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SANTRUMPOS 

 

Santrumpa Paaiškinimas 

7-AAD ‒ 7-amino-aktinomicinas D 

AAT ‒ α-1-antitripsinas 

bFGF ‒ pagrindinis fibroblastų augimo veiksnys (angl. basic 

Fibroblast Growth Factor) 

BPP ‒ bendras populiacijos padvigubėjimas 

CD ‒ ląstelių paviršiaus žymenys, būdingi tam tikrai ląstelių 

subpopuliacijai, diferenciacijos stadijai ar aktyvinimo 

laipsniui (angl. Cluster of Differentiation) 

Cdk ‒ nuo ciklinų priklausanti kinazė (angl. Cyclin-dependent 

kinase) 

CFG ‒ centrifugavimas naudojant fikolio gradientą 

CT ‒ ciklas, kurio metu PGR kreivė kerta foninės fluorescencijos 

slenkstį 

DME ‒ mitybinė terpė (angl. Dulbecco's Modified Eagle's) 

DMSO ‒ dimetilsulfoksidas 

DNR ‒ deoksiribonukleorūgštis 

EVA ‒ Europos vaistų agentūra (angl. The European Medicines 

Agency) 

FISH ‒ fluorescencinė in situ hibridizacija  

FVS ‒ fetalinis veršelio serumas 

g ‒ gravitacijos jėga 

GGP ‒ Geros gamybos praktika (angl. Good Manufacturing 

Practice, GMP) 

GO ‒ genų ontologija 

HDAC ‒ histonų deacetilazė 

HLA ‒ žmogaus leukocitų antigenai (angl. Human Leucocyte 

Antigens) 

HMT ‒ histonų metiltransferazė 
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iRNR ‒ informacinė ribonukleorūgštis 

kDNR ‒ komplementari deoksiribonukleorūgštis 

KKLT ‒ kraujodaros kamieninių ląstelių transplantacija 

kPGR – kiekybinė polimerazės grandininė reakcija 

miRNR ‒ mažoji mikroribonukleorūgštis 

MKL ‒ mezenchiminės kamieninės ląstelės: AV MKL – amniono 

vandenų MKL, DP MKL – danties pulpos MKL, KČ MKL – 

kaulų čiulpų MKL, RA MKL – riebalinio audinio MKL, S 

MKL – sinovijos MKL, VDJA MKL – virkštelės drebutinio 

jungiamojo audinio MKL 

P ‒ pasažas (nauja ląstelių kultūra, užaugusi iš dalies ankstesnės 

kultūros ląstelių) 

p ‒ reikšmingumo lygmuo 

PANTHER ‒ duomenų bazė ir klasifikacijos sistema (angl. Protein 

ANalysis THrough Evolutionary Relationships) 

p16, p21, 

p53, p107, 

p130 

‒ baltymai vėžio slopikliai 

PDGF ‒ trombocitų augimo veiksnys (angl. Platelet-Derived Growth 

Factor) 

PGR ‒ polimerazės grandininė reakcija 

PP ‒ populiacijos padvigubėjimas 

PPAR ‒ peroksisomų proliferatorių aktyvuojami receptoriai (angl. 

Peroxisome proliferator-activated receptors) 

Rb ‒ retinoblastomos baltymas 

RIN ‒ RNR vientisumo skaičius (angl. RNA Integrity Number) 

RKLL ‒ raudonųjų kraujo ląstelių lizavimas 

RNR ‒ ribonukleorūgštis 

SPSS ‒ programinės įrangos paketas statistinei analizei atlikti 

TPŠL ‒ transplantato prieš šeimininką liga 
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ULU ‒ užląstelinis užpildas (angl. extracellular matrix) 

v/v ‒ tūrio dalis bendrame tirpalo tūryje 

VDJA ‒ virkštelės drebutinis jungiamasis audinys (angl. Wharton’s 

jelly) 

w/v ‒ svoris gramais 100 ml tūrio 

X-gal ‒ 5-bromo-4-chloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozidas 
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1. ĮVADAS 

 

Žmogaus mezenchiminės kamieninės ląstelės (MKL) yra pagrindinės 

kamieninės ląstelės, naudojamos klinikiniuose tyrimuose. Jau daugiau nei 10 

metų tyrinėjamas MKL potencialas reguliuoti imuninę sistemą ir skatinti 

audinių regeneraciją. Šiuo metu pasaulyje atliekama daugiau nei 400 MKL 

klinikinių tyrimų. MKL yra daug žadančios gydant degeneracines, imunines 

ligas, vėžį bei atkuriant pažeistus audinius – tokiai terapijai šiuo metu nėra 

efektyvių gydymo priemonių. Nepaisant reikšmingų MKL panaudojimo 

perspektyvų, vis dar lieka daug neatsakytų klausimų dėl manipuliacijų in vitro 

įtakos MKL savybėms ir paruošto MKL preparato saugumo recipientui. 

Šiuo metu kaulų čiulpai yra pagrindinis klinikiniam panaudojimui skirtų 

MKL šaltinis. Tačiau kaulų čiulpų punkcija yra invazinė ir skausminga 

procedūra pacientui. Be to, taikant standartinius MKL išskyrimo metodus, yra 

rizika išgryninti nepakankamą MKL kiekį. Todėl reikalingas efektyvesnis ir 

mažiau nepatogumų donorams sukeliantis MKL išskyrimo iš kaulų čiulpų 

metodas.  

Siekiant užtikrinti pakankamą MKL terapijos efektyvumą, reikalingi 

dideli ląstelių kiekiai, o tam ląstelės turi būti ilgą laiką auginamos in vitro. 

Tačiau auginimo sąlygos gali nulemti MKL biologinių savybių pokyčius. Visų 

pirma,  MKL pereina į senėjimo fazę ir tai gali įvykti skirtingu ląstelių 

auginimo in vitro laiku. Su žmogaus MKL senėjimu susijusios įvairios rizikos. 

Jeigu MKL senėjimas įvyksta per anksti, tuomet yra prarandamas MKL 

preparatas. Be to, senstančiose MKL reikšmingai sustiprėja uždegimą 

skatinančių chemokinų bei citokinų sintezė ir sutrinka MKL terapinį poveikį 

nulemiantis imunomoduliacinis potencialas. MKL senėjimas vertinamas pagal 

morfologijos, proliferacijos greičio pokyčius ir fermento β-galaktozidazės 

aktyvumą. Tačiau iki šiol nėra standartinio metodo ląstelių senėjimui įvertinti. 

Tam reikalingi specifiniai, molekuliniai, žymenys, kurie padėtų nustatyti 

žmogaus MKL senėjimą.  
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Galiausiai ilgalaikis žmogaus MKL auginimas in vitro ir su juo susijęs 

šių ląstelių senėjimas didina piktybinės jų transformacijos riziką. Literatūros 

duomenys apie gausinamų in vitro žmogaus MKL genomo stabilumą yra 

prieštaringi. Vienų tyrimų rezultatai parodė, kad MKL genomas išlieka 

stabilus. Atliekant kitus tyrimus nustatyta, kad ilgalaikio auginimo metu 

išsivysto MKL kariotipo pokyčių. Visuotinai pripažinta, kad genomo 

nestabilumas sudaro sąlygas ląstelėms įgyti vėžinių ypatybių ir tai yra vienas 

labiausiai nerimą keliančių aspektų, siekiant žmogaus MKL saugiai panaudoti 

klinikinėje praktikoje. Nors dalis šokiruojančių publikacijų apie piktybinę 

žmogaus MKL transformaciją vėliau buvo atšauktos, tačiau diskusijos apie 

žmogaus MKL genetinį stabilumą ir panaudojimo klinikinėje praktikoje 

saugumą išlieka aktualios. Siekiant išvengti MKL, turinčių pakitusių genetinių 

savybių, panaudojimo terapijoje, šių ląstelių preparato paruošimo saugumas 

privalo būti kruopščiai ištirtas. Žmogaus MKL, skirtų klinikiniam 

panaudojimui, chromosomų stabilumą ištirti rekomenduoja Europos vaistų 

agentūra (angl. the European Medicines Agency) ir JAV maisto ir vaistų 

administracija (angl. the U.S. Food and Drug Administration). 

Virkštelės audinys yra patraukli alternatyva kaulų čiulpams, kadangi 

MKL jame yra gausu, o išskiriamos jos neinvaziniu būdu. Norint išsaugoti 

virkštelės audinį, kurį galima būtų panaudoti ateityje, jį būtina užšaldyti ir 

saugoti ilgą laiką ‒ kriokonservuoti. Tačiau šaldymo-atšildymo procesas gali 

pažeisti ląsteles ir iki šiol nėra aiški šios technologijos įtaka virkštelės audinio 

MKL genomo stabilumui.  

MKL dažniausiai gausinamos mitybinėse terpėse, kuriose yra fetalinio 

veršelio serumo. Tačiau serumo panaudojimas didina veršelio patogenų 

perdavimo bei imuninių reakcijų prieš ksenogeninius serumo antigenus riziką. 

Geriausias šios problemos sprendimas būtų MKL gausinti apibrėžtos sudėties, 

serumo neturinčioje mitybinėje terpėje. Ankstesnių tyrinėjimų metu nustatyta, 

kad rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinėje terpėje virkštelės 

audinio MKL proliferuoja 5–10 kartų greičiau nei įprastoje 10 % FVS 
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turinčioje terpėje. Tikėtina, kad ši pažangiosios terapijos vaistinio preparato 

gamybai reikšminga savybė susijusi su ląstelių genų raiškos skirtumais. 

 

DARBO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI 

 

Siekiant užtikrinti kuriamų ląstelių preparatų prototipų gamybos 

saugumą, buvo iškeltas šio mokslinio darbo tikslas: ištirti in vitro atliekamų 

manipuliacijų įtaką mezenchiminių kamieninių ląstelių genetinėms savybėms. 

 

Užsibrėžtam darbo tikslui pasiekti buvo iškelti šie darbo uždaviniai: 

1. Sukurti žmogaus MKL išskyrimo iš likutinės kaulų čiulpų medžiagos ir 

pagausinimo in vitro iki terapijai tinkamo kiekio metodiką; 

2. Ištirti ankstyvųjų (3–4) ir vėlyvųjų (6–7) pasažų žmogaus kaulų čiulpų 

MKL fenotipines, funkcines (morfologiją, imunofenotipą, senėjimą, 

proliferacijos potencialą) ir genetines (kariotipą ir genų raišką) savybes;  

3. Palyginus vėlyvųjų ir ankstyvųjų pasažų ląstelių tyrimų rezultatus, 

įvertinti ilgalaikio auginimo in vitro įtaką žmogaus kaulų čiulpų MKL 

savybėms; 

4. Atrinkti potencialius molekulinius biožymenis žmogaus kaulų čiulpų 

MKL senėjimui in vitro vertinti; 

5. Ištirti kontroliuojamo šaldymo įtaką žmogaus virkštelės audinio MKL 

genomo stabilumui; 

6. Ištirti naujos mitybinės terpės, papildytos rekombinantiniais baltymais, 

įtaką virkštelės audinio MKL genų raiškai ir palyginti su genų raiška 

virkštelės audinio MKL, augintomis įprastoje terpėje, papildytoje FVS. 

 

GINAMIEJI TEIGINIAI 

1. MKL gali būti sėkmingai išskirtos iš nedidelio žmogaus kaulų čiulpų 

tūrio ir efektyviai pagausintos iki kiekio, reikalingo terapiniam ląstelių 

preparatui pagaminti; 
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2. Ilgalaikis žmogaus kaulų čiulpų MKL auginimas in vitro turi įtakos jų 

morfologijai, proliferacijos greičiui, senėjimui, chromosomų stabilumui 

ir genų raiškai; 

3. Naujus specifinius žmogaus kaulų čiulpų MKL senėjimo in vitro 

biožymenis galima nustatyti tiriant tikslingai atrinktų genų raišką; 

4. Kontroliuojamas šaldymas ir atšildymas neturi įtakos žmogaus 

virkštelės audinio MKL chromosomų stabilumui; 

5. Mitybinės terpės, papildytos rekombinantiniais baltymais, sudėtis turi 

įtakos žmogaus virkštelės audinio MKL genų raiškai. 

 

DARBO MOKSLINIS NAUJUMAS IR PRAKTINĖ REIKŠMĖ 

 

Sukūrėme naują metodiką, pagal kurią MKL išskyrėme iš likutinės 

žmogaus kaulų čiulpų transplantacijos medžiagos ir pagausinome in vitro iki 

terapijai tinkamo kiekio. Taip neatliekant papildomos kaulų čiulpų biopsijos 

būtų galima sukurti nepakitusių savybių ląstelių produktą.  

Nustatėme naujus potencialius 38 žmogaus kaulų čiulpų MKL senėjimo 

molekulinius žymenis, kurie suteikia naujų žinių apie MKL biologiją ir galėtų 

sudaryti pagrindą ląstelių preparato kokybės kontrolės kūrimui.  

Pirmą kartą parodėme, kad žmogaus virkštelės audinio šaldymas ir 

atšildymas neturi įtakos MKL genomo stabilumui. Tai patvirtina virkštelės 

audinio kriokonservavimo saugumą. Parodėme, kad mitybinės terpės, 

papildytos rekombinantiniais baltymais, sudėtis turi didelės įtakos žmogaus 

virkštelės audinio MKL genų, siejamų su kamieniškumo palaikymu arba 

ląstelės dalijimosi stabdymu, raiškai.  

