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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu przechowywania mezenchymalnych komorek macierzystych z mia-
zgi zeba po jego ekstrakcji w trakcie zabiegow stomatologicznych. Technologia bedaca przedmiotem
wynalazku dotyczy komérek macierzystych pozyskiwanych z miazgi zebéw mlecznych w trakcie ich
wymiany na zeby state, zebdéw nr 8, tzw. zebodw madrosci oraz zebow usuwanych w trakcie korekcji
uzebienia w procesach ortodonciji lub zebdéw usuwanych po uszkodzeniu, ptytkim leczeniu bez usuwania
miazgi. Rozwigzanie wedtug wynalazku umozliwia przechowywanie przez nieograniczony czas, komo-
rek macierzystych wyekstrahowanych z miazgi zeba lub fragmentéw zeba z miazgg do wykorzystania
w hodowli w pézniejszym okresie.

Komorki macierzyste to samoodnawiajgce sie komorki, ktore dzielg sie, dajgc poczatek komorce
o identycznym potencjale rozwojowym i/lub o bardziej ograniczonym potencjale rozwojowym. Komorka
macierzysta ma zdolno$¢ dzielenia sie przez nieokreslony czas, przynajmniej przez wiele cykli, a czesto
przez cate zycie organizmu. Biorgc pod uwage okreslone sygnaty w rozwoju organizmu, komaérki ma-
cierzyste moga réznicowac sie w wiele réoznych typédw komérek tworzacych organizm. Oznacza to, ze
komorki macierzyste majg potencjat, aby rozwingé sie w dojrzate komaérki o charakterystycznych ksztat-
tach i wyspecjalizowanych funkcjach, takich jak komérki kosci, komorki miesniowe, komérki skory lub
komorki nerwowe. Wyczerpujace dane dotyczgce technologii, pozyskiwania, hodowli i zastosowan
zawarto w szeregu publikacjach, w tym w: Watt F.M. i in.” Out of Eden; Stem Cells and their Niches”,
Science, American Association for the Advancement of Science, US, 2000, vol.287, no. 5457,
1472-1430 i w Jiang i in ,Pluripotency of mesenchymal stem cells derived from adult marrow”, Nature,
2002, tom 418, str. 41-47.

Pluripotencjalne komérki macierzyste pochodzace z wewnetrznej masy komérek mogg dac po-
czatek komdrkom, ktére moga tworzy¢ szeroki zakres typow komorek, wywodzgcych sie z trzech listkow
zarodkowych (mezoderma, endoderma i ektoderma), dlatego tez w przesztosci poswiecano im tak wiele
uwagi. Pojawity sie jednak watpliwosci natury etycznej dotyczgce wykorzystania embrionalnych komo-
rek macierzystych. Dlatego tez izolowane nieembrionalne komorki macierzyste, somatyczne komorki
macierzyste, doroste komorki macierzyste majg obecnie coraz wieksze znaczenie dla opracowywania
innowacyjnych strategii terapeutycznych i estetycznych.

Pluripotencjalne i multipotencjalne sg niezalezne i nie sg przypisane do okreslonej linii ko-
morkowej.

Obecnie szczegdlne znaczenie w stomatologii, ortodoncji i réznych schorzeniach jamy ustnej
przypisuje sie mezenchymalnym komérkom macierzystym z miazgi zeba. Sg one, co najmniej multipo-
tencjalne, tatwe w pozyskaniu, hodowli i przechowywaniu. W oparciu o niniejszy wynalazek mogg mie¢
szeroki zakres zastosowan w leczeniu i rekonstrukcji tkanki zebdw i nie tylko teraz ale w przysztosci.

Szczegodlne zainteresowanie nieembrionalnymi komérkami macierzystymi z miazgi zeba, prze-
ktada sie na opracowanie metod ich pozyskiwania, hodowli zastosowania terapeutycznego i estetycz-
nego.

Dane dotyczace wiasciwosci, technologii pozyskiwania, hodowli i ich zastosowan zawarto w sze-
regu publikacjach i opisach patentowych, z ktérych, jako szczegélnie istothg, mozna wymienié¢: Kawas-
hima N. i in., “Properties of Dental Pulpderived Mesenchymal Stem Cells and the Effects of Culture
Conditions”, J. Endod. 2017 Sep; 43(9S), 31-34.

