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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest powierzchnia do hodowli adherentnych komérek macierzystych oraz
sposob hodowli ludzkich i zwierzecych adherentnych komérek macierzystych z zastosowaniem wydzie-
liny ro$linnej otrzymanej z ro$lin z gatunku Drosophyllum lusitanicum.

Wydzielina gatunkéw z rodzaju Drosophyllum lusitanicum ma postac klejgcego Sluzu.

W roku 1991 roku odkryto i opisano po raz pierwszy mezenchymalne komoérki macierzyste (MSC-
Mesenchymal Stem Cells) (Caplan 1991). W kolejnych latach udowodniono, ze MSC w hodowlach in
vitro po odpowiedniej stymulacji réznicujg sie w kierunku innych komérek: osteocytéw, chondrocytow,
neurocytéw lub adipocytéw. MSC sg niezréznicowanymi komdrkami znajdujgcymi sie w ré6znych tkan-
kach cztowieka i majg zdolnos¢ do samoodnowy. MSC to naturalny materiat wykorzystywany w medy-
cynie regeneracyjnej. Terapia MSC daje nadzieje na wyleczenie réznych przewlektych choréb czto-
wieka.

Jednym ze zrédet pozyskiwania MSC jest krew pepowinowa i galareta Whartona pepowiny. Z po-
wodu niewielkiej liczby MSC w materiale wyjSciowym konieczne jest prowadzenie hodowli MSC in vitro,
w celu uzyskania odpowiednio duzej liczby MSC, ktdre po réznicowaniu mozna podaé pacjentowi jako
terapeutyczny materiat biologiczny.

Obecnie jednak najwiekszym i nierozwigzanym problemem jest uzyskanie duzej liczby MSC od
pacjenta. Mozna je uzyska¢ w hodowlach komérkowych in vitro otrzymujgc materiat spersonalizowany.
Dotychczas stosowane sposoby hodowli MSC sg nieskuteczne ze wzgledu na trudno$ci MSC w kon-
takcie z podtozem i sgsiednimi komérkami — co uniemozliwia wzrost MSC i ich proliferacije.

Nieoczekiwanie problem ten zostat rozwigzany w niniejszym wynalazku.

Celem wynalazku jest poprawienie wydajnosci hodowli komérek macierzystych prowadzonych
in vitro.

Istota wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest powierzchnia do hodowli adherentnych komérek macierzystych cha-
rakteryzujgca sie tym, ze stanowi powierzchnie naczynia hodowlanego pokrytg zewnetrzng powtokg
zawierajgcg $luz wydzielany przez rosliny z gatunku Drosophyllum lusitanicum, korzystnie $luz wydzie-
lany przez emergencje znajdujgce sie na lisciach roslin tego gatunku

Korzystnie, powierzchnie wedtug wynalazku otrzymuje sie poprzez pokrycie powierzchni naczy-
nia hodowlanego wspomnianym $luzem roslinnym. Przed rozpoczeciem hodowli naczynie suszy sie
i sterylizuje. Korzystnie suszenie prowadzi sie w warunkach sterylnych, pod ci$nieniem atmosferycznym
i w temperaturze pokojowej, natomiast sterylizacje prowadzi¢é metodg autoklawowania, korzystnie
w temperaturze 121°C, pod ci$nieniem 215 kPa, przez 20 minut.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposdb prowadzenia hodowli adherentnych komérek ma-
cierzystych w znanych warunkach i w znanym medium hodowlanym charakteryzujgcy sie tym, ze ho-
dowle prowadzi sie na statej powierzchni naczynia hodowlanego pokrytg zewnetrzng powtoka zawiera-
jaca Sluz wydzielany przez ro$liny z gatunku Drosophyllum lusitanicum, korzystnie $luz wydzielany
przez emergencje znajdujace sie na lisciach roslin tego gatunku.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie powierzchni naczynia hodowlanego pokry-
tej zewnetrzng powlokg zawierajgcg $luz wydzielany przez rosliny z gatunku Drosophyllum lusitanicum,
korzystnie $luz wydzielany przez emergencije znajdujgce sie na lisciach roslin tego gatunku, do prowa-
dzenia hodowli adherentnych komdérek macierzystych.

Szczegobtowy opis przyktadowych realizacji

W przyktadowej realizacji, hodowanymi komérkami macierzystymi sg komérki ludzkie, zwtaszcza
mezenchymalne komodrki macierzyste. Korzystnie, w przyktadowych realizacjach hoduje sie komorki
mezenchymalne izolowane z tkanki ttuszczowej (KT) otrzymane wg standardowej procedury liposukgciji,
po trawieniu enzymatycznym kolagenazg typu | oraz komérki mezenchymalne z galarety Whartona
(GW), otrzymane drogg eksplantéw komérkowych.

