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Abstrakt  

Intresset för regenerativ medicin inom forskningen har ökat där fokus ligger på att skapa säkra 

protokoll vid användning av stamceller i behandlingssyfte av perifera nervskador. Förutom att 

stamceller länge studerats inom cellterapi har intresset för extracellulära vesiklar (EV) lyfts som ett 

nytt kliniskt verktyg. EV öppnar upp möjligheten till cellfri behandling om dess effekt kan jämföras 

med stamcellernas behandlande förmåga. En kritisk faktor för en lyckad behandling är effektiv 

kärlnybildningsförmåga som kan säkerställa vävnadens överlevnad. Studiens syfte var att undersöka 

vilken effekt EV från stamceller ur fettväv har för kärlnybildningsförmågan i serumfria 

odlingsförhållanden. Hälften av stamcellerna stimulerades in vitro med tillväxtfaktorer för att 

undersöka hur de påverkar gen- och proteinuttryck för kärlnybildning. Efter extraktion och 

karaktärisering av EV undersöktes dess effekt på cellens förmåga att proliferera och skapa mogna 

kärlstrukturer. Stimulerade stamceller resulterade i ett ökat uttryck av IGF1. Ökad förmåga för 

proliferation och kärlnybildning noterades från både icke stimulerade och stimulerade EV. 

Konklusionen var att EV från serumfria förhållanden kan öka cellers förmåga att skapa nya strukturer 

för kärlnybildning. 



 

4 
 

Introduktion 

Grunden till regenerativ medicin ligger i att hitta läkningsmöjligheter för vävnader och organ på 

samma sätt som kroppen redan kan läka ett litet skärsår utan problem. Till och med ett större skärsår 

kan kroppen läka om den bara får hjälp att hålla ihop det skadade området. Regenerativ medicin är ett 

stort forskningsområde där fokuset ligger på att förstå och förbättra användningen av stamceller för 

att hjälpa kroppen att läka vävnader och organ som normalt inte klarar av att läka sig själv (1). Perifera 

nervskador har länge varit en stor utmaning inom regenerativ medicin. Trots operationer ses ofta 

ingen fullständig återhämtning. Dessa skador kan vara förödande för patienter då de påverkar både 

känsel- och rörlighetsförmågan negativt med därför stora konsekvenser för en människas livskvalité. 

Då många av dessa skador drabbar den heltidsjobbande befolkningen medför detta även 

samhällsekonomiska problem. Sjukvården blir också drabbad då dessa skador ofta kräver livslånga 

behandlingar (2).  

Perifera nervskador kan vara väldigt omfattande där en omedelbar rekonstruktion av nerven inte 

räcker. I dessa fall används vanligen en autolog nervtransplantation från en annan del på kroppen som 

anses mindre viktig. En nackdel med detta är att det ofta skapar känselbortfall och ärrvävnad där 

transplantatet tas ifrån. Detta har medfört ett stort intresse inom forskningen att skapa nya metoder 

för att hjälpa nervvävnaden att regenereras och skapa nya kontakter igen mellan de inblandade 

organen utan hjälp av ett nervtransplantat (3).  

Cellbaserade behandlingar har resulterat i ökad funktion efter en nervskada (2). Inom cellterapi har 

multipotenta mesenkymala stamceller (MSC) haft störst betydelse med dess fördelaktiga förmågor att 

differentiera till ett flertal olika celler men med nackdelen att MSC ofta utvinns ur benmärgen genom 

en invasiv process. En mer fördelaktig upptäckt har visat att användning av mesenkymala stamceller 

från fettväv (ASC) innebär en lättare och mer skonsam stamcellsskörd, möjlighet till upprepad skörd 

vid behov samt har fördelen att dessa liknar MSC både morfologiskt och fenotypiskt. Tidigare studier 

har även visat att förmågan till proliferation och differentiering hos MSC från benmärg minskar i takt 

med att cellerna åldras vilket också talar för fler fördelar med ASC (4). 