Dane dotyczace komoérek z miazgi zeba zawarte sg w 29 patentach lub zgtoszeniach patento-
wych w Swiecie, z ktérych dwa europejskie patenty EPO sg walidowane w Polsce — PL/EP 2456863,
PL/EP 1773987. Wymienione patenty EPO dotyczg sposobdw otrzymywania i stosowania komérek ma-
cierzystych z miazgi zeba dorostej osoby lub komoérek z zebéw mlecznych. Przytoczone patenty EPO
nie dotyczg sposobdéw przechowywania komaérek w niskich temperaturach i sposobéw ich dalszego wy-
korzystania.

W naukowych publikacjach, miedzy innymi:. Gronthos S. i in. ,Postnatal human dental pulp stem
cells (DPSCs) in vitro and in vivo”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2000, vol. 97, no. 25,13625-13630 i No-
riaki i in., ,Evaluation of Pluripotency in Human Dental Pulp Cells”, J. Oral Maxillofac Surg, 2009, vol.
67, no. 501-506 opisujg szereg wlasciwosci mezenchymalnych komaérek macierzystych z miazgi zeba.

W publikaciji ,Pluripotency of mesenchymal stem cells derived from adult marrow”, Jiang i in. opi-
sujg izolacje i cechy pluripotencjalnych komérek macierzystych w populaciji komérek szpiku kostnego.
W przeciwienstwie do komérek izolowanych z miazgi zebéw wedtug wynalazku wedtug Maher Al.-Atari
Abou-Asi [PL/EP 2456863] komorki te nie wykazujg ekspresji genu CD105, a wykazujg ekspresje gendow
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CD44 i CD73. Jednakze, dla specjalisty w tej dziedzinie dane zawarte we wspomnianej publikacji nie
sg wystarczajgce, aby moc stwierdzi¢, ze komorki z miazgi zeba sg pluripotencjalne. Przeciwnie, za-
warte dane i testy pozwalajg jedynie stwierdzi¢, ze sg to komérki multipotencjalne. Szczegdlnie, ze na
podstawie uwzglednionych testéw wykazujg zdolnos¢ do réznicowania sie w tkanki, ktore wszystkie
pochodzg z tego samego listka zarodkowego — mezodermy. Opierajac sie na przeprowadzonych przez
Noriaki i in. testach dotyczgcych réznicowania komérek, specjalista w tej dziedzinie mégtby jedynie
stwierdzi¢, ze sg one komdrkami multipotencjalnymi.

W zgtoszeniu PCT WO 02/07676 A2 opisano sposoéb regeneracji ludzkiej zebiny i miazgi z wyko-
rzystaniem hodowanych dorostych komorek macierzystych pochodzgcych z miazgi zebowej. Nieem-
brionalne komérki macierzyste z miazgi sg juz w zaawansowanym stadium rozwoju, nie sg one multi-
potencjalne, a jedynie rdéznicujg sie w wyspecjalizowany typ komorki, tkanki, z ktérej zostaty wyizolo-
wane. Ponadto uzyskanie komorek jest utrudnione, poniewaz zgh musi byé pekniety lub przeciety, aby
udostepni¢ miazge.

Wszystkie przytoczone rozwigzania obejmujg sposoby pozyskiwania komoérek z miazgi zebodw,
zaréwno tzw. mlecznych i 6semek tzw. zebdéw madrosci i ich zastosowan w leczeniu réznych czesci
jamy ustnej, oraz tkanki nerwowej pomijajgc istotny etap przechowywania komérek lub fragmentéw ze-
bow w warunkach umozliwiajgcych ich dalsze, po pewnym czasie wykorzystanie w leczeniu lub rege-
neracji uzebienia.

Z publikaciji Erik J. Woods i in., ,Optimized cryopreservation method for human dental pulpderived
stem cells and their tissues of origin for banking and clinical use”; Cryobiology. 2009; 59(2): 150-157.
doi:10.1016/j.cryobiol.2009.06.005; znana jest zoptymalizowana metoda kriokonserwaciji ludzkich ko-
morek macierzystych pochodzgcych z miazgi zebowej (DPSCs). Komorki przygotowane w ten sposéb
mozna przechowywac diuzszy czas w bankach oraz majg zastosowanie terapeutyczne. Autorzy pod-
kreslaja, ze DPSCs mozna przechowywac¢ w temperaturze - 85°C lub -196°C przez co najmniej szes¢
miesiecy bez utraty ich funkcjonalnosci.

