Sposob przechowywania multipotencjalnych mezenchymalnych komoérek

macierzystych z miazgi z¢ba

Wynalazek dotyczy sposobu przechowywania mezenchymalnych komorek
macierzystych z miazgi zeba po jego ekstrakcji w trakcie zabiegow stomatologicznych.
Technologia bedaca przedmiotem wynalazku dotyczy komorek macierzystych
pozyskiwanych z miazgi zgbow mlecznych w trakcie ich wymiany na zeby state, zebow
nr 8, tzw. zeboéw madrosci oraz zgbdw usuwanych w trakcie korekcji uzgbienia w
procesach ortodoncji lub zebdéw usuwanych po uszkodzeniu, ptytkim leczeniu bez
usuwania miazgi. Rozwigzanie wedlug wynalazku umozliwia przechowywanie przez
nieograniczony czas, komorek macierzystych wyekstrahowanych z miazgi zgba lub
fragmentow zeba z miazga do wykorzystania w hodowli w p6zniejszym okresie.

Komérki macierzyste to samoodnawiajgce si¢ komorki, ktére dzielg sie, dajac
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 cale zycie
organizmu. Biorac pod uwage okreslone sygnaly w rozwoju organizmu, komorki
macierzyste moga roznicowac¢ sie¢ w wiele roznych typow komorek tworzacych
organizm. OQznacza to, ze komoérki macierzyste maja potencjal, aby rozwina¢ si¢ w
dojrzate komorki o charakterystycznych ksztaltach 1 wyspecjalizowanych funkcjach,
takich jak komorki kosci, komérki miesniowe, komédrki skory lub komorki nerwowe.
Wyczerpujace dane dotyczace technologii, pozyskiwania, hodowli 1 zastosowan zawarto
w szeregu publikacjach, w tym w: Watt F M. 1 in.” Out of Eden; Stem Cells and their
Niches”, Science, American Association for the Advancement of Science, US, 2000,
vol.287, n0.5457, 1472-1430 1 w Jiang 1 in , Pluripotency of mesenchymal stem cells
derived from adult marrow”, Nature, 2002, tom 418, str. 41-47.

Pluripotencjalne komorki macierzyste pochodzace z wewnetrznej masy komorek
moga da¢ poczatek komorkom, ktore moga tworzy¢ szeroki zakres typdéw komorek,
wywodzacych sie z trzech listkow zarodkowych (mezoderma, endoderma 1 ektoderma),
dlatego tez w przesztosci poswiecano im tak wiele uwagi. Pojawily sie jednak
watpliwosci natury etyczne] dotyczace wykorzystania embrionalnych komorek

macierzystych. Dlatego tez izolowane nieembrionalne komdrki  macierzyste,
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somatyczne komorki macierzyste, doroste komorki macierzyste maja obecnie coraz
wieksze znaczenie dla opracowywania innowacyjnych strategii terapeutycznych i
estetycznych.

Pluripotencjalne 1 multipotencjalne sa niezalezne 1 nie sg przypisane do
okreslonej linit komdrkowey.

Obecnie szczegolne znaczenie w stomatologii, ortodoncji 1 réznych schorzeniach
jamy ustnej przypisuje si¢ mezenchymalnym komoérkom macierzystym z miazgi zeba.
Sa one, co najmniej] multipotencjalne, latwe w pozyskaniu, hodowli i przechowywaniu.
W oparciu o niniejszy wynalazek moga mie¢ szeroki zakres zastosowan w leczeniu 1
rekonstrukcji tkanki zgbdw 1 nie tylko teraz ale w przyszloscei.

Szczegolne zainteresowanie nieembrionalnymi komérkami macierzystymi z
miazgi zeba, przeklada si¢ na opracowanie metod ich pozyskiwania, hodowli
zastosowania terapeutycznego i estetycznego.

Dane dotyczace wilasciwosci, technologii pozyskiwania, hodowli i ich
zastosowan zawarto w szeregu publikacjach i1 opisach patentowych, z ktérych, jako
szczegoblnie istotng, mozna wymieni¢: Kawashima N. 1 in., “Properties of Dental Pulp-
derived Mesenchymal Stem Cells and the Effects of Culture Conditions”, J. Endod.
2017 Sep; 43(9S), 31-34.