Šis mokslinis darbas ‒ pirmasis žmogaus MKL genomo stabilumo ir 

senėjimo tyrimas Lietuvoje. 
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2. LITERATŪROS APŽVALGA 

 

2.1 Mezenchiminių kamieninių ląstelių identifikacija ir biologinės 

savybės 

 

Kamieninės ląstelės – tai tokios ląstelės, kurios nuo kitų organizmo 

ląstelių tipų skiriasi 3 bendrosiomis savybėmis: 1) jos geba dalytis ir taip save 

atnaujinti ilgą laiko tarpą, 2) jos yra nespecializuotos, 3) iš jų gali išsivystyti 

specializuotų tipų ląstelės1. Žmogaus mezenchiminės kamieninės ląstelės 

(MKL) apibūdinamos kaip ne kraujodaros, besitvirtinančios prie paviršių, 

morfologiškai į fibroblastus panašios ląstelės (1 pav.), pasižyminčios 

savaiminiu atsinaujinimu ir gebėjimu diferencijuotis į skirtingų tipų ląsteles2.  

 

 

1 pav. Žmogaus MKL kultūra. Pagal Grigorian et al3 

 

MKL gali būti išskirtos iš įvairių suaugusių žmonių audinių, tokių kaip 

kaulų čiulpai, riebalinis audinys, skeleto raumenys, sinovija bei danties pulpa, 

bei vaisiaus ar naujagimio audinių, tokių kaip virkštelės audinys, placenta ir 

amniono skystis4 (2 pav.) Visgi kaulų čiulpai yra pagrindinis MKL išskyrimo 

šaltinis5, nors riebaliniame audinyje šių ląstelių yra gausiausia6. 
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2 pav. Žmogaus MKL išskyrimo šaltiniai 
Mezenchiminės kamieninės ląstelės gali būti išskirtos iš įvairių tiek suaugusių žmonių, tiek 

vaisiaus ar naujagimio audinių. Pagal Kobolak et al4 

 

Hematti su bendraautoriais7, Lindner  su bendraautoriais8 bei Prockop 

su bendraautoriais9 apžvelgė MKL savybes ir jų tyrinėjimus nuo pat MKL 

atradimo iki šių laikų. MKL atradėju laikomas Friedenstein, kuris nuo 1960 

metų tyrinėjo sąveikas tarp kaulinio ir hemopoetinių audinių. Jis pirmasis 

parodė, kad kaulų čiulpuose yra ne kraujodaros ląstelių, kurioms būdingos 

tokios savybės kaip virtinimasis prie plastiko paviršiaus, kolonijų iš vienos 

ląstelės suformavimas, proliferacijos ir persėjimo potencialas bei osteogeninis 

potencialas. Šias ląsteles jis pavadino kolonijas formuojančiais fibroblastų 

vienetais (angl. colony-forming unit-fibroblastic cells, CFU-F). Remdamasis 

Friedenstein tyrimų rezultatais, 1985 m. Owen pasiūlė prielaidą, kad egzistuoja  

„stromos“ kamieninės ląstelės, kurios kaulų čiulpuose sudaro nišą kraujodaros 

kamieninėms ląstelėms. 1991 m. Caplan parodė, kad šioms ląstelėms būdingos 

kamieninių ląstelių savybės: gebėjimas diferencijuoti į mezodermos linijos 

ląsteles (adipocitus, chondrocitus ir osteoblastus) ir pasiūlė „mezenchiminių 
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kamieninių ląstelių“ terminą. 1999 m. Pittenger paskelbė, kad MKL būdingos 

multipotentinės diferenciacijos galimybė. Vėlesnių tyrimų su gyvūnais metu 

nustatyta, kad MKL skatina pažeistų audinių regeneraciją in vivo.   

Tyrėjai skirtingai charakterizavo MKL, o dėl greitai gausėjančių 

publikuojamų duomenų tapo sudėtinga palyginti atskirų tyrimų rezultatus. 

Todėl 2006 metais Tarptautinė ląstelių terapijos draugija (angl. The 

International Society for Cellular Therapy, ISCT) pasiūlė minimalius kriterijus, 

kuriuos turėtų atitikti in vitro auginamos žmogaus MKL10:  

1) tvirtinimasis prie plastiko paviršiaus;  

2) specifinių paviršiaus žymenų (antigenų) raiška: >95 % MKL 

populiacijos turi ekspresuoti CD105, CD90 bei CD73 ir <2 % MKL 

populiacijos turi ekspresuoti CD34, CD45, CD14 arba CD11b, 

CD79α arba CD19 bei HLA–DR; 

3) multipotentinės diferenciacijos galimybė į osteoblastus, chondrocitus 

ir adipocitus. 

Šiomis rekomendacijomis buvo siekiama paskatinti vienodesnį MKL 

apibūdinimą ir palengvinti tyrėjų duomenų palyginimą.  

„Mezenchiminės kamieninės ląstelės“ yra sutartinis terminas. Embriono 

vystymosi metu iš mezodermos vystosi mezenchima, o iš jos – visų tipų 

jungiamasis audinys, kuriame ir aptinkamos MKL11. Tačiau kai kurie tyrėjai 

šias ląsteles linkę vadinti „mezenchiminėmis stromos ląstelėmis“ teigdami, kad 

jos yra organų struktūrinę funkciją atliekančiame jungiamajame audinyje8 ir 

kad trūksta šių ląstelių kamieniškumo įrodymų tyrimuose in vivo12. 2013 

metais Bianco su bendraautoriais įrodė, kad bent jau kaulų čiulpų MKL iš 

tikrųjų yra kamieninės ląstelės: po transplantacijos MKL in vivo suformavo 

nedidelę taisyklingos histologijos kaulinę struktūrą, kurioje pradėjo vykti 

recipientinio gyvūno hemopoezė13. 
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2.2 Mezenchiminių kamieninių ląstelių senėjimas 

 

Daugiau nei prieš penkis dešimtmečius Hayflick ir Moorhead nustatė, 

kad normalių žmogaus fibroblastų dalijimosi skaičius in vitro yra ribotas. Šį 

reiškinį jie pavadino „ląstelės senėjimu“ (angl. cellular senescence)14. Šiuo 

metu ląstelių senėjimas apibrėžiamas kaip negrįžtamas ląstelės ciklo 

sustabdymas ir su tuo susiję įvairūs fenotipiniai pokyčiai15. Senstančios ląstelės 

nuo kitų nesidalijančių ląstelių, tokių kaip ramybės būsenos arba galutinai 

diferencijavusių ląstelių, skiriasi morfologiniais pokyčiais bei kai kuriais 

žymenimis: ląstelės tampa didesnės, suplokštėja, joms būdingas su senėjimu 

susijusios β-galaktozidazės aktyvumas (3 pav.), su senėjimu susijusios 

heterochromatino sankaupos (angl. senescence-associated heterochromatic 

foci), vėžio slopiklių ir ląstelės ciklo slopiklių raiška bei 

deoksiribonukleorūgščių (DNR) pažaidų žymenys14.  

 

 

3 pav. Senstančių žmogaus MKL kultūra 
Senstančios ląstelės yra didesnės ir vertinimo metu dėl β-galaktozidazės aktyvumo aplink 

ląstelių branduolius susikaupia žalsvai mėlynos spalvos dažai. Pagal Hass et al16 
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Skiriamos dvi ląstelių senėjimo kategorijos: „pirmalaikis senėjimas“ ir 

„replikacinis senėjimas“17. „Replikacinis senėjimas“ susijęs su telomerų 

trumpėjimu  kultūros augimo metu18. Dėl DNR replikacijos proceso prigimties 

ir nepakankamo telomerazės aktyvumo telomeros po truputį trumpėja 

kiekvieno ląstelės dalijimosi metu. Sutrikus telomerų funkcijoms, sužadinami 

DNR pažaidų atsako signaliniai keliai, kurie aktyvina nuo vėžio slopiklio p53 

priklausomus ląstelės kontrolės taškus ir galiausiai ląstelė pereina į senėjimo 

fazę19. „Pirmalaikis senėjimas“ yra pasekmė kitų stresinių būklių, tokių kaip 

reaktyvių deguonies radikalų perteklius (oksidacinis stresas), DNR 

pažeidžiančios medžiagos ar tam tikrų onkogenų aktyvinimas18. Šie dirgikliai 

sukelia nepataisomas DNR pažaidas, o nuolatiniai DNR pažaidų signalai 

galiausiai sužadina negrįžtamą ląstelės proliferacijos sustabdymą19. Abiejų tipų 

senėjimas gali vykti kartu auginimo in vitro metu18 (4 pav.).  

Yra gerai žinoma, kad suaugusių žmonių kaulų čiulpų MKL (KČ MKL) 

senėjimą ir su juo susijusius MKL savybių pokyčius sužadina šių ląstelių 

ilgalaikis auginimas in vitro20. Žmogaus MKL telomerazės aktyvumas yra 

nepakankamas, kad atstatytų trumpėjančias telomeras21. Žmogaus KČ MKL 

būdingas ir pirmalaikis senėjimas22-24. Tačiau senėjimas nėra susijęs su 

fiksuotu ląstelių pasidalijimo skaičiumi. Vieni tyrėjai nustatė ankstesnį 

žmogaus KČ MKL senėjimą – po 6–16 populiacijos padvigubėjimų25, kiti 

vėlesnį – po 25–4017 ar 35–52 populiacijos padvigubėjimų26. Šių tyrimų metu 

MKL senėjimas buvo vertintas pagal morfologijos, proliferacijos kinetikos ir 

fermento β-galaktozidazės aktyvumo pokyčius. Deja, iki šiol nėra auksinio 

standartinio metodo ląstelių senėjimui įvertinti. Todėl reikalingi specifiškesni, 

molekuliniai, žymenys, siekiant įvertinti žmogaus MKL senėjimą auginamose 

kultūrose27. 

p53–p21–Rb ir p16–Rb yra pagrindiniai ląstelės senėjimą sužadinantys 

signaliniai keliai28. Įvairūs vidiniai ir išoriniai dirgikliai aktyvina įvairius 

ląstelės signalinius kelius, kurie galiausiai aktyvina vėžio slopiklį p53 arba 

p16Ink4a, arba abu. Suaktyvintas p53 sužadina vėžio slopiklį p21, kuris, 

slopindamas ciklino E–Cdk2 kompleksą, lemia laikiną ląstelės ciklo 
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sustabdymą. p16Ink4a taip pat slopina ląstelės ciklą, tačiau veikdamas ciklino 

D–Cdk4 ir ciklino D–Cdk6 kompleksus. Abu, p21 ir p16Ink4a, neleidžia vykti 

Rb inaktyvinimui, o tai lemia nuolatinę transkripcijos veiksnių E2F 

kontroliuojamų genų, būtinų pereiti į S fazę, raiškos slopinimą. Esant stipriam 

stresui, laikinas ląstelės augimo sustabdymas tampa negrįžtamas. Šio virsmo 

mechanizmai iki šiol nėra žinomi. Nedidelio masto DNR pažaidos ištaisomos 

ir ląstelė grįžta į normalią ciklo eigą. Esant vidutiniam stresui, p53–p21 

signalinis kelias aktyvina vadinamąjį pagalbinį ląstelės ciklą (angl. assisted 

cycling), kurio metu ląstelės ciklo trukmė prailginama, taip suteikiant 

papildomai laiko pažaidoms ištaisyti. Taigi p53–p21 kelias gali veikti arba 

priešingai, arba sinergiškai su p16Ink4a, priklausomai nuo streso tipo ir 

stiprumo29. 

 

  

4 pav.  Ląstelių senėjimas auginimo in vitro metu 
Galimas dvejopas ląstelių senėjimas: „replikacinis“, susijęs su telomerų trumpėjimu, ir 

„pirmalaikis“, susijęs su auginimo sąlygų nulemtu stresu, tokiu kaip oksidacinis stresas ar 

onkogenų aktyvinimas. DNR pažaidų signaliniai keliai sustiprina raišką vėžio slopiklių p16 ir 

p21, kurie dalyvauja sužadinant abiejų tipų ląstelės senėjimą. Pagal Ohtani ir Hara19 
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Pagrindinių su žmogaus KČ MKL senėjimu siejamų genų raiškos 

tyrimų rezultatai prieštaringi. Cheng su bendraautoriais parodė, kad genų p16, 

p21 ir p53 raiška yra reikšmingai padidėjusi ilgalaikio auginimo metu 

senstančiose žmogaus KČ MKL, o baltymų p21 ir p53 raiškos pokyčiai 

sutampa su RNR raiškos pokyčiais30. Shibata su bendraautoriais parodė, kad 

žmogaus KČ MKL gyvavimo pabaigoje reikšmingai padidėja tik geno p16 

informacinės RNR (iRNR) raiška, bet ne genų p21 ir p53 raiška, ir  atitinkamų 

baltymų kiekių pokyčiai sutampa su iRNR raiškos pokyčiais31. Panašius 

rezultatus paskelbė ir Tarte su bendraautoriais, nustojusiose dalytis žmogaus 

KČ MKL nustatę p16 iRNR kiekio padidėjimą ir nenustatę genų p53 ir p21 

raiškos pokyčių26. Kim su bendraautoriais parodė, kad žmogaus KČ MKL 

ilgalaikio auginimo metu geno p16 raiška nekinta, o p53 raiška sumažėja32. 