Opis patentowy US2009022693 A1, 2009.01.22, STIFTUNG CAESAR [DE], ujawnia metode izo-
lacji multipotencjalnych komorek macierzystych z tkanki zeba, w ktorej komorki macierzyste sg ekstra-
howane ze struktury tkanki, a nastepnie hodowane. Metoda obejmuje kriokonserwacje w temperaturze
-80°C, a potem w temperaturze -196°C. Jej zaletg jest mozliwos¢ dtugotrwatego przechowywania ko-
morek i ich dostepnoé¢ do celéw terapeutycznych.

Opis patentowy W0O2011141789 A2 ujawnia metode kriokonserwacji miazgi izolowanego zeba,
obejmujgca etap zamrazania w temperaturze od -15°C do -196°C.

Opis patentowy EP3296392 A1l ujawnia sposéb wytwarzania zamrozonych komérek mezenchy-
malnych, obejmujgcy m.in. etap kriokonserwacji komérek mezenchymalnych. Komérkami tymi moga
by¢ m.in. komérki miazgi zeba. Komadrki mrozono w temperaturze -80°C, a nastepnie w temperaturze
-150°C.

Znana jest publikacja Nela Pilbauerova i in., ,Cryopreservation of Dental Stem Cells”; Acta Me-
dica (Hradec Kralové) 2018; 61(1): 1-7, https://doi.org/10.14712/18059694. 2018.16, w ktdrej wskazuje
sie, ze stomatologiczne komadrki macierzyste sg tatwo dostepnym zrédtem dorostych komarek macie-
rzystych. Mozna je zebra¢ poprzez ekstrakcje zeba lub samoistne ztuszczanie zebéw mlecznych. Mu-
szg byc¢ izolowane, namnazane i przechowywane do czasu, kiedy bedg potrzebne do indywidualnej
terapii komérkami macierzystymi. Kriokonserwacja to zaréwno krétkotrwate, jak i diugotrwate przecho-
wywanie tkanek lub komérek w temperaturach ponizej zera. Istnieje kilka metod kriokonserwaciji, ktére
wymagajg réznych technologii. Zywotno$¢ rozmrozonych DPSC, przechowywanych przez 1 tydzien,
1 miesigc lub 6 miesiecy w temperaturze -85°C lub -196°C wynosita > 90% dla wszystkich dtugo$ci
przechowywania i obu temperatur.

Komorki przechowywane w temperaturze oparéw ciektego azotu, rozmnozone, wyizolowane,
poddane hodowli i namnozeniu, jak rowniez komérki macierzyste wyizolowane z miazgi zamrozonych
i przechowywanych w temperaturze -196°C fragmentéw zebdw, wyizolowane, poddane hodowli
i namnozeniu, oraz kazda hodowla komérkowa, struktura komaérkowa lub kompozycje farmaceutyczne
zawierajgce te komorki mogg by¢ stosowane do naprawy lub zastepowania uszkodzonej lub zniszczo-
nej tkanki in vivo. Podobnie mogg byé one stosowane do uzyskiwania zréznicowanych komoérek lub
tkanki twarzoczaszki, w tym réwniez komoérek lub tkanki uktadu stomatognatycznego, do uzyskiwania
zréznicowanych neurondw lub tkanki nerwowej [Arthur A. i in. ,Adult human dental pulp stem cells diffe-
rentiate toward functionally active neurons under appropriate environmental cues”. Stem Cells. 2008,
26(7): 1787-1795] i/lub do zastepowania lub naprawy tkanki ektomezenchymalnej.
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W zwigzku z tym, ze mezenchymalne komorki macierzyste z miazgi zeba sa, co najmniej multi-
potencjalne, ale tatwe w pozyskaniu i hodowli, w oparciu o niniejszy wynalazek mogg miec szeroki za-
kres zastosowan w leczeniu i rekonstrukcji tkanki zebow i nie tylko.

