaCajna razlika utvrdena je samo izmedu

parova uzoraka uzgajanih u prisustvu 10% LT i 10% FBS (p=0,005) (Tablica 3).

Tablica 3. Statisticka znacajnost razlike prosje¢nog vremena potrebnog za jedno udvostrucenje
stani¢ne populacije (PDT) u razli¢itim uzgojnim uvjetima odredena ¢ testom za parne uzorke.

Usporedba uzgojnih uvjeta p vrijednost
10%LT i 10%FBS (n=6) 0,005
5%LT i 10%FBS (n=5) 0,261
10%LT i 5%LT (n=7) 0,079

n - broj ispitanih parova uzoraka
p<0,05 - statisticki znacajna razlika

5.3. Analiza imunofenotipa MMS umnoZenih in vitro

Imunofenotip stanica umnoZenih in vitro analiziran je tehnikom protoc¢ne citometrije kako bi
se utvrdila Cisto¢a uzgojene populacije MMS. Stani¢ni uzorci su analizirani u raznim
ciklusima presadivanja kada je broj umnoZenih stanica bio zadovoljavajuéi za izvodenje svih
planiranih testova. Budu¢i da je cilj istraZivanja bio istraziti bioloske znaCajke MMS u
prisustvu LT te da je najveca kinetika stani¢nog rasta zabiljeZena u uzgojnom uvjetu s 10%
LT, proto¢nocitometrijska analiza je najceS¢e izvrSena na stanicama uzgojenim upravo u tom

uzgojnom uvjetu.

Prema smjernicama Medunarodnog druStva za stani¢nu terapiju (ISCT), homogenom se
smatra ona populacija MMS u kojoj = 95% stanica izrazava biljege karakteristicne za MMS,
dok je istovremeno izraZzaj biljega krvotvorne loze < 2%. Analiza imunofenotipa stanica
umnoZenih u prisustvu 10% LT prikupljenih nakon prvog ciklusa presadivanja pokazala je da
je udio stanica koje izraZavaju biljege CD73, CD90 i CD105, karakteristicne za MMS, u
prosjeku iznosio 88%, Sto znaCi da stani¢na populacija joS uvijek nije bila u potpunosti
homogena (Tablica 4). Medutim, ve¢ na kraju drugog ciklusa presadivanja, udio stanica s
izraZzajem biljega karakteristicnih za MMS prosjecno je iznosio 97%, §to je ukazivalo na
homogenost stani¢ne populacije, a isto je dokazano i proto¢nocitometrijskom analizom i u

svim sljede¢im ciklusima presadivanjima (p2-p5).
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Tablica 4. Srednja vrijednost izrazaja biljega karakteristicnih za populaciju MMS umnoZenih u
razli¢itim ciklusima presadivanja u prisustvu 10% LT.

Izrazaj biljega pl p2 p3 p4 p5
(%) (n=8) (n=13) (n=15) (n=12) (n=7)
CD73 87 99 97 99 99
CD90 88 97 97 96 99
CD105 89 96 98 98 99

n - broj darivatelja
pl-p5 - ciklus presadivanja

Karakteristi¢an imunofenotip MMS, pored o¢ekivanog izrazaja prethodno navedenih biljega,
podrazumijeva i izostanak izraZaja biljega krvotvorne loze poput CD34, CD45, CD14, CD19 i
HLA-DR. U svim ispitanim uzorcima umnoZenih stanica raznih darivatelja u drugom ciklusu
presadivanja dobivena je populacija stanica u kojoj je izraZaj biljega krvotvorne loze bio < 2%

te se takav stabilno odrzavao tijekom svih kasnijih ciklusa presadivanja (p2-p5).

Primjeri analize imunofenotipa stanica umnoZenih iz KS darivatelja D12 prikazani su na
Slikama 10 i 11. Iz prikaza je vidljivo da stanice navedenog darivatelja na kraju pl ne

predstavljaju u potpunosti homogenu populaciju MMS za razliku od stanica istog darivatelja u

p2.
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Slika 10. Proto¢nocitometrijski prikaz umnoZenih stanica darivatelja D12 u p1l. A — dvoparametrijski
prikaz fizikalnih osobina stanica umnoZenih u p1. Veli¢ina stanica odredena je pomocu detektora FSC
(engl. forward scatter), a zrnatost pomocu detektora SSC (engl. side scatter). Na prikazanom
citogramu vidljiv je pocetak formiranja homogene populacije velikih svjetlih stanica. B -
dvoparametrijski prikaz fluorescencije stanica obiljeZenih s protutijelima anti-CD90 FITC i anti-CD73
PE. C — dvoparametrijski prikaz fluorescencije stanica obiljezenih protutijelima anti-CD90 FITC i
anti-CD105 PE. Populacija stanica koja je vezala oba protutijela predstavlja ciljnu populaciju MMS i
vidljiva je u A2 kvadrantu prikazanih citograma.
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Slika 11. Proto¢nocitometrijski prikaz umnoZenih stanica darivatelja D12 u p2. A — dvoparametrijski
prikaz fizikalnih osobina stanica umnoZenih u p2. Veli¢ina stanica odredena je pomocu detektora FSC,
a zrnatost pomoc¢u detektora SSC. Na prikazanom citogramu vidljiva je homogena populacija velikih
svjetlih stanica. B — dvoparametrijski prikaz fluorescencije stanica obiljeZenih s protutijelima anti-
CD90 FITC i anti-CD73 PE. C - dvoparametrijski prikaz fluorescencije stanica obiljezenih
protutijelima anti-CD90 FITC i anti-CD105 PE. Populacija stanica koja je vezala oba protutijela
predstavlja ciljnu populaciju MMS i vidljiva je u A2 kvadrantu prikazanih citograma.

Primjer karakteristiénog imunofenotipa MMS stanica dobiven u p2 prikazan je na Slici 12.

CD105 PE

COM PE CD4S FITC

A A1 & 2 1 a1

HLA-DR

Slika 12. Proto¢nocitometrijski prikaz umnoZenih stanica darivatelja D12 u p2. Jednoparametrijski
prikazi fluorescencije stanica (histogrami) u kojima je intenzitet fluorescencije stanica s vezanim
protutijelom izraZzen u odnosu na broj analiziranih stanica. Fluorescentni signali koji se detektiraju na
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detektorima za fluorescenciju potjecu od fluorokroma vezanih za protutijelo. Iz prikaza je vidljivo da
umnoZene stanice u p2 izraZzavaju imunofenotip karakteristican za homogenu populaciju MMS.

5.4. Klonogeni potencijal MMS umnozenih in vitro

Klonogeni potencijal MMS u svakom se ciklusu presadivanja ispitivao testom CFU-F (engl.
colony-forming unit fibroblast) brojanjem naraslih kolonija CFU-F. Uz iznimku prvog ciklusa
presadivanja, kada je najveci broj kolonija CFU-F zabiljeZen u prisustvu 10% FBS, u svim
ostalim ciklusima presadivanja broj kolonija CFU-F je bio ve¢i u prisustvu 10% LT i 5% LT
te se smanjivao sa svakim sljede¢im ciklusom presadivanja (Slika 13). Statisticki znacajna
razlika u broju kolonija CFU-F utvrdena je jedino u p3 izmedu uzgojnih uvjeta 10% LT i 10%
FBS (p=0,008).