Celler kommunicerar med varandra via utsöndrade molekyler såsom proteiner, nukleinsyror, fettsyror 

och extracellulära vesiklar (EV). Det är studerat att mindre än 1% av MSC överlever längre än en vecka 

vid transplantation vilket tyder på att de utsöndrade molekylerna egentligen står för de största positiva 

genererande effekterna. Detta öppnar upp möjligheten till cellfri behandling om dess effekt kan mätas 

med stamcellernas behandlande förmåga. Fördelarna med cellfritt material är mindre komplicerade 

och mer stabila säkerhetskontroller då biologisk variation ej behövs ta i beaktning, säkrare lagring, 

mer ekonomiskt samt med möjligheter att kunna massproducera under kontrollerade former. De 

potentiella riskerna med att använda sig av stamcellerna är att transplantationen bland annat även 

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

En stor utmaning med nervrekonstruktion är att säkerställa att kärlnybildningsförmågan fungerar då 

den är kritisk för att vävnaden ska överleva och inte gå i nekros. Nervsystemet förlitar sig på blodkärl 

för att möta syrebehovet till alla organ i kroppen. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) är starkt 
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kopplad till ökad kärlnybildningsförmåga vid perifera nervskador och stimulerar tillväxten av både 

axoner och blodkärl (6). Fler faktorer med stark koppling till kärlnybildningsförmågan är HGF, IGF-1 

och angiopoetin-1 (7). I friska vävnader regleras kärlnybildningsförmågan av stimulerande och 

inhibitoriska signaler och en störning i detta system är orsaken till flera sjukdomar såsom cancer. 

Detta både bekräftar och förstärker betydelsen av de utsöndrande molekylerna även i kärlnybildnings-

processen (8). EV fungerar som transportörer av regulatoriska molekyler som kan levereras till 

specifika celltyper eller i syfte att kommunicera direkt med en annan cell. Flera studier visar att EV 

från ASC kan bidra till ökad proliferation och kärlnybildning (9). 

Traditionellt har ASC odlats i ett medium innehållande fetalt kalvserum in vitro för essentiella tillväxt- 

och överlevnadsfaktorer. Potentiella säkerhetsrisker såsom kontamination med virus och bakterier 

samt variation mellan olika batcher utgör dock ett problem och därför har metoden optimerats för ett 

serumfritt alternativ. Utmaningen har varit att skapa en metod med förutsättningar för en säkrare 

cellbaserad behandling. Studier har undersökt MSC från både fettväv och benmärg och jämfört dess 

gen- och proteinuttryck i både traditionella förhållanden och serumfria förhållanden med positiva 

reproducerbara resultat. Det är även studerat att stimulering av ASC med flertalet tillväxtfaktorer in 

vitro ökar utsöndringen av både faktorer för nervtillväxt och för kärlnybildning och även detta är 

reproducerat i serumfria förhållanden med liknande resultat (10). 

Syftet med studien var att undersöka vilken effekt de extracellulära vesiklarna från stamceller ur 

fettväv har för kärlnybildningsförmågan vid serumfria odlingsförhållanden.  
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Material och metoder 

Stamceller från fettväv 

Till studien användes stamceller preparerade med vattenmedierad fettsugning från buken. 

Donatorerna var tre kvinnor på 29, 45 respektive 46 år, vilka skulle genomgå rekonstruktiv kirurgi 

efter färdigbehandlad bröstcancer. Fettvävnaden enzymbehandlades med kollagenas och preparerades 

därefter med Sepax S-100 Cell Separation System (Cytiva, Marlborough, MA) enligt tillverkarens 

protokoll. Sepax S-100 är en cellfraktionsapparat utifrån var den stromala vesikulära fraktionen (SVF), 

som innehåller ASC, utvinns. Processen genomfördes 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 nämnda 

stamceller. 