Rb ir jo šeimos baltymai, p107 ir p130, yra ypač svarbūs inicijuojant 

senstančios ląstelės ciklo stabdymą19. Proliferuojančiose ląstelėse ciklino D–

Cdk4,6 bei ciklino E–Cdk2 kompleksai lemia Rb šeimos fosforilinimą, dėl 

kurio šie baltymai būna neaktyvūs. Tačiau senstančiose ląstelėse veikiant INK4 

(priklauso p16) ir CIP/KIP (priklauso p21) šeimų Cdk slopikliams, minėti 

kompleksai nuslopinami, o hipofosforilintos būsenos Rb baltymai tampa 

aktyvūs ir veikia kaip transkripcijos veiksnių E2F slopikliai33 (6 pav.). E2F1–5 

reguliuoja raišką genų, dalyvaujančių vykstant DNR replikacijai bei 

reparacijai, ląstelės ciklui, ląstelės metabolizmui bei stabdant ląstelės ciklą34 (7 

pav.). Tačiau baltymų Rb, p107 ir p130 MKL biologinės funkcijos iki šiol nėra 

žinomos35. 

Noh su bendraautoriais, panaudodami viso transkriptomo 

oligonukleotidų mikrogardeles (Affymetrix, JAV), parodė, kad auginimo in 

vitro metu senstančiose vėlyvojo 11 pasažo (P11) žmogaus KČ MKL, palyginti 

su ankstyvojo P4 ląstelėmis, 243 genų raiška padidėja ir 340 genų raiška 

sumažėja daugiau kaip 2 kartus. Genų ontologijos analizė parodė, kad šie genai 

susiję su ląstelės ciklu, citoskeletu, DNR reparacija, chromatino susirinkimu 

bei DNR metabolizmu – procesais, kurie siejami su ląstelės senėjimu36.  Yoo su 

bendraautoriais, panaudodami slopinamojo atėmimo hibridizacijos (angl.  
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5 pav. Dirgikliai ir pagrindiniai signaliniai keliai, sužadinantys ląstelės 

senėjimą  
Pilkos spalvos dirgikliai ir rodyklės – aktyvinantys p53 per DNR pažaidų atsako signalinius 

kelius. Raudonos spalvos jungtys rodo „senėjimą skatinančias“, o žalios – „senėjimą 

slopinančias“ veiklas. Raudonos spalvos rodyklės rodo senėjimo eigą esant stipriam stresui, 

žalios spalvos rodyklės – esant silpnam ir vidutiniam stresui. Senstančiose ląstelėse sustiprėja 

uždegimą skatinančių veiksnių (pavaizduoti spalvotais rutuliukais) sintezė. Pagal van 

Deursen29 
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6 pav. Žinduolių ląstelių ciklo G1/S eigos reguliacija 
Ciklinų ir nuo ciklinų priklausančių kinazių (Cdk) kompleksai lemia Rb šeimos baltymų 

(Rb1, p107, p130) fosforilinimą, dėl kurio šie baltymai būna neaktyvūs. Veikiant Cdk 

slopikliams, priklausantiems šeimoms INK4 ir CIP/KIP, ciklinų–CDK kompleksai 

nuslopinami, o hipofosforilintos būsenos Rb baltymai tampa aktyvūs ir veikia kaip E2F 

slopikliai. Pagal Chandler et al33 

 

 

 

 

7 pav. Transkripcijos veiksnių E2F įtaka ląstelei augti arba augimui 

stabdyti 
Transkripcijos veiksniai E2F aktyvina tiek ląstelės augimą skatinančius, tiek slopinančius 

genus. Manoma, kad ląstelės likimas priklauso nuo E2F veikiamų genų-taikinių balanso. 

Pagal Ozono et al34 
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suppression subtractive hybridization) technologiją, parodė, kad senstančiose 

in vitro žmogaus KČ MKL (jų populiacijai padvigubėjus 30 kartų), palyginti su 

jaunomis ląstelėmis (jų populiacijai padvigubėjus 10 kartų), 43 genų raiška 

padidėjo ir 19 genų raiška sumažėjo. Šie genai daugiausia buvo susieti su 

ląstelių tvirtinimusi prie paviršių ir metabolizmu37. Choi su bendraautoriais, 

išanalizavę viso genomo DNR metilinimo mikrogardelių (NimbleGen, JAV) 

duomenis, vėlyvojo P15 žmogaus KČ MKL, palyginti su ankstyvojo P5 

ląstelėmis, nustatė 44 hipermetilintas miRNR ir 2587 hipermetilintus genus, 

tarp kurių buvo susijusių su DNR replikacija, ląstelės ciklu ir PPAR signaliniu 

keliu. Hipermetilinimą tyrimo autoriai susiejo su genų raiškos slopinimu ir 

ląstelių senėjimu38. 

Mažosios mikroRNR (miRNR) yra nepaprastai svarbios reguliuojant 

daugybę ląstelės procesų, įskaitant proliferaciją39 ir genomo stabilumą40. Tik 

visai neseniai buvo išsiaiškinta, kad miRNR, dar vadinamos su senėjimu 

susijusiomis miRNR (angl. senescence-associated miRNR), yra svarbūs 

ląstelės senėjimo veiksniai41. Benhamed su bendraautoriais neseniai nustatė, 

kad miRNR dalyvauja ląstelės ciklo stabdymo procese kartu su Rb1/E2F 

kompleksu slopindamos proliferaciją skatinančių genų raišką42. Tyrėjai parodė, 

kad ląstelės senėjimo metu citozoliniai miRNR/AGO2 kompleksai yra 

perkeliami į ląstelės branduolį, kur jungiasi prie transkripcijos veiksnių E2F 

valdomų genų promotorių. Taip miRNA/AGO2 kompleksai blokuoja RNR 

polimerazės II prisijungimą prie promotorių, o kartu su Rb1/E2F pritraukia 

kitus slopiklius, tokius kaip histonų metiltransferazės ir histonų deacetilazės, ir 

slopina E2F valdomus promotorius. Galiausiai promotorius nuslopinamas dėl 

susiformavusio neaktyvaus chromatino, kuriam būdingas histono H3 lizino 

metilinimas 9 ir 27 padėtyse (8 pav.). Procesą tyrėjai pavadino su senėjimu 

susijusiu genų transkripcijos slopinimu (angl. senescence-associated 

transcriptional gene silencing). 
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8 pav. AGO2 ir miRNR veikimo modelis ląstelės senėjimo metu slopinant 

E2F valdomų genų transkripciją 
miRNR/AGO2 prie geno promotoriaus jungiasi arba tiesiogiai (dešinėje), arba per su 

promotoriumi susijungusią pRNR (kairėje). Cy – citozolinis, nc – branduolio, HMT -  histonų 

metiltransferazė, HDAC – histonų deacetilazės. Pagal Benhamed et al42 

 

Literatūros duomenimis, pirmosios publikacijos apie miRNR 

tyrinėjimus žmogaus KČ MKL senėjimo in vitro metu pasirodė tik 2014 

metais. Yoo su bendraautoriais43 klonavo 43 miRNR senstančiose žmogaus KČ 

MKL. Iš jų 24 jau anksčiau buvo susietos su kitų ląstelių tipų senėjimu. 

Likusias 19 miRNR ištyrė kiekybinės PGR gardelių metodu (Qiagen, JAV) ir 

nustatė, kad 14-os raiška padidėjo ir 5-ių sumažėjo in vitro senstančiose KČ 

MKL, palyginti su raiška jaunose ląstelėse. Tome su bendraautoriais44 

kiekybinės PGR metodu parodė, kad miR-335 raiška reikšmingai didėja 

senstančiose žmogaus KČ MKL ilgalaikio (>7 savaitės) auginimo in vitro metu 

bei dirbtinai sužadinus šių ląstelių senėjimą apšvitinant γ-jonizuojančiąja 

spinduliuote. Tyrėjai taip pat nustatė stiprią koreliaciją tarp didėjančio miR-335 

kiekio ląstelėse ir donorų vyresnio amžiaus. 

Su žmogaus MKL senėjimu susijusios įvairios rizikos. Visų pirma 

ląstelių senėjimas apriboja pirminių ląstelių kultūrų proliferacijos potencialą45. 

Senstančios ląstelės neigiamai paveikia ir aplinkines normalias ląsteles: 

išskirdamos tirpius veiksnius, jos gali sustabdyti normalių ląstelių ląstelės ciklą 
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ir taip apriboti jų proliferacijos potencialą46. Dėl to trumpėja ląstelių gyvavimo 

laikotarpis47. Nors į senėjimo fazę perėjusios ląstelės nebegali toliau dalytis, 

jos išlieka gyvybingos ir metaboliškai aktyvios19. Tačiau senstančioms MKL 

būdingas su senėjimu susijęs sekretomo fenotipas (angl. senescent-associated 

secretory phenotype): tokiose ląstelėse reikšmingai sustiprėja uždegimą 

skatinančių chemokinų ir citokinų sintezė21 bei sutrinka MKL terapinį poveikį 

nulemiantis imunomoduliacinis potencialas48. Galiausiai dėl ląstelių senėjimo 

sutrinka ląstelės ciklo kontrolės taškų veikla, todėl padidėja chromosomų 

nestabilumo49 ir ląstelių neoplazinės transformacijos rizika50,51. Žmogaus 

MKL, skirtų klinikiniam panaudojimui, proliferacijos potencialą ir senėjimo 

būseną įvertinti rekomenduoja Europos vaistų agentūra (angl. The European 

Medicines Agency)52. 

 

2.3 Mezenchiminių kamieninių ląstelių genetinis nestabilumas 

 

2.3.1 Ilgalaikio auginimo įtaka žmogaus mezenchiminių kamieninių 

ląstelių genetiniam stabilumui 

 

Siekiant užtikrinti pakankamą mezenchiminių kamieninių ląstelių 

(MKL) terapijos efektyvumą, reikalingi dideli ląstelių kiekiai, o tam ląstelės 

turi būti ilgą laiką auginamos in vitro53. Tačiau kai kurie tyrėjai nustatė 

auginamų MKL kariotipo nestabilumą26,54,55. Genomo nestabilumas 

apibrėžiamas kaip genomo pokyčių dažnio padidėjimas ląstelės ciklo metu56 ir 

yra skirstomas į mikrosatelitų nestabilumą, kai kinta chromatino struktūra ir 

genų raiška, bei chromosomų nestabilumą, kai kinta chromosomų struktūra ir 

skaičius57. Visuotinai pripažinta, kad genomo nestabilumas sudaro sąlygas 

ląstelėms įgyti vėžinių ypatybių58, todėl žmogaus MKL kancerogeninis 

potencialas yra vienas svarbiausių nerimą keliančių aspektų, siekiant šias 

ląsteles panaudoti klinikoje59. 

Žmogaus KČ MLK genomo stabilumo tyrimų rezultatai yra labai 

prieštaringi. Wang su bendraautoriais54 parodė, kad žmogaus KČ MKL 
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auginimo in vitro metu susiformavo spontaninės piktybinės transformacijos 

fenotipu pasižyminčių ląstelių subpopuliacija. Šios ląstelės buvo 

besitvirtinančios prie paviršių, sferos formos (9 pav. A, B), joms buvo 

būdingas didelis telomerazės aktyvumas, greitesnis augimas nesant kontaktinio 

slopinimo (angl. contact inhibition), dominavimas normalių kultūros ląstelių 

atžvilgiu, nebuvo būdinga CD105 raiška, o CD90 raiška buvo labai nedidelė. 

Analizuojant šių ląstelių klonų 7 ir 13 pasažų G metodu dažytas (angl. G-

banding) chromosomas buvo nustatyti chromosomų pokyčiai: aneuploidija ir 

translokacijos (9 pav. C). Tokios ląstelės suformavo makroskopinius solidinius 

navikus NOD/SCID pelių daugybėje organų ir audinių. Histologinė analizė 

parodė, kad šie navikai labai silpnai diferencijuoti, agresyviai augantys, 

turintys didelius nekrozės plotus. Autoriai padarė išvadą, kad in vitro sąlygos 

yra palankios transformuotoms žmogaus KČ MKL susiformuoti ir/arba 

daugintis ir pabrėžė kariotipo analizės  būtinumą prieš šių ląstelių panaudojimą 

klinikoje.  

A 

 

C 

 

B

 

9 pav. Žmogaus KČ MKL transformacija auginimo in vitro metu  
KČ MKL yra besitvirtinančios prie paviršių, fibroblastinės morfologijos, formuoja 

homogeninį sluoksnį (A). Transformavusios ląstelės apvalios, kubo ar trumpos verpstės 

formos, formuoja kompaktiškas kolonijas (B). 15 % transformacijos fenotipu pasižyminčių 

KČ MKL nustatytas kariotipo pokytis 45, X, -X, +(10)(q26), +(16)(p13.3), +(18)(p11.2) 

(C), likusių ląstelių kariotipas buvo normalus 46, XX. Pagal Wang et al54 

 

Rubio su bendraautoriais60 augino žmogaus riebalinio audinio (RA) 

MKL. Visų išskirtų MKL kariotipas buvo normalus (2n = 46). Po maždaug 2 
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mėn. visos ląstelės pasiekė senėjimo fazę: ląstelių ciklas buvo sustojęs, 

ląstelėse nustatytas β-galaktozidazės aktyvumas. Ląstelės buvo augintos in 

vitro toliau. Praėjus 4–5 mėn. nuo išskyrimo ląstelės spontaniškai tapo 

nemirtingos: vėl ėmė proliferuoti, pakito jų morfologija (ląstelės tapo mažos ir 

kompaktiškos) bei imunofenotipas (sumažėjo paviršiaus žymenų CD34, CD90 

ir CD105 raiška). Galiausiai ląstelės spontaniškai transformavosi: augo ant 

pusiau kieto agaro nesant kontaktiniam slopinimui. Nustatytas telomerazės 

aktyvumas ir kariotipo pokyčiai (trisomija, tetraploidija, chromosomų 

struktūros persitvarkymai). Suleistos imunodeficitinėms pelėms tokios ląstelės 

po 4–6 sav. suformavo navikus beveik visuose gyvūnų organuose. 