B 10%LT (n=15)
®5%LT (n=7)
® 10%FBS (n=6)

Broj kolonija CFU-F (medijan)

pl p2 p3 p4

Slika 13. Broj kolonija CFU-F (medijan) u pojedinim ciklusima presadivanja u razli¢itim uzgojnim
uvjetima. Statisticki znaCajne razlike medu skupinama odredene su ¢ testom za parne uzorke; p
vrijednosti manje od 0,05 smatrale su se statisti¢ki znacajnima. *-statisticki znacajna razlika utvrdena
je izmedu uzgojnih uvjeta 10% LT i 10% FBS (p=0,008).

Osim brojem, kolonije CFU-F su se u pojedinim uzgojnim uvjetima razlikovale i po svojim
morfoloSkim znacajkama (Slika 14). Tako je kod svih darivatelja uoceno da su kolonije CFU-
F koje su rasle u oba uzgojna uvjeta s LT bile mnogo vece od onih naraslih u prisustvu FBS-a,
Sto je bilo zamjetno u svim ciklusima presadivanja. Takoder, nakon bojanja s Mayerovom
hemalaun otopinom, kolonije CFU-F narasle u prisustvu LT uvijek su bile mnogo intenzivnije

obojane u odnosu na kolonije narasle u prisustvu FBS-a.
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10% LT 5% LT 10% FBS

Slika 14. Razlike u broju i morfologiji kolonija CFU-F nakon uzgoja MMS u tri uzgojna uvjeta
(darivatelj D1, obojano Mayerovom hemalaun otopinom).

5.5. Diferencijacija MMS uzgojenih in vitro

Da bi se dokazala multipotentnost uzgojenih MMS, stanice su u in vitro uvjetima potaknute
na diferencijaciju u adipocite i osteoblaste. Kada je to broj umnoZenih stanica omogucéavao,

diferencijacija je potaknuta u razli¢itim uzgojnim uvjetima.

Adipogeneza je potaknuta u sva tri uzgojna uvjeta kod jednog darivatelja. U slucaju tri
darivatelja MMS su diferencirane u adipocite u prisustvu 10% LT i 5% LT, u jednom slucaju
u prisustvu 10% LT 1 10% FBS, a u preostalih pet sluajeva samo u prisustvu 10% LT.
Adipociti uzgojeni in vitro su imali karakteristicnu morfologiju masne stanice s velikim
brojem lipidnih kapljica koje su ispunjavale najve¢i dio stani¢ne citoplazme (Slika 15A).
Lipidi su dokazani bojom Oil Red O kojom su kapljice obojane crveno, dok su stani¢ne jezgre
obojane plavo pomo¢u Mayerove hemalun otopine (Slike 15B, 15C i 15D).
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Slika 15. Adipociti uzgojeni in vitro (A — nativno; B,C,D - obojano s Oil Red O i Mayerovom
hemalaun otopinom). Povecanje 20x.

Osteogeneza je kod tri darivatelja potaknuta u prisustvu 10% LT i 5% LT, a u preostalih osam
samo u prisustvu 10% LT. Osteoblasti uzgojeni in vitro su imali izduZeni oblik stanice s
oStrim rubovima (Slika 16A). Mineralni depoziti vizualizirani su bojanjem metodom von

Kossa kao tamne nakupine vidljive na slikkama 16B, 16C 1 16D.
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Slika 16. Osteoblasti uzgojeni in vitro (A — nativno; B, C, D - obojano metodom Von Kossa).
Povecanje 10x.

5.6. Analiza kariotipa MMS umnoZzenih in vitro

Kariotip je analiziran na uzorcima MMS uzgojenim iz KS 12 razlicitih darivatelja. Analiza je
u svakom uzorku izvrSena na 12 do 20 metafaznih jezgara, prikupljenih najceSce u tre¢em i/ili
cetvrtom ciklusu presadivanja. U slucaju jednog darivatelja analiziran je kariotip stanica
uzgajanih u sva tri uzgojna uvjeta (10% LT, 5% LT i 10% FBS), dok je kod preostalih
darivatelja analiza izvrSena na MMS koje su uzgajane u dva (10% LT 1 5% LT; n=4) ili u
samo jednom uzgojnom uvjetu (10% LT; n=7). Vecina analiziranih metafaznih jezgara imala

je uredan kariotip (Slika 17).
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Slika 17. Uredan kariotip MMS umnazanih in vitro u prisustvu 10% LT (D12, p2)

aberacija nije utvrdena kod stanica istog darivatelja uzgojenih u prisustvu 10% LT.
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Medutim, u tri su metafazne jezgre utvrdene promjene u strukturi kromosoma. U jezgri jedne
od analiziranih stanica darivatelja D7 koje su bile uzgajane u prisustvu 5% LT, u treCem je

ciklusu presadivanja utvrdena translokacija t(9;14) (Slika 18). Navedena kromosomska

Slika 18. Kromosomska translokacija t(9;14) u jezgri MMS darivatelja D7 utvrdena tijekom

umnazanja in vitro u prisustvu 5% LT (p3)
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U slucaju darivatelja D6, kromosomske su promjene utvrdene u tre¢em ciklusu presadivanja u

oba uzgojna uvjeta s LT.
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Slika 19. Kromosomske promjene u jezgrama MMS darivatelja D6 tijekom umnaZzanja in vitro (A —
10%LT, p3; B — 5%LT, p3)

U MMS uzgojenim u prisustvu 10% LT u jednoj je jezgri utvrdena translokacija t(12;15)
(Slika 19A), dok je jezgra jedne od stanica uzgajanih u prisustvu 5% LT sadrzavala
translokaciju t(9;12), ali i dodatne kromosomske promjene (Slika 19B). Naime, u navedenoj
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je stani¢noj jezgri ujedno nedostajao jedan kromosom 12, te su utvrdena dva marker
kromosoma nepoznatog podrijetla. Kako je ova promjena utvrdena u samo jednoj od
ispitivanih jezgara, nije ju bilo moguce analizirati dodatnim analitickim tehnikama poput
fluorescencijske hibridizacije in situ (FISH), pa stoga nije jasno je li rije¢ o nebalansiranoj

translokaciji ili nekoj drugoj vrsti kromosomske aberacije.

5.7. Imunomodulatorna svojstva MMS umnozZenih in vitro

Kako bi se ispitala sposobnost MMS umnoZenih in vitro da suprimiraju proliferaciju limfocita
potaknutu mitogenom fitohemaglutininom (PHA), ozracene MMS su dodavane u kulturu
mononuklearnih stanica izoliranih iz periferne krvi zdravih darivatelja (PK-MNS) u omjeru
1:1. Ispitana su imunomodulatorna svojstva MMS pet darivatelja (D6, D7, D12, D14, D15).
Ucinak MMS na proliferaciju mitogenom aktiviranih limfocita mogao se pratiti vizualno

mikroskopiranjem mikrotitarske plocice s ispitivanim stani¢nim uzorcima (Slika 20).