Za wyjatkiem stosowania specjalnie zmodyfikowanej zgodnie z wynalazkiem powierzchni hodow-
lanej pozostate parametry prowadzenia hodowli nie odbiegajg od standardowych.

Korzystnie, w przyktadowych realizacjach hodowle komérkowe prowadzi sie w czasie pozwalajg-
cym na uzyskanie odpowiedniej ilosci komérek, korzystnie w czasie 21 dni w standardowych warunkach:
w temp. 37°C, w stezeniu tlenu na poziomie 21% oraz 5% CO-. Korzystnie, w trakcie hodowli komérki
pasazuje sie po osiggnieciu odpowiedniej fazy wzrostu, zwtaszcza co 3 dni, z zastosowaniem trypsyny.
Korzystnie, w przyktadowych realizacjach stosuje sie podfoze o nastepujgcym sktadzie: 10% FBS (Fetal
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Bovine Serum), 0,5% penicyliny ze streptomycyng, 0,5% amfoterycyny, DMEM (Dulbecco Modified Ea-
gle Medium).

W przykfadowej realizacji opisano sposéb zwiekszenia przylegania (adherencji) MSC do podtoza
w celu zwiekszenia ich proliferacji (podziatéw komoérkowych). W tym celu wykorzystano $luz roslin z ga-
tunku Drosophyllum lusitanicum. 1stotg opisanego sposobu prowadzenia hodowli komdérkowych jest za-
stosowanie wydzieliny roslin z gatunku Drosophyllum lusitanicum do pokrycia dna naczynia hodowla-
nego (szklanego lub plastikowego) co zwieksza adherentno$é MSC a przez to uzyskanie odpowiednio
duzej liczby MSC jako materiatu przeszczepowego.

Nieoczekiwanie ustalono, ze wiasciwosci wydzieliny roslin z gatunku Drosophyllum lusitanicum
poprawiajg adherentno$¢ komoérek macierzystych i zwiekszajg proliferacje w hodowlach komérkowych,
jednoczes$nie pozostajgc bez niepozgdanego wplywu cytotoksycznego — co zostato udowodnione
w przeprowadzonych testach in vitro.

Zastosowanie wydzieliny roslin z gatunku Drosophyllum lusitanicum wywotato pozytywne efekty
w hodowlach krétko- i dlugoterminowych komérek macierzystych cztowieka.

Wydzieline pozyskiwano z roslin z gatunku Drosophyllum lusitanicum, nanoszono na podtoza
state (szklane lub plastikowe) tworzgce komérkowe naczynia hodowlane, ktére suszono i sterylizowano.
Po zalaniu medium hodowlanym prowadzono dtugoterminowe hodowle komérek macierzystych pozy-
skanych z réznych tkanek. Do oceny sposobu hodowli komérek macierzystych z zastosowaniem wy-
dzieliny roS$linnej zastosowano znane procedury badawcze: obserwacje przyzyciowe komoérek, obser-
wacje zywotnosci z zastosowaniem testu z MTT i aneksyng V/jodek propidiowy, analiza cytometryczna
i ocena ekspresji wybranych gendw.

Wyniki przeprowadzonych badan pozwolity na stwierdzenie pozytywnego wptywu wydzieliny ro-
Slinnej na przebieg hodowli komérek macierzystych.

Ustalono, ze wtasciwosci wydzieliny roslin z gatunku Drosophyllum lusitanicum nie powodujg nie-
pozadanego wptywu cytotoksycznego na ludzkie komorki macierzyste.

Nieoczekiwanie kontakt komoérek macierzystych z wydzieling ro$linng wptynat na wzrost ekspresiji
dwoch gendw kodujgcych biatka przylegania AMIGO1 i CLDN1 — odpowiedni 0 9% i 35%. Zatem, wy-
dzieliny ($luz) ro$lin Drosophyllum lusitanicum wptywajg korzystnie na ekspresje genéw kodujgcych
czgsteczki adhezyjne — zwiekszajgce przyleganie komérek do podtoza, przez co poprawiajgce ich po-
tencjat wzrostowy i proliferacyjny. Biatka te rowniez wytyczajg kierunek migracji hodowanych komérek
w $rodowisku zewnatrzkomoérkowym.

Jest to bardzo istotna informacja dla efektywnego prowadzenia hodowli komoérek adherentnych
(rosngcych na podtozu a nie w zawiesinie), w tym komérek macierzystych.

Reasumujac, nieoczekiwanie stwierdzono, ze wydzieliny ($luz) ro$lin Drosophyllum lusitanicum
poprawiajg adherentno$¢ ludzkich komérek macierzystych.

