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Abstrakt

Intresset for regenerativ medicin inom forskningen har 6kat dar fokus ligger pa att skapa sikra
protokoll vid anvindning av stamceller i behandlingssyfte av perifera nervskador. Férutom att
stamceller linge studerats inom cellterapi har intresset for extracellulara vesiklar (EV) lyfts som ett
nytt kliniskt verktyg. EV 6ppnar upp mdjligheten till cellfri behandling om dess effekt kan jamforas
med stamcellernas behandlande formaga. En kritisk faktor for en lyckad behandling ar effektiv
karlnybildningsforméga som kan sikerstélla vavnadens 6verlevnad. Studiens syfte var att undersoka
vilken effekt EV fran stamceller ur fettvav har for kirlnybildningsf6rméagan i serumfria
odlingsférhallanden. Halften av stamcellerna stimulerades in vitro med tillvixtfaktorer for att
undersoka hur de paverkar gen- och proteinuttryck for kiarlnybildning. Efter extraktion och
karaktarisering av EV undersoktes dess effekt pa cellens formaga att proliferera och skapa mogna
kirlstrukturer. Stimulerade stamceller resulterade i ett 6kat uttryck av IGF1. Okad formaga for
proliferation och karlnybildning noterades fran bade icke stimulerade och stimulerade EV.
Konklusionen var att EV fran serumfria férhallanden kan 6ka cellers forméaga att skapa nya strukturer

for kirlnybildning.
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Introduktion

Grunden till regenerativ medicin ligger i att hitta 1akningsméjligheter for vivnader och organ pa
samma sitt som kroppen redan kan lédka ett litet skiarsar utan problem. Till och med ett storre skarsar
kan kroppen ldka om den bara far hjalp att halla ihop det skadade omradet. Regenerativ medicin ar ett
stort forskningsomrade dar fokuset ligger pa att forsta och forbattra anvindningen av stamceller for
att hjdlpa kroppen att 1ika vavnader och organ som normalt inte klarar av att 1dka sig sjilv (1). Perifera
nervskador har lange varit en stor utmaning inom regenerativ medicin. Trots operationer ses ofta
ingen fullstindig dterhdmtning. Dessa skador kan vara forodande for patienter da de paverkar bade
kinsel- och rorlighetsformagan negativt med darfor stora konsekvenser for en manniskas livskvalité.
D3 manga av dessa skador drabbar den heltidsjobbande befolkningen medfor detta dven
samhillsekonomiska problem. Sjukvarden blir ocksa drabbad da dessa skador ofta kréaver livslanga

behandlingar (2).

Perifera nervskador kan vara vildigt omfattande diar en omedelbar rekonstruktion av nerven inte
racker. I dessa fall anviands vanligen en autolog nervtransplantation frén en annan del pa kroppen som
anses mindre viktig. En nackdel med detta ar att det ofta skapar kinselbortfall och drrviavnad dar
transplantatet tas ifran. Detta har medfort ett stort intresse inom forskningen att skapa nya metoder
for att hjalpa nervvavnaden att regenereras och skapa nya kontakter igen mellan de inblandade

organen utan hjalp av ett nervtransplantat (3).

Cellbaserade behandlingar har resulterat i 6kad funktion efter en nervskada (2). Inom cellterapi har
multipotenta mesenkymala stamceller (MSC) haft storst betydelse med dess fordelaktiga formagor att
differentiera till ett flertal olika celler men med nackdelen att MSC ofta utvinns ur benmérgen genom
en invasiv process. En mer fordelaktig upptackt har visat att anvindning av mesenkymala stamceller
fran fettviv (ASC) innebér en lattare och mer skonsam stamcellsskord, mojlighet till upprepad skord
vid behov samt har férdelen att dessa liknar MSC bade morfologiskt och fenotypiskt. Tidigare studier
har dven visat att formagan till proliferation och differentiering hos MSC fran benmérg minskar i takt

med att cellerna aldras vilket ocksa talar for fler fordelar med ASC (4).