Sposoéb przechowywania multipotencjalnych, nieembrionalnych komérek macierzystych z miazgi
zeba, wedtug wynalazku, wykorzystujgcy zamrazanie w medium krioprotekcyjnym do temperatury -80°C
wyekstrahowanych w warunkach sterylnych i hodowanych komodrek macierzystych, a nastepnie prze-
chowywanie ich w oparach wrzgcego cieklego azotu w temperaturze -196°C, charakteryzuije sie tym, ze
rozdrobnione komorki umieszcza sie medium DMEM z mieszankg enzyméw: kolagenaza typu | —
3 mg/ml, dyspaza — 4 mg/ml, z dodatkiem mieszaniny antybiotykéw- penicylina/streptomycyna w ilosci
2%. Nastepnie komorki inkubuje w jatowych warunkach w inkubatorze przez 1 godzine, w temperaturze
37°C, w atmosferze 5% CO2, po czym komorki sg namnazane w trakcie hodowli w medium hodowlanym
zawierajgcym: a-MEM, 10% FBS, 2 mM L-glutaminy, 1% chloramfenikolu i 2% penicyliny-streptomy-
cyny. Medium krioprotekcyjne zawiera medium DMEM z 10% DMSO o temperaturze 1-0°C, a zamra-
zanie komorek z hodowli do temperatury -75-80°C odbywa sie w tempie -1°C/minute.

Namnazanie komorek miazgi zebowej prowadzi sie do osiggniecia przez komérki 60-80% kon-
fluencji, zmieniajgc medium co 48 godzin.

Komoérki przed zamrozeniem sg analizowane pod katem macierzystosci i zywotnosci, dzieki
czemu zyskuje sie pewnosg, ze krioprezerwacji poddajemy komérki zywe, ktdére po rozmrozeniu bedzie
mozna wykorzystac¢ do dalszych badan.

Komoérki macierzyste z miazgi zeba pozyskuje sie w sterylnych warunkach po sterylizacji zeba
lub jego fragmentéw alkoholem etylowym w trakcie trwania ekstrakcji. W zaleznosci od rozmiaru zeba,
dla matych lub uszkodzonych zebéw o wielko$ci miazgi ponizej 6 mm?2 pozyskuje sie mozliwie duzo
materiatu biologicznego, ktéry po przygotowaniu poddaje sie hodowli/namnazaniu w jatlowych warun-
kach w inkubatorze w temperaturze 37°C w atmosferze 5% stezenia CO2, lub zamraza caly materiat
biologiczny.

W przypadku duzych zebdéw, powyzej 6 mm?2 przewidywanej powierzchni miazgi korzystnym jest
podzielenie uzyskanego w warunkach jalowych materiatu biologicznego na dwie czesci. Z jednego frag-
mentu komoérek po sterylizacji pozyskuje sie komérki macierzyste i poddaje procedurze hodowli/nam-
nazania, jak opisano powyzej. Drugi fragment zeba po usunieciu ewentualnych okruchéw kosci zeba
przeptukuje sie DPBS z dodatkiem antybiotykdéw i zamraza w catosci.

Multipotencjalne komoérki macierzyste pozyskane z miazgi zeba hodowlane/namnazane w wa-
runkach hodowli, jak i fragmenty zebdéw z miazgg zebowg zamraza sie w powolny sposéb do tempera-
tury -80°C w wzbogaconym medium hodowlanym z dodatkiem substanc;ji krioprotekcyjnych, powoduja-
cych powstawanie lodu bezpostaciowego, uzywajgc DMSO lub glikol etylenowy. Dalej zamrozone ko-
morki lub fragmenty tkanki przenosi sie do krionaczynia i przechowuje w temperaturze -196°C w opa-
rach wrzgcego ptynnego azotu.

Wszystkie rozwigzania wedtug wynalazku obejmujg sposoby pozyskiwania komaérek z miazgi ze-
béw, zaréwno tzw. mlecznych, 6semek tzw. zebéw madrosci i uszkodzonych w ré6znych warunkach.

Cel wynalazku zostaje osiggniety dzieki metodzie izolowania i identyfikacji nieembrionalnych ko-
morek macierzystych z miazgi zebdw, ktdra obejmuje etapy: pozyskania, identyfikacji cytologicznej ko-
morek, analizy genetycznej z uzyciem wyselekcjonowanych markeréw oraz przestrzeganiu procedur
przechowywania komérek wedtug wynalazku.

Procedura przechowywania i pézniejszego wykorzystywania komoérek macierzystych z miazgi
zeba sktada sie z etapow, gdzie etap przechowywania komaérek i uruchamiania hodowli po okresie za-
mrozenia jest istotg tego wynalazku. Procedura sktada sie z:

—  pozyskiwania materiatu biologicznego, zebéw mlecznych, zebdéw nr 8 — zebéw madrosci,

uszkodzonych zebdw po ekstrakgciji,

—  pozyskiwania komérek macierzystych z miazgi zeba,

—  identyfikacji komorek,

—  hodowli komérek macierzystych,

—  przechowywania komdrek macierzystych w stadium zamrozenia, kriobanking,

- uruchamiania hodowli po rozmrozeniu komoérek.
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Zgodnie z przedstawionymi etapami, postepowanie przebiega wedtug schematu.