Dane dotyczace komorek z miazgi zeba zawarte sa w 29 patentach lub
zgloszeniach patentowych w $wiecie, z ktérych dwa europejskie patenty EPO sa
walidowane w Polsce - PL/EP 2456863, PL/EP 1773987. Wymienione patenty EPO
dotycza sposobow otrzymywania i stosowania komorek macierzystych z miazgi zeba
dorostej osoby lub komorek z zebéw mlecznych. Przytoczone patenty EPO nie dotycza
sposobdw przechowywania komorek w niskich temperaturach 1 sposobdéw ich dalszego
wykorzystania.

W naukowych publikacjach, migdzy innymi:. Gronthos S. 1 in. ,, Postnatal human
dental pulp stem cells (DPSCs) in vifro and in vivo”, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,
2000, vol.97, 10.25,13625-13630 i Noriaki i in., .,
Dental Pulp Cells”, J. Oral Maxillofac Surg, 2009, vol. 67, no.. 501-506 opisuja szereg
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wlasciwosci mezenchymalnych komorek macierzystych z miazgi zgba.
W publikacji ,,Pluripotency of mesenchymal stem cells derived from adult

marrow”, Jiang 1 in. opisujg izolacje i cechy pluripotencjalnych komorek macierzystych
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w populacji komorek szpiku kostnego. W przeciwienstwie do komorek izolowanych z
miazgi zebdw wedtug wynalazku wedtug Maher Al.-Atari Abou-Asi [PL/EP 2456863 ]
komorki te nie wykazuja ekspresji genu CD105, a wykazuja ekspresje gendw CD44 1
CD73. Jednakze, dla specjalisty w tej dziedzinie dane zawarte we wspomnianej
publikacji nie sg wystarczajace, aby moc stwierdzi¢, ze komorki z miazgi zeba sa
pluripotencjalne. Przeciwnie, zawarte dane 1 testy pozwalajg jedynie stwierdzi¢, ze sa to
kommorki multipotencjalne. Szczegolnie, ze na podstawie uwzglednionych testow
wykazuja zdolnos¢ do réznicowania si¢ w tkanki, ktére wszystkie pochodza z tego
samego listka zarodkowego - mezodermy. Opierajac si¢ na przeprowadzonych przez
Noriaki 1 in. testach dotyczacych réznicowania komorek, specjalista w tej dziedzinie
moglby jedynie stwierdzi¢, ze sa one komorkami multipotencjalnymi.

W zgloszeniu PCT WO 02/07676 A2 opisano sposéb regeneracji ludzkiej zebiny
1 miazgi z wykorzystaniem hodowanych dorostych komorek macierzystych
pochodzacych z miazgi zegbowej. Nieembrionalne komorki macierzyste z miazgi sa juz
w zaawansowanym stadium rozwoju, nie sa one multipotencjalne, a jedynie rdznicuja
sie w wyspecjalizowany typ komorki, tkanki, z ktorej zostaly wyizolowane. Ponadto
uzyskanie komorek jest utrudnione, poniewaz zab musi by¢ pekniety lub przeciety, aby
udostepni¢ miazge.

Waszystkie przytoczone rozwigzania obejmuja sposoby pozyskiwania komorek z
miazgi zebow, zaréwno tzw. mlecznych 1 oOsemek tzw. zgboéw madrosci 1 ich
zastosowan w leczeniu réznych czesci jamy ustne], oraz tkanki nerwowej pomijajac
istotny etap przechowywania komorek lub fragmentéw ze¢bow w warunkach
umozliwiajacych ich dalsze, po pewnym czasie wykorzystanie w leczeniu lub
regeneracji uzebienia.