Cellodling 

SVF odlades med densiteten 6 x 103 celler/cm2 i CellBIND-odlingsflaskor (Corning, Corning, NY). All 

odling skedde under serumfria förhållanden i PRIME-XV (Irvine Scientific, Santa Ana, CA). Visuellt 

undersöktes stamcellerna i cellkultur med Olympus CKX41 inverterat mikroskop och bilder togs med 

Olympus UC30 CellSens Imaging Software. När cellerna uppnådde 80% konfluens tvättades 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. Hälften av cellerna 

odlades under normalt förhållande medan hälften 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 µmol/L forskolin (Sigma-Aldrich). Icke stimulerade 

respektive stimulerade cellers odlingsmedium samlades in efter tre dagar och samma 

stimuleringsprotokoll repeterades sedan en gång i nytt odlingsmedium. Efter ytterligare tre dagar 

samlades de icke stimulerade respektive stimulerade cellers odlingsmedium återigen in. De insamlade 

konditionerade odlingsmediet (CM) filtrerades genom ett 0,8 µm filter och frystes sedan ner i -80°C i 

väntan på senare analys. Cellerna efter dessa sex dagar tvättades och trypsinerades likt tidigare, 

räknades och sorterades för vidare analys.  

Flödescytometri 

Cellpopulationen av SVF vid passage noll som adhererat till cellodlingsflaskan analyserades för 

ytmarkörerna CD31, CD34, CD45, CD73, CD90, CD105 och CD146 med phycoerythrin-konjugerade 

mus anti-human antikroppar för vardera markör (BD Bioscience, San Jose, CA). Utöver antikropparna 

för CD-markörerna användes en mus IgG1 negativ kontroll (BD Bioscience) samt en blank med enbart 

celler. Cellerna blockades först på is under 1 tim innan de centrifugerades vid 300 g i 5 min och 

supernatanten aspirerades bort. Cellerna resuspenderades i 900 µL tvättbuffert (5% FBS i HBSS) och 

alikvoterades upp i nio nya eppendorfrör. Därefter tillsattes 5 µL antikropp/1 x 105 celler i vardera rör, 
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med undantag för CD90 där 3 µL antikropp/1 x 105 celler tillsattes, och inkuberades sedan på is i 45 

min. Som tvätt applicerades 900 µL tvättbuffert till varje rör innan de centrifugerades på 300 g i 5 

min. Supernatanten avlägsnades genom att snabbt vända röret upp och ned samt med ett lätt tryck på 

en pappershandduk. Tvätten återupprepades en gång. Slutligen tillsattes 300 µL kall 2% paraform-

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

qRT-PCR 

Total RNA extraherades med RNeasy kit (Qiagen, Hilden, Tyskland) från både icke stimulerade och 

stimulerade celler genom att cellerna först preparerades i RLT-buffert (Qiagen) med β-merkaptoetanol 

följt av flera centrifugeringssteg enligt tillverkarens protokoll för att rena fram dess RNA. För att 

generera CDNA användes 5 ng/µL RNA och iScript™ cDNA synthesis kit (Bio-Rad) i T Professional 

Thermocycler (Biometra Ltd., Jena, Tyskland). Proverna analyserades sedan med q-PCR med 

SsoFastTM 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 följt 

av 95°C i 5 sek med sedan varierande annealing temperaturer beroende på vilken primer som 

användes (Tab. 1) i 5 sek och avläsning 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 från icke stimulerade respektive stimulerade stamceller vid passage ett 

analyserades för VEGF-A med ett VEGF-A sandwich ELISA kit enligt tillverkarens protokoll 

(RayBiotech, Inc., Norcross, GA). Kortfattat förbereddes en standard med humant VEGF-A följt av 

applicering av vardera standard och patientprov i vald brunn innan de inkuberades på lätt skak i 2,5 

tim. Brunnarna tvättades sedan med tvättlösning innan biotinylerad antikropp tillsattes följt av 

streptavidinlösning och sedan TMB One-Step Substratlösning med ett tvättsteg likt det första emellan 

varje steg. Till sist tillsattes stopplösning innan absorbansen omedelbart avlästes vid 450 nm med 

Synergy microplate reader (BioTek, Winooski, VT). Alla prover analyserades som dubbelprover. 