W warunkach sterylnych z przechowywanego w warunkach sterylnych zeba lub jego fragmentow
wyodrebnia sie miazge zebowa, a z niej w warunkach sterylnych — pod komorg laminarng izolowane sg
w dalszych etapach komérki macierzyste. Miazge umieszcza sie na szalce Petriego i mechanicznie
rozdrabnia z wykorzystaniem sterylnego skalpela. Rozdrobniong tkanke umieszcza sie w probowce
stozkowej, zawierajgcej roztwér medium DMEM, (Sigma, Aldrich) z mieszankg enzymoéw o stezeniach,
kolagenaza typu | — 3 mg/ml, dyspaza — 4 mg/ml, z dodatkiem mieszaniny antybiotykdw — penicy-
lina/streptomycyna w ilosci 2%. Zawieszong miazge inkubuje przez 1 godz. w temperaturze 37°C, w at-
mosferze zawierajgcej 5% CO:..

Po uptywie czasu inkubacji zawiesina jest wirowana w temperaturze pokojowej przy 300 g przez
8 minut. Supernatant jest usuwany, a osad komoérkowy jest zawieszany w medium hodowlanym, roz-
tworze o skftadzie o-MEM (Sigma, Aldrich), FBS (Sigma) w ilosci 10% z dodatkiem 2 mM L-glutaminy,
1% chloramfenikolu i 2% penicyliny — streptomycyny. Zawiesina komoérkowa wysiewana jest do naczy-
nia hodowlanego i inkubowana przez 24 godz. w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajgcej 5%
COs2. Po uptywie 24 godz. medium hodowlane o sktadzie wymienionym wyzej jest wymieniane.

Hodowle komdrek miazgi zebowej prowadzi sie do osiggniecia przez komaérki 60—80% konfluen-
Cji, zmieniajgc medium co 48 godz.

Identyfikacje i mrozenie komoérek wyizolowanych z miazgi zeba po hodowli rozpoczyna sie od
przeptukania warstwy komorek hodowanych roztworem PBS, a nastepnie inkubacji przez 5 minut
w 37°C, w roztworze trypsyny stezeniu 0,25%. Po uptywie tego czasu komérki przestajg przylega¢ do
poditoza naczynia hodowlanego, a do ich zawiesiny dodaje sie jednakowg objeto$¢ medium hodowla-
nego, w celu neutralizacji enzymu.

Zawiesine komoérkowg przenosi sie do stozkowej probowki i wiruje przy 300 g przez 8 minut.
W przypadku przeznaczenia komorek do zamrozenia uzyskany osad komorkowy zawiesza sie w roz-
tworze z dodatkiem srodka krioprotekcyjnego, w tym przypadku 10% DMSO w DMEM (Sigma, Aldrich)
o temperaturze zblizonej do 0°C. Zawiesine komorek w medium do mrozenia o stezeniu 10%/ml komorek
przenosi sie do kriofiolki, ktérg umieszcza sie w pojemniku z izopropanolem i schtadza do temperatury
-80°C, zapewniajgc tempo zamrazania -1°C/min. Nastepnie kriofiolki umieszczane sg w naczyniu z cie-
ktym azotem, gdzie mogg by¢ dtugotrwale przechowywane w atmosferze oparéw azotu w temperaturze
wrzenia ptynnego azotu -196°C.

Czeé¢ hodowlanej mieszaniny komérek macierzystych zawieszanych w medium hodowlanym,
przezyciowym poddaje sie analizie zywotno$ci i macierzysto$ci komérek. Badajgc macierzystosé komé-
rek, komérki w liczbie 10% na probe zawiesza sie w buforze PBS/EDTA/BSA, a nastepnie inkubuje
Z przeciwciatami: CD44-FITC, CD105-PE i CD90-APC (Miltenyi Biotec) przez 10 minut w temperaturze
2-8°C w ciemnosci. Nastepnie komoérki zostajg przeptukane buforem PBS/EDTA/BSA i zawieszone
w tym buforze. Tak przygotowane hodowlane komérki z miazgi zeba poddaje sie analizie w cytometrze
przeptywowym.