Celler kommunicerar med varandra via utsondrade molekyler sisom proteiner, nukleinsyror, fettsyror
och extracelluldra vesiklar (EV). Det ar studerat att mindre dn 1% av MSC Gverlever langre dn en vecka
vid transplantation vilket tyder pa att de utsondrade molekylerna egentligen stér for de storsta positiva
genererande effekterna. Detta 6ppnar upp mojligheten till cellfri behandling om dess effekt kan mitas
med stamcellernas behandlande formaga. Fordelarna med cellfritt material ar mindre komplicerade
och mer stabila sakerhetskontroller da biologisk variation ej behovs ta i beaktning, sédkrare lagring,
mer ekonomiskt samt med mgjligheter att kunna massproducera under kontrollerade former. De
potentiella riskerna med att anvidnda sig av stamcellerna &r att transplantationen bland annat dven

kan aktivera immunsvaret, tumorbildning eller orsaka infektion (5).

En stor utmaning med nervrekonstruktion ar att sdkerstélla att karlnybildningsforméagan fungerar da
den ar kritisk for att vivnaden ska 6verleva och inte gé i nekros. Nervsystemet forlitar sig pa blodkarl

for att mota syrebehovet till alla organ i kroppen. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ar starkt
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kopplad till 6kad karlnybildningsférméga vid perifera nervskador och stimulerar tillvixten av bade
axoner och blodkarl (6). Fler faktorer med stark koppling till kdrlnybildningsférmégan ar HGF, IGF-1
och angiopoetin-1 (7). I friska vdvnader regleras karlnybildningsférmagan av stimulerande och
inhibitoriska signaler och en storning i detta system ar orsaken till flera sjukdomar sdsom cancer.
Detta bade bekriftar och forstarker betydelsen av de utséndrande molekylerna dven i kirlnybildnings-
processen (8). EV fungerar som transportorer av regulatoriska molekyler som kan levereras till
specifika celltyper eller i syfte att kommunicera direkt med en annan cell. Flera studier visar att EV

fran ASC kan bidra till 6kad proliferation och kérlnybildning (9).

Traditionellt har ASC odlats i ett medium innehéllande fetalt kalvserum in vitro for essentiella tillvaxt-
och overlevnadsfaktorer. Potentiella sikerhetsrisker sdsom kontamination med virus och bakterier
samt variation mellan olika batcher utgor dock ett problem och darfor har metoden optimerats for ett
serumfritt alternativ. Utmaningen har varit att skapa en metod med férutsiattningar for en sékrare
cellbaserad behandling. Studier har undersokt MSC fran bade fettviv och benmarg och jamfort dess
gen- och proteinuttryck i bade traditionella forhéllanden och serumfria forhallanden med positiva
reproducerbara resultat. Det dr dven studerat att stimulering av ASC med flertalet tillvixtfaktorer in
vitro okar utsondringen av bade faktorer for nervtillvaxt och for kirlnybildning och dven detta ar

reproducerat i serumfria forhéllanden med liknande resultat (10).

Syftet med studien var att undersoka vilken effekt de extracellulara vesiklarna fran stamceller ur

fettvav har for karlnybildningsformégan vid serumfria odlingsforhéllanden.



Material och metoder

Stamceller fran fettvav

Till studien anvindes stamceller preparerade med vattenmedierad fettsugning frén buken.
Donatorerna var tre kvinnor pa 29, 45 respektive 46 ar, vilka skulle genomga rekonstruktiv kirurgi
efter fardigbehandlad brostcancer. Fettvivnaden enzymbehandlades med kollagenas och preparerades
direfter med Sepax S-100 Cell Separation System (Cytiva, Marlborough, MA) enligt tillverkarens
protokoll. Sepax S-100 ar en cellfraktionsapparat utifrén var den stromala vesikulira fraktionen (SVF),

som innehéller ASC, utvinns. Processen genomfordes enligt beskriven metod (11).

