Komorki macierzyste- zastosowania w biotechnologii i medycynie BT2-208

Cwiczenie 1.
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macierzystych
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Wstep

Komérki macierzyste (KM) dzieki zdolnosci do samoodnawiania oraz jednocze$nie do
réznicowania sie w komorki ukierunkowane do okreslonych linii rozwojowych stanowig materiat
pozadany z punktu widzenia medycyny regeneracyjnej. Jednym z najwazniejszych wyzwan
wynikajacych z wykorzystania KM w medycynie regeneracyjnej jest opracowanie optymalnego
protokotu ich izolacji oraz ekspansji. Do metod izolacji KM naleza m. in. sortowanie MACS (ang.
Magnetic Assisted Cell Sorting) oraz FACS (ang. Fluorescence Activated Cell Sorting), a takze -w
przypadku np. mezenchymalnych KM- zdolno$¢ do adhezji do ujemnie natadowanych powierzchni
naczyn hodowlanych.

W  sortowaniu magnetycznym MACS komorki inkubowane s3a z kuleczkami
paramagnetycznymi sprzegnietymi z przeciwciatami skierowanymi przeciwko okreslonym
antygenom KM. Populacje komoérek s3 nastepnie izolowane w polu magnetycznym jako dwie
subpopulacje: pozytywna oraz negatywna pod wzgledem ekspresji okreslonego antygenu. Sortowanie
MACS wykorzystywane jest gtdwnie jako etap selekcji wstepnej poprzedzajacy izolacje w oparciu o
profil wieloantygenowy.

W sortowaniu FACS wykorzystuje sie przeciwciata wyznakowane barwnymi fluorochromami.
Sortery komoérkowe (w przeciwienstwie do Klasycznych cytometréw przeptywowych) powoduja
rozbicie wigzki laminarnego przeptywu cieczy na mate kropelki, zawierajace pojedyncze komorki.
Nastepnie komorki naswietlane sg zogniskowana wigzka Swiatla laserowego. Powstate sygnaty
mierzone s3 za pomocg odpowiednich detektoréw, przemieniane na impulsy elektryczne,
wzmacniane i przesytane do komputera. W zalezno$ci od tego czy komorki wykazuja okres$long
fluorescencje, kropelki s3 nastepnie obdarzane okreslonym tadunkiem. Nastepnie kropelki te
docierajg do pola elektrostatycznego, a ich trajektoria jest uginana w zaleznos$ci od posiadanego
tadunku. Dzieki temu mozemy wysortowac subpopulacje komérek o réznych profilach antygenowych.
W tabeli ponizej zawarto poréwnanie metody izolacji MACS oraz FACS.

MACS FACS
Sortowanie oparte o wlasciwo$ci magnetyczne | Sortowanie oparte o witasciwosci fluorescencyjne
komoérek komérek
Sortowanie najczeSciej w oparciu o jeden marker | Sortowanie najczeSciej w oparciu o profil
komoérkowy wieloantygenowy
Wystepowanie markera- selekcja pozytywna Réwnoczesne wystepowanie danego markera/ow
Brak markera- deplecja (selekcja negatywna) lub jego/ich brak
Stosunkowo niska czysto$¢ Wysoka czystos¢
Metoda wykorzystywana do wzbogacenia przed | Metoda wykorzystywana do ostatecznego
sortowaniem FACS sortowania populacji KM

Analiza komoérek w cytometrii przeptywowej dostarcza informacji na temat wielkosci (FSC-
ang. forward scatter) oraz ziarnistoSci komdrek (SSC- ang. side scatter), a takze fluorescenc;ji
emitowanej przez komorki. Wyniki pomiaréw uzyskane w cytometrze przeptywowym mozna
przedstawi¢ w postaci doktadnych danych liczbowych, jak réwniez w postaci wykreséw. NajczesSciej
wyniki sg prezentowane w postaci histograméw lub cytogramoéw (wykres na ktérym komoérki sg
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odzwierciedlone w postaci kropek, ktérych potozenie w uktadzie wspotrzednych jest proporcjonalne
do wielkoSci mierzonego parametru). Wszystkie komorki, ktére majg taki sam model rozpraszania
Swiatta, ukazujg sie na cytogramie jako pojedyncza kropka. Jedna kropka moze zatem reprezentowac
pojedyncza komorke lub kilka tysiecy komorek. Jezeli w badanej probce oznacza sie wiecej niz jeden
antygen, wéwczas uzywa sie dwu lub wiecej przeciwciat monoklonalnych wyznakowanych réznymi
barwnikami. Sygnaty emitowane przez te barwniki moga zachodzi¢ na siebie, dlatego tez nalezy
stosowac kompensacje w celu prawidtowej analizy sygnatéw fluorescenciji.

Najwazniejszym Zrédtem mezenchymalnych KM (MSC) jest szpik kostny. Komoérki te stanowig
frakcje adherentng szpiku, ktéra otrzymuje sie poprzez odptukanie komérek nieadherentnych po 72h
od momentu wysiania petnego szpiku na naczynie hodowlane. Do hodowli pierwotnych dedykowane
s3 naczynia hodowlane typu Primaria wykonane z modyfikowanego polistyrenu, ktére wzmacniajg
adhezje komoérek do podtoza.