Ponadto, nieoczekiwanie kontakt komérek macierzystych z wydzieling roslinng wptynat na wzrost
ekspresji dwéch gendw zwigzanych z utrzymywaniem potencjatu pluripotencji komérek macierzystych:
POUS5F1 i KLF4. W ten sposo6b Sluz roélin Drosophyllum lusitanicum wptywa pozytywnie na potencjat
pluripotencji (,macierzystos$ci”) oraz przeciwdziata r6znicowaniu w hodowlach komérkowych — sg to bar-
dzo korzystne wiasciwosci efektywnego prowadzenia hodowli komérek macierzystych, nie uzyskiwane
w takich samych warunkach hodowli tych samych komoérek prowadzonych bez wydzieliny ro$lin z ga-
tunku Drosophyllum lusitanicum.

Reasumujac, nieoczekiwanie stwierdzono, ze wydzieliny ($luz) roslin Drosophyllum lusitanicum
poprawia potencjat pluripotencji komérek macierzystych oraz przeciwdziata ich ré6znicowaniu sie w ho-
dowlach komérkowych.

Ponadto, nieoczekiwanie okazato sie, ze wydzieliny ($luzy) roslin Drosophyllum lusitanicum
zwiekszajg ekspresje gendw regulujgcych transkrypcje: SOX2 i SOX9 (kodujg czynniki transkrypcyjne),
utrzymujacych pluripotencje komérek macierzystych. Utrzymanie pluripotencji komérek macierzystych
w hodowli jest niezwykle wazne dla efektywnego prowadzenia hodowli komérek macierzystych jako
zrédta komorek macierzystych do przeszczepoéw i eksperymentédw. Test na obecnos¢ antygendw po-
wierzchniowych CD105, CD73, CD90 charakterystycznych dla komérek macierzystych potwierdzit,
iz komorki w kontakcie z wydzieling roslinng utrzymujg swoje wtasciwosci.

Reasumujac, nieoczekiwanie stwierdzono, ze wydzieliny ($luz) roslin Drosophyllum lusitanicum
poprawiajg utrzymanie pluripotenciji komérek macierzystych w hodowli.
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Przyktad 1. Otrzymywanie wydzieliny z roslin z gatunku Drosophyllum lusitanicum.

W badaniach wykorzystano rosliny gatunku Drosophyllum lusitanicum (L.) Link (rodzina Dro-
sophyllaceae). Rosliny pochodzity z uprawy w Instytucie Botaniki UJ. Drosophyllum lusitanicum jest
rosling miesozerng chwytajgcg owady za pomocg lepkich lisci. Wydzielina ros$lin z gatunku Drosophyl-
lum lusitanicum ma postaé klejgcego $luzu produkowanego przez emergencije (gruczoty) trzoneczkowe
wystepujace na lisciach i kwiatostanach. W rezultacie na wierzchotku kazdej emergencji znajduje sie
kropla $luzu. Zostato to przedstawione na fig. 1.

Krople $luzu mogg by¢ zbierane dowolnymi znanymi metodami.

W opisywanym przyktadzie krople $luzu zbierano z powierzchni lisci wykorzystujgc w tym celu
szklang bagietke.

Przyktad 2. Nanoszenie wydzieliny roélinnej na powierzchnie do hodowli komérek macie-
rzystych.

Wydzieline pozyskiwano z roslin z gatunku Drosophyllum lusitanicum, nanoszono za pomocg
pedzelka na podtoza state (szklane lub plastikowe) tworzgce naczynia hodowlane. Nastepnie naczynia
hodowlane posiadajgce zmodyfikowane w ten sposéb powierzchnie suszono w jatowej komorze lami-
narnej (Komora laminarna SafeFast Elite 212S) i sterylizowano w autoklawie LABOKLAV 55V.

Suszenie prowadzono w warunkach sterylnych, pod ci$nieniem atmosferycznym i w temperaturze
pokojowej, natomiast sterylizacje prowadzono metodg autoklawowania, w temperaturze 121°C, pod ci-
Snieniem 215 kPa, przez 20 minut.

Warunki suszenia: ciSnienie atmosferyczne, temp. pokojowa.

Parametry sterylizacji: temperatura 121°C, ci$nienie 215 kPa, ekspozycja 20 minut, wolne schta-
dzanie, odpowietrzanie grawitacyjne.

Przyktad 3. Hodowla komérek macierzystych na powierzchniach pokrytych wydzieling
z ro$lin z gatunku Drosophyllum lusitanicum.

W celu ustalenia wptywu zmodyfikowanej zgodnie z wynalazkiem powierzchni do hodowli komo-
rek macierzystych na przebieg hodowli przeprowadzono testy poréwnujace wyniki hodowli przyktado-
wych ludzkich komoérek macierzystych w standardowych warunkach na standardowych powierzchniach
naczyn hodowlanych oraz w tych samych warunkach na powierzchniach zmodyfikowanych zgodnie
z wynalazkiem.