Okreslenie macierzystosci komérek wyizolowanych z miazgi zebowej bazuje na wykorzystaniu
technologii cytometrii przeptywowej. Za komorki macierzyste uznawane sg komorki wykazujgce ekspre-
sje antygenéw: CD 105, CD90, CD73 i CD44, przy jednoczesnym braku ekspresji antygendw charakte-
rystycznych dla linii hematopoetycznych: CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 i HLA-DR.

Analize prowadzi sie na podstawie kryteriéw International Society for Cellular Therapy; Dominici
M, Le Blanc K, Mueller I, Slaper-Cortenbach I, Marini F, Krause D, Deans R, Keating A, Prockop Dj,
Horwitz E. ,Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells”. The International So-
ciety for Cellular Therapy position statement. Cytotherapy. 2006; vol.8, no 4, 315-317. Przykladowe
wyniki analizy cytogenetycznej z cytometru przeptywowego przedstawiono na rysunku, fig. 1.

Rysunek przedstawia wyniki analizy cytometrycznej reprezentatywnej hodowli komérek wyizolo-
wanych z miazgi zebowej. Komorki te wykazujg ekspresje antygenéw CD44, CD105 i CD90, uznawa-
nych za markery macierzystosci, zgodnie z kryteriami International Society for Cellular Therapy.

Badajgc zywotnos¢ komérek licznik (ADAM-MC — NanoEntek) segreguje komorki wybarwione
jodkiem propidyny na podstawie ich fluorescencji. Czes¢ zawiesiny komaérek po okresie hodowli miesza
sie z dwoma roztworami zawierajgcymi jodek propidyny, ktéry wybarwia DNA. W przypadku zywych
komorek, barwnik nie jest w stanie dostac sie do srodka komérki, natomiast w przypadku martwych, jest
to mozliwe, dlatego tylko jadra martwych komérek zostang zabarwione. Licznik oblicza liczbe wszystkich
komorek oraz liczbe martwych i automatycznie na zasadzie proporcji oblicza przezywalnos¢ komaérek
w hodowli.
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W przypadku mrozenia tkanki miazgi zeba lub fragmentéw zeba zawierajgcych multipotencjalne
mezenchymalne komaorki macierzyste z miazgi, caty zgb lub jego fragmenty umieszcza sie w warunkach
sterylnych, w medium z dodatkiem $rodka krioprotekcyjnego, w tym przypadku 10% DMSO w DMEM
o temperaturze 0°C. Fragmenty zeba/miazgi w medium umieszcza sie w pojemniku kriogenicznym,
a nastepnie cato$¢ w pojemniku z izopropanolem i schtadza do temperatury w zakresie -75-80°C, za-
pewniajgc tempo zamrazania -1°C/min. Nastepnie kriofiolki umieszczane sg w naczyniu z ciektym azo-
tem, gdzie mogg by¢ dtugotrwale przechowywane w atmosferze oparéw wrzgcego azotu w temperatu-
rze -196°C.

Sposoéb wedtug wynalazku dotyczgcy przechowywania nieembrionalnych komérek macierzys-
tych zostat przedstawiony w przyktadach wykonania.

Przyktad

Komoérki macierzyste z miazgi zeba mlecznego otrzymanego w trakcie ekstrakcji w warunkach
mozliwie sterylnych.

Zab lub jego fragmenty sterylizuje sie 70% alkoholem etylowym i umieszcza w pojemniku trans-
portowym. Bezpieczenstwo biologiczne jest okreslane na podstawie wynikow badan mikrobiologicznych
na obecnos¢ bakterii tlenowych, beztlenowych i grzybéw w hodowli in vitro, a takze poprzez zestaw
badan, ktore pacjent ma obowigzek wykona¢ przed donacja tkanki (Anty-HIV-1i 2, HBsAg i Anty HBc,
Anty-HCV oraz kita).

Pojemnik do transportu materiatu stanowi buteleczka o pojemnosci 30 ml, wykonana z PPCO,
z polipropylenowg nakretkg, umozliwiajgcg szczelne zakrecenie pojemnika. Pojemnik nadaje sie do ste-
rylizacji w autoklawie i wykazuje odpornos¢ na temperature do 121°C.

Materiat biologiczny jest zabezpieczany, tzn. umieszczany w sposoéb jalowy w medium do trans-
portu w objetosci 10 ml, o sktadzie: DMEM z dodatkiem 1% chloramfenikolu, 2% antybiotykéw — peni-
cyliny-streptomycyny oraz 100 U/ml nystatyny.