Slika 20. Stani¢ni uzorci koriSteni za ispitivanje inhibicije proliferacije limfocita u prisustvu MMS
darivatelja D12. (A - PK-MNS/PHA, B - PK-MNS/PHA+MMS, C - PK-MNS, D - MMS/PHA).
Povecanje 10x.

Broj klastera limfocita koji nastaju kao odgovor na aktivaciju s mitogenom PHA (Slika 20A)

vidljivo je manji u prisustvu MMS (Slika 20B). Kao negativne kontrole koriSteni su uzorci
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PK-MNS bez dodatka PHA (Slika 20C) i ozra¢ene MMS koje su uzgajane u prisustvu PHA
(Slika 20D). Neaktivirani limfociti nisu proliferirali ili je njihova spontana proliferacija bila
vrlo slabo izraZena. Spontana proliferacija nije uocena niti kod ozraCenih MMS uzgajanih u
prisustvu PHA. Naime, ozracene MMS su nakon nasada u visokoj koncentraciji (312000
st/cm?) adherirale za dno jaZice i prekrile njezinu povriinu, no zbog ofte¢enja nastalog kao
posljedica ozracivanja nisu bile sposobne proliferirati ¢ak ni uz prisustvo PHA $§to potvrduje
da je kemiluminiscencijski signal izmjeren u ispitivanim stani¢nim uzorcima odraz iskljucivo

proliferacije limfocita u odgovoru na mitogen.

Stani¢na proliferacija je kvantificirana kemiluminiscencijskim imunotestom te izraZena u
relativnim svjetlosnim jedinicama po sekundi (rlu/s) pomocu racunalnih programa WorkOut

2.5 (PerkinElmer, SAD) i PerkinElmer 2030, v.4.00 (PerkinElmer, SAD) (Slika 21).
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Slika 21. Primjer prikaza rezultata kemiluminiscencijskog imunotesta u raCunalnom programu
WorkOut 2.5 tijekom ispitivanja imunomodulatornih svojstava MMS darivatelja D7. Na lijevoj strani
je vidljiv graficki prikaz mikrotitarske ploCice sa serijama ispitivanih stani¢nih uzoraka (red B — PK-
MNS; red C - PK-MNS/PHA; redovi D i E — PK-MNS/PHA+MMS; red F — MMS/PHA). Visina
crtice u pojedinom polju grafi¢ki odraZava stupanj stani¢ne proliferacije. Numericke vrijednosti rlu/s
preuzimaju se iz programa PerkinElmer2030, v.4.00.

Prosjecni stupanj proliferacije stani¢nih uzoraka pojedinog darivatelja izraZen u rlu/s prikazan
je na Slikama 22A do 22E iz kojih je vidljivo da je dodatak MMS svakog od ispitivanih

darivatelja uzrokovao smanjenje proliferacije mitogenom aktiviranih limfocita.
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Slika 22F prikazuje prosjecni stupanj proliferacije mitogenom aktiviranih limfocita u
prisustvu MMS pojedinih darivatelja u odnosu na 100% proliferacije pozitivne kontrole (PK-
MNS/PHA). Uzimaju¢i u obzir rezultate svih darivatelja (n=5), stupanj proliferacije
mitogenom aktiviranih limfocita u prisustvu MMS prosjecno je iznosio 33,1% + 14.65% u
odnosu na 100% proliferacije pozitivne kontrole (PK-MNS/PHA), a navedena je razlika u
stupnju proliferacije bila statisticki znacajna (p=0,002). Dakle, alogene MMS su dodatkom u
kulturu mitogenom aktiviranih limfocita inhibirale njihovu proliferaciju za prosjecno 66,9% +

14.65%.
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Slika 22. Djelovanje MMS na proliferaciju mitogenom aktiviranih PK-MNS (A, B, C, D, E — utjecaj dodatka MMS pojedinih darivatelja (D) na proliferaciju PK-MNS/PHA u odnosu na
uzgojni uvjet bez dodatka MMS. Prikazane vrijednosti rlu/s predstavljaju aritmeti¢ku sredinu ispitanih uzoraka +standardna pogreSka aritmeticke sredine (SE); F- prosje€ni stupanj
proliferacije (%) PK-MNS/PHA u prisustvu MMS pojedinih darivatelja, te sumarno svih darivatelja (n=5) u odnosu na pozitivnu kontrolu (PK-MNS/PHA).
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6. RASPRAVA

Zbog svojih jedinstvenih imunoloskih svojstava i potencijala za regeneraciju tkiva, MMS su
vec viSe od dvadeset godina u srediStu znanstvene pozornosti. Sigurnost njihove primjene kod
ljudi potvrdena je nizom klinic¢kih ispitivanja, u kojima su autologni i alogeni pripravci ovih
stanica primijenjeni bez izazivanja neZeljenih pojava. Do sada je terapijski uc¢inak MMS
dokazan za niz indikacija, prvenstveno iz podruc¢ja imunologije, hematologije i regenerativne

medicine.

Budu¢i da izravnom izolacijom iz tkiva nije moguce dobiti dovoljan broj MMS za izazivanje
terapijskog ucinka kod primatelja, klinicka primjena MMS podrazumijeva njihovo prethodno
umnazanje u kulturi in vitro. Interpretacija 1 usporedba rezultata brojnih do sada objavljenih
studija znaCajno je otezana nepostojanjem standardiziranog protokola za njihovo umnaZanje
in vitro. Protokoli razli€itih istrazivackih i klini¢kih skupina razlikuju se u pogledu tkivnih
izvora MMS 1 metoda njihove izolacije, te uzgojnih uvjeta in vitro. Uzevsi u obzir da sastav
medija u kulturi in vitro moZe znaCajno utjecati na znacajke umnoZenih stanica, on se smatra
jednim od kljuénih ¢imbenika za uspjeSan uzgoj stanica (109, 128, 129). Idealan medij za
uzgoj stanica in vitro trebao bi uspjesno poticati stanicnu proliferaciju, imati to¢no definiran
kemijski sastav, te biti bez dodatka seruma i antigena Zivotinjskog podrijetla (115). Ovako
standardizirani sastav medija bio bi prikladan za farmaceutsku proizvodnju te bi njegova
primjena osigurala usporedivost rezultata kako eksperimentalnih, tako i klini¢kih studija.
Budu¢i da uzgojni medij koji bi ispunjavao sve navedene zahtjeve joS nije proizveden, vecina
klini¢kih protokola za umnaZanje MMS 1 dalje se temelji na primjeni medija obogacenog s
FBS-om. Dugi je niz godina poznato da se primatelji stani¢nih pripravaka umnoZenih u
prisustvu FBS-a mogu imunizirati na proteine koji su u njemu sadrzani. Kod imuniziranih
primatelja uocen je izostanak klini¢kog poboljSanja nakon terapije s MMS koji je pripisan
upravo navedenom sistemskom imunoloskom odgovoru (92, 113). Dodatne spoznaje o eticki
neprihvatljivim metodama proizvodnje FBS-a i nekonzistentnostima u njegovu sastavu, kao i
mogucénost prijenosa uzrocnika bolesti putem ovog sastojka dovela su do potrage za
alternativnim dodacima uzgojnom mediju. Sastojci kojima se obogacuje medij za uzgoj
stanica za klinicku primjenu morali bi biti proizvedeni u skladu s dobrom proizvodackom
praksom (engl. good manufacturing practice, GMP) i odgovaraju¢im regulatornim zahtjevima