Do badan uzyto dwdch rodzajow komérek macierzystych cziowieka — mezenchymalnych komo-
rek macierzystych izolowanych z tkanki ttuszczowej (KT) otrzymanych wg standardowej procedury lipo-
sukgcji, po trawieniu enzymatycznym kolagenazg typu | oraz komérki mezenchymalne z galarety Whar-
tona (GW), otrzymane drogg eksplantéw komérkowych.

Hodowle komérkowe przeprowadzono w czasie 21 dni (z pasazowaniem co 3 dni) w inkubatorze
Brunswick New Galaxy 170R w standardowych warunkach: w temp. 37°C w standardowym stezeniu
tlenu na poziomie 21% oraz 5% CO2. Komérki hodowano w komercyjnie dostepnych naczyniach ho-
dowlanych, a nastepnie pasazowano po osiggnieciu odpowiedniej fazy wzrostu z zastosowaniem tryp-
syny.

Sktad podtoza: 10% FBS (Fetal Bovine Serum, firmy Sigma), 0,5% penicyliny ze streptomycyng
(firmy Sigma), 0,5% amfoterycyny (firmy Sigma), DMEM (firmy Sigma).

Przyktad 4. Efekt hodowli komdrek macierzystych na powierzchniach hodowlanych wediug
wynalazku.

W celu ustalenia wptywu zmienionych zgodnie z wynalazkiem warunkéw hodowli na przebieg
hodowli komérek macierzystych zastosowano nastepujace procedury badawcze:

- hodowle komérkowe,

- barwienie przyzyciowe komdrek w celu ustalenia zywotnos$ci komérek,

- obserwacje w mikroskopie $wietinym i skaningowym mikroskopie elektronowym w celu po-

twierdzenia prawidiowej morfologii komoérek, oraz oceny adhezji komérek do podtoza,

- ocene ekspresji gendw (izolacje RNA, oznaczanie stezenia RNA, reakcje odwrotnej tran-

skrypcji, PCR w czasie rzeczywistym).

Hodowle komdérkowe. Komérki wyizolowane z galarety Whartona ze sznura pepowinowego ho-
dowano w naczyniach hodowlanym przystosowanym do hodowli komérek adherentnych o powierzchni
25 cm? TC Flask T25 firmy Sarstedt. Komorki hodowano w podfozu hodowlanym zawierajgcym: po-
zywke hodowlang DMEM/F-12 50/50 IX + L-glutamine firmy Corning, 10% ptodowg surowice bydlecg
FBS Good Filtrated Bovine Serum firmy Pan Biotech i 1% roztwdér antybiotykoéw Antibiotic-Antimycotic
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(100X) Penicylina, Streptomycyna, Amfoterycyna B firmy Gibco. Hodowle komérkowe inkubowano w in-
kubatorze Galaxy 170R firmy New Brunswick w warunkach: temperatura 37°C, stezenie tlenu 4%, ste-
zenie dwutlenku wegla 5% i wilgotno$¢ 95%. Podioze hodowlane zmieniano co 3 dni, z mikroskopowg
hodowanych komoérek przy uzyciu mikroskopu odwréconego Olympus CX 41. Komoérki przygotowywano
do analizy cytometrycznej oraz izolacji RNA. Hodowle komérkowe prowadzono w czasie pozwalajgcym
na uzyskanie odpowiedniej liczby komoérek, korzystnie w czasie 21 dni w standardowych warunkach:
w temp. 37°C, w stezeniu tlenu na poziomie 21% oraz 5% COz. W trakcie hodowli komorki pasazowano
po osiggnieciu odpowiedniej fazy wzrostu, zwtaszcza co 3 dni, z zastosowaniem trypsyny.

Izolacja RNA. I1zolacje komdrkowego RNA przeprowadzono za pomocg metody Chomczynskiego
i Sacchi przy uzyciu odczynnikéw: Tri Reagent Solution firmy Ambion, chloroform firmy Sigma-Aldrich,
izopropanol firmy Sigma i alkohol etylowy bezwodny 99,8% firmy POCh. Komérki umieszczono w pro-
béwkach typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Nastepnie do kazdej z probéwek dodano po 0,5 ml od-
czynnika Tri Reagent i homogenizowano komorki przy uzyciu pipety, az do uzyskania jednorodnej mie-
szaniny. Kolejno préby inkubowano przez 5 min. w temperaturze pokojowej, po czym do kazdej probki
dodano po 100 ul chloroformu, wytrzagsano recznie i ponownie inkubowano w temperaturze pokojowe;j
przez 15 min.