Komérki przechowywane w temperaturze oparéw cieklego azotu, rozmnozone,
wyizolowane, poddane hodowli i namnozeniu, jak rowniez komoérki macierzyste
wyizolowane z miazgi zamrozonych 1 przechowywanych w temperaturze -196°C
fragmentow zebow, wyizolowane, poddane hodowli i namnozeniu, oraz kazda hodowla
komoérkowa, struktura komoérkowa lub kompozycje farmaceutyczne zawierajgce te
komoérki mogg by¢ stosowane do naprawy lub zastepowania uszkodzonej lub
zniszczone] tkanki in vivo. Podobnie moga by¢ one stosowane do uzyskiwania

zroznicowanych komorek lub tkanki twarzoczaszki, w tym réwniez komorek lub tkanki
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uktadu stomatognatycznego, do uzyskiwania zréznicowanych neurondéw lub tkanki
nerwowej [Arthur A. 1 in. ,Adult human dental pulp stem cells differentiate toward
functionally active neurons under appropriate environmental cues”. Stem Cells. 2008,
26(7):1787-1795] 1/lub do zastepowania lub naprawy tkanki ektomezenchymalne;j.

W zwiazku z tym, ze mezenchymalne komorki macierzyste z miazgi zgba sa, co
najmnie] multipotencjalne, ale latwe w pozyskaniu 1 hodowli, w oparciu o niniejszy
wynalazek moga mie¢ szeroki zakres zastosowan w leczeniu 1 rekonstrukcji tkanki
zgbow 1 nie tylko.

Istota wynalazku dotyczy =zastosowania technologii przechowywania
multipotencjalnych komérek macierzystych pozyskanych z miazgi zeba. Komorki
macierzyste z miazgi zeba pozyskuje sie¢ w sterylnych warunkach po sterylizacji zgba
lub jego fragmentéw alkoholem etylowym w trakcie trwania ekstrakcji. W zaleznosci
od rozmiaru zeba, dla malych lub uszkodzonych zg¢béw o wielkosci miazgi ponizej
6 mm?* ‘pozyskuje sie mozliwie duzo materiatu biologicznego, ktéry po przygotowaniu
poddaje si¢ hodowli/namnazaniu w jatowych warunkach w inkubatorze w temperaturze
37°C w atmosferze 5% stezenia CO,, lub zamraza caly material biologiczny.

W przypadku duzych zebow, powyzej 6 mm? przewidywanej powierzchni
miazgi korzystnym jest podzielenie uzyskanego w warunkach jalowych materialu
biologicznego na dwie czesci. Z jednego fragmentu komorek po sterylizacji pozyskuje
sig¢ komorki macierzyste 1 poddaje procedurze hodowli/namnazania, jak opisano
powyzej. Drugi fragment zgba po usunigciu ewentualnych okruchow kosci zeba
przeptukuje si¢ DPBS z dodatkiem antybiotykéw 1 zamraza w catosci.

Multipotencjalne  komorki  macierzyste pozyskane z miazgi zeba
hodowlane/namnazane w warunkach hodowli, jak 1 fragmenty zebdw z miazgg zgbowa
zamraza si¢ w powolny sposob do temperatury -80°C w wzbogaconym medium
hodowlanym z dodatkiem substancji krioprotekcyjnych, powodujacych powstawanie
lodu bezpostaciowego, uzywajac DMSO lub glikol etylenowy. Zamrazanie komdrek do
temperatury okoto -80°C odbywa sie w tempie -1°C/min. Dalej zamrozone komérki lub
fragmenty tkanki przenosi sie do krionaczynia i przechowuje w temperaturze -196°C w
oparach wrzacego plynnego azotu.

Wszystkie rozwigzania wg wynalazku obejmuja sposoby pozyskiwania komorek

z miazgl zebow, zardwno tzw. mlecznych, Osemek tzw. zgbdw madrosci i



uszkodzonych w réznych warunkach.

Cel wynalazku zostaje osiagniety dzieki metodzie izolowania i identyfikacji
nieembrionalnych komorek macierzystych z miazgi zgbdw, ktoéra obejmuje etapy:
pozyskania, identyfikacji cytologicznej komorek, analizy genetycznej z uzyciem
wyselekcjonowanych markeréw oraz przestrzeganiu procedur przechowywania
komoérek wedlug wynalazku.