te ucinkovito poticati stani¢nu proliferaciju.
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Smjernice Europske agencije za lijekove koje se odnose na proizvodnju stani¢nih pripravaka
namijenjenih za primjenu kod ljudi nalazu da se svaka promjena u proizvodnom procesu
pripravka ispita validacijskom studijom (130). U slucaju uvodenja novog dodatka mediju,
potrebno je dokazati da su bioloske znacCajke stanica tijekom uzgoja u mediju promijenjenog
sastava, usporedive ili superiorne onima koje su stanice ispoljavale prije uvedene promjene.
Kao moguca alternativa FBS-u osobito su se nametnuli proizvodi dobiveni iz ljudske krvi,
poput ljudskog seruma, plazme i derivata trombocita. Krvni pripravci udovoljavaju strogim
zakonskim zahtjevima za proizvodnju pripravaka za ljudsku primjenu te stoga predstavljaju
izvrstan pocetni materijal za izolaciju dodataka mediju za uzgoj stanica in vitro. Do sada su
najbolji rezultati postignuti uzgojem MMS u prisustvu derivata trombocita, no zbog izostanka
standardiziranog protokola za njihovu proizvodnju, usporedivost rezultata eksperimentalnih 1

klinickih studija u kojima su oni koriSteni je upitna (131).

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj LT na svojstva MMS tijekom uzgoja u kulturi in vitro, te
ih usporediti sa znacajkama stanica uzgajanih u prisustvu tradicionalno koriStenog FBS-a.
Ispitivane su bioloSke znacajke ljudskih MMS izoliranih iz KS zdravih darivatelja. Kada je to
bilo moguce, MMS su umnazane in vitro u tri uzgojna uvjeta (10% LT, 5% LT i 10% FBS), a
broj ciklusa presadivanja (p) stanica pojedinog darivatelja ovisio je o kinetici rasta i
raspolozivom broju stanica. Kod pojedinih darivatelja broj MMS nije bio dovoljan za
umnazanje stanica u sva tri uzgojna uvjeta. Razlog tome bili su ograniCavajuc¢i ¢imbenici
poput malog volumena pocetnog uzorka KS ili slabe kinetike stani¢nog rasta koja je bila
odredena bioloSkim karakteristikama darivatelja. U navedenim slucajevima uzgoj stanica je
nastavljen samo u prisustvu LT, budu¢i da je cilj rada bio istraziti bioloSke osobitosti MMS
umnoZenih upravo u ovom uzgojnom uvjetu. Stoga su stanice u navedenim okolnostima
uzgajane u prisustvu 10% LT, a kada je bilo moguce i u prisustvu 5% LT, kako bi broj

umnoZenih stanica bio dovoljan za provodenje svih planiranih testova.

Stanice umnaZane u sva tri uzgojna uvjeta adherirale su za plasticnu podlogu kultivacijske
posude i izraZzavale ostale morfoloske znacajke MMS, poput specificnog vretenastog oblika
stanice nalik fibroblastima s velikom ovalnom stani¢nom jezgrom. Utjecaj sastava uzgojnog
medija na morfologiju stanica nije uocen. Na samom pocetku uzgoja, stanice su prolazile kroz
pocetnu lag fazu rasta Kkarakteriziranu sporijim umnazanjem, a potom je uslijedila
eksponencijalna faza s brzim porastom u kinetici rasta i broju stanica. Populacija MMS nakon
pocetnog nasada u kulturu nije bila u potpunosti homogena te se mikroskopiranjem mogao

uoCiti 1 manji broj drugih vrsta stanica sa svojstvom prianjanja za plasticnu podlogu,
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prvenstveno makrofaga. Budu¢i da su stanice makrofaga bile manje, te okruglog oblika bilo ih
je lako uociti u kulturi MMS in vitro. Medutim, ve¢ nakon pl kontaminirajuce krvotvorne
stanice viSe nisu bile vidljive u stanicnom uzorku, a homogenost populacije MMS dokazana
je 1 protocnocitometrijskom analizom. Navedena analiza je pokazala da MMS umnaZane u sva
tri uzgojna uvjeta ispoljavaju specificni imunofenotip koji je prema smjernicama
Medunarodnog drusStva za stani¢nu terapiju jedan od minimalnih kriterija za identifikaciju
MMS (32). U p2 = 96% stani¢ne populacije je izraZzavalo antigene CD73, CD90 i CD105, dok
je istovremeno izrazaj antigena stanica krvotvornog sustava (CD45-, CD34-, HLA-DR-,
CD14-, CD19-) bio < 2%. Navedeni rezultati pokazuju da umnazanje MMS u prisustvu LT
omogucuje dobivanje homogene stani¢ne populacije ve¢ u drugom ciklusu presadivanja, Sto
je vrlo vazna spoznaja u slu¢aju klinicke primjene ovih stanica. Von Bahr i suradnici su kod
31 bolesnika oboljelih od GvHD-a i hemoragijskog cistitisa primijenili terapiju s MMS, te
dugoro¢nim pracenjem utvrdili znac¢ajno bolji ishod kod onih bolesnika koji su primili MMS

iz ranijih ciklusa presadivanja (132).

Tijekom uzgoja u kulturi in vitro MMS su nasadivane u niskoj koncentraciji (1000
MMS/cm?) i umnaZane do postizanja subkonfluentnosti, odnosno do trenutka kada su stanice
prekrile priblizno 80% podloge kultivacijske posude. Niska koncentracija nasada i umnaZzanje
do stadija subkonfluentnosti pogoduju boljem umnazZanju MMS in vitro jer smanjuju
kontaktnu inhibiciju medu stanicama koja je regulirana wnt signalnim putem (133, 134).
Svojstvo kontaktne inhibicije takoder onemogucuje rast MMS u viSe slojeva, pa se u slucaju
prekrivanja Citave raspoloZive povrSine za rast, stanice u sloju odvajaju od plasticne podloge
nakon cega pojedinacne stanice viSe nije moguce prikupiti u suspenziji postupkom
tripsinizacije. Ren i suradnici su umnazanjem stanica do razli¢itih stupnjeva konfluentnosti
pokazali da su pri 100%-tnoj konfluentnosti klonogena sposobnost i proliferacija MMS
znacajno manje, a vrijeme potrebno za udvostrucenje stanicne populacije znacajno vece nego
tijekom uzgoja stanica do 50%, odnosno 80% konfluentnosti (135). Drugim rijeima, uzgoj
MMS je nakon postizanja subkonfluentnosti neophodno prekinuti, jer u suprotnom, uzgojni
uvjeti postaju suboptimalni te se brzina stani¢nog umnaZanja zna¢ajno smanjuje, a sukladno
tome vrijeme potrebno za udvostrucenje stanicne populacije znafajno raste. Stoga je
odrzavanje subkonfluentne kulture MMS jedan od vaZznih ¢imbenika na koji treba obratiti
pozornost tijekom uzgoja u kulturi in vitro kako bi se oCuvale bioloske znaCajke stanica i