Spektrofotometryczne oznaczanie stezenia RNA. Nastepnie prébki wirowano przez 15 min w wi-
rébwce 5415R firmy Eppendorf z predkoscig 13,2 tys. obr./min. w temperaturze 4°C. Po odwirowaniu
zebrano faze wodng do nowych probéwek typu Eppendorf o pojemnoéci 1,5 ml po czym dodano 250 pl
izopropanolu, a kolejno probki mieszano recznie, inkubowano przez 20 min w temperaturze pokojowej
i wirowano przez 20 min w wiréwce 5415R firmy Eppendorf z predkoscig 13,2 tys. obr./min. w tempera-
turze 4°C. Po odwirowaniu pozbywano sie supernatantu, a do powstatego osadu dodano 0,5 ml schio-
dzony 75% etanol. Po zwirowaniu supernatant zlano i pozostawiono prébki przez 10 min w celu wysu-
szenia osadu. Nastepnie prébki rozpuszczano w 12 pl wody ultraczystej i umieszczano na lodzie. Do
oznaczania stezenia i czystosci RNA wykorzystano 2 pl prébki. Pomiary prébek wykonano kilkukrotnie
przy uzyciu aparatu NanoDrop 2000c firmy Thermofisher. Probki o stosunku warto$ci absorbanciji
260/280 zawierajgce sie w zakresie 1,8—2,0 wykorzystano do dalszych badan.

Reakcja odwrotnej transkrypcji. Po wstepnym oznaczeniu stezenia w aparacie NanoDrop Agilent
doprowadzano prébki do koncentracji 1 ng/pl RNA. Nastepnie przeprowadzano reakcje odwrotnej tran-
skrypcji polegajgcg na przepisaniu mRNA na komplementarne cDNA przy uzyciu enzymu odwrotnej
transkryptazy zgodnie z protokotem ponizej: 10x RT Buffer — 2 pl, 25x dNTP Mix (100 mM) — 0.8 nl, 10x
RT Random Primers — 2.0 ul, MultiScribe Reverse Transcriptase — 1.0 ul, RNase Inhibitor — 1.0 pl i Nuc-
lease-free H2O — 3.2 pl. Po dodaniu wszystkich odczynnikéw z zestawu High-Capacity cDNA Trans-
crption Kits firmy Applied Biosystems kolejno dodano 10 pl RNA o stezeniu 1 pg/pl, nastepnie prébki
wymieszano przy uzyciu aparatu Vortex MS3 basic firmy IKA, wirowano przez 10 s w wiréwce 5415R
firmy Eppendorf z predkoscig 2 tys. obr./min po czym umieszczano w termocyklerze Veriti firmy Applied
Biosystems w cyklach: 10 min w temperaturze 25°C, 2 godziny w temperaturze 37°C i 5 min w tempe-
raturze 85°C. Po zakonczonej reakcji prébki przechowywano w temperaturze -20°C.

PCR w czasie rzeczywistym. W trakcie badania, po 6 pasazach izolowano catkowity komérkowy
RNA metodg Chomczyriskiego i Sacchii (Chomczyniskiiwsp., 1987), w celu wykonania ekspresji genéw
—w komorkach kontrolnych (hodowanych bez wydzieliny ro$linnej) i w komérkach hodowanych na pod-
fozu z wydzieling roslinng. Metodami standardowymi oceniano preparaty mRNA, wykonano synteze
cDNA i analize ekspresji genéw technikg qQPCR w aparacie StepOnePlus firmy Applied Biosystems,
wykorzystujgc zestawy odczynnikéw firmy Applied Biosystems, reakcje prowadzono w objetosci
25 pl/dotek. Poziomy ekspresji (ACT) badanych gendw obliczono wediug wzoru znanego z publikac;i
Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR
and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods 2001; 25:402—408. W celu ustalenia wartosSci ACT, AACT
oraz RQ skorzystano z ponizszych wzoréw:

ACT badanego genu = CT badanego genu — CT GAPDH

ACT genu kalibratora = CT genu kalibratora — CT GAPDH

AACT= ACT badanego genu — ACT kalibratora,

gdzie ACT kalibratora stanowi $rednia wynikéw ACT genu kalibratora w grupie kontrolnej
RQ=2-AACT

Analizowano poziomy ekspresji genéw zwigzanych z procesem apoptozy oraz proliferacji, w od-
niesieniu do kontroli endogennej — genem referencyjnym byt gen GAPDH (sonda Hs. Stosowano na-
stepujgce sondy firmy ThermoFisher dla badanych genéw: POU5SF1 (Hs00999634_gH), KLF4
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(Hs00358836_m1), SOX2 (Hs04234836_s1), SOX9 (Hs00165814_m1), AMIGO1 (Hs00827030_g1)
i CLDN1 (Hs00221623_m1).