Procedura przechowywania 1 pozniejszego wykorzystywania komorek
macierzystych z miazgi zeba sktada si¢ z etapdw, gdzie etap przechowywania komoérek
1 uruchamiania hodowli po okresie zamrozenia jest istota tego wynalazku. Procedura
sktada sie z:

— pozyskiwania materialu biologicznego, z¢gbow mlecznych, zebow nr 8-
zebdw madroscei, uszkodzonych zebow po ekstrakeji,

— pozyskiwania komérek macierzystych z miazgi zgba,

— 1dentyfikacji komorek,

— hodowli komérek macierzystych,

— przechowywania komorek macierzystych w stadium zamrozenia,
kriobanking,

— uruchamiania hodowli po rozmrozeniu komorek.

Zgodnie z przedstawionymi etapami, postepowanie przebiega wedtug schematu.

W warunkach sterylnych z przechowywanego w warunkach sterylnych zeba lub
jego fragmentéw wyodrebnia si¢ miazge zebowa, a z niej w warunkach sterylnych —
pod komora laminarng izolowane sa w dalszych etapach komorki macierzyste. Miazge
umieszcza si¢ na szalce Petriego 1 mechanicznie rozdrabnia z wykorzystaniem
sterylnego skalpela. Rozdrobniong tkanke umieszcza si¢ w probowce stozkowe,
zawierajace] roztwdr medium DMEM, (Sigma, Aldrich) z mieszanka enzymow o
stezeniach, kolagenaza typu I — 3 mg/ml, dyspaza — 4 mg/ml, z dodatkiem mieszaniny
antybiotykow- penicylina/streptomycyna w ilosci 2%. Zawieszong miazge inkubuje
przez 1 godz. w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajacej 5% CO..

Po uplywie czasu inkubacji zawiesina jest wirowana w temperaturze pokojowe;j
przy 300g przez 8 minut. Supernatant jest usuwany, a osad komorkowy jest zawieszany
w medium hodowlanym, roztworze o sktadzie a-MEM (Sigma, Aldrich), FBS (Sigma)
w ilosci 10% z dodatkiem 2 mM L-glutaminy, 1% chloramfenikolu i 2% penicyliny-
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streptomycyny. Zawiesina komérkowa wysiewana jest do naczynia hodowlanego i
inkubowana przez 24 godz. w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajacej 5% CO..
Po uplywie 24 godz. medium hodowlane o skladzie wymienionym wyzej jest
wymieniane.

Hodowle komorek miazgi zgbowej prowadzi si¢ do osiggniecia przez komorki
60-80% konfluencji, zmieniajac medium co 48 godz.

Identyfikacje 1 mrozenie komorek wyizolowanych z miazgi zeba po hodowli
rozpoczyna si¢ 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 komorki przestaja przylega¢ do podtoza naczynia hodowlanego, a
do ich zawiesiny dodaje sie jednakowa objetos¢ medium hodowlanego, w celu
neutralizacji enzymu.

Zawiesing komorkowa przenosi si¢ do stozkowej proboéwki 1 wiruje przy 300g
przez 8 minut. W przypadku przeznaczenia komérek do zamrozenia uzyskany osad
komoérkowy zawiesza si¢ w roztworze z dodatkiem $rodka krioprotekcyjnego, w tym
przypadku 10% DMSO w DMEM (Sigma, Aldrich) o temperaturze zblizonej do 0°C.
Zawiesing komorek w medium do mrozenia o stezeniu 10%/ml komorek przenosi sie do
kriofiolki, ktora umieszcza si¢ w pojemniku z izopropanolem i schtadza do
temperatury -80°C, zapewniajac tempo zamrazania -1°C/min. Nastgpnie kriofiolki
umieszczane s3 w naczyniu z cieklym azotem, gdzie moga by¢ dlugotrwale
przechowywane w atmosferze oparOw azotu w temperaturze wrzenia plynnego
azotu -196°C.