Cellinje

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) (Invitrogen, Carlsbad, CA) odlade i EndoGo™ XF
(Biological Industries, Beit HaEmek, Israel) preparerat enligt tillverkarens protokoll med 5% Human
Platelet Lysate (PLT) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) odlades parallellt med tidigare nimnda

stameceller.

Cellodling

SVF odlades med densiteten 6 x 103 celler/cm?2 i CellBIND-odlingsflaskor (Corning, Corning, NY). All
odling skedde under serumfria forhallanden i PRIME-XV (Irvine Scientific, Santa Ana, CA). Visuellt
undersoktes stamcellerna i cellkultur med Olympus CKX41 inverterat mikroskop och bilder togs med
Olympus UC30 CellSens Imaging Software. Nar cellerna uppnadde 80% konfluens tvittades de med
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS); (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) och trypsinerades
med TrypLe x1 (Thermo Fisher Scientific) innan fortsatt odling i ny passage. Hélften av cellerna
odlades under normalt forhéllande medan hélften in vitro stimulerades i passage ett med 10 ng/mL
basic fibroblast growth factor (bFGF) (Thermo Fisher Scientific), 5 ng/mL platelet-derived growth
factor-AA (PDGF-AA) (Peprotech Nordic, Stockholm, Sverige), 50 ng/mL neuregulin 1-beta 1 (NRG)
(R&D Systems, Minneapolis, MN) och 10 pmol/L forskolin (Sigma-Aldrich). Icke stimulerade
respektive stimulerade cellers odlingsmedium samlades in efter tre dagar och samma
stimuleringsprotokoll repeterades sedan en ging i nytt odlingsmedium. Efter ytterligare tre dagar
samlades de icke stimulerade respektive stimulerade cellers odlingsmedium aterigen in. De insamlade
konditionerade odlingsmediet (CM) filtrerades genom ett 0,8 pum filter och frystes sedan ner i -80°C i
vantan pa senare analys. Cellerna efter dessa sex dagar tvittades och trypsinerades likt tidigare,

riaknades och sorterades for vidare analys.

Flodescytometri

Cellpopulationen av SVF vid passage noll som adhererat till cellodlingsflaskan analyserades for
ytmarkorerna CD31, CD34, CD45, CD73, CD9o, CD105 och CD146 med phycoerythrin-konjugerade
mus anti-human antikroppar for vardera markor (BD Bioscience, San Jose, CA). Ut6ver antikropparna
for CD-markorerna anvandes en mus IgG1 negativ kontroll (BD Bioscience) samt en blank med enbart
celler. Cellerna blockades forst pé is under 1 tim innan de centrifugerades vid 300 g i 5 min och
supernatanten aspirerades bort. Cellerna resuspenderades i 9oo uL tvittbuffert (5% FBS i HBSS) och

alikvoterades upp i nio nya eppendorfror. Darefter tillsattes 5 uL antikropp/1 x 105 celler i vardera ror,



med undantag fo6r CD9o dir 3 pL antikropp/1 x 105 celler tillsattes, och inkuberades sedan pé is i 45
min. Som tvitt applicerades 9oo pL tvittbuffert till varje ror innan de centrifugerades pa 300 gi5
min. Supernatanten avlagsnades genom att snabbt vinda roret upp och ned samt med ett litt tryck pa
en pappershandduk. Tvitten aterupprepades en gang. Slutligen tillsattes 300 uL kall 2% paraform-

aldehyd innan de var klara for analys med AccuriC6 (BD Bioscience).