Zastosowane procedury te umozliwity pozytywng ocene wptywu wydzieliny roslinnej na przebieg
hodowli komérek macierzystych, ktére tatwiej sie przyklejaty do podtoza i szybciej proliferowaty.

Oceniano réowniez testem z MTT i aneksyng V/jodek propidiowy wptyw wydzieliny roslinnej na
komorki i wykluczono efekty cytotoksyczne. Jednocze$nie wykonano dokumentacje hodowanych ko-
morek stosujgc mikroskopie $wieting i elektronowa.

Whyniki i ich dyskusja

Wydzieliny ($luz) ro$lin z gatunku Drosophyllum lusitanicum poprawiajg adherentno$¢ ludzkich
komoérek macierzystych wyizolowanych z galarety Whartona pepowiny. Zbadano ekspresje wybranych
genow kodujgcych biatka btony komérkowej, ktére umozliwiajg przyleganie komoérek do siebie lub do
substancji (macierzy) miedzykomérkowej. Biatka te réwniez wytyczajg kierunek migracji hodowanych
komoérek w $srodowisku zewngtrzkomérkowym. Wydzieliny ($luz) ro$lin z gatunku Drosophyllum lusita-
nicum wptywajg korzystnie na ekspresje gendéw kodujgcych czgsteczki adhezyjne — zwiekszajgce przy-
leganie komdrek do podtoza, przez co poprawiajgce ich potencjat wzrostowy i proliferacyjny.

Na Fig. 2 przedstawiono wyniki pomiaru poziomu ekspresji genow AMIGO1 i CLDN1 w kom6ér-
kach macierzystych. Warto$¢ LogRQ dla komérek badanych (hodowle z wydzieling) vs. komdrki kon-
trolne (bez wydzieliny). Zaobserwowano $redni wzrost ekspresji genu AMIGO71 o0 9% (Fig. 2) — w sto-
sunku do komérek hodowanych w tych samych warunkach bez wydzieliny roélinnej. Jednocze$nie za-
obserwowano $redni wzrost ekspresji genu CLDN1, kodujgcego klaudyne 1 0 35 % (Fig. 2) —w stosunku
do komérek hodowanych w tych samych warunkach bez wydzieliny roslinnej

Nieoczekiwanie kontakt komérek macierzystych z wydzieling ro$linng wptynat na wzrost ekspresiji
dwoch gendw kodujgcych biatka przylegania AMIGO1 i CLDN1 — odpowiedni 0 9% i 35% (Fig. 2). Jest
to bardzo istotna informacja dla efektywnego prowadzenia hodowli komérek adherentnych (rosngcych
na podtozu a nie w zawiesinie), w tym komérek macierzystych.

Stwierdzono réwniez, ze Sluz roslin gatunku Drosophyllum lusitanicum zwieksza potencjat pluri-
potencji oraz przeciwdziata ré6znicowaniu w hodowlach komérkowych — sg to bardzo korzystne wiasci-
wosci efektywnego prowadzenia hodowli komérek macierzystych, nie uzyskiwane w takich samych wa-
runkach hodowli tych samych komérek bez obecnoséci wydzieliny (§luzu) roslin z gatunku Drosophyllum
lusitanicum.

Zasadniczy efekt techniczny uzyskiwany dzieki wynalazkowi dotyczy zwiekszenia przylegania
(adherencji) MSC do podfoza w celu zwiekszenia ich proliferacji (podziatéw komérkowych). W tym celu
wykorzystano wydzieliny ($luz) ro$lin z gatunku Drosophyllum lusitanicum. Istotg sposobu prowadzenia
hodowli komérkowych wedtug wynalazku jest zastosowanie wydzieliny roslin z gatunku Drosophyllum
lusitanicum do pokrycia dna naczynia hodowlanego (szklanego lub plastikowego) co zwieksza adhe-
rentno$¢ MSC a przez to uzyskanie odpowiednio duzej liczby MSC jako materiatu przeszczepowego.
W przeprowadzonych eksperymentach hodowlanych in vitro nieoczekiwanie ustalono, ze wiasciwosci
wydzieliny roslin z gatunku Drosophyllum poprawiajg adherentno$¢ komérek macierzystych i zwiekszajg
proliferacje w hodowlach komérkowych, jednoczes$nie pozostajac bez niepozgdanego wptywu cytotok-
sycznego.

Nastepnie badano wplyw wynalazku na ekspresje badanych genéw zwigzanych z utrzymywa-
niem potencjatu pluripotenciji komdrek macierzystych.