Cze$¢ hodowlanej mieszaniny komorek macierzystych zawieszanych w medium
hodowlanym, przezyciowym poddaje si¢ analizie zywotno$ci 1 macierzystosci komorek.
Badajac macierzystos¢ komorek, komoérki 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 komorki zostaja przeptukane buforem PBS/EDTA/BSA i zawieszone w tym
buforze. Tak przygotowane hodowlane komorki z miazgi zg¢ba poddaje si¢ analizie w
cytometrze przeptywowym.

Okreslenie macierzystosci komorek wyizolowanych z miazgi zebowej bazuje na

wykorzystaniu technologii cytometrii przeptywowej. Za komorki macierzyste uznawane
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sa komorki wykazujace ekspresje antygendéw: CD105, CD90, CD73 i1 CD44, przy
jednoczesnym  braku  ekspresji  antygendéw  charakterystycznych  dla  linii
hematopoetycznych: CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79q, CD19 i HLA-DR.

Analize prowadzi si¢ na podstawie kryteridéw 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 Society for Cellular Therapy position
statement. Cytotherapy. 2006; vol.8, no 4, 315-317. Przyktadowe wyniki analizy
cytogenetycznej z cytometru przeptywowego przedstawiono na rysunku, fig.1.

Rysunek przedstawia wyniki analizy cytometrycznej reprezentatywnej hodowli
komorek wyizolowanych z miazgi zebowej. Komorki te wykazuja ekspresje antygenow
CD44, CD105 1 CD90, uznawanych za markery macierzystosci, zgodnie z kryteriami
International Society for Cellular Therapy.

Badajac zywotnos¢ komorek licznik (ADAM-MC - NanoEntek) segreguje
komoérki wybarwione jodkiem propidyny na podstawie ich fluorescencji. Czesé
zawiesiny komorek po okresie hodowli miesza si¢ z dwoma roztworami zawierajgcymi
jodek propidyny, ktory wybarwia DNA. W przypadku zywych komoérek, barwnik nie
jest w stanie dosta¢ sie do srodka komorki, natomiast w przypadku martwych, jest to
mozliwe, dlatego tylko jadra martwych komorek zostana zabarwione. Licznik oblicza
liczbe wszystkich komorek oraz liczbe martwych 1 automatycznie na zasadzie proporcji
oblicza przezywalnos¢ komorek w hodowli.

W przypadku mrozenia tkanki miazgi zeba lub fragmentow zgba zawierajacych
multipotencjalne mezenchymalne komorki macierzyste z miazgi, caly zab lub jego
fragmenty umieszcza si¢ w warunkach sterylnych, w medium z dodatkiem srodka
krioprotekcyjnego, w tym przypadku 10% DMSO w DMEM o temperaturze 0°C.
Fragmenty zg¢ba/miazgi w medium umieszcza si¢ w pojemniku kriogenicznym, a
nastepnie catos¢ w pojemniku z izopropanolem 1 schtadza do temperatury w
zakresie -75-80°C, zapewniajac tempo zamrazania -1°C/min. Nastepnie kriofiolki
umieszczane s3 w naczyniu z cieklym azotem, gdzie moga by¢ dlugotrwale
przechowywane w atmosferze oparow wrzacego azotu w temperaturze -196°C.

Sposob  wedlug wynalazku dotyczacy przechowywania nieembrionalnych

komorek macierzystych zostat przedstawiony w przyktadach wykonania.



Przyktad nr 1

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

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

Pojemnik do transportu materialu stanowi buteleczka o pojemnosci 30 ml,
wykonana z PPCO, z polipropylenowa nakretka, umozliwiajaca szczelne zakrecenie
pojemnika. Pojemnik nadaje si¢ do sterylizacji w autoklawie 1 wykazuje odpornos¢ na
temperature do 121°C.

Material biologiczny jest zabezpieczany, tzn. umieszczany w sposob jatowy w
medium do transportu w objetosci 10 ml, o sktadzie: DMEM 2z dodatkiem 1%
chloramfenikolu, 2% antybiotykow - penicyliny-streptomycyny oraz 100 U/ml
nystatyny.