gRT-PCR

Total RNA extraherades med RNeasy kit (Qiagen, Hilden, Tyskland) fran bade icke stimulerade och
stimulerade celler genom att cellerna forst preparerades i RLT-buffert (Qiagen) med B-merkaptoetanol
foljt av flera centrifugeringssteg enligt tillverkarens protokoll for att rena fram dess RNA. For att
generera CDNA anvindes 5 ng/uL RNA och iScript™ ¢DNA synthesis kit (Bio-Rad) i T Professional
Thermocycler (Biometra Ltd., Jena, Tyskland). Proverna analyserades sedan med q-PCR med
SsoFast™ EvaGreen supermix (Bio-Rad, Hercules, CA) i CFX86 Optical Cycler med 5 ng

cDNA /reaktion. Reaktionen var optimerad enligt tillverkaren med denaturering vid 95°C i 30 sek foljt
av 95°C1i 5 sek med sedan varierande annealing temperaturer beroende pé vilken primer som
anvéandes (Tab. 1) i 5 sek och avldasning av plattan i realtid samt med upprepning av reaktionen i 40
cykler. Uttrycket av de olika generna normaliserades mot referensgenen RPL13a och resultaten

analyserades som relativt genuttryck i CFX96 manager software (Bio-Rad).

ELISA

Det insamlade odlingsmedium frn icke stimulerade respektive stimulerade stamceller vid passage ett
analyserades for VEGF-A med ett VEGF-A sandwich ELISA kit enligt tillverkarens protokoll
(RayBiotech, Inc., Norcross, GA). Kortfattat forbereddes en standard med humant VEGF-A foljt av
applicering av vardera standard och patientprov i vald brunn innan de inkuberades p4 latt skaki 2,5
tim. Brunnarna tvittades sedan med tvittlosning innan biotinylerad antikropp tillsattes {6ljt av
streptavidinlésning och sedan TMB One-Step Substratlosning med ett tvittsteg likt det forsta emellan
varje steg. Till sist tillsattes stopplosning innan absorbansen omedelbart avlastes vid 450 nm med
Synergy microplate reader (BioTek, Winooski, VT). Alla prover analyserades som dubbelprover.

Koncentrationen pa patientproverna beriknades utifrdn en standardkurva.

Extraktion av extracellulara vesiklar

Total Exosome Isolation Reagent (Thermo Fisher Scientific) anvidndes for att extrahera extracelluldara
vesiklar fran cellodlingsmediet enligt tillverkarens protokoll genom att blanda lamplig mangd med
odlingsmediet innan inkubering i kyla 6ver natten. Odlingsmediet centrifugerades sedan pa 10 000 g i
1tim i kyla innan supernatanten aspirerades bort och pelleten resuspenderades i antingen 1x PBS for
partikelanalys eller RIPA-buffert (Thermo Fisher Scientific) for proteindetektion med Western Blot.
Nanopartiklarna analyserades efter storlek och kvantitet med NanoSight NS300 for att identifiera de

extracellulara vesiklarna (Malvern Panalytical, Malvern, UK).

Proteinbestamning med Western blot
Proteinextrakten spaddes med RIPA-buffert (Thermo Fisher Scientific) till 15 pg cellysat/brunn for
analys av IGF-1 och 75 ug EV/brunn for analys av CD63. De blandades med 2x laemelli buffert med



tillsatt 350 mM DTT innan de sattes i ett virmeblock f6r denaturering i 5 min. Proteinextrakten
separerades sedan i en 12% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gel (Bio-Rad) monterad pa en
Mini-PROTEAN® Tetra Cell elektrofores (Bio-Rad) fylld med runningbuffert (250 mM Tris, 1,92 M
glycin, 0,1% SDS). Som standard anviandes Chameleon Duo protein standard (Li-COR Biosciences UK
Ltd., Cambridge, UK). Elektroforesen startades sedan péa 120 V tills proverna vandrat genom stacking
gelen f6ljt av 200 Vi ca 30 min tills proverna vandrat till botten pa gelen. Proteinerna éverfordes
sedan till ett nitrocellulosafilter med transferbuffert (25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% v/v metanol)
vid 60 Vi 1 tim. For att kontrollera transferresultatet firgades filtret med ponceau-réd innan

avfargning igen med avjoniserat vatten.