Apibendrindami tyrimą autoriai akcentavo, kad ilgalaikis auginimas didina 

MKL spontaninės transformacijos in vitro ir navikų formavimo in vivo riziką. 

Panašius rezultatus paskelbė ir Rosland su bendraautoriais61. Tyrėjai augino 

žmogaus KČ MKL, kurios senėjimo fazę pasiekė po 25–71 dienos. Šių ląstelių 

proliferacija ženkliai sulėtėjo, jose nustatytas β-galaktozidazės aktyvumas. 

Ilgalaikio auginimo (5-106 sav.) in vitro metu 46 % kultūrų spontaniškai 

transformavosi: ženkliai pagreitėjo proliferacija (normalių MKL PP buvo 60 

val., transformuotų ląstelių PP – 12 val.), pakito morfologija (iš verpstės 

formos į apvalias), pakito imunofenotipas (padidėjo CD44 ir CD166 raiška, 

CD105 raiškos sumažėjo, o CD73 ir CD90 raiška neaptikta), pakitusiose 

ląstelėse nustatytas telomerazės aktyvumas. Suleistos imunodeficitinėms 

pelėms tokios ląstelės suformavo navikus šių gyvūnų plaučiuose. Tyrėjai priėjo 

prie išvados, kad didelė dalis gausinamų in vitro žmogaus MKL patiria 

spontaninę piktybinę transformaciją ir tai kelia rimtų klausimų dėl saugumo 

MKL naudoti terapijoje ir regeneracinėje medicinoje. 

Tarte su bendraautoriais26 augino žmogaus KČ MKL Geros gamybos 

praktikos sąlygomis panaudoti klinikoje. Kariotipuodami R metodu dažytas 

(angl. reverse heat Giemsa–banded) chromosomas jau trijose iš 20-ies 1 

pasažo kultūrų nustatė 5-tos chromosomos trisomiją, dviejose iš šių trijų – dar 

ir 8-tos bei 20-tos chromosomų trisomijas. Tačiau šių pokyčių nebeaptiko 2 

pasažo ląstelėse. Išimtis – viena kultūra, kurioje išliko 5-tos chromosomos 
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trisomija. Nepaisant to, visų mėginių ląstelės – tiek normalios, tiek 

aneuploidinės – po 35–52 PP perėjo į senėjimo fazę nesant transformacijos 

požymių in vitro ir in vivo: ląstelės nebeaugo minkštame agare, neformavo 

navikų pelių ir žmonių organizmuose. Tyrėjai padarė išvadą, kad žmogaus KČ 

MKL chromosomų nestabilumas nelemia ląstelių spontaninės piktybinės 

transformacijos ir, ko gero, yra ląstelių senėjimo požymis. 

Bernardo su bendraautoriais62 augino žmogaus KČ MKL iki senėjimo 

fazės arba iki P25 (iki 44 sav.). Tirtos kas trečio pasažo ląstelės. Telomeros 

laipsniškai trumpėjo, tačiau telomerazė išliko neaktyvi. Genomo stabilumas 

buvo tirtas 3 metodais: tradicinio kariotipavimo, FISH (angl. fluorescent in situ 

hybridization) ir lyginamosios genominės hibridizacijos (angl. array 

comparative genomic hybridization). Jokių chromosomų aberacijų nebuvo 

nustatyta. Apibendrinus tyrimą konstatuota, kad žmogaus KČ MKL gali būti 

saugiai padaugintos in vitro ir yra tinkamos ląstelių terapijoje. Kim su 

bendraautoriais20 žmogaus KČ MKL augino in vitro maždaug 150 dienų, per 

kurias ląstelių populiacija pasidalijo 60 kartų. Per pirmąsias 6 savaites (iki PP 

30) ląstelių augimo greitis nekito, ląstelės išliko verpstės formos. Vėliau 

augimas lėtėjo, ląstelių forma ir dydis ėmė kisti, kol galiausiai ląstelių augimas 

visiškai sustojo – ląstelės perėjo į senėjimo fazę. Viso auginimo metu 

telomeros trumpėjo, telomerazės aktyvumas išliko labai nedidelis ir ląstelės 

(tirtos esant PP 10, PP 30, PP 55) išlaikė normalų kariotipą (46, XX). Suleidus 

PP 10, PP 30 bei PP 55 žmogaus KČ MKL pelėms, nenustatyta jokių ligų ar 

navikų formavimosi. Tokius pat rezultatus gavo ir Jones su bendraautoriais47, 

auginę žmogaus KČ MKL lygiagrečiai flakonuose ir bioreaktoriuje Quantum 

System (Terumo BCT, JAV). Tyrėjai spektrinio kariotipavimo metodu 

nenustatė jokių kloninių chromosomų pokyčių, o suleidę ląstelių pelėms 

piktybinės neoplazinės transformacijos nenustatė.  

Ben-David su bendraautoriais55 surinko 22 nepriklausomų tyrimų, kurių 

metu buvo augintos MKL, išskirtos iš 144 mėginių, MKL visuminės genų 

raiškos duomenis. Atlikę šių duomenų metaanalizę, nustatė, kad MKL 

būdingos pakankamai retos (~4 % mėginių), tačiau MKL specifinės didelio 
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masto chromosomų aberacijos: ~67 % aberacijų buvo monosomijos, 

dažniausiai 6q ir 13-tos chromosomos (10 pav.). 13-tos chromosomos 

monosomija yra stipriai susijusi su mezenchiminės kilmės (kaulų ir minkštųjų 

audinių) navikais. Šios aberacijos suteikia ląstelėms augimo pranašumą ir 

pakitusios ląstelės gali įsivyrauti jau 7 pasažo kultūroje. 

 

 

10 pav. Ideograma, kurioje 

parodytos nustatytos chromosomų 

aberacijos auginamose in vitro 

žmogaus MKL  
Stulpeliai, esantys chromosomų dešinėje, 

rodo papildomas chromosomas (ar jų dalis), 

o esantys kairėje – chromosomų delecijas. 

Chromosomų aberacijos, nustatytos to 

paties tyrimo mėginiuose, sujungtos juoda 

linija ir atliekant statistinę analizę laikytos 

viena aberacija. Pagal Ben-David et al55 

 

 

Nors dalis šokiruojančių publikacijų apie piktybinę žmogaus riebalinio 

audinio MKL60 ir kaulų čiulpų MKL61 transformaciją vėliau buvo 

atšauktos63,64, tačiau diskusijos apie žmogaus MKL genetinį stabilumą ir 

panaudojimo klinikinėje praktikoje saugumą išlieka aktualios55,65,66. Siekiant 

išvengti MKL, kurių genetinės savybės pakitusios, panaudojimo klinikinėje 

praktikoje, MKL saugumas turi būti kruopščiai ištirtas62. Todėl reikia daugiau 

tyrimų, norint įvertinti MKL genomo stabilumą ilgalaikio auginimo in vitro 

metu53. Tirti kamieninių ląstelių genomo stabilumą yra būtina siekiant tiksliai 

interpretuoti mokslinių tyrimų rezultatus ir saugiai panaudoti MKL terapijoje55. 

Žmogaus MKL, skirtų panaudoti klinikinėje praktikoje, chromosomų 

stabilumą ištirti rekomenduoja Europos medicinos agentūra52 bei JAV maisto ir 

vaistų administracija (angl. the U.S. Food and Drug Administration)67. 
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2.3.2 Žmogaus audinio šaldymo įtaka mezenchiminių kamieninių ląstelių 

genetiniam stabilumui 

 

Virkštelės drebutiniame jungiamajame audinyje (VDJA) (angl. 

Wharton’s jelly) yra gausu mezenchiminių kamieninių ląstelių (MKL)68. Pats 

virkštelės audinys laikomas medicinine atlieka, o VDJA MKL išskyrimas yra 

neinvazinė procedūra69. Virkštelės kraujo saugojimas valstybiniuose ar 

privačiuose biobankuose ateities klinikiniams pritaikymams yra plačiai 

pasaulyje paplitusi paslauga. Kai kuriuose iš šių biobankų jau yra saugojamos 

ir VDJA MKL70.  

Kriokonservavimas yra vienintelis gyvybingų ląstelių, naudojamų 

ląstelių terapijoje, ilgalaikio saugojimo būdas. Tačiau šaldymo–atšildymo 

procesas gali pažeisti ląsteles71. Kol kas nedaugelis tyrėjų geba išskirti MKL iš 

šaldyto virkštelės audinio – dažniausiai tai atliekama iš šviežio audinio 

fragmentų70. Tačiau praktiniu požiūriu yra naudinga iš pradžių užšaldyti patį 

audinį, o ląsteles išskirti ir pagausinti vėliau, tik jų prireikus. Šiuo metu žinoma 

vos keletas bandymų išskirti gyvybingas VDJA MKL iš šaldyto virkštelės 

audinio: dalis jų buvo nesėkmingi, kitų bandymų metu išskirtų ląstelių savybės 

buvo pakitusios72. Todėl nepaprastai svarbu sukurti saugų, efektyvų ir GGP 

reikalavimus atitinkantį kriokonservavimo protokolą73. 

Pirmasis ir kol kas vienintelis žmogaus virkštelės audinio šaldymo įtaką 

MKL genomo stabilumui tyrė ir 2013 metais rezultatus paskelbė Da-Croce su 

bendraautoriais74. VDJA nedidelių fragmentų kriokonservacija buvo atlikta 2 

metodais: lėto šaldymo (angl. slow cooling) ir ypač greito (vitrifikacija). Po 5–

78 dienų mėginiai buvo atšildyti, MKL išskirtos ir, ląstelių tankiui pasiekus 80 

%, atlikta kariotipo analizė. Visų 9 nešaldytų mėginių (kontrolė) VDJA MKL 

kariotipas buvo normalus, o 1 iš 8 lėtai šaldyto mėginio ląstelės buvo 

tetraploidinės (92, XXYY). Po vitrifikacijos neužaugo nė viena iš 10 pasėtų 

ląstelių kultūrų. Tyrėjai mano, kad šaldymo metu naudotas DMSO galėjo 

paveikti ląstelių membranas, nulemti ląstelių susiliejimą ir galiausiai 

tetraploidijos išsivystymą. 
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2.4 Žmogaus mezenchiminių kamieninių ląstelių panaudojimas 

klinikinėje praktikoje 

 

Žmogaus mezenchiminės kamieninės ląstelės (MKL) yra pagrindinės 

kamieninės ląstelės, naudojamos klinikiniuose tyrimuose. Šios ląstelės 

tyrinėjamos jau daugiau nei 10 metų75, siekiant įvertinti jų potencialą skatinti 

imuninės sistemos reguliaciją ir audinių regeneraciją76. Šiuo metu viešai 

prieinamoje klinikinių tyrimų duomenų bazėje www.clinicaltrials.gov yra 

užregistruoti  478 žinomos būklės MKL klinikiniai tyrimai (2016 m. gegužės 5 

d. duomenimis). Daugiausia tyrimų atliekama Kinijoje (125), Jungtinėse 

Amerikos Valstijose (112) bei Europoje (107) (11 pav.). Europoje pagal 

didžiausią atliktų tyrimų kiekį (42) pirmauja Ispanija. 

 
11 pav. Žmogaus MKL klinikinių tyrimų, atliekamų visame pasaulyje, 

skaičius 
Paieška vykdyta viešoje duomenų bazėje www.clinicaltrials.gov 2016 m. gegužės 5 dieną, 

raktiniai žodžiai „mesenchymal stem cells“. Tyrimai, kurių būklė nežinoma, buvo atmesti 

 

Šiuo metu kaulų čiulpai yra pagrindinis klinikiniam panaudojimui skirtų 

MKL šaltinis20. Žmogaus KČ MKL yra daug žadančios gydant degeneracines 

ligas, vėžį bei atkuriant pažeistus audinius – tokiai terapijai šiuo metu nėra 

efektyvių gydymo priemonių77. Daugiausia MKL klinikinių tyrimų atliekama 

gydant širdies ir kraujagyslių ligas, nuo kurių pasaulyje miršta daugiausia 

žmonių (dažniausiai nuo miokardo infarkto)78, transplantato prieš šeimininką 

ligą (TPŠL) (angl. Graft versus host disease)79,80, kepenų ligas (pvz., kepenų 

http://www.clinicaltrials.gov/
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cirozė)81,82, osteoartritą83, diabetą84, Krono ligą85 bei neurodegeneracines 

ligas86. Ūmi steroidų terapijai atspari TPŠL yra gyvybei pavojinga 

komplikacija, išsivystanti 20–70 % atvejų po kaulų čiulpų transplantacijos87. Ši 

komplikacija pasireiškia tuo, pažeidžiama oda, virškinimo traktas, kepenys ir 

limfohemopoetinė sistema88. Klinikinių tyrimų metaanalizės parodė, kad 

gydant sunkios formos TPŠL pacientų bendrasis atsakas į MKL terapiją siekia 

net 73,8 %79 (12 pav.), o 6 mėnesių išgyvenamumas siekia 63 %89. 

