In vitro 3D model 'udského trofoblastu
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| Uvod

Bunkové kultury in vitro su klicové v modelovani vyvoja jednotlivych organov a choréb u lFudi'. Hoci konvenéné
jednovrstvové bunkové kultury boli v minulosti ve'mi popularne a siroko pouzivané, nedostatocna reprezentacia architektury
tkaniv a bunkovych spojeni nedokaze odrazat’ skuto¢né biologické procesy in vivo?. Organoidy, bunky rastiuce v definovanom
trojrozmernom (3D) prostredi in vitro za vzniku minizhlukov, ktoré sa samy organizuju a diferencuju na funkéné typy buniek,
rekapitulujuc Struktiru a funkciu organu in vivo', ukazali velky prisfub pre modelovanie ludskej fyziolégie vd’aka schopnosti
kmenovych buniek samoorganizovat’ sa do 3D tkanivovych Struktur:.

Samoorganizacia v ramci organoidu nastava prostrednictvom priestorovo obmedzeneho
zavazku linie a triedenia buniek, Co si vyzaduje aktivaciu roznych signalnych drah
sprostredkovanych vnutornymi bunkovymi zlozkami alebo vonkajsim prostredim, ako je
extracelularna matrix a média'. Tieto in vitro tkaniva zachytavaju klucové
mnohobunkové, anatomické a dokonca aj funkCné znaky skutoCnych organov vo
velkosti mikrometrov az milimetrov~.

Pre uspesné tehotenstvo je nevyhnutny normalny vyvoj a funkcia placenty. Hlavné
poruchy tehotenstva, medzi ktore patri preeklampsia, predCasny poérod, nevysvetlené
narodenie mrtveho plodu a intrauterinna rastova restrikcia, maju svoj pévod v poruche
vyvoja placenty®.

Nase sucasne poznatky o ludske] placente su obmedzené kvoOli nedostatku
reprezentativnych funkCnych modelov. Na sStudium placenty sa pouzilo niekolko
experimentalnych modelov vratane zvieracich modelov a modelov bunkovej kultury in
vitro, avSak medzi l'udskymi a inymi zvieracimi placentami existuju zretelné Strukturalne  Obr. 1 Tkanivo chorionu pred izolaciou s
a funkéné rozdiely, teda Gdaje zo zvieracich modelov nie su pre ludi relevantné. In vitro ~ Primesou erytrocytov

modely fudskych trofoblastov zahfnaju bunkoveé linie odvodené z placenty, izolované — FEEEREEEEEIE e ot
primarne bunky placenty a explantaty tkaniva ludskej placenty. Medzi vyhody tychto B iRe bR E s et e, O
bunkovych linii patri jednoduchost pouzitia, neobmedzeny prisun materialu, Cistejsi
zdroj buniek a nizsie naklady na obstaranie. Tieto zdroje obchadzaju niektoré eticke
obavy spojené s pouzivanim zivocisnych alebo primarnych ludskych tkaniv. Nesmrtelne
bunkové linie v§ak maju nevyhodu v doésledku ich malignych transformacii®. Niekolko
bunkovych linii bolo vytvorenych aj z buniek choriokarcinomu, ale bunky
choriokarcindbmu maju abnormalny karyotyp’.

Organoidneé sStruktury trofoblastu su schopne presne rekapitulovat organizaciu
placentarnych klkov In vivo, a rovnako vyluCovat siroke spektrum placentarne
Specifickych peptidov, horménov a enzymov®.

| Metodika
, . , . . , ) o Obr. 2 Zmes buniek izolovanych z plodovych
Plodovée obaly boli odobrane po ukoncCeni tehotenstva planovanym cisarskym rezom od  opalov z &asti chorién, tesne po izolacii