Zeby nie moga posiada¢ objawdéw zapalenia, oznak prochnicy, musza by¢
zgbami zywymi, bez objawow zapalenia tkanek okolowierzchotkowych, a ich struktura
musi by¢ zachowana w catosci podczas zabiegu usuwania.

Zabieg pobrania tkanki byl skuteczny, jesli tkanka zostata pobrana w formie
nienaruszone] oraz potwierdzono, ze w usunietym zgbie znajduje sie¢ miazga, ktora
moze by¢ pozyskana w celu izolacji komdrek macierzystych i ich mrozenia. Materiat
biologiczny w pojemniku 1 medium transportowym umieszczano nastepnie w
styropianowym pojemniku wyposazonym we wklady chtodzace, aby zachowaé
temperature transportu 3-4°C. Powyzszy pojemnik jest odbierany przez pracownika
firmy kurierskiej 1 natychmiastowo transportowany do siedziby laboratorium Banku
Komoérek 1 Tkanek wraz z niezbedng dokumentacja.

Komoérki macierzyste z miazgi zebowej izolowane sag w warunkach sterylnych —
pod komora laminarng. Miazge umieszcza si¢ na szalce Petriego i mechanicznie
rozdrabnia z wykorzystaniem sterylnego skalpela. Rozdrobniong tkanke umieszcza si¢

w probowce stozkowe], zawierajace] roztwédr enzymow w DMEM, o stezeniach:
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kolagenaza typu I — 3 mg/ml, dyspaza — 4 mg/ml i mieszaning antybiotykow penicylina-
streptomycyna o stezeniu 2%, a nastepnie inkubuje przez 1 godz. w temperaturze 37°C,
w atmosferze 5% CO..

Po uptywie czasu inkubacji zawiesing wiruje si¢ w temperaturze pokojowej przy
300 g przez 8 minut. Supernatant jest usuwany, a osad komoérkowy jest zawieszany w
medium hodowlanym o sktadzie o-MEM, 10% FBS, 2 mM L-glutaminy, 1%
chloramfenikolu 1 2% penicyliny-streptomycyny. Zawiesina komorkowa wysiewana
jest do naczynia hodowlanego, a po uptywie 24 godz. zmieniane jest medium
hodowlane. Pozyskany material poddaje si¢ hodowli/namnazaniu w medium o skladzie:
a-MEM, 10% FBS, 2 mM L-glutaminy, 1% chloramfenikolu 1 2% penicyliny-
streptomycyny. w jalowych warunkach, w inkubatorze w temperaturze 37° w
atmosferze 5% stezenia CO,.

Dodatkowo, aby uzyska¢ homogenng hodowle komorek macierzystych
przeprowadza sie ich sortowanie z wykorzystaniem kuleczek magnetycznych MACS
MicroBeads (Miltenyi Biotec) zwiazanych z przeciwciatami skierowanymi na komorki
macierzyste, takimi jak: CD44, CD90, CD73 czy CD105. W celu izolacji homogenne]
populacji komérek macierzystych, komérki wyizolowane z miazgi zgba sa inkubowane
z kuleczkami magnetycznymi, co skutkuje przytaczeniem si¢ kuleczek do komorek
wykazujacych ekspresje markerow macierzystosci. Zawiesina komorkowa umieszczana
jest w polu magnetycznym, co skutkuje rozdzieleniem wyznakowanych
i niewyznakowanych komorek (wyznakowane komorki pozostaja w  kolumnie,
a niewyznakowane sa wyptukiwane). Po usunieciu kolumny z pola magnetycznego
docelowe komorki ulegaja wyptukaniu, dzigki czemu uzyskiwana jest homogenna
populacja komorek macierzystych.

Czes$¢ hodowlanej mieszaniny komoérek macierzystych zawiesza sie w medium
hodowlanym, przezyciowym i poddaje analizie zywotnosci 1 macierzystos¢ komorek.
Badajac macierzystos¢ komorek, komoérki 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 zostaja przeptukane i1 zawieszone w roztworze PBS/EDTA/BSA.