Koncentrationen på patientproverna beräknades utifrån en standardkurva.   

Extraktion av extracellulära vesiklar 

Total Exosome Isolation Reagent (Thermo Fisher Scientific) användes för att extrahera extracellulära 

vesiklar från cellodlingsmediet enligt tillverkarens protokoll genom att blanda lämplig mängd med 

odlingsmediet innan inkubering i kyla över natten. Odlingsmediet centrifugerades sedan på 10 000 g i 

1 tim i kyla innan supernatanten aspirerades bort och pelleten resuspenderades i antingen 1x PBS för 

partikelanalys eller RIPA-buffert (Thermo Fisher Scientific) för proteindetektion med Western Blot. 

Nanopartiklarna analyserades efter storlek och kvantitet med NanoSight NS300 för att identifiera de 

extracellulära vesiklarna (Malvern Panalytical, Malvern, UK). 

Proteinbestämning med Western blot 

Proteinextrakten späddes med RIPA-buffert (Thermo Fisher Scientific) till 15 µg cellysat/brunn för 

analys av IGF-1 och 75 µg EV/brunn för analys av CD63. De blandades med 2x laemelli buffert med 
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tillsatt 350 mM DTT innan de sattes i ett värmeblock för denaturering i 5 min. Proteinextrakten 

separerades sedan i en 12% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gel (Bio-Rad) monterad på en 

Mini-PROTEAN® Tetra Cell elektrofores (Bio-Rad) fylld med runningbuffert (250 mM Tris, 1,92 M 

glycin, 0,1% SDS). Som standard användes Chameleon Duo protein standard (Li-COR Biosciences UK 

Ltd., Cambridge, UK). Elektroforesen startades sedan på 120 V tills proverna vandrat genom stacking 

gelen följt av 200 V i ca 30 min tills proverna vandrat till botten på gelen. Proteinerna överfördes 

sedan till ett nitrocellulosafilter med transferbuffert (25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% v/v metanol) 

vid 60 V i 1 tim. För att kontrollera transferresultatet färgades filtret med ponceau-röd innan 

avfärgning igen med avjoniserat vatten.  

Filtret sköljdes sedan i en tvättlösning (10 mM Tris, 100 mM NaCl, 0,1% Tween 20) innan filtret 

delades i två delar och placerades i blocklösning (5% mjölkpulver spätt i tvättlösning) i 1 tim på skak i 

rumstemperatur. Blocklösningen tömdes sedan bort och anti-IGF1 antikropp klon F2D5 (Abcam) 

spädd 1:2000 i blocklösning eller anti-CD63 antikropp klon E-12 (Santa Cruz Biotechnology) spädd 

1:100 i blocklösning användes som primärantikropp och placerades på respektive filter och 

inkuberades över natt i kyla på skak. Filtrena tvättades sedan med tvättlösning i 6x5 min innan 

sekundär HRP-konjugerad anti-mus antikropp (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) spädd 

1:1 000 i blocklösning placerades på filtret och inkuberades i 1 tim i rumstemperatur på skak följt av 

tvätt i 6x5 min. För att sedan detektera banden användes ECLTM Western Blotting Detection Reagents 

(GE Healthcare, Chicago, IL) bestående av två komponenter som blandades direkt före användning 

och applicerades på filtret i 5 min innan överskottet drogs av genom att i hörnet ta på en pappers-

handduk innan placering på Li-COR bricka. Filtret analyserades sedan på Odyssey FC (Li-COR 

Biosciences UK Ltd.). 

Proliferationsanalys 

HUVEC lossades från odlingsflaskan med TrypLe x1 (ThermoFisher Scientific), räknades och 

placerades med 1 x 103 celler/brunn i en 24 brunns CellBIND-platta (Corning). Efter att cellerna fått 

fästa i 8 tim tillsattes icke stimulerade respektive stimulerade EV motsvarande antalet EV erhållna 

från 1 mL CM. De tillsattes i dubbelprover i respektive brunnar följt av kontroller. Efter ytterligare 8 

tim tillsattes alamarBlue (Invitrogen) följt av inkubering över natt samt avläsning av absorbans vid 

570-600 nm i Synergy microplate reader (BioTek). Analysen följdes upp efter att fler celler inkuberats 

i tre dagar genom att då tillsätta alamarBlue följt av inkubering i 5 tim innan avläsning likt tidigare.  