zdravych darkyn s ich informovanym suhlasom. Z Casti plodoveho obalu choriénu boli
izolované humanne chorionové mezenchymové kmenove bunky (CMSCs) nasledujucim
sposobom. Placentarne tkanivo bolo spracovaneé v sterilnom prostredi laminarneho
boxu. Pomocou chirurgickych nastrojov boli oddelene plodové obaly chorion od
amniénu. Cast’ choridonu s velkostou priblizne 10 x 10 cm bola nasledne premyta v
Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium - high glucose (DMEM) (Merck, USA) s
antibiotikami 100 U penicilin/mL, 100 pg streptomycin/mL a 0,25 ug amphotericin B/mL
(Merck, USA). Cast choriénu bola frakcionovanad na mensie, nepravidelné &asti
s pribliznou velkostou 1 cm?. Z fragmentov tkaniva bola izolovana bunkova suspenzia
enzymatickym po6sobenim. Enzym dispaza Il 2,4 U/ml (Merck, USA) p6sobil na tkanivo
15 minut pri 37°C. Po premyti DMEM nasledne p6sobil na tkanivo enzym kolagenaza ||
s koncentraciou 1 mg/ml (Merck, USA) 90 minut pri 37°C. Enzym bol odstraneny
premytim a centrifugaciou. Homogénne natravene tkanivo bolo filtrované cez bunkovée
sitko, s velkostou porov 40 um (BD, Falcon, USA). Vysledna suspenzia izolovanych
buniek bola in vitro kultivovana v odporuéanej koncentracii 4000 buniek/cm? v
kultivachom mediu Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium - high glucose (DMEM) (Merck,
USA) s 10% bovinnym fetalnym sérom (FCS) (Merck, USA) s antibiotikami 100 U
penicilin/mL, 100 pg streptomycin/mL a 0,25 ug amphotericin B/mL (Lonza, USA) v 5%
CO, atmosfere pri 37°C. Po 4 dnoch kultivacie bolo vymenené kultivaché medium a tym
boli odstranené neadherovane, prevazne hematopoeticke a poskodene bunky.
Vysledkom Dbola kulturu adherovanych mezenchymovych buniek, bez primesi
hematopoetickych buniek. Kultivacné médium bolo menene trikrat tyzdenne. Pasaz
buniek bola vykonavana po dosiahnuti 80% monolayeru CMSCs buniek. Bunkova
vrstva bola premyta DMEM médiom bez aditiv. Po odsati bolo pridanych 4 ml
vytemperovaného trypsinu-EDTA (Merck, USA), ktory pésobil na uvolnovanie buniek 2-
5 minutu pri 37°C. Uvolnené bunky boli odsaté a zbytkovy enzym bol neutralizovany
DMEM médiom s 10% FCS. Suspenzia CMSCs buniek bola pouzita na dalsiu pasaz.

| Vysledky
. : , , : , , . Obr. 4 Adherované chorionové mezenchymove
Pri_hladani alternativnych zdrojov mezenchymalnych stromalnych buniek sme sa  kmeriové bunky vytvarajice sivisly monolayer, 12.

pokusili preparovat cCast ludskej terminove] placenty a izolovat bunky podobné  den kultivacie, zvacsenie 10 x10
fibroblastom z fetalnych membran. Po mechanickom oddeleni amnionu od chorionu sa
chorion stiepil dispazou a kolagenazou. Kultury CMSCs boli uspesne, bunky prifnuli do
24 hodin a mohli sa dalej rozsirovat. Choriové bunky boli spoCiatku nanesené na 75
cm? povrchu kultivaénych baniek s hustotou 0,14 x 10° jadrovych buniek/cm?. CMSCs
prifnuli a proliferovali na podklade tkanivovej kultury. Adherentné bunky mali
heterogénne tvary: vacsina s vretenovitou morfologiou (niektoré bunky vykazuju
dendrity) a mensie mnozstvo vysoko reflexnych malych, zaoblenych, rychlo
proliferujucich buniek. Po prve] pasazi bunky expandovali rovhakym monovrstvovym
spoésobom s homogennymi bunkami podobnymi fibroblastom.

Obr. 3 Adherovane chorionové mezenchymove
kmenoveé bunky, 4. den kultivécie, zviésenie 10x10

| Zaver

Organoidy umoznuju vytvaranie prirodzene] priestorovej bunkove] organizacie,

architektury buniek a sledovanie medzibunkovych interakcii. Su idealne na skumanie

spravania sa [udskych trofoblastov a inych placentarnych buniek, ako aj ich schopnosti ~ Obr- 5 Adherovane chorionove mezenchymove
: : C : : : : : e kmenoveé bunky, farbenie podl'a Giemsa-

reprezentovat fyziologicke stavy in vivo a in vitro. In vitro 3D model s charakteristickym g .2 hovského

fenotypom moze byt velkym prinosom pre Studium fyziologie placenty a zaroven

poskytuje velku podporu pre buduce modelovanie placentarnych ochoreni
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s, SYMPOZIUM XVIIl. roénik odborného sympozia
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Préca je podporena grantom Vega 1/0387/22 Nazov: Vyvoj a testovanie systémov pre riadenu stimulaciu rastu buniek v prostredi bioreaktora s vyuZitim pocitacového videnia.
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