Zeby nie mogg posiada¢ objawow zapalenia, oznak prochnicy, muszg by¢ zebami zywymi, bez
objawow zapalenia tkanek okotowierzchotkowych, a ich struktura musi by¢é zachowana w catosci pod-
czas zabiegu usuwania.

Zabieg pobrania tkanki byt skuteczny, jesli tkanka zostata pobrana w formie nienaruszonej oraz
potwierdzono, ze w usunietym zebie znajduje sie miazga, ktéra moze by¢ pozyskana w celu izolacji
komoérek macierzystych i ich mrozenia. Materiat biologiczny w pojemniku i medium transportowym
umieszczano nastepnie w styropianowym pojemniku wyposazonym we wktady chtodzace, aby zacho-
wac temperature transportu 3—4°C. Powyzszy pojemnik jest odbierany przez pracownika firmy kurier-
skiej i natychmiastowo transportowany do siedziby laboratorium Banku Komérek i Tkanek wraz z nie-
zbedng dokumentacja.

Komorki macierzyste z miazgi zebowej izolowane sg w warunkach sterylnych — pod komorg la-
minarng. Miazge umieszcza sie na szalce Petriego i mechanicznie rozdrabnia z wykorzystaniem steryl-
nego skalpela. Rozdrobniong tkanke umieszcza sie w probéwce stozkowej, zawierajgcej roztwér enzy-
mow w DMEM, o stezeniach: kolagenaza typu | — 3 mg/ml, dyspaza — 4 mg/ml i mieszanine antybioty-
kow penicylina-streptomycyna o stezeniu 2%, a nastepnie inkubuje przez 1 godz. w temperaturze 37°C,
w atmosferze 5% COsz.

Po uptywie czasu inkubacji zawiesine wiruje sie w temperaturze pokojowej przy 300 g przez 8 mi-
nut. Supernatant jest usuwany, a osad komérkowy jest zawieszany w medium hodowlanym o sktadzie
a-MEM, 10% FBS, 2 mM L-glutaminy, 1% chloramfenikolu i 2% penicyliny-streptomycyny. Zawiesina
komoérkowa wysiewana jest do naczynia hodowlanego, a po uptywie 24 godz. zmieniane jest medium
hodowlane. Pozyskany materiat poddaje sie hodowli/namnazaniu w medium o sktadzie: o-MEM, 10%
FBS, 2 mM L-glutaminy, 1% chloramfenikolu i 2% penicyliny-streptomycyny w jatowych warunkach,
w inkubatorze w temperaturze 37° w atmosferze 5% stezenia CO..

Dodatkowo, aby uzyska¢ homogenng hodowle komdrek macierzystych przeprowadza sie ich sor-
towanie z wykorzystaniem kuleczek magnetycznych MACS MicroBeads (Miltenyi Biotec) zwigzanych
z przeciwciatami skierowanymi na komorki macierzyste, takimi jak: CD44, CD90, CD73 czy CD 105.
W celu izolacji homogennej populacji komérek macierzystych, komérki wyizolowane z miazgi zeba sg
inkubowane z kuleczkami magnetycznymi, co skutkuje przytgczeniem sie kuleczek do komaérek wyka-
zujgcych ekspresje markeréw macierzystosci. Zawiesina komoérkowa umieszczana jest w polu magne-
tycznym, co skutkuje rozdzieleniem wyznakowanych i niewyznakowanych komaérek (wyznakowane ko-
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morki pozostajg w kolumnie, a niewyznakowane sg wyptukiwane). Po usunieciu kolumny z pola magne-
tycznego docelowe komorki ulegajg wyptukaniu, dzieki czemu uzyskiwana jest homogenng populacja
komoérek macierzystych.

Czes$¢ hodowlanej mieszaniny komérek macierzystych zawiesza sie w medium hodowlanym,
przezyciowym i poddaje analizie zywotnosci i macierzystos¢ komorek. Badajgc macierzystos¢ komoérek,
komorki w liczbie 108 na probe zawiesza sie w buforze PBS/EDTA/BSA, a nastepnie inkubuje z prze-
ciwciatami: CD44-FITC, CD105-PE i CD90-APC (Miltenyi Biotec) przez 10 minut w temperaturze 2—-8°C
w ciemnosci. Nastepnie komorki zostajg przeptukane i zawieszone w roztworze PBS/EDTA/BSA. Tak
przygotowane hodowlane komérki z miazgi zeba poddaje sie analizie w cytometrze przeptywowym.