 

 
 

12 pav. Transplantato prieš šeimininką ligos (TPŠL), paveikusios odą, 

gydymo MKL eiga 
A – sunkios ūmios TPŠL (IV laipsnio) pažeistas veidas, nugaros apačia ir kairysis dilbis 

praėjus 18 dienų po kraujodaros kamieninių ląstelių transplantacijos (KKLT) (4 dienos prieš 

MKL suleidimą). B – 86 diena po KKLT (60 dienų po MKL transplantacijos): oda sveika, 

TPŠL susilpnėjusi iki I–II laipsnio. C – veidas ir krūtinės viršus 498 dieną po KKLT (482 

diena po MKL transplantacijos). Pagal Wernicke et al79 

 

Dabartinėmis žiniomis, MKL imunosupresinis ir regeneracinis poveikis 

pasireiškia šioms ląstelėms audinių pažeidimų vietose išskiriant bioaktyvias 

molekules, kurios pirmiausia nuslopina per daug agresyvias imuninės sistemos 

ląsteles. Tai apsaugo pažeistą audinį nuo autoimuninių reakcijų. Koordinuotai 

su šia apsaugine funkcija MKL sintetina molekules, kurios padeda 

susiformuoti regeneracinei mikroaplinkai, kurioje: 1) slopinama išemijos 

sužadinta apoptozė, 2) neleidžiama formuotis randams, 3) skatinama 

angiogenezė ir kraujagyslių stabilumas, 4) skatinama audinio endogeninių 

ląstelių-pradininkių mitozė90.  

Susidomėjimas MKL vis labiau auga – kasmet užregistruojamų vis 

daugiau MKL klinikinių tyrimų (13 pav.). Iki šiol atlikti klinikiniai tyrimai 
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parodė, kad MKL terapija yra saugi75: nenustatyta jokio ūmaus toksiškumo ir 

jokių ektopinių audinių formavimosi židinių88. Šiuo metu vyksta 39 III bei IV 

fazių klinikiniai tyrimai (www.clinicaltrials.gov). Visa tai rodo, kad MKL 

klinikinių tyrimų progresas tikriausiai nulems tai, kad MKL terapija ilgainiui 

taps plačiai prieinama. 2012 metais Kanados sveikatos apsaugos reguliacinės 

tarnybos pirmą kartą pasaulyje suteikė leidimą MKL taikyti terapijoje, 

leisdamos žmogaus kaulų čiulpų MKL produktą Prochymal (Osiris 

Therapeutics, Inc., JAV) naudoti vaikų TPŠL gydyti.  

 

 
 

13 pav. Kiekvienais metais užregistruotų MKL klinikinių tyrimų skaičius 
Duomenys iš duomenų bazės www.clinicaltrials.gov, paieška vykdyta 2016 m. kovo 29 d. 

 

 

2.5 Žmogaus mezenchiminių kamieninių ląstelių tyrinėjimai Lietuvoje 

 

 Lietuvoje daugiausia tyrimų su žmogaus mezenchiminėmis 

kamieninėmis ląstelėmis (MKL) atliekama Inovatyvios medicinos centre. 

Aldonytė su bendraautoriais91 tyrinėjo uždegimo aplinkos įtaką danties pulpos 

(DP) MKL funkcinėms savybėms. Tyrėjai nustatė, kad baltymas α-1-

antitripsinas (AAT), priklausomai nuo koncentracijos, skatina DP MKL 
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proliferaciją ir judrumą in vitro. Autoriai priėjo prie išvados, kad AAT 

koncentracija uždegimo židiniuose gali būti pagrindinis veiksnys, veikiantis 

ląsteles-pradininkes in vivo ir nulemiantis audinio gebėjimą regeneruotis. 

Tunaitis su bendraautoriais92 kūrė ir tyrė naujas žmogaus riebalinio audinio 

(RA) MKL auginimo technologijas. Tyrėjai ląsteles augino standartinėje DME 

terpėje su skirtingais terpės priedais. Autoriai nustatė, kad terpėje su skirtingais 

serumais augintų RA MKL savybės (tokios kaip augimas, diferenciacija, 

imunofenotipas ir proteomas) yra panašios, tačiau skiriasi nuo ląstelių, augintų 

pranašesnėje – kurioje nėra serumo – terpėje. Jarmalavičiūtė su 

bendraautoriais93 sukūrė naują trijų etapų DP MKL nervinės diferenciacijos 

protokolą, apimantį ląstelių adaptaciją prie beseruminės aplinkos. Pagal šį 

protokolą išauginamos nervinių ir glijos ląstelių mišrios kultūros. 

Jarmalavičiūtė su bendraautoriais taip pat tyrė DP MKL sekretomo įtaką 

nervinių ląstelių apoptozei in vitro94. Tyrėjai nustatė, kad DP MKL išskiriamos 

egzosomos pasižymi nervinių ląstelių apsauginėmis savybėmis: jos slopina 

dopaminerginių nervinių ląstelių, patyrusių oksidacinį stresą, apoptozę. 

Mokslininkai tikisi, kad šiuos atradimus galima bus pritaikyti gydant 

Parkinsono ligą. Pivoraitė su bendraautoriais95 tyrinėjo DA MKL slopinamąjį 

poveikį ūmaus uždegimo in vivo atveju. Tyrėjai pirmą kartą parodė, kad šių 

ląstelių išskiriamos egzosomos reikšmingai nuslopina karageno sukeltą 

uždegimą laboratoriniuose gyvūnuose. Denkovskij su bendraautoriais96 ieškojo 

reumatoidiniu artritu ir osteoartritu sergančių pacientų sinovijos MKL (S 

MKL) žymenų. Ištyrę 24 paviršiaus žymenų, susijusių su ląstelių 

kamieniškumu ir agresyvumu, raišką, tyrėjai nustatė, kad statistiškai 

reikšmingai skyrėsi 3 žymenų raiška: CD47 bei CD271 raiška buvo mažesnė ir 

CD10 raiška buvo didesnė reumatoidiniu artritu sergančių pacientų S MKL, 

palyginti su minėtų žymenų raiška osteoartritu sergančių pacientų S MKL. O 

protoporfirino IX, naudojamo ląstelių metaboliniam aktyvumui įvertinti, 

fluorescencijos vidutinis intensyvumas tarp reumatoidinio artrito ir osteoartrito 

grupių statistiškai nesiskyrė. 
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Vilniaus universitete Daniūnaitė su bendraautoriais97 vykdė žmogaus 

RA MKL osteogeninės diferenciacijos epigenetinės reguliacijos tyrimus. Pirmą 

kartą buvo parodyti, kad RA MKL osteogeninės diferenciacijos metu viso 

genomo mastu daugiausia vyksta DNR citozinų 5C pozicijos metilo grupės 

(5mC) praradimas bei hidroksimetilo grupių (5hmC) gausėjimas. Šie pokyčiai 

koreliavo su epigenetinio reguliatoriaus TET1 raiškos stiprėjimu. Taip pat 

pirmą kartą parodyta, kad abu – 5mC ir 5hmC – žymenys būdingi RA MKL 

pluripotentiškumo geno POU5F1 lokusui, kuris metilintas tiek 

nediferencijuotose, tiek diferencijuotose RA MKL. Tyrėjai priėjo prie išvados, 

kad tik 5hmC nulemia nedidelę POU5F1 raišką ląstelėse. Savickienė su 

bendraautoriais98 charakterizavo žmogaus amniono vandenų MKL (AV MKL) 

savybes. Nustatė, kad šioms ląstelėms būdinga MKL tipiška morfologija, 

imunofenotipas ir diferenciacijos potencialas. Tyrėjai pirmą kartą atliko 

nediferencijuotų ir diferencijuotų AV MKL palyginamąją proteomo analizę ir 

parodė, kad diferencijuotų ir nediferencijuotų AV MKL proteomai apskritai 

yra panašūs ir kad apie 215 baltymų raiška kinta diferenciacijos į skirtingas 

ląstelių linijas (miocitus, adipocitus, osteocitus ir neuronus) metu. Tyrėjai 

priėjo prie išvados, kad nėštumo II ir III trimestro amniono vandenyse yra 

klinikinei praktikai reikšmingų kamieninių ląstelių, o tyrimo metu nustatyti 

specifiniai baltymai gali padėti ieškant diferencijuotų ląstelių žymenų. 

Įmonė Teva Pharmaceutical Industries remia klinikinį tyrimą, kurio 

metu tyrinėjamas preparato CEP–41750, pagaminto iš žmogaus kaulų čiulpų 

alogeninių mezenchiminių ląstelių-pradininkių, saugumas ir efektyvumas 

gydant lėtinį širdies nepakankamumą. Duomenų bazės www.clinicaltrials.gov 

duomenimis Lietuva į šį tyrimą buvo įtraukta 2016 m. balandžio mėn. Tai yra 

pirmasis MKL klinikinis tyrimas Lietuvoje. 
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3. MEDŽIAGOS IR TYRIMO METODAI 

 

3.1 Biomedicininių tyrimų etikos komiteto leidimas 

 

Tyrimas, laikantis visų asmens duomenų apsaugos bei bioetikos 

reikalavimų, buvo vykdomas 2011 ‒ 2015 metais Vilniaus universiteto Gamtos 

mokslų fakultete (VU GMF) ir Nacionaliniame vėžio institute (NVI). Leidimą 

atlikti biomedicininį tyrimą išdavė Vilniaus regioninis biomedicininių tyrimų 

etikos komitetas (leidimo numeris 158200-09-381-104). Visi ląstelių donorai 

pasirašė Asmens informavimo ir Informuoto paciento sutikimo formas. 

 

3.2 Medžiagos ir reagentai 

 

Reagentai KČ MKL išskirti ir pagausinti: 

 Mitybinė terpė RPMI 1640 (Gibco, Didžioji Britanija, kataloge nr. 

21875-034) 

 Mitybinė terpė DME (Lonza, Belgija, kataloge nr. BE12-707F) 

 Fikolio tirpalas Ficoll-PaqueTM Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 

Švedija, kataloge nr. 17-1440-03) 

 Eritrocitų lizės buferinis tirpalas (iš rinkinio QIAamp RNA Blood Mini 

Kit, Qiagen, Vokietija, kataloge nr. 52304) 

 Žmogaus MKL bazinė terpė MesenCult® (StemCell Technologies, 

Kanada, kataloge nr. 05401) 

 FVS, skirtas žmogaus MKL auginti (StemCell Technologies, Kanada, 

kataloge nr. 06471) 

 Karščiu inaktyvintas FVS (Invitrogen, Jungtinė Karalystė, kataloge nr. 

10500064) 

 Antibiotikų – penicilino (10,000 U/ml), streptomicino (10,000 µg/ml) ir 

amfotericino B (25 μl/ml) – tirpalas (Lonza, JAV, kataloge nr. 17-745E) 
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 0,25 % (1X) tripsino tirpalas su EDTA 4Na (Life Technologies, JAV, 

kataloge nr. 25200-072) 

 fiziologinis (0,9 % NaCl) tirpalas (B. Braun Melsungen AG, Vokietija, 

kataloge nr. R99/6578/4). 

 

KČ MKL auginimo terpės galutinė sudėtis: 

 MesenCult® bazinė terpė +10 % (v/v) FVS +1 % (v/v) antibiotikų 

mišinio. 

 

Plastikinės priemonės KČ MKL išskirti, auginti ir šaldyti: 

 Vakuuminiai mėgintuvėliai, 10 ml, su heparinu (antikoaguliantu) (BD 

VacutainerTM, Jungtinė Karalystė, kataloge nr. 368480) 

 Plastikiniai plokščiadugniai auginimo flakonai su užsukamais 

ventiliuojamais kamšteliais FalconTM (BD Biosciences, JAV): T25 

(kataloge nr.353109), T75 (kataloge nr. 353136) ir T175 (kataloge nr. 

353112) 

 Kūginiai mėgintuvėliai Falcon® (BD Biosciences, JAV): 15 ml 

(kataloge nr. 352097) ir 50 ml (kataloge nr. 352098) 

 2 ml tūrio kriomėgintuvėliai (Crioval, Kanada, kataloge nr. T311-2) 

 Sterilios vienkartinės plastikinės pipetės (APS, Prancūzija): 10 ml 

(kataloge nr. PN10E1) ir 25 ml (kataloge nr. PN25E1) 

 3 ml tūrio vienkartinės sterilios Pastero pipetės (Aptaca, Italija, kataloge 

nr. 1502/SG/CS) 

 Sandarinimo juostelė Parafilm® (Bemis, JAV, kataloge nr. 9170002). 

 

Reagentai KČ MKL šaldyti: 

 MKL šaldymo terpė (Biological Industries, Izraelis, kataloge nr. 05-

712-1E). 
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Rinkinys KČ MKL imunofenotipui tirti: 

 Stemflow™ Human MSC Analysis Kit (BD Biosciences, JAV, kataloge 

nr. 562245). 

 

Reagentai KČ MKL senėjimui tirti: 

 Komercinis senstančių ląstelių histocheminio dažymo rinkinys 

Senescence Cells Histochemical Staining Kit (Sigma-Aldrich, JAV, 

kataloge nr. CS0030-1KT). 

 

Medžiagos MKL kariotipui tirti G–dažymo metodu: 

 Kolchicinas (Sigma-Aldrich, JAV, kataloge nr. C9754-100MG). 

Darbinis kolchicino tirpalas - 1 mg/ml dist. H2O 

 Fosfatinis buferinis tirpalas: 0,497 % (w/v) Na2HPO4 (Honeywell 

Rieder-deHaën, Vokietija, kataloge nr. 30427), 0,476 % (w/v) KH2PO4 

(Honeywell Rieder-deHaën, Vokietija, kataloge nr. 04243), pH 6,8 

 0,55 % KCl hipotoninis tirpalas (Honeywell Rieder-deHaën, Vokietija, 

kataloge nr. 12638) 

 Fiksacijos tirpalas: metanolis (Carl Roth, Vokietija, kataloge nr. 4627.5) 

ir acto rūgštis (Honeywell Rieder-deHaën, kataloge nr. 27221), 

sumaišyti santykiu 3:1 

 0,25 % (1X) tripsino tirpalas su EDTA 4Na (Life Technologies, JAV, 

kataloge nr. 25200-072) 

 0,4 % (w/v) Giemsa dažai, pH 6,8 (Sigma-Aldrich, JAV, kataloge nr. 