Tak przygotowane hodowlane komorki z miazgi zgba poddaje sie analizie w cytometrze

przeptywowym.
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Badajac zywotnos¢ komorek segreguje sie komorki na podstawie fluorescencji
komoérek wybarwionych jodkiem propidyny. Cze$¢ zawiesiny komoérek po hodowli
miesza sie z roztworem jodku propidyny, ktory wybarwia DNA. W przypadku zywych
komorek, barwnik nie jest w stanie dosta¢ si¢ do srodka komorki, natomiast w
przypadku martwych jest to mozliwe, dlatego tylko jadra martwych komorek zostang
zabarwione. Licznik oblicza liczbe wszystkich komorek oraz liczbe martwych i
automatycznie na zasadzie proporcji oblicza przezywalno$¢ komorek w hodowli.

Identyfikacje 1 wykorzystanie komorek macierzystych wyizolowanych z miazgi
zgba po hodowli rozpoczyna si¢ od przeplukania warstwy komorek hodowanych
roztworem PBS, a nastgpnie inkubacji przez 5 minut w 37°C, w roztworze trypsyny w
PBS bez wapnia w stezeniu 0,25%. Po uptywie tego czasu komorki przestaja przylegac
do podioza naczynia hodowlanego, a do ich zawiesiny dodaje si¢ jednakowa objetosc
medium hodowlanego, w celu neutralizacji enzymu.

Zawiesing komorkowa przenosi si¢ do stozkowej proboéwki 1 wiruje przy 300g
przez 8 minut. W przypadku przeznaczenia komdrek do ponownego zamrozenia
uzyskany osad komérkowy zawiesza si¢ w roztworze z dodatkiem s$rodka
krioprotekcyjnego, w tym przypadku medium DMEM i 10% DMSO o temperaturze
1-0°C. Zawiesing komorek w medium do mrozenia o stezeniu 10%ml komorek przenosi
si¢ do kriofiolki, ktora umieszcza si¢ w pojemniku z izopropanolem i schtadza do
temperatury -75-80°C, zapewniajac tempo zamrazania, ok. -1°C/min. Nastepnie
kriofiolki umieszczane sa w naczyniu z ciektym azotem, gdzie moga by¢ dlugotrwale
przechowywane w atmosferze oparow wrzacego azotu w temperaturze -196°C.

W innym przypadku osad komérek zawiesza si¢ w medium lub innych ptynach
wymaganych w dalszych etapach postgpowania.

Po okresie przechowywania komérki sa rozmrazane w medium a nastgpnie
pozyskane z niego komorki macierzyste rozmnaza sie w my$l procedury podane] w
przykladzie nr 1.

Przyktad nr 2

Komérki macierzyste z miazgi zgba nr 8, zeba madrosci otrzymanego w trakcie
ekstrakc)i w warunkach mozliwie sterylnych.

Usuniety zab lub jego fragmenty sterylizuje sie 70% alkoholem etylowym

iumieszcza w pojemniku transportowym i natychmiastowo przesyla do siedziby
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laboratorium Banku Komorek 1 Tkanek wraz z niezbedna dokumentacjg.

W warunkach jalowych, ekstrahuje sie miazge zeba 1 zab oraz miazge
umieszcza si¢ w medium DMEM z dodatkiem s$rodka krioprotekcyjnego, w tym
przypadku 10% DMSO o temperaturze 1-0°C. Fiolke z zebem lub jego fragmentami
lub miazga umieszcza si¢ nastepnie w pojemniku z izopropanolem i schladza do
temperatury -75-80°C, zapewniajac tempo zamrazania ok. -1°C/min. Nastepnie
kriofiolki umieszczane sa w naczyniu z ciektym azotem, gdzie moga by¢ dlugotrwale
przechowywane w atmosferze oparéw azotu w temperaturze -196°C. Po okresie
przechowywania zab lub jego fragmenty lub miazga zgba sa rozmrazane w medium a
nastepnie pozyskane z nich komoérki macierzyste rozmnaza si¢ w mysl procedury

podanej w przyktadzie nr 1.