smanjio gubitak stanica izmedu pojedinih ciklusa presadivanja.
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Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je utvrditi povezanost kinetike rasta MMS umnozZenih
in vitro s karakteristikama darivatelja KS. Kinetika rasta MMS umnoZenih in vitro pratila se
odredivanjem kumulativnog udvostrucenja stani¢ne populacije (CPD) na kraju svakog ciklusa
presadivanja u odnosu na pocetak uzgoja, te odredivanjem prosjecnog vremena potrebnog za
jedno udvostrucenje stani¢ne populacije (PDT). U istraZivanju su ispitane znacajke 15
darivatelja MMS; 9 muSkaraca 1 6 Zena starosti od 8-63 godina (medijan 23). Promatrajuci
uzgojni uvjet od najveceg interesa za ovo istrazivanje (10% PL) utvrdeno je da su najslabiju
kinetiku rasta imale MMS izolirane iz KS dvoje najstarijih darivatelja, Zene i muskarca
starosti 63, odnosno 53 godina. Ipak, opcenito nije utvrdena korelacija izmedu spola i dobi
darivatelja MMS 1 kinetike stani¢nog rasta, Sto je u skladu s prethodnim nalazima Lunda i
suradnika (136). Medutim, za donosSenje kona¢nog zakljucka ispitivanje bi trebalo provesti na
veCem uzorku darivatelja, budu¢i da su rezultati nekih studija pokazali da proliferacijski
kapacitet MMS tijekom uzgoja in vitro opada s porastom dobi darivatelja (137). Nasuprot
tome, jedno je istraZivanje pokazalo kako MMS starijih osoba mogu prevladati ovaj pad u
stani¢noj proliferaciji i ponovno se aktivirati iz stanja dormantnosti ukoliko se umnaZaju u
adaptiranom mediju, poput onoga koriStenog za uzgoj embrionalnih mati¢nih stanica (138).
Stoga bi daljnja istraZivanja mogla pomoc¢i razvoju novih uzgojnih uvjeta koji bi omoguc¢ili
optimalno umnazanje MMS starijih darivatelja za potrebe klinicke primjene u slucajevima

kada je to potrebno.

Za razliku od spola i1 dobi darivatelja, uzgojni uvjet je bitno utjecao na kinetiku rasta MMS in
vitro. Tako je rast stanica bio zna¢ajno sporiji kada su MMS uzgajane u prisustvu FBS-a u
odnosu na oba uzgojna uvjeta s LT. Najvecu kinetiku rasta MMS su imale u uzgojnom uvjetu
s 10% LT, a razlika u brzini stani¢nog rasta u odnosu na uzgojni uvjet s FBS-om bila je
statistiCki znaCajna tijekom cCitavog trajanja uzgoja in vitro (p < 0,009). No, potrebno je
istaknuti da je u prva dva ciklusa presadivanja stani¢na populacija rasla znacajno brze cak i
kada je medij sadrZzavao niZu (5%) koncentraciju LT u odnosu na uzgojni uvjet s FBS-om (p <
0,04). U prilog snaznijem rastu stanica u prisustvu LT govori i podatak da se populacija MMS
tijekom uzgoja in vitro udvostrucila prosjecno svakih 33,8 h (10% LT), odnosno 45,5 h (5%
LT), a u prisustvu FBS-a tek svakih 144,5 h. Drugim rijeCima, MMS su u prisustvu LT brze
postizale stadij subkonfluentnosti, ranije su presadivane, a cjelokupno trajanje njihovog
uzgoja in vitro bilo je krace u odnosu na stanice istog darivatelja ¢iji se uzgoj provodio u
prisustvu FBS-a. Promatraju¢i sve ove podatke s glediSta potencijalnog razvoja klinickog

protokola umnazanja MMS in vitro s ciljem infuzije stanica hematoloSkim bolesnicima u

56



ranom poslijetransplantacijskom razdoblju, ocigledno je da oba uzgojna uvjeta s LT
omogucuju proizvodnju veceg broja stanica u kraCem vremenskom razdoblju u odnosu na

protokole koji se temelje na primjeni FBS-a.

Osim kinetike rasta, u ovom istrazivanju je ispitivan i utjecaj LT u uzgojnom mediju na
klonogeni potencijal uzgojenih stanica. Naime, nasad MMS u uzgojnu posudu u niskoj
koncentraciji rezultira formiranjem zasebnih kolonija nalik fibroblastima koje se tradicionalno
nazivaju kolonije CFU-F (139). Budu¢i da svaka kolonija CFU-F nastaje od jedne
prekursorske stanice koja je adherirala za plasticno dno, ovo se svojstvo MMS naziva
klonogenost ili klonogeni potencijal. Iako ne postoje biljezi kojima bi se razlikovale
multipotentne i usmjerene kolonije CFU-F, ucestalost kolonija CFU-F korelira s ucestaloS¢u
progenitora u uzorku KS (140). Ovo istraZzivanje je pokazalo da prisustvo LT u uzgojnom
mediju ne povecava klonogeni potencijal MMS tijekom njihova umnaZzanja in vitro u odnosu
na uzgoj u prisustvu FBS-a. Naime, iako je u svim ciklusima presadivanja, uz iznimku p1, u
prisustvu LT utvrden ve¢i broj kolonija CFU-F u odnosu na uzgojni uvjet s FBS-om,
navedena razlika u broju kolonija opcenito nije bila statisticki znacajna. Nasuprot tome,
uocene su velike morfoloske razlike izmedu kolonija CFU-F naraslih u razli¢itim uzgojnim
uvjetima. Naime, kolonije CFU-F narasle u prisustvu LT-a su tijekom svih ciklusa
presadivanja bile izrazito velike, te intenzivno obojane nakon djelovanja Mayerove hemalaun
otopine, Sto je ukazivalo na velik broj gusto zbijenih stanica unutar pojedine kolonije.
Istovremeno, kolonije CFU-F koje su rasle u prisustvu FBS-a bile su vrlo sitne 1 slabo
obojane. Uzevs$i u obzir sve uocene razlike u broju i morfologiji kolonija CFU-F izmedu
uzgojnih uvjeta moze se zakljuciti da LT ne povecava klonogeni potencijal MMS, ve¢ samo
pospjesuje kinetiku stani¢nog rasta zbog ¢ega je svaka kolonija CFU-F narasla u prisustvu LT

bila sastavljena od veceg broja stanica i stoga uoc€ljivija tijekom makroskopskog brojanja.