GS500-500ML). Darbinis Giemsa dažų tirpalas: pradiniai Giemsa dažai 

skiedžiami fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 6,8) santykiu 1:19 

 Stiklinės 230 mm ilgio Pastero pipetės (Carl Roth, Vokietija,  kataloge 

nr. 4522.1) 

 Standartiniai 26x76x1 mm objektiniai stikleliai (ThermoScientific, JAV, 

kataloge nr. 10143562CE) 

 96 % etanolis (AB Vilniaus degtinė). 
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PGR gardelės. MKL genų raiška tirta, naudojant komercines 100 šulinėlių 

formato kiekybinės PGR gardeles: 

 RT² Profiler™ PCR Array Human Mesenchymal Stem Cells (Qiagen, 

JAV, kataloge nr. PAHS-082Z) 

 RT² Profiler™ PCR Array Human Cellular Senescence (Qiagen, JAV, 

kataloge nr. PAHS-050Z) 

 miScript miRNA PCR Array Human miRNome (Qiagen, JAV, kataloge 

nr. MIHS-216Z). 

 

PGR gardeles RT² Profiler sudaro 84 tiriamieji genai, 12 kontrolių 

šulinėlių ir 4 tušti šulinėliai. Gardeles miScript miRNA sudaro 84 tiriamosios 

subrendusios miRNR, 12 kontrolinių šulinėlių ir 4 tušti šulinėliai. Tyrime 

gardelių miScript miRNA panaudotos 5 dalys iš 12 (tirta iš viso 420 

subrendusių miRNR). 

 

PGR gardelių RT² Profiler kontrolės: 

1. Penki „namų ruošos“ (angl. housekeeping) genai – pagal juos 

normalizuojami gardelių duomenys 

2. Trys teigiamos PGR kontrolės (angl. positive PCR control) – tikrinamas 

PGR reakcijos efektyvumas. Kontrolę sudaro gamintojo dirbtinai sukurta 

DNR seka ir ją aptinkantys veiksniai 

3. Trys atvirkštinės transkripcijos kontrolės (angl. reverse-transcription 

control) – tikrinamas atliktos atvirkštinės transkripcijos efektyvumas, 

aptinkant matricą, kuri susintetinama atvirkštinę transkripciją atlikus 

rinkiniu RT2 First Strand Kit 

4. Viena užterštumo genomine DNR kontrolė (angl. genomic DNA control)  – 

specifiškai ir labai jautriai aptinkama netranskribuojama genominė DNR. 

 

PGR gardelių miScript miRNA kontrolės: 

1. Dvi C. elegans miR-39 

2. Šešios snoRNR/snRNR 
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3. Dvi atvirkštinės transkripcijos kontrolės 

4. Dvi teigiamos PGR kontrolės. 

 

Rinkiniai, naudoti atliekant genų raiškos tyrimą: 

 Visuminės RNR išskyrimo rinkinys RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, 

Vokietija, kataloge nr. 74134) 

 RNase-free DNase Set (Qiagen, Vokietija, kataloge nr. 79254) 

 Komplementarios DNR (kDNR) sintezės rinkinys RT² First Strand Kit 

(Qiagen, JAV, kataloge nr. 330401) 

 Mišinys RT² FAST SYBR Green/ROX PCR Mastermix (Qiagen, JAV, 

kataloge nr. 330623), skirtas PGR gardelėms RT² Profiler™  

 miRNR kDRN sintezės rinkinys miScript II RT Kit (Qiagen, Vokietija, 

kataloge nr. 218161) 

 Mišinys miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Vokietija, kataloge nr. 

218076), skirtas PGR gardelėms miScript miRNA. 

 

Plastikinės priemonės, naudotos atliekant genų raiškos tyrimą: 

 1,5 ml mėgintuvėliai Biopur® (Eppendorf, Vokietija, kataloge nr. 

0030121.589) 

 Sterilūs, su filtrais, PGR reakcijoms skirti vienkartiniai pipečių antgaliai 

Eppendorf: 1000 μl (kataloge nr. 022491253, JAV), 200 μl (kataloge nr. 

022491296), 10 μl (kataloge nr. 022491211, JAV); Rainin 20 μl (JAV, 

kataloge nr. 17007957). 

 

Papildomos medžiagos ir priemonės, naudotos  atliekant genų raiškos 

tyrimą: 

 Chloroformas (Carl Roth, Vokietija, kataloge nr. 3313.1) 

 96 % etanolis (AB Vilniaus degtinė) 

 Šaldomas gardelių užpildymo blokas Rotor–Disc 100 (Qiagen, 

Vokietija, kataloge nr. 9018909). 
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3.3 Įranga 

 

Tyrimo metu naudota įranga: 

 II saugumo klasės laminarinė traukos spinta Kojair (Singapūras) 

 Invertuoti mikroskopai Nikon (modeliai Eclipse Ti–S ir Eclipse TS100, 

Japonija). Vaizdinimo ir fotografavimo programinė įranga NIS-

Elements, F Package, 3.22.00 versija (Nikon, Japonija) 

 Mikroskopas Leica (modelis DM6000B, Vokietija). Programinė įranga 

Cytovision, 7 versija (Genetix, JAV) 

 Ląstelių skaičiuoklis ir analizatotius Casy (modelis TT, Roche, 

Vokietija) 

 Pipetės Eppendorf (1000/ 200/10 μl, Vokietija), Rainin (20 μl, JAV)  

 Automatinė pipetė Pipet–X (Rainin, Vokietija) 

 Centrifugos Eppendorf (modeliai 5702, 5430 ir 5424, Vokietija) 

 +37 oC, 95% drėgmės, 5 % CO2 inkubatoriai Thermo Fisher Scientific 

(modelis RCC5000T-5-VBC, JAV) ir Nuaire (modelis NU-5800, JAV) 

 +37 oC vandens vonelė BWT–U (Biosan, Latvija) 

 Tėkmės citometras LSR II (BD Biosciences, JAV), duomenys apdoroti 

FlowJo X programine įranga 

 Spektrofotometras NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, JAV) 

 Bioanalizatorius Agilent 2100 (Agilent Technologies, JAV) 

 Termocikleris Labcycler (Senso Quest GmbH, Vokietija) 

 Termocikleris Rotor-Gene Q (Qiagen, Vokietija) su programine įranga 

Rotor-Gene Q (2.1.0.9. versija) 

 PGR gardelių užsandarinimo prietaisas (Qiagen, Vokietija) 

 Smulkaus ledo gaminimo prietaisas AF80 (Scotsman, Jungtinė 

Karalystė) 

 +4 oC šaldytuvas (Snaigė, Lietuva) 

 Šaldymo dėžė Mr. Frosty (Thermo Fisher Scientific, JAV) 



40 
 

 Šaldikliai: –20 oC (Whirlpool, JAV), –80 oC (Arctiko, Danija), –150 oC 

(Sanyo, Japonija) 

 Šaldiklis Ice Cube (SY-LAB Cryobiology, Austrija) 

 Kriokonservavimo sistema (Worthington Industries, JAV). 

 

3.4 Tyrimo objektas 

 

Mokslinio darbo metu tirtos šios MKL: 

1) išskirtos iš 8 sveikų suaugusių donorų (amžius 18-38 metai) kaulų 

čiulpų, likusių po transplantacijos. Likutinė kaulų čiulpų medžiaga 

gauta iš VU ligoninės Santariškių klinikų filialo Vaikų ligoninės Vaikų 

onkohematologijos centro Vaikų onkohematologijos skyriaus. 

2) Išskirtos iš 8 naujagimių virkštelės drebutinio jungiamojo audinio. MKL 

išskirtos ir paruoštos tyrimams įmonėje The Cell Factory (Belgija).  

 

3.5 Tyrimo eiga 

 

Šio tyrimo metu mes tyrėme trijų poveikių – ilgalaikio auginimo in 

vitro, audinio šaldymo ir mitybinės terpės sudėties – įtaką žmogaus MKL 

genetinėms savybėms. Tyrimą apibendrinanti schema pateikta 14 pav. 

Pirmiausia kūrėme naują MKL išskyrimo iš likutinės žmogaus kaulų 

čiulpų transplantacijos medžiagos (n = 4) metodiką, paremtą raudonųjų kraujo 

ląstelių lizės principu. Tada vertinome išskirtų ir padaugintų in vitro iki 

terapijai tinkamo kiekio (2 pasažo) ląstelių savybes: morfologiją, proliferacijos 

kinetiką. Kad išskirtos ir pagausintos ląstelės tikrai yra MKL įsitikinome atlikę 

imunofenotipo analizę. 

Vėliau ląstelių savybes vertinome išsamiau. Tam metodikos kūrimo 

etape užšaldytas P1 KČ MKL (n = 3) atšildėme ir gausinome in vitro, kol 

užaugo 3–4 pasažai, siekdami užtikrintai turėti terapijai tinkamą ląstelių kiekį 

(>1∙108). Dalį ankstyvųjų pasažų ląstelių užšaldėme, po 6 mėn. atšildėme ir 

auginome papildomus 3 pasažus, kol užaugo vėlyvųjų 6–7 pasažų ląstelės,  
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14 pav. In vitro atliekamų manipuliacijų įtakos žmogaus MKL genetinėms 

savybėms tyrimo apibendrinanti schema 
Šio tyrimo metu tirta trijų poveikių – ilgalaikio auginimo in vitro, audinio šaldymo ir 

mitybinės terpės sudėties – įtaka žmogaus MKL genetinėms savybėms 

 

siekdami nustatyti galimo papildomo terapijai tinkamo kiekio MKL savybes. 

Remdamiesi Tarptautinės ląstelių terapijos draugijos10, Europos medicinos 

agentūros52,99 bei JAV maisto ir vaistų administracijos67 rekomendacijomis 

tyrinėjome šias MKL savybes: proliferacijos greitį, tvirtinimąsi prie plastiko, 

morfologiją, imunofenotipą, senėjimo būklę, chromosomų stabilumą ir su 

ląstelės ciklu siejamų genų raišką pritaikydami gardelių technologiją. Palyginę 

vėlyvųjų ir ankstyvųjų pasažų KČ MKL charakteristikas, vertinome ilgalaikio 

auginimo in vitro įtaką žmogaus KČ MKL savybėms, ypač didelį dėmesį 

skirdami genetinėms savybėms.  
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Pradinio audinio šaldymo įtaką MKL genetinėms savybėms vertinome, 

tirdami iš kontroliuotai šaldyto ir vėliau atšildyto virkštelės audinio išskirtų 

VDJA MKL (n = 5) kariotipą. 

Mitybinės terpės sudėties įtaką MKL genetinėms savybėms vertinome, 

tirdami su ląstelės ciklu siejamų genų visuminę raišką VDJA MKL (n = 3), 

augintose rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinėje terpėje ir 

įprastoje DME terpėje, papildytoje 10 % FVS. 

 

3.6 Metodai 

 

3.6.1 Išskyrimas ir auginimas 

 

KČ MKL išskyrimo taikant centrifugavimo per fikolio gradientą metodas 

(NVI): 

1. Visos manipuliacijos su ląstelėmis atliktos II saugumo klasės 

laminarinėje traukos spintoje. 

2. 60 ml kaulų čiulpų (10 vakuuminių mėgintuvėlių po 6 ml) skiesti 

standartine RPMI 1640 terpe.  

3. Turinys atsargiai užsluoksniuotas ant fikolio tirpalo 50 ml kūginiame 

mėgintuvėlyje. Fikolio ir praskiestų kaulų čiulpų santykis 1:3.  

4. Centrifuguota 20 min. esant 300 g.  

5. Po centrifugavimo nusiurbtas balkšvos spalvos sluoksnis, susiformavęs 

tarp fikolio sluoksnio ir RPMI terpės su kraujo plazma sluoksnio, ir 

perpiltas į naują 50 ml kūginį mėgintuvėlį.  

6. Praplauta 2 kartus, tam naudojant 20 ml DME terpės, savo sudėtyje 

turinčios 10 % karščiu inaktyvinto FVS.  

7. Suskaičiuotos ląstelės ir 1∙108 jų užsėta į T175 flakoną su DME terpe, 

savo sudėtyje turinčioje 10 % karščiu inaktyvinto FVS.  

8. Flakonas laikytas inkubatoriuje 24 val. esant standartinėms aplinkos 

sąlygoms: 37 °C temperatūra, 95 % drėgmė, 5 % CO2.  

 



43 
 

KČ MKL išskyrimo taikant raudonųjų kraujo ląstelių lizę metodas (NVI): 

1. Visos manipuliacijos su ląstelėmis atliktos II saugumo klasės 

laminarinėje traukos spintoje. 

2. 6 ml kaulų čiulpų (1 vakuuminis mėgintuvėlis) perpilta į 50 ml kūginį 

mėgintuvėlį.  

3. Įpilta eritrocitų lizės buferinio tirpalo  santykiu 1:5.  

4. Mėgintuvėlis švelniai pavartytas rankose 1 min. ir iškart centrifuguotas 

5 min. esant 480 g.  

5. Supernatantas pašalintas, ląstelės plautos jas suspenduojant 5 ml RPMI 

1640 terpės. 