Na Fig. 3 przedstawiono wyniki pomiaru poziomu ekspresji genéw POU5F1 i KLF4 w komérkach
macierzystych. Warto$¢ LogRQ dla komérek badanych (hodowle z wydzieling) vs. komorki kontrolne
(bez wydzieliny). Nieoczekiwanie kontakt komdrek macierzystych z wydzieling roslinng wptynat na
wzrost ekspresji genu POU5SF1 — Sredni wzrost ekspresji 0 10% (Fig. 3) — w stosunku do komoérek ho-
dowanych w tych samych warunkach bez wydzieliny roélinnej. Gen koduje biatko odpowiedzialne za
zachowywanie cech pluripotencji komdrek macierzystych. Réwnie nieoczekiwanie kontakt komérek ma-
cierzystych z wydzieling ro$linng wptynat na wzrost ekspresji genu KLF4 — Sredni wzrost ekspresii
0 2,5% (Fig. 3) — w stosunku do komoérek hodowanych w tych samych warunkach bez wydzieliny roslin-
nej. Gen koduje biatko odpowiedzialne za zachowywanie cech macierzystosci i przeciwdziata réznico-
waniu komoérek — co jest bardzo istotng cechg w uzyskaniu duzej liczby komérek macierzystych do
przeszczepdw.

Nastepnie badano wptyw wynalazku na ekspresje badanych genéw kodujgcych czynniki tran-
skrypcyjne zwigzane z utrzymywaniem pluripotenciji komérek macierzystych. Nieoczekiwanie okazato
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sie, ze wydzieliny ($luzy) roslin z gatunku Drosophyllum lusitanicum zwiekszajg ekspresje genéw regu-
lujgcych transkrypcje (kodujg czynniki transkrypcyjne), utrzymujgcych pluripotencje komérek macierzy-
stych:

Na Fig. 4 przedstawiono wyniki pomiaru poziomu ekspresji genéw SOX2 i SOX9 w komérkach
macierzystych. Warto$¢é LogRQ dla komérek badanych (hodowle z wydzieling) vs. komérki kontrolne
(bez wydzieliny). Nieoczekiwanie kontakt komdrek macierzystych z wydzieling roslinng wptynat na
wzrost ekspresji genéw SOX2 i SOX9 (Fig. 4) — regulujacych transkrypcje (kodujg czynniki transkryp-
cyjne), utrzymujgcych pluripotencje komoérek macierzystych. Wykazano $redni wzrost ekspresji genu
SOX2 0 45% — w stosunku do komoérek hodowanych w tych samych warunkach bez wydzieliny roslinnej.
Jednoczes$nie wykazano Sredni wzrost ekspresji genu SOX9 0 17% — w stosunku do komérek hodowa-
nych w tych samych warunkach bez wydzieliny ro$linne;.

Nastepnie, stosujgc technike cytometrii przeptywowej (cytometr Navios) oceniono obecnos¢ an-
tygendéw charakterystycznych dla komérek macierzystych i poréwnano w obu grupach hodowanych ko-
morek: w obecnosci wydzieliny ($luzu) roslin z gatunku Drosophyllum lusitanicum w hodowlach bez
wydzieliny (Sluzu) roélin z gatunku Drosophyllum lusitanicum.

Komorki te charakteryzowata obecnos$¢ antygendéw powierzchniowych CD105, CD73, CD90 przy
jednoczesnym braku CD45, CD34, CD14. Wyniki przedstawiono w ponizszej tabeli:

Badany antygen

Sredni odsetek komoérek
macierzystych hodowanych
w obecno$ci wydzieliny
(Sluzu) roslin z gatunku
Drosophyllum lusitunicum

Sredni odsetek komérek
macierzystych hodowanych
bez wydzieliny ($luzu)
roslin z gatunku
Drosophyllum lusitanicum

CD105+ 99,78 99,84
CD73+ 96,43 98,05
CD90+ 95,61 97,21
CD45+ 0 0
CD34+ 0 0
CD14+ 0 0

Korzystnie, w przyktadowych realizacjach hodowle komérkowe prowadzi sie w czasie pozwalaja-
cym na uzyskanie odpowiedniej ilosci komérek, korzystnie w czasie 21 dni w standardowych warunkach:
w temp. 37°C, w stezeniu tlenu na poziomie 21% oraz 5% CO-. Korzystnie, w trakcie hodowli komorki
pasazuje sie po osiggnieciu odpowiedniej fazy wzrostu, zwtaszcza co 3 dni, z zastosowaniem trypsyny.
Korzystnie, w przyktadowych realizacjach stosuje sie podtoze o nastepujgcym sktadzie: 10% FBS (Fetal
Bovine Serum), 0,5% penicyliny ze streptomycyng, 0,5% amfoterycyny, DMEM (Dulbecco Modified Ea-
gle Medium).

Na Fig. 5 i 6 przedstawiono komérki macierzyste hodowane z wydzielinami (§luzami) roslin z ga-
tunku Drosophyllum lusitanicum.