Cel doswiadczenia:

Celem ¢wiczenia jest izolacja komoérek macierzystych w oparciu o profil antygenowy z zastosowaniem
technologii MACS oraz FACS oraz oddziatywan z podiozem hodowlanym (poprzez adhezje).

Przebieg doswiadczenia:

Praca w zespotach trzyosobowych. Na kazdy zespét przypadaja trzy myszy, ktére wykorzystane
zostang zgodnie z tabelg zamieszczong ponizej.

Nr myszy Przeznaczenie

1. Zatozenie hodowli komoérek MSC

21i3. [zolacja oraz analiza KM metodg MACS
oraz FACS
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P.1. Zalozenie hodowli komérek MSC

1. Z jednej myszy wyizolowa¢ z konczyn dolnych kosci udowe oraz piszczelowe. Kosci umiesci¢
na szalce (60mm) w 5 ml medium DMEM /F12.

2. Po odcieciu nasad kosci, za pomoca strzykawki 1 ml z igtg, wyptuka¢ szpik kostny do nowej

szalki (60mm) zawierajacej 5 ml medium DMEM/F12. Po zakonczeniu wyptukiwania szpiku z

kosci, rozdrobni¢ szpik poprzez kilkukrotne wciggniecie i wyciggniecie go do/z strzykawki.

Otrzymang zawiesine komadrek przenie$¢ do probowki 15 ml.

Probéwke z komoérkami zwirowac (1800 rpm., 7 min., RT).

Zla¢ nadsacz, natomiast pelet rozpipetowa¢ w 1 medium hodowlanego DMEM /F12+10%FBS.

Do butelki hodowlanej typu Primaria (25cm?) nala¢ 4 ml medium hodowlanego

DMEM/F12+10%FBS oraz doda¢ catkowitg objetos$¢ zawiesiny komdrek.

Naczynie hodowlane umiesci¢ w inkubatorze hodowlanym (37°C, 5% COz2).

Po 72h odptukac frakcje nieadherentna. Doda¢ 5ml DMEM/F12+10%FBS.

9. Na nastepnych zajeciach wykona¢ pasaz komérek.

o Uk W
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P. II. Przygotowanie mysiego szpiku kostnego do izolacji hematopoetycznych oraz
niehematopoetycznych KM metoda sortowania MACS oraz FACS

1. Z dwoéch myszy wyizolowa¢ z konczyn dolnych kosci udowe oraz piszczelowe. KoSci umiescic¢
na szalce (60mm) w 5 ml medium DMEM /F12.

2. Po odcieciu nasad koSci, za pomocga strzykawki 1 ml z igta, wyptukac szpik kostny do nowej
szalki (60mm) zawierajgcej 5 ml medium DMEM/F12. Po zakonczeniu wyptukiwania szpiku z
kosci, rozdrobni¢ szpik poprzez kilkukrotne wciggniecie i wyciggniecie go do/z strzykawki.

3. Otrzymang zawiesine komdrek przefiltrowac przez filtr o Srednicy poréw 40 um do probowki o

objetosci 15 ml. Dopetni¢ medium do objetosci 10 ml.

Probowke z komoérkami zwirowa¢ (1800 rpm., 7 min., RT).

5. Zla¢ nadsacz, natomiast pelet rozpipetowa¢ w 1 ml Lysing Buffer (1x BD PharmLyse). Dodac

1 ml Lysing Buffer.

Lize erytrocytéw prowadzic¢ przez 6 min. w RT.

Dopeini¢ medium do objetosci 10 ml.

Probowke z komoérkami zwirowac (1800 rpm., 7 min., RT).

Zla¢ nadsacz, natomiast pelet rozpipetowac¢ w 1 ml AutoMACS Running Buffer.

10 Policzy¢ komoérki w komorze Burkera.

-

© © N o

UWAGA! Kolejne kroki maja na celu réwniez zabezpieczenie materiatu na Cw 2 i 3!

11. 100 pl zawiesiny komdrek przenie$s¢ do probdwki typu Eppendorf. Doda¢ 100 pl buforu RL
zawierajacego 1% Bond Breaker (f-merkaptoetanol). Zworteksowa¢. Homogenizowac¢ przy
uzyciu strzykawki 1 ml z igta. Przechowywaé w -80°C. (materiat na Cw. 3)

12. 300 pl zawiesiny komoérek przenies¢ do nowej probéwki cytometrycznej. Doda¢ 200 ul DPBS
oraz 500 pl 4% roztworu p-formaldehydu. Utrwala¢ 15 min. w RT. Doda¢ 2 ml DPBS. Probowke
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z komoérkami zwirowac¢ (1800 rpm., 7 min., RT). Zla¢ nadsacz, natomiast pelet rozpipetowac¢ w
0,5 ml DPBS. Przechowywa¢ w lodéwce. (materiat na Cw. 2)

13. Do 4 probdéwek cytometrycznych doda¢ po 100 ul DMEM/F12+2%FBS oraz po 10 pl zawiesiny

komoérek (probki kompensacyjne; patrz p. IV.2. ). Probéwki z komo6rkami trzymac na lodzie.