Kärlnybildningsförmåga in vitro 

För att analysera cellernas förmåga att skapa mogna kärlstrukturer användes ett in vitro 

kärlnybildnings-kit (Merck Millipore, Burlington, MA) där 7,5 x 103 HUVEC-celler, obehandlade samt 

med tillsatta icke stimulerade respektive stimulerade EV, applicerades på ECMatrixTM i en 24-

brunnsplatta följt av inkubation i CO2 i 37°C. Cellerna analyserades sedan i bestämda tidsintervall med 

Olympus IX71 inverterat mikroskop genom ett mått på antalet mogna kärlstrukturer.  

  



 

9 
 

Statistik 

Parat t-test användes för att identifiera signifikanta skillnader av genuttrycket mellan icke stimulerade 

och stimulerade stamceller. Statistiken genomfördes i programvaran Prism (GraphPad Software, San 

Diego, CA). Signifikansnivån som användes var p = 0,05.  

Etiska överväganden 

De cellpopulationer som använts i denna studie var från normal fettväv och har tagits efter planerad 

fettsugning från vuxna kvinnliga individer som genomgick bröstrekonstruktion. De har gett sitt 

informerade samtycke till deltagande i studien. Provtagningen har inte medfört något extra lidande 

eller risk för donatorn. Resultat av framtida behandling kommer att kunna gynna båda könen. Lokal 

etisk kommitté för klinisk forskning vid Umeå Universitet har godkänt studien (2013-276-31 M).
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Resultat 

Karaktärisering av mesenkymala stamceller 

Stamcellerna bedömdes till 80% konfluens visuellt i cellkultur (Fig. 1A). De karaktäriserades sedan 

med flödescytometri där medelvärdet för positiva CD-markörer var 96,9% för CD73, 99,7% för CD90 

och 56,6% för CD105. Uttrycket av CD31, CD34, CD45 och CD146 var negativa i proverna från samtliga 

tre stamcellsdonatorer (Fig. 1B). 

Uttryck av kärlnybildningsmarkörer 

Stamcellerna från de tre donatorerna analyserades med qRT-PCR för att detektera om stimulerings-

protokollet medfört förändrat genuttryck av kärlnybildningsfaktorer. Genuttrycket av IGF1 i 

stimulerade stamceller var signifikant högre i jämförelse med de icke stimulerade stamcellerna. Ingen 

signifikant skillnad sågs i uttrycket av VEGFA, HGF eller ANGPT1  (Fig. 2A). Svagt positivt band av 

IGF-1 identifierades vid ca 20 kDa med western blot i både icke stimulerade och stimulerade 

stamceller (Fig. 2B). Vid undersökning av VEGF-A nivåerna i stamcellernas CM detekterades ingen 

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

Karaktärisering av EV 

Efter isoleringen av extracellulära vesiklar karaktäriserades de efter storlek för att fastställa förekomst 

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). För att 

ytterligare fastställa förekomst av EV analyserades CM för markören CD63 med western blot. En 

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

EVs påverkan på cellens proliferation 

Proliferationsförmågan bedömdes först visuellt i cellkultur till en tydlig ökning vid tillsatt både icke 

stimulerade och stimulerade EV (Fig. 4A). De analyserades genom att mäta reduceringen av 

alamarBlue med absorbans efter att celler varit i kultur i en dag i jämförelse med reduceringen av 

ämnet efter att celler varit i kultur i tre dagar. Tydlig ytterligare reduktion detekterades på dag tre för 