Badajgc zywotnos¢ komorek segreguje sie komorki na podstawie fluorescenciji komorek wybar-
wionych jodkiem propidyny. Czes$¢ zawiesiny komérek po hodowli miesza sie z roztworem jodku propi-
dyny, ktéry wybarwia DNA. W przypadku zywych komoérek, barwnik nie jest w stanie dostaé sie do
srodka komoérki, natomiast w przypadku martwych jest to mozliwe, dlatego tylko jgdra martwych komo-
rek zostang zabarwione. Licznik oblicza liczbe wszystkich komérek oraz liczbe martwych i automatycz-
nie na zasadzie proporcji oblicza przezywalno$¢ komérek w hodowli.

Identyfikacje i wykorzystanie komérek macierzystych wyizolowanych z miazgi zeba po hodowli
rozpoczyna sie od przeptukania warstwy komérek hodowanych roztworem PBS, a nastepnie inkubacji
przez 5 minut w 37°C, w roztworze trypsyny w PBS bez wapnia w stezeniu 0,25%. Po uptywie tego
czasu komorki przestajg przylega¢ do podtoza naczynia hodowlanego, a do ich zawiesiny dodaje sie
jednakowag objetos¢ medium hodowlanego, w celu neutralizacji enzymu.

Zawiesine komoérkowg przenosi sie do stozkowej probowki i wiruje przy 300 g przez 8 minut.
W przypadku przeznaczenia komorek do ponownego zamrozenia uzyskany osad komérkowy zawiesza
sie w roztworze z dodatkiem srodka krioprotekcyjnego, w tym przypadku medium DMEM i 10% DMSO
o temperaturze 1-0°C. Zawiesine komérek w medium do mrozenia o stezeniu 108/ml komérek przenosi
sie do kriofiolki, ktérg umieszcza sie w pojemniku z izopropanolem i schtadza do temperatury -75-80°C,
zapewniajgc tempo zamrazania, ok. -1°C/min. Nastepnie kriofiolki umieszczane sg w naczyniu z ciektym
azotem, gdzie mogg by¢ diugotrwale przechowywane w atmosferze oparéw wrzacego azotu w tempe-
raturze -196°C.

W innym przypadku osad komérek zawiesza sie w medium lub innych ptynach wymaganych
w dalszych etapach postepowania.

Po okresie przechowywania komorki sg rozmrazane w medium a nastepnie pozyskane z niego
komorki macierzyste rozmnaza sie w mysl procedury podanej w przyktadzie.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb przechowywania multipotencjalnych, nieembrionalnych komdrek macierzystych
Z miazgi zeba, wykorzystujgcy zamrazanie w medium krioprotekcyjnym do temperatury -80°C
wyekstrahowanych w warunkach sterylnych i hodowanych komérek macierzystych, a nastep-
nie przechowywanie ich w oparach wrzgcego cieklego azotu w temperaturze -196°C, zna-
mienny tym, ze rozdrobnione komorki umieszcza sie medium DMEM z mieszankg enzyméw
kolagenaza typu | — 3 mg/ml, dyspaza — 4 mg/ml, z dodatkiem mieszaniny antybiotykéw —
penicylina/streptomycyna w ilo$ci 2% i inkubuje w jatowych warunkach w inkubatorze przez
1 godzing, w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% COz, nastepnie komorki sg namnazane
w trakcie hodowli w medium hodowlanym zawierajgcym: o-MEM, 10% FBS, 2 mM L-gluta-
miny, 1% chloramfenikolu i 2% penicyliny-streptomycyny, zas medium krioprotekcyjne za-
wiera medium DMEM z 10% DMSO o temperaturze 1-0°C, a zamrazanie komorek z hodowli
do temperatury -75-80°C odbywa sie w tempie —1°C/min.

2. Sposéb wg zastrz. 1 znamienny tym, Zze namnazanie komadrek miazgi zebowej prowadzi sie
do osiggniecia przez komoérki 60-80% konfluenciji, zmieniajgc medium co 48 godzin.

3. Sposéb wg zastrz. 1 znamienny tym, ze komorki przed zamrozeniem sg analizowane pod
katem macierzystosci i zywotnosci.
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