Filtret skoljdes sedan i en tvittlosning (10 mM Tris, 100 mM NaCl, 0,1% Tween 20) innan filtret
delades i tva delar och placerades i blocklosning (5% mjolkpulver spétt i tvattlosning) i 1 tim pé skak i
rumstemperatur. Blocklosningen tomdes sedan bort och anti-IGF1 antikropp klon F2D5 (Abcam)
spadd 1:2000 i blocklésning eller anti-CD63 antikropp klon E-12 (Santa Cruz Biotechnology) spadd
1:100 i blocklosning anvidndes som primdrantikropp och placerades pa respektive filter och
inkuberades 6ver natt i kyla pa skak. Filtrena tvittades sedan med tvittlosning i 6x5 min innan
sekundar HRP-konjugerad anti-mus antikropp (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) spadd

1:1 000 i blocklésning placerades pa filtret och inkuberades i 1 tim i rumstemperatur pa skak foljt av
tvitt i 6x5 min. For att sedan detektera banden anviandes ECL™ Western Blotting Detection Reagents
(GE Healthcare, Chicago, IL) bestdende av tvd komponenter som blandades direkt fore anvindning
och applicerades pa filtret i 5 min innan 6verskottet drogs av genom att i hornet ta pa en pappers-
handduk innan placering pa Li-COR bricka. Filtret analyserades sedan pa Odyssey FC (Li-COR
Biosciences UK Ltd.).

Proliferationsanalys

HUVEC lossades frin odlingsflaskan med TrypLe x1 (ThermoFisher Scientific), raknades och
placerades med 1 x 103 celler/brunn i en 24 brunns CellBIND-platta (Corning). Efter att cellerna fatt
fasta i 8 tim tillsattes icke stimulerade respektive stimulerade EV motsvarande antalet EV erhéllna
frdn 1 mL CM. De tillsattes i dubbelprover i respektive brunnar f6ljt av kontroller. Efter ytterligare 8
tim tillsattes alamarBlue (Invitrogen) f6ljt av inkubering 6ver natt samt avlasning av absorbans vid
570-600 nm i Synergy microplate reader (BioTek). Analysen foljdes upp efter att fler celler inkuberats

itre dagar genom att d4 tillsdtta alamarBlue f6ljt av inkubering i 5 tim innan avlasning likt tidigare.

Karlnybildningsformaga in vitro

For att analysera cellernas formaga att skapa mogna karlstrukturer anviandes ett in vitro
karlnybildnings-kit (Merck Millipore, Burlington, MA) dir 7,5 x 103 HUVEC-celler, obehandlade samt
med tillsatta icke stimulerade respektive stimulerade EV, applicerades pA ECMatrix™ i en 24-
brunnsplatta f6ljt av inkubation i CO- i 37°C. Cellerna analyserades sedan i bestimda tidsintervall med

Olympus IX71 inverterat mikroskop genom ett matt pa antalet mogna karlstrukturer.



Statistik
Parat t-test anvéandes for att identifiera signifikanta skillnader av genuttrycket mellan icke stimulerade
och stimulerade stamceller. Statistiken genomfordes i programvaran Prism (GraphPad Software, San

Diego, CA). Signifikansnivan som anvindes var p = 0,05.

Etiska dvervaganden

De cellpopulationer som anvénts i denna studie var fran normal fettvav och har tagits efter planerad
fettsugning fran vuxna kvinnliga individer som genomgick brostrekonstruktion. De har gett sitt
informerade samtycke till deltagande i studien. Provtagningen har inte medfort nagot extra lidande
eller risk for donatorn. Resultat av framtida behandling kommer att kunna gynna bada kénen. Lokal

etisk kommitté for klinisk forskning vid Umed Universitet har godként studien (2013-276-31 M).