Whioski

W wyniku przeprowadzonych badan ustalono, ze wtasciwosci wydzieliny roslin z gatunku Dro-
sophyllum lusitanicum nie powodujg niepozgdanego wptywu cytotoksycznego na ludzkie komorki ma-
cierzyste.

Ponadto, w wyniku przeprowadzonych badan ustalono, ze wydzielina z roélin Drosophyllum lusi-
tanicum poprawia adherentno$¢ ludzkich komérek macierzystych. Nieoczekiwanie kontakt komérek ma-
cierzystych z wydzieling roslinng wptynat na wzrost ekspresji dwdch genéw kodujacych biatka przyle-
gania AMIGO1 i CLDN1 — odpowiedni 0 9% i 35%. Czyli wydzieliny ($luz) roslin Drosophyllum lusitani-
cum wplywajg korzystnie na ekspresje gendw kodujgcych czgsteczki adhezyjne — zwiekszajgce przyle-
ganie komérek do podioza, przez co poprawiajgce ich potencjat wzrostowy i proliferacyjny. Biatka te
réwniez wytyczajg kierunek migracji hodowanych komoérek w Srodowisku zewngtrzkomérkowym. Jest
to bardzo istotna informacja dla efektywnego prowadzenia hodowli komérek adherentnych (rosngcych
na podtozu a nie w zawiesinie), w tym komérek macierzystych.

Ponadto, w wyniku przeprowadzonych badan ustalono, ze wydzielina ro$lin Drosophyllum lusita-
nicum poprawia potencjat pluripotenciji (,macierzysto$ci’) oraz przeciwdziata réznicowaniu w hodowlach
komorkowych. Nieoczekiwanie kontakt komérek macierzystych z wydzieling roslinng wptynat na wzrost
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ekspresji dwéch gendw zwigzanych z utrzymywaniem potencjatu pluripotenciji komérek macierzystych:
POUSF1 i KLF4. W ten sposéb ($luz) roslin Drosophyllum lusitanicum wptywa pozytywnie na potencjat
pluripotencji (,macierzystos$ci”) oraz przeciwdziata r6znicowaniu w hodowlach komérkowych — sg to bar-
dzo korzystne wiasciwosci efektywnego prowadzenia hodowli komérek macierzystych, nie uzyskiwane
w takich samych warunkach hodowli tych samych komoérek bez wydzieliny (§luzu) roslin z gatunku Dro-
sophyllum lusitanicum.

Ponadto, w wyniku przeprowadzonych badan ustalono, ze wydzieliny ros$lin Drosophyllum lusita-
nicum poprawiajg utrzymanie pluripotencji komérek macierzystych w hodowli. Nieoczekiwanie okazato
sie, ze wydzieliny ro$lin Drosophyllum lusitanicum zwiekszajg ekspresje genéw regulujgcych transkryp-
cje: SOX2 i SOX9 (kodujg czynniki transkrypcyjne), utrzymujgcych pluripotencje komérek macierzys-
tych. Utrzymanie pluripotencji komérek macierzystych w hodowli jest niezwykle wazne dla efektywnego
prowadzenia hodowli komdrek macierzystych jako zrédta komérek macierzystych do przeszczepéw
i eksperymentéw. Test na obecno$é antygendéw powierzchniowych CD105, CD73, CD90 charaktery-
stycznych dla komoérek macierzystych potwierdzit, iz komérki w kontakcie z wydzieling roslinng utrzy-
muja swoje wiasciwosci.

Zastrzezenia patentowe

1. Powierzchnia do hodowli adherentnych komérek macierzystych, znamienna tym, ze stanowi
powierzchnie naczynia hodowlanego pokrytg zewnetrzng powtokg zawierajgcy $luz wydzie-
lany przez ro$liny z gatunku Drosophyllum lusitanicum, korzystnie Sluz wydzielany przez
emergencije znajdujace sie na lisciach roslin tego gatunku.

2. Sposo6b prowadzenia hodowli adherentnych komérek macierzystych w znanych warunkach
i w znanym medium hodowlanym, znamienny tym, ze hodowle prowadzi sie na statej po-
wierzchni naczynia hodowlanego pokrytg zewnetrzng powiokg zawierajgcg $luz wydzielany
przez rosliny z gatunku Drosophyllum lusitanicum, korzystnie $luz wydzielany przez emergen-
cje znajdujgce sie na lisciach roslin tego gatunku.

3. Zastosowanie powierzchni naczynia hodowlanego pokrytej zewnetrzng powtokg zawierajgcg
$luz wydzielany przez ro$liny z gatunku Drosophyllum lusitanicum, korzystnie $luz wydzielany
przez emergencje znajdujgce sie na lisciach roslin tego gatunku, do prowadzenia hodowli ad-
herentnych komérek macierzystych.
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Rysunki

Fig. 1
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