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

EVs påverkan på cellens kärlnybildningsförmåga 

Mogna kärlstrukturer räknades vid 3-, 5- samt 24 tim för kontrollen, vid tillsatt icke stimulerade EV 

samt vid tillsatt stimulerade EV. En tydlig ökning av mogna kärlstrukturer noterades vid alla tre 

tidsintervallerna i celler med tillsatt icke stimulerade EV och ytterligare ökning efter tillsatt 

stimulerade EV (Fig. 5).  
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Diskussion 

MSC har varit användbara inom cellterapi med dess fördelaktiga egenskaper att kunna differentiera 

till ett flertal olika celltyper. För att bekräfta förekomsten av MSC i cellkultur karaktäriseras de med 

flödescytometri där de ska uttrycka CD73, CD90 och CD105 samt sakna CD31, CD34, CD45 och CD146 

(12). De bekräftade CD-markörerna i denna studie stämde bra överens med den förväntade 

beskrivningen av MSC.  

I studien stimulerades stamceller med bFGF, PDGF-AA, NRG och forskolin då det i en tidigare studie 

påvisats ökat genuttrycket av flera kärlnybildningsfaktorer även i serumfria förhållanden (10). 

Genuttrycket av HGF, VEGFA, ANGPT1 och IGF1 jämfördes sedan mellan icke stimulerade och 

stimulerade stamceller för att undersöka stimuleringens relevans. I denna studie var det bara 

IGF1-uttrycket som var uppreglerad i de stimulerade stamcellerna. Vid undersökning av 

proteinmängden VEGF-A i stamcellernas CM detekterades ingen signifikant skillnad mellan icke 

stimulerade och stimulerade stamceller. I en parallell studie på stamceller från råttor detekterades en 

signifikant ökning av mängden VEGF-A i stimulerade stamcellers CM vilket tyder på att stimuleringen 

av humana stamceller inte är nödvändig för ett starkare uttryck av VEGF-A medan det kan ha större 

betydelse i råttor (opublicerade data). För att gå vidare med studien på de humana stamcellerna kan 

också proteinmängden IGF-1 analyseras i CM då en uppreglering av genuttrycket detekterades i dessa 

stamceller.  

Då IGF1 var uppreglerad i stimulerade stamceller undersöktes hur proteinet translaterats med western 

blot. Ett svagt band identifierades på ca 20 kDa vid både icke stimulerade och stimulerade stamceller 

men även flera ospecifika, starkare band syntes vid högre molekylvikt. För att analysera detta vidare 

kan en annan antikropp användas eller undersöka om inkuberingen av den primära antikroppen kan 

göras under andra förutsättningar. Tidigare studier har visat att en del antikroppar ger bättre resultat 

vid inkubering i rumstemperatur i 2-4 tim än över natten i kyla. Det kan också vara värt att justera 

blocklösningen eller hur länge filtret blockas då det tidigare resulterat i ospecifika band (13).  

Efter extraktionen av EV gjordes en karaktärisering för att närmare bekräfta att det var exosomer som 

extraherats. Storleksmässigt ligger de mellan 50-200 nm i diameter och de är därför mindre än celler, 

större än proteiner samt är ofta väldigt heterogena (14). De detekterade partiklarnas storlek tydde på 

att det fanns exosomer i både icke stimulerade och stimulerade CM, vilka även karaktäriserades 

avseende CD63 med western blot. Markören CD63 är ett transmembranprotein som finns i exosomers 

membran tillsammans med CD9 och CD81 (14). Dessa markörer kan även analyseras med ELISA för 

kvantifiering eller med flödescytometri som fortsatt studie. Problemet med exosomer och 

flödescytometri är att partiklarna är för små för att detekteras och därför kan latexkulor färgade med 

fluorescerande antikroppar användas för att karaktärisera efter proteinmarkörer med denna metod 

(14).  