Resultat

Karaktarisering av mesenkymala stamceller

Stamcellerna bedomdes till 80% konfluens visuellt i cellkultur (Fig. 1A). De karaktiriserades sedan
med flodescytometri dir medelvardet for positiva CD-markérer var 96,9% for CD73, 99,7% for CD9o
och 56,6% for CD105. Uttrycket av CD31, CD34, CD45 och CD146 var negativa i proverna fran samtliga

tre stamcellsdonatorer (Fig. 1B).

Uttryck av karlnybildningsmarkorer

Stamcellerna frén de tre donatorerna analyserades med qRT-PCR for att detektera om stimulerings-
protokollet medfort forandrat genuttryck av kdrlnybildningsfaktorer. Genuttrycket av IGF1 i
stimulerade stamceller var signifikant hogre i jamforelse med de icke stimulerade stamcellerna. Ingen
signifikant skillnad ségs i uttrycket av VEGFA, HGF eller ANGPT1 (Fig. 2A). Svagt positivt band av
IGF-1identifierades vid ca 20 kDa med western blot i bade icke stimulerade och stimulerade
stamceller (Fig. 2B). Vid unders6kning av VEGF-A nivaerna i stamcellernas CM detekterades ingen

signifikant skillnad mellan de icke stimulerade och de stimulerade stamcellerna (Fig. 2C).

Karaktarisering av EV

Efter isoleringen av extracelluldra vesiklar karaktiriserades de efter storlek for att faststilla forekomst
av EV i CM. I icke stimulerade cellers CM identifierades partiklar av storlek 55 nm och av 165 nm (Fig.
3A). I stimulerade cellers CM identifierades partiklar av storlek 75 och 155 nm (Fig. 3B). For att
ytterligare faststilla forekomst av EV analyserades CM for markoren CD63 med western blot. En

glykosylerad form av CD63 detekterades vid ca 60 kDa (Fig. 3C).

EVs paverkan pa cellens proliferation

Proliferationsférmégan bedomdes forst visuellt i cellkultur till en tydlig 6kning vid tillsatt bade icke
stimulerade och stimulerade EV (Fig. 4A). De analyserades genom att méata reduceringen av
alamarBlue med absorbans efter att celler varit i kultur i en dag i jimforelse med reduceringen av
amnet efter att celler varit i kultur i tre dagar. Tydlig ytterligare reduktion detekterades pa dag tre for

béde de med tillsatt icke stimulerade respektive stimulerade EV (Fig. 4B).

EVs paverkan pa cellens karlnybildningsformaga

Mogna karlstrukturer raknades vid 3-, 5- samt 24 tim f6r kontrollen, vid tillsatt icke stimulerade EV
samt vid tillsatt stimulerade EV. En tydlig 6kning av mogna kérlstrukturer noterades vid alla tre
tidsintervallerna i celler med tillsatt icke stimulerade EV och ytterligare 6kning efter tillsatt

stimulerade EV (Fig. 5).
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Diskussion

MSC har varit anvindbara inom cellterapi med dess fordelaktiga egenskaper att kunna differentiera
till ett flertal olika celltyper. For att bekrifta forekomsten av MSC i cellkultur karaktiriseras de med
flodescytometri dir de ska uttrycka CD73, CD9o och CD105 samt sakna CD31, CD34, CD45 och CD146
(12). De bekraftade CD-markorerna i denna studie stamde bra 6verens med den forvantade

beskrivningen av MSC.