Biolosko svojstvo koje je jedinstveno MMS jest njihova sposobnost da se u odgovaraju¢im
uvjetima diferenciraju u razliCite stanice mezenhimskog podrijetla. U ovom je istraZivanju u
uvjetima in vitro uspjeSno potaknuta diferencijacija MMS u adipocite i osteoblaste u
razli¢itim uzgojnim uvjetima. U slucajevima kada zbog ograni¢enog broja stanica nije bilo
moguce ispitati multipotentnost stanica u svim uzgojnim uvjetima, diferencijacija je potaknuta
u uzgojnom uvjetu s 10% LT i/ili 5% LT, buduéi da su navedeni uzgojni uvjeti bili od
najveceg interesa za ovo istrazivanje. Usporedbom brojnosti i morfoloskih znacajki adipocita
diferenciranih u razli¢itim uzgojnim uvjetima primjeceno je da su u prisustvu FBS-a adipociti

bili prisutni u neSto manjem broju nego tijekom diferencijacije provedene uz dodatak LT. No,
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s obzirom da je adipogeneza u prisustvu FBS-a provedena samo kod dva darivatelja MMS,
nije moguce zakljuciti da li je ovo opaZanje uistinu posljedica djelovanja FBS-a ili ¢injenice
da LT inicijalno potice brzi rast MMS §to rezultira ve¢im brojem stanica u uzgojnoj posudi te
konac¢no i ve¢im brojem diferenciranih adipocita. Za razliku od utjecaja uzgojnog uvjeta na
diferencijacijski proces, kojeg nije bilo moguce sa sigurnos¢u utvrditi, nedvojbeno su
primjecene individualne razlike u diferencijacijskom potencijalu MMS razlicitih darivatelja.
Iako navedene razlike nisu odredivane kvantitativnim metodama, bile su ocigledne tijekom
mikroskopiranja diferenciranih stanica. Naime, brojnost adipocita, veli¢ina njihovih vakuola i
broj lipidnih kapljica, kao i brojnost osteoblasta i njihovih mineralnih depozita bitno su se
razlikovali medu stanicama razliCitih darivatelja, Sto ukazuje na to da su multipotentnost i
diferencijacijski potencijal MMS odredeni individualnim bioloskim znacajkama svake osobe.
Uocene razlike u diferencijacijskom potencijalu MMS nisu pokazale ovisnost o dobi i spolu

darivatelja stanica Sto je u skladu s rezultatima ranijih studija (138).

Budu¢i da MMS imaju veliki potencijal za umnazanje in vitro, u kratkom je vremenu iz
relativno malog pocetnog broja stanica tijekom nekoliko ciklusa presadivanja moguce dobiti
dovoljnu koli¢inu stanica za klinicku primjenu. Ovo svojstvo MMS otvara moguc¢nost njihove
Siroke klinicke primjene, no veliki broj stani¢nih dioba u kratkom vremenskom razdoblju
uyjedno nosi i opasnost od pojave genomskih promjena u jezgrama umnoZenih stanica.
Promijenjene stanice mogu postati ishodiSte nove stani¢ne linije koja moZe kontaminirati
populaciju MMS i predstavljati potencijalnu opasnost za primatelja takvog transformiranog
stani¢nog pripravka (32). Stoga se u slu¢aju opseZnog umnazanja MMS preporucuje izvrsiti
analizu njihova kariotipa kako bi se isklju¢ila moguénost transformacije stanica in vitro, iako
prema smjernicama Medunarodnog druStva za staniCnu terapiju ovakva analiza nije

neophodna za identifikaciju MMS umnoZenih in vitro (32).

Sklonost MMS spontanoj transformaciji tijekom umnazanja in vitro dugi je niz godina
predmet rasprava s obzirom da su razlicita istraZivanja dovela do kontradiktornih nalaza.
Interpretacija navedenih nalaza joS je teza ukoliko se uzme u obzir Cinjenica da su u
navedenim istrazivanjima koriStene MMS razliCitog podrijetla, najces¢e ljudske (141-144),
Stakorske (145) i miSje (146). Osim toga, u navedenim su se istraZzivanjima razlikovali i1 tkivni
izvori MMS, pa su ispitivanja izvrSena na MMS izoliranima iz KS (142-144), masnog tkiva
(147), amnijske tekucine (141) te krvi iz pupkovine (148). Nadalje, uzgoj stanica provodio se
u razli¢itim uzgojnim uvjetima, a promjene su odredivane razliCitim metodama

(molekularnom kariotipizacijom, citogenetskom analizom i subtelomernom fluorescencijskom
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hibridizacijom in situ, odredivanjem duzine telomera i aktivnosti telomeraze, analizom
mRNA, te analizom genske ekspresije ciljnih gena poput p53, p21, pl16 i Myc) (143, 146,
148). U dvije studije u kojima su prou€avane ljudske MMS izolirane iz KS i masnog tkiva
utvrdena je pojava malignih transformacija stanica tijekom umnazanja in vitro (144, 150), no
navedeni rezultati su naknadno povuceni i reinterpretirani nakon Sto je otkriveno da je kultura
MMS bila kontaminirana stani¢nim linijama ljudskih fibrosarkoma 1 osteosarkoma (151). S
druge strane, rezultati viSe studija su pokazali da MMS tijekom uzgoja in vitro ne iskazuju
nikakve genetske nepravilnosti (143) ili su zabiljezene promjene bile prolazne i nisu imale
maligni karakter (148, 149). Svemu navedenom treba pridodati i ¢injenicu da su u klinickim
studijama stotine ljudi primile pripravke MMS umnoZenih in vitro, pri ¢emu kod niti jednog
primatelja nije prijavljena pojava tumora povezana s njthovom primjenom S$to govori u prilog
sigurnosti ove vrste stani¢ne terapije (152). Ipak, vaZno je naglasiti da je ve¢ina spomenutih
istrazivanja provedena s MMS umnoZenima u prisustvu FBS-a (143-145, 147-148, 153) dok
je tek nekolicina studija proucavala genetske nestabilnosti MMS tijekom uzgoja u prisustvu
LT (142, 149, 154). Zbog navedenog se razloga u ovom radu osobita pozornost obratila
upravo na citogenetsku analizu stanica umnoZenih u ovom uzgojnom uvjetu. Kako bi se
utvrdilo da li su MMS umnaZane in vitro dozivjele neku vrstu transformacije, u pojedinim je
ciklusima presadivanja izvrSena citogenetska analiza kariotipa njihovih jezgara. Iako je vecina
ispitivanih jezgara imala uredan kariotip, u stanicama dvaju darivatelja su pronadene
promjene u strukturi kromosoma. Navedene kromosomske aberacije su ukljucivale
translokacije t(12,15), t(9,12) i t(9,14), no u jezgri s translokacijom t(9,12) su utvrdene i
dodatne kromosomske promjene. Naime, u ovoj je stani¢noj jezgri takoder nedostajao jedan
kromosom 12, te su utvrdena dva marker kromosoma nepoznatog podrijetla. Kako je ova
promjena utvrdena u samo jednoj od ispitivanih jezgara, nije je bilo moguce analizirati
dodatnim analitickim tehnikama poput fluorescencijske hibridizacije in situ (FISH), pa stoga
nije jasno da li je rije¢ o nebalansiranoj translokaciji ili nekoj drugoj vrsti kromosomske

aberacije.