P. I1I. Izolacja frakcji CD45- oraz CD45+ ze szpiku kostnego - Sortowanie MACS:

1.

o U1 W

~

Pozostatg objetos¢ zawiesiny komoérek szpiku kostnego (ok. 600 pl) zawiesi¢ w takiej objetosci
AutoMACS Running Buffer (+4°C) aby w 90 ul buforu znajdowato sie 107 komorek.

Doda¢ 10 pl CD45 MicroBeads na kazde 107 komdrek, a nastepnie delikatnie przepipetowac.
Inkubowa¢ 15 min. na lodzie.

Przeptuka¢ komorki 1 ml AutoMACS Running Buffer na kazde 107 komérek.

Probéwke z komoérkami zwirowac (1400rpm, 8 min.).

Zawiesi¢ komorki w 1,5 ml AutoMACS Running Buffer.

Rozdzieli¢ komérki CD45- od CD45+ przy pomocy AutoMACS Pro Separator (Program
Possels).

Po separacji komérki zwirowa¢ 1800 rpm., 7 min., RT.

Pelety komérek CD45+ oraz CD45- zawiesi¢ odpowiednio w 300 pl oraz 100 pl medium
DMEM/F12+2%FBS.

Przenies¢ do probéwek typu Eppendorf po 50 pl frakcji CD45+ oraz CD45-. Dodac¢ po 100 pl
buforu lizujgcego zawierajagcego 1% Bond Breaker. Zworteksowaé. Homogenizowac przy
uzyciu strzykawki 1 ml z igta. Przechowywaé w -80°C. (material na Cw. 3)

10. 50 pl zawiesiny komorek CD45- przenies¢ do nowej probéwki cytometrycznej. Doda¢ 450 pl

DPBS oraz 500 pl 4% roztworu p-formaldehydu. Utrwala¢ 15 min. w RT. Doda¢ 2 ml DPBS.
Probéwke z komoérkami zwirowaé¢ (1800 rpm., 7 min., RT). Zla¢ nadsacz, natomiast pelet
rozpipetowa¢ w 0,5 ml DPBS. Przechowywaé w lodéwce. (materiat na Cw. 2)

P.1V. Izolacja frakcji KM hematopoetycznych (HSC) - Sortowanie FACS :

1.
2.

Do dwoch probowek cytometrycznych dodawac po 100 ul DMEM/F12 + 2% FBS.
Komérki CD45+ (po izolacji MACS) wybarwi¢ immunofluorescencyjnie przeciwciatami
wymienionymi w tabeli, zgodnie z ponizszym schematem:

Nazwa Rodzaj komdrek Przeciwcialo znakowane fluorescencyjnie
Probki

CD45+ CD45+ 1. Panel markeréw linii hematopoetycznych (Lin): PE Rat anti-

mouse Ly-6G and Ly-6C;
PE Rat anti- mouse CC11b;
PE Rat anti- mouse CD45R/B220;
PE Rat anti- mouse Ter-119;
PE Hamster anti- mouse y§ T- Cell Receptor;
PE Hamster anti- mouse TCR {8 Chain)
po 1,5 yl kazdego = 9 ul/ probke
2. PE/Cy5 anti- mouse Ly-6A/E (Sca-1) =
6 ul/ prébke
3. FITC Rat anti-mouse CD45 = 10 pl/ prébke
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CD45+/ CD45+ Prébka niebarwiona

Empty

Komp./ Szpik kostny po lizie Prébka niebarwiona

Empty erytrocytow

Komp./ PE Panel markerdéw linii hematopoetycznych Lin = 2 pl

Komp./ PE/Cy5 anti- mouse Ly-6A/E (Sca-1) =2 pl

PE-Cy5

Komp./ FITC Rat anti-mouse CD45 = 2 ul

FITC

3. Barwi¢ 20 min., na lodzie, bez dostepu $wiatta.

4. Po zakonczeniu barwienia do kazdej probéwki dodawac po 2 ml DPBS (bez Mg2+, Ca2+).
5. Proboéwki z komoérkami zwirowa¢ (1800 rpm., 7 min., RT).

6. Odciagnac nadsacz, pelet zawiesi¢ w 400ul DMEM/F12 + 2% FBS, rozpipetowac.

7. Wysortowa¢ komoérki HSC (CD45+/Lin-/Sca-1+) przy uzyciu sortera komoérek BD FACS Aria II1.

Zakres materiatu, ktory nalezy przygotowac do ¢wiczen:
1. Zasada dziatania cytometru przeptywowego.
2. Immunobarwienie komérek w celu ich analizy w mikroskopii fluorescencyjnej i cytometrii
przeptywowej.
3. Cechy charakterystyczne komdrek macierzystych.
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