I studien stimulerades stamceller med bFGF, PDGF-AA, NRG och forskolin d4 det i en tidigare studie
pavisats okat genuttrycket av flera kirlnybildningsfaktorer dven i serumfria forhéllanden (10).
Genuttrycket av HGF, VEGFA, ANGPT1 och IGF1 jamfordes sedan mellan icke stimulerade och
stimulerade stamceller for att undersoka stimuleringens relevans. I denna studie var det bara
IGF1-uttrycket som var uppreglerad i de stimulerade stamcellerna. Vid undersokning av
proteinméngden VEGF-A i stamcellernas CM detekterades ingen signifikant skillnad mellan icke
stimulerade och stimulerade stamceller. I en parallell studie pa stamceller fran rattor detekterades en
signifikant 6kning av mangden VEGF-A i stimulerade stamcellers CM vilket tyder pa att stimuleringen
av humana stamceller inte dr nodvéandig for ett starkare uttryck av VEGF-A medan det kan ha storre
betydelse i rattor (opublicerade data). For att ga vidare med studien pd de humana stamcellerna kan
ocksé proteinméangden IGF-1 analyseras i CM dé en uppreglering av genuttrycket detekterades i dessa

stamceller.

Da IGF1 var uppreglerad i stimulerade stamceller undersoktes hur proteinet translaterats med western
blot. Ett svagt band identifierades pa ca 20 kDa vid béde icke stimulerade och stimulerade stamceller
men aven flera ospecifika, starkare band syntes vid hogre molekylvikt. For att analysera detta vidare
kan en annan antikropp anviandas eller underséka om inkuberingen av den primira antikroppen kan
goras under andra forutsiattningar. Tidigare studier har visat att en del antikroppar ger bittre resultat
vid inkubering i rumstemperatur i 2-4 tim &n 6ver natten i kyla. Det kan ocksa vara vért att justera

blocklGsningen eller hur lange filtret blockas d& det tidigare resulterat i ospecifika band (13).

Efter extraktionen av EV gjordes en karaktarisering for att narmare bekréfta att det var exosomer som
extraherats. Storleksmaissigt ligger de mellan 50-200 nm i diameter och de ar darfor mindre an celler,
storre an proteiner samt ar ofta vildigt heterogena (14). De detekterade partiklarnas storlek tydde pa
att det fanns exosomer i bade icke stimulerade och stimulerade CM, vilka dven karaktériserades
avseende CD63 med western blot. Markoren CD63 ar ett transmembranprotein som finns i exosomers
membran tillsammans med CD9 och CD81 (14). Dessa markorer kan dven analyseras med ELISA for
kvantifiering eller med flodescytometri som fortsatt studie. Problemet med exosomer och
flodescytometri ar att partiklarna ar for sma for att detekteras och darfor kan latexkulor firgade med

fluorescerande antikroppar anviandas for att karaktarisera efter proteinmarkorer med denna metod

(14).

For att studera hur icke stimulerade och stimulerade EV paverkade HUVECs formaga att proliferera
jamfordes reduceringen av alamarBlue vid bestimda tidsintervall. Resultaten indikerade att

proliferationen 6kade av bade tillsatt icke stimulerade och stimulerade EV. Samma analys utférdes
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dven genom att byta ut HUVECs odlingsmedium till CM fran stamcellerna for att mita
proliferationsférmagan frén tillvaxtfaktorerna som finns i mediet men av okidnd anledning 6verlevde
inte HUVEC-cellerna detta. Tidigare studier visar att nervceller 6verlever liknande undersékning med
skillnaden att CM fran seruminnehallande medium anvants vilket 6ppnade upp fragetecken om varfor
HUVEC-cellerna inte 6verlevde (15). For att utéka experimentet testades dven att frystorka CM for att
uppnd en hogre koncentration av tillvaxtfaktorer men detta kunde inte 16sas upp i HUVECs normala
odlingsmedium. I framtida studier kan olika koncentrationer pa det frystorkade mediet testas for att se
om cellerna mojligtvis skulle 6verleva i detta eller annars fortsatta undersoka vad i det serumfria

mediet som ar toxiskt for HUVEC-cellerna.