6. Centrifuguota 5 min. esant 480 g.  

7. Praplovimas kartotas tomis pačiomis sąlygomis.  

8. Po antrojo praplovimo ląstelės suspenduotos ir visas turinys perpiltas į 

T175 flakoną su DME terpe, savo sudėtyje turinčioje 10 % karščiu 

inaktyvuoto FVS.  

9. Flakonas laikytas inkubatoriuje 24 val. esant standartinėms aplinkos 

sąlygoms: 37 °C temperatūra, 95 % drėgmė, 5 % CO2. 

 

KČ MKL auginimas (VU GMF, NVI): 

1. MKL augintos komercinėje MesenCult® terpėje, savo sudėtyje 

turinčioje 10 % FVS. Ląstelės augintos plastikiniuose flakonuose T25, 

T75 arba T175.  

2. Flakonai laikyti inkubatoriuje, kuriame aplinkos sąlygos: temperatūra 

37 oC, drėgmė, 5 % CO2.  

3. Terpė keista kas 3–4 dienas. 

 

KČ MKL persėjimas (VU GMF, NVI): 

1. Ląstelėms padengus 80–100 % flakonų paviršiaus ploto, mitybinė terpė 

nusiurbta, flakonas praplautas fiziologiniu tirpalu.  

2. Fiziologinis tirpalas nusiurbtas ir užpilta 1 ml (T25 flakonas), 3 ml (T75 

flakonas) arba 7 ml (T175 flakonas) 0,25 % tripsino tirpalo.  
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3. Flakonai laikyti 5 min. inkubatoriuje, kuriame +37 oC temperatūra, 95 

% drėgmė ir 5 % CO2.  

4. Tikrinta naudojant mikroskopą: jei ląstelės dar neatlipo, flakonas 

laikytas inkubatoriuje dar keletą min.  

5. Atlipus daugumai ląstelių, įpilta 0,5 tūrio karščiu inaktyvinto FVS.  

6. Visas turinys perpiltas į 15 ml kūginius mėgintuvėlius.  

7. Centrifuguota 5 min. esant 400 g.  

8. Supernatantas pašalintas. Ląstelės suspenduotos 1 ml mitybinės terpės.  

9. Apskaičiuota ląstelių koncentracija. 

10. Ląstelės pasėtos į naujus flakonus 4000 ląstelių/cm2 tankiu. 

 

VDJA MKL išskyrimas ir auginimas. VDJA MKL išskirtos iš kontroliuotai 

šaldyto virkštelės audinio ir pagausintos in vitro įmonėje The Cell Factory 

(Belgija). Ląstelės augintos dviejose skirtingose mitybinėse terpėse: 1) terpėje 

su rekombinantiniais baltymais ir atitinkančioje GGP reikalavimus, 2) DME 

terpėje, papildytoje 10 % FVS. 

 

3.6.2 Proliferacijos tyrimas 

 

KČ MKL kiekio nustatymas (VU GMF, NVI): 

 MKL išskyrimo iš likutinės kaulų čiulpų medžiagos metodikos kūrimo 

metu ląstelių kiekis nustatytas, panaudojus skaičiavimo kamerą Bürker 

(LO-Laboroptik GmbH, Jungtinė Karalystė). 

 Ilgą laiką kultivuotų in vitro MKL kiekis ir gyvybingumas analizuoti 

ląstelių skaičiuokliu ir analizatoriumi Casy pagal gamintojo 

rekomendacijas: 10 μl MKL suspensijos sumaišyta 10 ml  Casy 

izotoniniame buferiniame tirpale, naudotas 150 μm kapiliaras ir 

specialiai MKL analizei sukurtas programos šablonas.  

 P3/P4 ir P6/P7 ląstelių kiekis ir gyvybingumas papildomai vertinti 

ląsteles 5 min. dažant 7-AAD ir matuojant tėkmės citometru. 
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KČ MKL proliferacijos kinetikos įvertinimas (VU GMF): 

 Ląstelių kiekio populiacijoje didėjimas ilgalaikio auginimo in vitro metu 

buvo išreikštas bendru populiacijos padvigubėjimu (BPP), kai 

konkretaus pasažo populiacijos padvigubėjimas (PP) pridedamas prie 

ankstesnių pasažų PP sumos.  

 Populiacijos padvigubėjimas – dydis, kuris parodo, kiek kartų 

padvigubėjo ląstelių kiekis kultūroje. Apskaičiuotas pagal formulę 

3,3)log( 
a

b

X

X
PP , kur Xa – ląstelių kiekis auginimo pradžioje, Xb – 

ląstelių kiekis auginimo pabaigoje, 3,3 –  koeficientas.  

 

3.6.3 Morfologijos tyrimas 

 

Augintų žmogaus KČ MKL morfologija buvo tirta Nikon invertuotu 

fazės kontrasto mikroskopu, naudojant vaizdinimo ir fotografavimo 

programinę įrangą NIS-Elements. Ląstelių užimamo ploto analizė atlikta, 

naudojant programinę įrangą ImageJ (1.50e versija). Morfologijos tyrimas 

atliktas VU GMF ir NVI. Ląstelių užimamo ploto analizę atliko j. m. d. Jan 

Krasko (NVI). 

 

3.6.4 Šaldymas ir atšildymas 

 

KČ MKL šaldymas ir saugojimas (NVI): 

1. Ląstelės šaldytos kriomėgintuvėliuose su šaldymo terpe, po 1–5∙106 

ląstelių/ml.  

2. Į šaldiklį, kuriame buvo –80 °C temperatūra, perkelta šaldymo dėžė Mr. 

Frosty su kriomėgintuvėliais viduje. Kriomėgintuvėliuose temperatūra 

mažėjo 1 °C kas minutę. 

3. Po 24 val. kriomėgintuvėliai perkelti ir saugoti –150 °C šaldiklyje. 

4. Užšaldytos saugoti buvo P1 ir P3–P4 KČ MKL. 
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KČ MKL atšildymas (NVI): 

1. Po 6 mėn. kriomėgintuvėliai staigiai atitirpinti +37 oC vandens vonioje, 

kol likdavo nedidelis ledo gabaliukas.  

2. Turinys perpiltas į 15 ml kūginį mėgintuvėlį.  

3. Į mėgintuvėlį lėtai lašintas dvigubas tūris pašildytos mitybinės terpės, 

savo sudėtyje turinčioje 15 % FVS.  

4. Centrifuguota 10 min. esant 150 g.  

5. Supernatantas pašalintas. Ląstelės suspenduots 1 ml galutinės sudėties 

mitybinės terpės.  

6. Nustatytas ląstelių skaičius. 

7. Ląstelės pasėtos į atitinkamus auginimo indus 4000 MKL/cm2 tankiu ir 

augintos standartinėmis sąlygomis. 

 

Virkštelės audinio šaldymas. VDJA buvo paruošti šaldymui, užšaldyti iki –

45o C šaldiklyje Ice Cube pagal šaldymo temperatūrinį režimą ir vėliau saugoti 

kriokonservavimo sistemoje įmonėje The Cell Factory (Belgija).  

 

VDJA MKL šaldymas. Pagausintos in vitro VDJA MKL buvo užšaldytos iki 

–45o C šaldiklyje Ice Cube pagal šaldymo temperatūrinį režimą įmonėje The 

Cell Factory (Belgija) ir per 24 val. buvo atsiųstos genų raiškos tyrimui 

transportavimo dėžėje, kurioje buvo sauso ledo. 

 

3.6.5 Imunofenotipo tyrimas 

 

 KČ MKL imunofenotipas tirtas, naudojant komercinį MKL standartinių 

paviršiaus žymenų rinkinį Stemflow™ Human MSC Analysis Kit pagal 

gamintojo protokolą.  

 Rinkinį sudaro antikūnai prieš ląstelių paviršiaus žymenis CD44, CD73, 

CD90, CD105 bei antikūnų mišinys prieš ląstelių paviršiaus žymenis 

CD34, CD11b, CD19, CD45, HLA–DR. 

 MKL mėginių gyvybingumas įvertintas dažant ląsteles 5 min. 7-AAD.  
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 Ląstelių granuliuotumas nustatytas įvertinus šviesos šoninę sklaidą.  

 Citometriniai matavimai atlikti LSR II tėkmės citometru.  

 Kiekvieno mėginio išanalizuota 10 000 ląstelių, duomenys apdoroti 

naudojant programinę įrangą FlowJo X. Kuriant KČ MKL išskyrimo 

metodiką, analizę atliko j. m. d. Jaroslav Denkovskij (Valstybinio 

mokslinių tyrimų instituto Inovatyvios medicinos centras). 

Charakterizuojant KČ MKL ilgalaikio auginimo in vitro metu analizę 

atliko j. m. d. Jan Krasko (NVI). 

 

3.6.6 Senėjimo tyrimas 

 

 KČ MKL augintos flakonuose T25.  

 MKL senėjimas tirtas, naudojant komercinį rinkinį Senescence Cells 

Histochemical Staining Kit pagal gamintojo rekomendacijas.  

 Tyrimo metu ląstelės dažytos ir taip aptiktas β-galaktozidazės 

aktyvumas, būdingas senstančioms ląstelėms. Šis fermentas skaldo dažą 

X-gal ir ląstelių viduje aplink branduolį susiformuoja žalsvai mėlynos 

spalvos skilimo produktai. 

 Augintos MKL populiacijos senėjimas įvertintas atsitiktine tvarka 

nufotografavus 10 auginimo indo vietų ir jose suskaičiavus bendrą 

ląstelių skaičių bei žalsvai mėlynai nusidažiusių ląstelių skaičių. 

Nusidažiusių ląstelių skaičius vėliau išreikštas procentais.  

 Tyrimas atliktas VU GMF. 

 

3.6.7 Kariotipo tyrimas chromosomų dažymo G metodu 

 

1. KČ MKL augintos flakonuose T75.  

2. Į mitybinę terpę įlašinta kolchicino tirpalo (galutinė koncentracija 0,2 

μg/ml).  
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3. Flakonas laikytas inkubatoriuje 4 val. esant standartinėms aplinkos 

sąlygoms: 37 °C temperatūra, 95 % drėgmė, 5 % CO2.  

4. Mitybinė terpė pašalinta. Flakonai praplauti 0,9 % NaCl tirpalu. 

Fiziologinis tirpalas pašalintas. 

5. Ant ląstelių užpilta 3 ml 0,25 % tripsino tirpalo ir flakonai laikyti 5 min. 

inkubatoriuje, kuriame buvo +37 oC temperatūra. 

6. Tripsinas neutralizuotas 1,5 ml karščiu inaktyvintu FVS.  

7. Visas turinys perpiltas į 15 ml kūginius mėgintuvėlius ir centrifuguota 5 

min. esant 400 g.  

8. Supernatantas pašalintas. Ląstelės praplautos fiziologiniu tirpalu. 

9. Centrifuguota 5 min. esant 400 g. Supernatantas pašalintas. 

10. Atlikta hipotonizacija: į mėgintuvėlį pilta 7 ml 0,55 % KCl tirpalo ir 

laikyta 20 min. inkubatoriuje, kuriame buvo +37 oC temperatūra.  

11. Į mėgintuvėlį įpilta 1 ml fiksacijos tirpalo. 

12. Centrifuguota 5 min. esant 400 g. Supernatantas pašalintas.  

13. Atlikta pirmoji fiksacija: ant ląstelių pilta 5 ml atšaldyto fiksacijos 

tirpalo, ląstelės suspenduotos ir laikytos 1 val. šaldiklyje, kuriame buvo 

–20 oC temperatūra. 

14. Centrifuguota 5 min. esant 500 g. Supernatantas pašalintas.  

15. Fiksacija kartota, užfiksuotos ląstelės laikytos per naktį šaldiklyje, 

kuriame buvo –20 oC temperatūra.  

16. Kitą rytą ląstelės fiksuotos dar kartą.  

17. Po 1 val. centrifuguota 5 min. esant 500 g. Supernatantas pašalintas.  

18. Užfiksuotos ląstelės suspenduotos likusiame tūryje ir išlašintos ant 

objektinių stikliukų.  

19. Stikliukams išdžiūvus, preparatai sendinti: stikliukai laikyti kambario 

temperatūroje sausoje dėžėje 3 paras.  

20. Stikliukai pamerkti į 0,025 % tripsino tirpalą 10–60 sek. (laikas 

kiekvieną kartą parinktas eksperimentiškai), praplauti distiliuotu 

vandeniu. 
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21. Stikliukai pamerkti į Giemsa dažus (skiesti fosfatiniu buferiu santykiu 

1:19) 10–60 sek. (laikas kiekvieną kartą parinktas eksperimentiškai), 

praplauti distiliuotu vandeniu.  

22. Išdžiovinti stikliukai skenuotmi, rastos metafazės fotografuotos ir 

analizuotos automatizuota sistema Leica CytoVision.  

23. Kariotipai apibūdinti pagal Tarptautinės žmogaus citogenetikos 

nomeklatūros sistemos (angl. the International System for Human 

Cytogenetic Nomenclature) rekomendacijas100.  

24. Tyrimas atliktas VU GMF. 

 

VDJA MKL ląstelės kariotipo tyrimui buvo paruoštos įmonėje The Cell 

Factory pagal analogišką protokolą, 15 ml tūrio mėgintuvėliuose sumaišytos su 

šaltu (–20 oC) fiksatoriaus tirpalu ir per 24 val. atsiųstos kariotipo tyrimui 

transportavimo dėžėje, kurioje buvo sauso ledo. 