Sve opisane kromosomske promjene uocene su u prisustvu LT, no njihova eventualna
povezanost s uzgojnim uvjetom morala bi se utvrditi na ve¢em stani¢nom uzorku. Medutim,
dosadasnje spoznaje ne govore u prilog tome da bi prisustvo LT u uzgojnom mediju moglo
uzrokovati vecu ucestalost promjena u strukturi ili broju kromosoma tijekom uzgoja stanica in
vitro (149). Zanimljivo je da su kod jednog darivatelja (D6) u treCem ciklusu presadivanja

pronadene razli¢ite vrste kromosomskih promjena u razli¢itim uzgojnim uvjetima (10% LT i
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5% LT). Budu¢i da je navedena pojava zabiljezena samo kod ovog darivatelja moguce je da
on posjeduje bioloski predodredenu kromosomsku nestabilnost. Naime, slu¢ajevi u kojima su
MMS jednog darivatelja pokazivale ponavljaju¢e genomske nestabilnosti kada su uzgajane u
razli¢itim uzgojnim uvjetima i ranije su opisane u literaturi (149, 153). Pretpostavljeno je da
te promjene nisu povezane s uzgojnim uvjetom, ve¢ da su barem djelomi¢no odredene
prirodenim bioloskim znacajkama samog darivatelja (149). Vazno je istaknuti da se uocene
kromosomske promjene nisu odrzale u stani¢noj kulturi u sljede¢im ciklusima presadivanja.
To je u skladu s prethodno objavljenim podacima koji pokazuju da MMS transformirane
tijekom uzgoja in vitro nemaju selektivnu prednost u stani¢noj kulturi i nisu sposobne stvarati
onkogene klonove, ve¢ stjecu oSteenja DNK koja ih uvode u proces senescencije zbog ¢ega

ih nije moguce dokazati tijekom daljnjeg uzgoja in vitro (141, 148, 149).

U ovom su istraZivanju, nadalje, ispitivana i imunomodulatorna svojstva MMS umnoZenih in
vitro. Naime, upravo sposobnost modulacije imunoloskog odgovora, te mogucnost njihove
stani¢ne terapije u posljednjih dvadesetak godina. Kako bi se dokazala imunomodulatorna
svojstva MMS umnoZenih in vitro u ovom istraZivanju, ispitivala se njihova sposobnost da
suprimiraju proliferaciju ljudskih limfocita potaknutu mitogenom fitohemaglutininom (PHA).
Navedeno ispitivanje mozZe se izvoditi variranjem parametara poput izvora MMS (autologne
ili alogene), trenutka dodatka MMS u kulturu limfocita (na pocetku ili nakon odredenog broja
dana uzgoja limfocita u kulturi), te broja MMS dodanih u kulturu kako bi se pratio ucinak
njihove doze. Prethodna istrazivanja su pokazala da se u¢inak MMS na proliferaciju limfocita
ne mijenja u ovisnosti o tome da li su u kulturu dodane autologne ili alogene MMS, te da
dodatak velikog broja MMS (40 000 MMS : 1 PK-MNS) u kulturu limfocita inhibira njihovu
proliferaciju (155). Istovremeno, u nekim je eksperimentima dodatak jako malog broja MMS
(10 MMS : 1 PK-MNS) rezultirao povecanjem stupnja proliferacije limfocita (155). Buduci
da nije vjerojatno da tako mali broj MMS moze producirati dovoljnu koli¢inu citokina da
izazove promjene u proliferaciji limfocita, nuzna su dodatna istraZivanja za razjasnjavanje

ucinka doze MMS na proliferaciju limfocita u kulturi in vitro.

U ovom su istrazivanju ispitana svojstva alogenih MMS umnoZenih in vitro koje su dodavane
limfocitima na pocetku kulture u omjeru 1:1. Za kvantifikaciju rezultata koriSten je
kemiluminiscencijski imunotest koji predstavlja neradioaktivnu alternativu [*H]-timidin testu
koji se tradicionalno koristio za oznacavanje DNK molekula proliferiraju¢ih stanica. Ove

dvije metode za kvantificiranje stani¢ne proliferacije imaju usporedivu osjetljivost i dobru
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korelaciju rezultata dokazanu na razlicitim Zivotinjskim i ljudskim stani¢nim modelima (156).
Kako bi se izbjegli negativni aspekti [*H]-timidin testa poput primjene radioizotopa i
rukovanja toksicnim scintilacijskim otopinama, ispitivanje je izvrSeno neradioaktivnim
kemiluminiscencijskim imunotestom. Rezultati su pokazali da su MMS svih ispitanih
darivatelja posjedovale imunomodulatorna svojstva. Naime, dodatkom alogenih MMS,
proliferacija mitogenom aktiviranih limfocita prosjecno se smanjila na 33,1% u odnosu na
100% proliferacije u istim uzorcima bez dodatka MMS, te je navedena razlika u stupnju
proliferacije bila statisticki znacajna (p=0,002). Drugim rijeima, opseg inhibicije mitogenom
potaknute proliferacije limfocita u prisustvu alogenih MMS je prosjecno iznosio 66,9 % Sto je
u skladu s ranije objavljenim radovima (44). Dobiveni rezultati potvrduju da MMS umnoZene
u prisustvu LT imaju sposobnost modulacije imunolo$kog odgovora koji nastaje kao odgovor
na aktivaciju mitogenima. Klinicka ispitivanja koja se temelje na primjeni MMS umnoZenih u
prisustvu LT trebala bi potvrditi da li se imunosupresijska funkcija MMS uocena in vitro

ispoljava i u okolnostima in vivo.

Ovim istrazivanjem je omogucen bolji uvid u bioloske znacajke i1 kinetiku rasta MMS
umnoZenih in vitro u prisustvu LT. Istrazivanje je pokazalo da su bioloske znacajke MMS
tijekom uzgoja u prisustvu LT usporedive s onima koje stanice ispoljavaju u prisustvu FBS-a,
dok je kinetika rasta stanica znacajno veca nego tijekom uzgoja u prisustvu tog tradicionalno
koriStenog dodatka uzgojnom mediju. Pritom se treba naglasiti da bi u slucaju klinicke
primjene MMS prednost trebalo dati uzgojnom uvjetu s 10% LT koji se, u kontekstu poticanja
stani¢nog rasta, pokazao superiornim u odnosu na uvjet s 5% LT. Dobiveni rezultati potvrduju
da se FBS u mediju za uzgoj MMS in vitro moze zamijeniti s LT, $to bi u slucaju klinicke
primjene MMS doprinijelo sigurnosti i kvaliteti stani¢nih pripravaka. Uzgojni uvjeti opisani u
ovom istrazivanju predstavljaju osnovu za razvoj klinickog protokola umnazanja MMS
budu¢i da omogucuju dobivanje dovoljno velikog broja stanica s o€uvanim bioloSkim
znaCajkama u relativno kratkom vremenu, a istovremeno osiguravaju siguran stani¢ni
pripravak bez prisustva Zivotinjskih antigena. Osim toga, optimizacija uzgojnih uvjeta opisana
u ovom istrazivanju joS je jedan doprinos kontinuiranim naporima za standardizacijom
metoda 1 uvjeta uzgoja MMS in vitro i dodatnom napretku u ovom znanstveno-klinickom

podrucju.
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7. ZAKLJUCCI

1. Spol i dob darivatelja MMS ne utjecu na kinetiku stani¢nog rasta in vitro.
2. Kinetika rasta MMS u kulturi in vitro korelira s uzgojnim uvjetom.