For att undersoka hur icke stimulerade och stimulerade EV paverkade karlnybildningsformégan hos
HUVEC celler anvindes en in vitro kdrlnybildningsanalys dir syftet var att mita hur fort mogen
karlstruktur bildades i olika forhallanden. En 6kning av mogna karlstrukturer detekterades vid tillsatt
bade icke stimulerade och stimulerade EV i jamforelse med kontrollen vid samtliga tidpunkter tyder
detta pa att EV har en betydelse. Farre mogna karlstrukturer vid 24 tim tyder pa att cellerna har borjat
g i apoptos. Tidigare studier har gjort liknande analyser fast med anvindning av CM fran
serumodlade stamceller och ocksa sett en signifikant 6kning (3). I och med att detta forsok inte gick att
utfora pa CM fran serumfria forhallanden av okidnd anledning var det svart att jamfora resultaten fran
de olika studierna. Studiens fokus var darfor att undersoka om EV kunde ha en funktionell betydelse,
men for att veta hur EV presterar i jamforelse med enbart CM i serumfria forhallanden kravs fler

studier.

For att utveckla denna studie bor ingdende parametrar skalas upp vid samtliga analyser samt utforas
pa en storre population. Denna studie visar pa vardefull information och kan ge en grund till vidare
forskning. Konklusionen var att EV fran serumfria odlingsférhallanden kan 6ka cellers forméga att

skapa nya strukturer for kiarlnybildning.
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Tabell 1. Sekvenser och annealing temperaturer f6r qRT-PCR.

Gen Forward primer Reverse primer Temperatur (°C)
VEGFA CTACCTCCACCATGCCAAGT GCAGTAGCTGCGCTGATGA 62,5
HGF TCATTGGTAAAGGAGGCAGCTATA CTGGCATTTGATGCCACTCTTA 62,2
IGF1 TGTCCTCCTCGCATCTCTTC CACTCCCTCTACTTGCGTTC 59,5
ANGPT1 CAGAAAACAGTGGGAGAAGATATAACC TGCCATCGTGTTCTGGAAGA 62,5
RPL13a AAGTACCAGGCAGTGACAG CCTGTTTCCGTAGCCTCATG 57,8
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Figur 1. Humana stamceller fran fettvav vid passage noll. A) Cellkultur i odling dar skalstrecket visar
100 pum. B) Miangden CD- positiva celler fran 2 x 105 celler av CD73, CD90 och CD105 analyserade med
flodescytometri. Stamceller fran tre donatorer analyserades och resultaten visar medelvirdet +

standardavvikelsen fran ett forsok.
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Figur 2. Effekten av icke stimulerade respektive stimulerade celler hos de tre donatorerna. A) Relativt
genuttryck frin qRT-PCR med medelvirdet + standardavvikelsen. B) Proteinuttryck av IGF-1 vid ca 20
kDa med western blot. C) Proteinméangden VEGF-A analyserat med en sandwich ELISA pé

stamcellernas konditionerade odlingsmedium med medelvardet + standardavvikelse.
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Figur 3. Karaktirisering av extracellulira vesiklar fran tre ihopsamlade donatorer. A) Storlek ur icke
stimulerat odlingsmedium. B) Storlek ur stimulerat odlingsmedium. C) Proteinuttryck av CD63 vid ca
60 kDa med Western Blot.
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Figur 4. Cellernas proliferationsférmaga analyserades efter tre dagars odling. A) Skalstrecket visar 100

um. B) Medelvirdet av miangden reducerat alamarBlue i jimforelse med efter en dags odling. Proverna

analyserades som duplikat. De anvdanda EV var ihopsamlade frén tre donatorer.
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Figur 5. En in vitro analys av EVs paverkan pa cellernas formaga att bilda mogna kéarlsturkturer. A)
Streckade linjen visar en mogen struktur samt skalstrecket visar 100 um. B) Medelvirdet av antalet
mogna kirlstrukturer frén tre odlingsplattor. De EV som anvandes var ihopsamlade frin tre

donatorer.
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