För att studera hur icke stimulerade och stimulerade EV påverkade HUVECs förmåga att proliferera 

jämfördes reduceringen av alamarBlue vid bestämda tidsintervall. Resultaten indikerade att 

proliferationen ökade av både tillsatt icke stimulerade och stimulerade EV. Samma analys utfördes 
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även genom att byta ut HUVECs odlingsmedium till CM från stamcellerna för att mäta 

proliferationsförmågan från tillväxtfaktorerna som finns i mediet men av okänd anledning överlevde 

inte HUVEC-cellerna detta. Tidigare studier visar att nervceller överlever liknande undersökning med 

skillnaden att CM från seruminnehållande medium använts vilket öppnade upp frågetecken om varför 

HUVEC-cellerna inte överlevde (15). För att utöka experimentet testades även att frystorka CM för att 

uppnå en högre koncentration av tillväxtfaktorer men detta kunde inte lösas upp i HUVECs normala 

odlingsmedium. I framtida studier kan olika koncentrationer på det frystorkade mediet testas för att se 

om cellerna möjligtvis skulle överleva i detta eller annars fortsätta undersöka vad i det serumfria 

mediet som är toxiskt för HUVEC-cellerna.  

För att undersöka hur icke stimulerade och stimulerade EV påverkade kärlnybildningsförmågan hos 

HUVEC celler användes en in vitro kärlnybildningsanalys där syftet var att mäta hur fort mogen 

kärlstruktur bildades i olika förhållanden. En ökning av mogna kärlstrukturer detekterades vid tillsatt 

både icke stimulerade och stimulerade EV i jämförelse med kontrollen vid samtliga tidpunkter tyder 

detta på att EV har en betydelse. Färre mogna kärlstrukturer vid 24 tim tyder på att cellerna har börjat 

gå i apoptos. Tidigare studier har gjort liknande analyser fast med användning av CM från 

serumodlade stamceller och också sett en signifikant ökning (3). I och med att detta försök inte gick att 

utföra på CM från serumfria förhållanden av okänd anledning var det svårt att jämföra resultaten från 

de olika studierna. Studiens fokus var därför att undersöka om EV kunde ha en funktionell betydelse, 

men för att veta hur EV presterar i jämförelse med enbart CM i serumfria förhållanden krävs fler 

studier.  

För att utveckla denna studie bör ingående parametrar skalas upp vid samtliga analyser samt utföras 

på en större population. Denna studie visar på värdefull information och kan ge en grund till vidare 

forskning. Konklusionen var att EV från serumfria odlingsförhållanden kan öka cellers förmåga att 

skapa nya strukturer för kärlnybildning.  
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Tabell 1. Sekvenser och annealing temperaturer för 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 från fettväv vid passage noll. A) Cellkultur i odling där skalstrecket visar 

100 µm. B) Mängden CD- positiva celler från 2 x 105 celler av CD73, CD90 och CD105 analyserade med 

flödescytometri. Stamceller från tre donatorer analyserades och resultaten visar medelvärdet ± 

standardavvikelsen från ett försök. 
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Figur 2. Effekten av icke stimulerade respektive stimulerade celler hos de tre donatorerna. A) Relativt 

genuttryck från qRT-PCR med medelvärdet ± standardavvikelsen. B) Proteinuttryck av IGF-1 vid ca 20 

kDa med western blot. C) Proteinmängden VEGF-A analyserat med en sandwich ELISA på 

stamcellernas konditionerade odlingsmedium med medelvärdet ± standardavvikelse. 
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Figur 3. Karaktärisering av extracellulära vesiklar från 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 proliferationsförmåga analyserades efter tre dagars odling. A) Skalstrecket visar 100 

µm. B) Medelvärdet av mängden reducerat alamarBlue i jämförelse med efter en dags odling. Proverna 

analyserades som duplikat. De använda EV var ihopsamlade från tre donatorer.  
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Figur 5. En in vitro analys av EVs påverkan på cellernas förmåga att bilda mogna kärlsturkturer. A) 

Streckade linjen visar en mogen struktur samt skalstrecket visar 100 µm. B) Medelvärdet av antalet 

mogna kärlstrukturer från tre odlingsplattor. De EV som användes var ihopsamlade från tre 

donatorer. 