3. Kumulativno udvostruc¢enje populacije MMS je znacajno vece u prisustvu LT u odnosu na

uzgojni uvjet s FBS-om.

4. Vrijeme potrebno za udvostrucenje stani¢ne populacije tijekom cCitavog trajanja uzgoja

MMS in vitro znacajno je krace u prisustvu 10% LT u odnosu na uzgojni uvjet s 10% FBS.

5. MMS umnozene u prisustvu LT izrazavaju specifi¢ni imunofenotip svojstven MMS

(CD45-, CD34-, HLA-DR-, CD14-, CD19-, CD90+, CD73+, CD105+).

6. Klonogeni potencijal MMS umnoZenih u prisustvu LT usporediv je s onim kojeg stanice

imaju tijekom uzgoja u prisustvu FBS-a.

7. Kolonije CFU-F koje rastu nakon nasada MMS u prisustvu LT vrlo su velike i sadrZe veci

broj stanica u odnosu na one koje rastu u prisustvu FBS-a.

8. MMS uzgojene u mediju s LT zadrZavaju multipotentnost te se u odgovaraju¢im uvjetima

diferenciraju u adipocite i osteoblaste.

9. Kromosomske promjene utvrdene u MMS tijekom uzgoja u mediju s LT vjerojatno nisu
povezane s uzgojnim uvjetom, ve¢ postoji moguénost da su odredene prirodenim bioloSkim

znacajkama darivatelja.

10. MMS transformirane tijekom uzgoja u mediju s LT nemaju selektivhu prednost u

stani¢noj kulturi te se ne odrzavaju tijekom daljnjeg uzgoja in vitro.

11. Uzgojem u mediju s 10% LT, MMS zadrzavaju svoja imunomodulatorna svojstva te

znacajno suprimiraju proliferaciju limfocita potaknutu mitogenom.
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8. SAZETAK

Mezenhimske maticne stanice (MMS) su nekrvotvorne multipotentne stanice koje imaju
svojstvo samoobnavljanja 1 sposobnost diferencijacije u tkiva mezenhimskog podrijetla.
Zahvaljujuc¢i svojim imunomodulatornim svojstvima, imunoprivilegiranosti te parakrinom
djelovanju, MMS su do danas najviSe koriStene u lijeCenju hematoloSkih stanja i raznih
poremecaja imunoloSkog sustava. Klinicka primjena MMS zahtijeva njihovo prethodno
umnazanje u kulturi in vitro. Protokoli razli€itih istrazivackih i klini¢kih skupina razlikuju se
u pogledu tkivnih izvora 1 metoda izolacije MMS, te uzgojnih uvjeta in vitro, Sto oteZava

interpretaciju i usporedbu rezultata.

Cilj rada bio je istraziti utjecaj lizata trombocita (LT) na bioloSke znacajke MMS tijekom
uzgoja in vitro, te ih usporediti sa znaCajkama stanica uzgajanih u prisustvu tradicionalno
koriStenog fetalnog govedeg seruma (FBS) ¢ija primjena u stani¢nim pripravcima predstavlja

opasnost prijenosa uzro¢nika bolesti i imunizacije primatelja.

Rezultati su pokazali da stanice uzgajane u prisustvu LT 1 FBS ispoljavaju imunofenotip
karakteristi¢an za MMS te imaju usporediv klonogeni potencijal 1 diferencijacijski kapacitet.
Istovremeno, kinetika rasta MMS je znacajno veca u prisutvu LT, Sto se oCituje u ve¢em broju
udvostrucenja stanicne populacije u kratem vremenu. Koncentracija LT u uzgojnom mediju
takoder je utjecala na kinetiku rasta te je rast stanica u svim ciklusima presadivanja bio
statistiCki znacajno bolji u mediju s 10% LT u odnosu na uvjet s 5% LT. Stanice umnoZene u
prisustvu 10% LT zadrZzavaju imunomodulatorna svojstva te inhibiraju proliferaciju
mitogenom aktiviranih limfocita za prosje¢no 66,9%. Stanice kod kojih su utvrdene
kromosomske promjene tijekom uzgoja u mediju s LT nisu imale selektivnu prednost i nisu se

odrzale u kulturi.

Zakljuc¢no, ovo istraZivanje potvrduje da bi zamjena FBS-a s LT u mediju za uzgoj MMS in
vitro omogucila dobivanje klini¢ki zna¢ajnog broja MMS u kra¢em vremenu uz istovremeno
ocuvanje svih funkcijskih znaCajki stanica. Istovremeno, ovo istraZivanje €ini osnovu za
razvoj klinickog protokola umnazanja MMS u mediju s LT ¢ime bi se doprinijelo sigurnosti i
kvaliteti stani¢nih pripravaka. Optimizacija uzgojnih uvjeta opisana u ovom istraZivanju
dodatni je doprinos standardizaciji metoda i1 uvjeta uzgoja MMS in vitro i napretku u ovom

znanstveno-klinickom podrucju.
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9. SUMMARY

Biological properties of mesenchymal stem cells expanded ir vitro in medium with

human platelet lysate
Marijana Skifi¢
2019

Mesenchymal stem cells (MSC) are nonhematopoietic multipotent cells that can differentiate
into tissues of mesodermal origin. Due to their ability to induce immunological tolerance in
the recipient, MSC have been utilized in the treatment of various hematological and immune-
and inflammation-mediated diseases. The clinical application of MSC implies prior in vitro
expansion that usually includes use of fetal bovine serum (FBS) which is associated with a
risk of transmitting infectious agents and immunizing events. Furthermore, the varied tissue
sources, methodologies of cell preparations and culture conditions used by different MSC

research and clinical groups resulted in ambiguities and inconsistencies in this field.

Aim of this study was to evaluate the effect of platelet lysate (PL) on biological properties of

MSC expanded in vitro in comparison to the FBS culture condition.

The results showed that the cells cultured in different conditions had comparable
imunophenotype, clonogenic potential and differentiation capacity. However, MSC growth
was significantly enhanced in the presence of PL, which was demonstrated by higher number
of cumulative population doublings (CPDs) and shorter population doubling time (PDT).
Furthermore, MSCs cultured in the presence of PL were able to cause a 66.9% reduction of
mitogen-induced lymphocyte proliferation. Chromosome aberrations observed in the PL

condition were transient and did not have selective advantage in the culture system.

In conclusion, this research confirmed that substitution of FBS in the MSC expansion media
with PL would enable the yield of clinically relevant numbers of MSC within shorter time

period and improve safety and quality of the cell products.
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