 

3.6.8 Genų raiškos tyrimas naudojant PGR gardeles 

 

Visuminės RNR išskyrimas, gryninimas ir kokybės vertinimas (NVI): 

1. Visuminė RNR iš žmogaus KČ MKL ir VDJA MKL išskirta ir 

išgryninta, naudojant komercinį rinkinį miRNeasy Mini Kit pagal 

gamintojo rekomendacijas. Išplovimo tūris 40 μl. 

2. Išskirtos RNR kiekis ir kokybė įvertinti, naudojant spektrofotometrą 

NanoDrop 2000c ir bioanalizatorių Agilent 2100 su plokštelėmis RNA 

6000 Nano LabChip pagal gamintojų rekomendacijas.  

 

Komplementarios DNR sintezė (NVI): 

1. PGR gardelėms Human Mesenchymal Stem Cell RT² Profiler™ ir 

Human Cellular Senescence RT² Profiler™ reikalinga komplementari 

DNR (kDNR) buvo susintetinta, naudojant komercinį rinkinį RT² First 

Strand Kit pagal gamintojo rekomendacijas. Vienai gardelei (96 
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reakcijoms) panaudotas rekomenduotas 800 ng išgrynintos visuminės 

RNR kiekis. 

2. PGR gardelėms miRNome miScript miRNA reikalinga kDNR 

susintetinta, naudojant komercinį rinkinį miScript II RT Kit pagal 

gamintojo rekomendacijas. 1 gardelei (96 reakcijos) panaudotas 

rekomenduotas 125 ng išgrynintos visuminės RNR kiekis. 

 

Kiekybinės PGR, atliktos naudojant gardeles RT² Profiler (NVI): 

1. kPGR atlikti gardelėse RT² Profiler PCR Array Human Mesenchymal 

Stem Cells ir RT² Profiler PCR Array Human Cellular Senescence Cells 

panaudotas rinkinys 2x RT2 SYBR Green ROX FAST Mastermix. 

2. Mišiniai paruošti pagal gamintojo rekomendacijas ir supilstyti į gardeles 

(į kiekvieną šulinėlį po 20 μl). 

3. kPGR atlikta termocikleryje Rotor-Gene Q pagal gamintojo sukurtą 

temperatūrinio režimo programą (1 lentelė).  

4. Kiekvieno biologinio mėginio atlikta po 2 techninius pakartojimus.  

5. Pirminių duomenų analizė atlikta naudojantis programa RT2 Profiler 

PCR Array Data Analysis v3.5 software (Qiagen).  

6. Pagausinimo kreivės sankirta su foninės fluorescencijos slenksčiu 

(dirbant su Rotor-Gene Q rekomenduojamas 0,02) apibrėžiama kaip 

pagausinimo ciklas (CT), kuriuo remiantis apskaičiuota santykinė geno 

raiška.  

7. Pagal Qiagen rekomendacijas genų raiškos pokyčiai vertinti naudojant 

ΔΔCT metodą ir normalizuoti pagal 5 „namų ruošos“ (angl. 

housekeeping) genų (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 ir RPLP0) raiškos 

geometrinį vidurkį.  

8. Genų raiškos pokytis 2 ir daugiau kartų buvo vertinamas kaip padidėjusi 

ar sumažėjusi specifinio geno raiška.  

9. Skirtumai laikyti statistiškai reikšmingais, kai p reikšmė < 0,05.  

10. PGR gardelių duomenys buvo įdėti į viešą duomenų bazę Gene 

Expression Omnibus (prieigos numeris GSE68933). 
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Kiekybinės PGR, atliktos naudojant gardeles miScript miRNA (NVI): 

1. kPGR atlikti gardelėse miScript miRNA PCR Array Human miRNome 

panaudotas rinkinys miScript SYBR Green PCR.  

2. Mišiniai paruošti pagal gamintojo rekomendacijas ir supilstyti į gardeles 

(į kiekvieną šulinėlį po 20 μl). 

3. kPGR atliktos termocikleryje Rotor-Gene Q pagal gamintojo sukurtą 

temperatūrinio režimo programą (1 lentelė).  

4. Kiekvieno biologinio mėginio atlikta po 2 techninius pakartojimus.  

5. Pirminių duomenų analizė atlikta naudojantis programa miScript miRNA 

PCR Array Data Analysis (Qiagen).  

6. Pagausinimo kreivės sankirta su foninės fluorescencijos slenksčiu 

(dirbant su Rotor-Gene Q rekomenduojamas 0,02) apibrėžiama kaip 

pagausinimo ciklas (CT), kuriuo remiantis apskaičiuota santykinė geno 

raiška.  

7. Pagal Qiagen rekomendacijas, miRNR raiškos pokyčiai buvo vertinti 

naudojant ΔΔCT metodą ir normalizuoti pagal 6 mažųjų RNR 

(SNORD61, SNORD68, SNORD72, SNORD95, SNORD96A ir RNU6-2) 

raiškos geometrinį vidurkį.  

8. miRNR raiškos pokytis 2 ir daugiau kartų buvo vertinamas kaip 

padidėjusi ar sumažėjusi specifinės miRNR raiška.  

9. Skirtumai laikyti statistiškai reikšmingais, kai p reikšmė < 0,05.  

10. PGR gardelių duomenys buvo įdėti į viešą duomenų bazę Gene 

Expression Omnibus (prieigos numeris GSE68933). 

 

1 lentelė. Temperatūrinio režimo programos, taikytos tiriant genų raišką 

naudojant PGR gardeles 
PGR gardelės RT² Profiler miScript miRNA 

Etapas Trukmė Temperatūra Ciklų sk. Trukmė Temperatūra Ciklų sk. 

DNR polimerazės 

aktyvinimas 
10 min. 95 °C 1 15 min. 95 °C 1 

DNR grandžių 

atskyrimas 
15 sek. 95 °C 

40 

15 sek. 94 °C 

40 Pradmenų 

prisijungimas 30 sek. 60 °C 
30 sek. 55 °C 

Pradmenų ilginimas 30 sek. 70 °C 
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3.6.9 Funkcinė genų ontologijos analizė 

 

Žmogaus MKL reikšmingai pakitusios raiškos funkcinė genų 

ontologijos analizė atlikta, panaudojus Genų ontologijos konsorciumo projektą 

(http://geneontology.org/)101,102 ir duomenų bazę bei klasifikacijos sistemą 

PANTHER (http://pantherdb.org/)103. Analizės metu tiriamieji genai (jų 

produktai) buvo priskirti duomenų bazėje esantiems Homo sapiens genų 

ontologijos (GO) terminams. GO terminai grupuoti pagal tris kategorijas: 

molekulinės funkcijos (apibūdina geno koduojamo baltymo molekulinį 

aktyvumą biocheminiu lygmeniu), ląstelės komponentai (apibūdina vietą 

ląstelėje, kurioje geno produktas atlieka savo molekulinę funkciją) ir 

biologiniai procesai (apibūdina platesnį geno ląstelinį ar fiziologinį vaidmenį). 

Atliekant analizę naudoti rekomenduoti nustatymai: analizės tipas – PANTHER 

Overrepresentation Test (išleistas 2016 03 21), anotacijos versija – GO 

Ontology database (išleista 2015 08 06), atliekant statistinę analizę panaudota 

Bonferroni korekcija. Analizė atlikta VU GMF ir NVI. 

 

3.6.10 Duomenų statistinė analizė 

 

Duomenų statistinei analizei atlikti naudota SPSS programa (21 versija). 

Atliekant statistinę analizę gauti duomenys pateikti kaip aritmetinis vidurkis ± 

standartinis nuokrypis. Skirtumų tikimybė tarp lyginamų grupių apskaičiuota 

pasitelkus Mann-Whitney U kriterijų (vertinant nepriklausomas imtis) ir 

Student porinį t–kriterijų (vertinant priklausomas imtis). Statistiniai  skirtumai  

reikšmingais laikyti  tie,  kurių p < 0,05. Statistinė analizė atlikta VU GMF, 

NVI. 
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4. REZULTATAI 

 

4.1 Mezenchiminių kamieninių ląstelių išskyrimo iš likutinės kaulų 

čiulpų medžiagos ir pagausinimo iki terapijai tinkamo kiekio 

metodikos sukūrimas 

 

Šio tyrimo metu mezenchimines kamienines ląsteles (MKL) iš žmogaus 

kaulų čiulpų išskyrėme 2 metodais: centrifuguodami per fikolio gradientą 

(CFG) (4 donorų mėginiai po 60 ml) ir raudonųjų kraujo ląstelių lizės (RKLL) 

metodu (kitų 4 donorų mėginiai po 6 ml). Išskirtas MKL auginome T175 

flakonuose su FVS turinčia terpe, kol ląstelės padengė ~100 % flakono dugno 

ploto. Tyrimo metu vertinome abiem metodais išskirtų ląstelių proliferacijos 

kinetiką, morfologiją ir imunofenotipą.  

 Laikas iki pirmojo monosluoksnio (0 pasažas, P0) susiformavimo. 

MKL, išskirtos iš 60 ml kaulų čiulpų tūrio CFG metodu, pirmąjį monosluoksnį 

suformavo po 13±2,16 dienų, per kurias užaugo (16,125±6,79)∙106 ląstelių. 

OMKL, išskirtos iš 6 ml kaulų čiulpų tūrio RKLL metodu, monosluoksnį 

suformavo po 11±3,3 dienų, per kurias užaugo (3,75±6,29)∙106 ląstelių. 

Skirtumai tarp šių grupių statistiškai nereikšmingi (p = 0,7728). 

 Bendras užaugintų ląstelių skaičius. CFG metodu išskirtų P1 MKL 

užaugo (74,0±19,6)∙106 per 24±5,5 dienas, o P2 užaugo (144,23±52,41)∙106 per 

29±5,97 dienas. RKLL metodu išskirtų P1 MKL užaugo (39,375±8,26)∙106 per 

19±4,9 dienų, o P2 užaugo (87,375±7,36)∙106 per 27±4,83 dienas. Skirtumai 

tarp CFG ir RLKK metodais išskirtų ir priaugintų MKL statistiškai 

nereikšmingi tiek P1 (p = 0,1489), tiek P2 (p = 0,5637) atveju. Skirtumai tarp 

CFG metodu išskirtų ir priaugintų P1 MKL ir RKLL metodu išskirtų ir 

priaugintų P2 MKL taip pat nereikšmingi (p = 1). 

CFG ir RLKK metodais išskirtų MKL augimo kreivės pateiktos 15 pav. 

Morfologijos analizė. Visos MKL buvo prisitvirtinusios prie flakonų 

dugno ir tipiškos verpstės formos (16 pav. B). Morfologijos skirtumų tarp 

skirtingais metodais išskirtų MKL ir tarp skirtingų pasažų MKL  nenustatėme. 
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Pastebėjome, kad RKLL metodu išskirtos MKL kolonijas suformuoja 

anksčiau, kai kurios matomos jau kitą dieną po išskyrimo (16 pav. A). 

Imunofenotipo analizė. Ištyrę abejais metodais išskirtų MKL 

paviršiaus žymenų raišką, nustatėme, kad dauguma (>95 %) P2 ląstelių buvo 

teigiamos pagal CD105, CD73, CD90 žymenis ir neigiamos pagal CD14, 

CD34, CD45 ir HLA-DR žymenis (šiuos ekspresavo <2 % populiacijos 

ląstelių). 

 

15 pav. Žmogaus KČ MKL, išskirtų CFG ir RLKK metodais, kiekis, 

gautas auginant skirtingus pasažus (P0, P1, P2) 
Pateikti rezultatai suvidurkinti, nurodytas standartinis nuokrypis. CFG – centrifugavimo per 

fikolio gradientą metodas, RKLL – raudonųjų kraujo ląstelių lizės metodas 

 

   A 

 

   B 

 
16 pav. Žmogaus KČ MKL, išskirtų raudonųjų kraujo ląstelių lizės 

metodu, morfologija 
A – MKL kolonija, susiformavusi kitą dieną po išskyrimo. B – tipiškos verpstės formos MKL 

kultūra praėjus 11 dienų nuo išskyrimo. Pradinis padidinimas 100x, skalė 100 μm 
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4.2 Ilgalaikio auginimo in vitro įtakos MKL savybėms tyrimas 

 

Siekdami ištirti ilgalaikio auginimo įtaką MKL savybėms, ląstelių 

išskyrimo metodikos kūrimo etape (4.1 skyrius) užšaldytas P1 KČ MKL (n = 

3) atšildėme, gausinome in vitro, kol užaugo ankstyvieji 3–4 pasažai ir 

vėlyvieji 6–7 pasažai. MKL persėjome, kai ląstelės padengdavo ~80 % flakono 

dugno ploto. Kiekvieno užaugusio pasažo tyrėme morfologiją ir proliferacijos 

greitį. 3–4 ir 6–7 užaugusius pasažus papildomai tyrėme, analizuodami 

imunofenotipą, senėjimą būklę, kariotipą, genų ir miRNR raišką. 

 

4.2.1 Proliferacijos greičio analizė 

 

KČ MKL (n = 3) gausinome in vitro 69,67±6,66 dienas. Kiekviename 

susiformavusiame pasaže nustatėme ląstelių skaičių. MKL proliferacijos greitį 

ilgalaikio auginimo metu įvertinome skaičiuodami bendrą populiacijos 

padvigubėjimą (BPP). Ląstelių augimo kreivėse galima išskirti 3 stadijas. Po 

išskyrimo RKLL metodu MKL augo lėčiau ir P1 užaugo per 21±6 dieną. P1-

P3–P4 KČ MKL augo greičiau ir po papildomų 14±2,65 dienų BPP buvo 

8,08±0,74. Vėlesnieji pasažai augo vėl lėčiau ir po kitų 34,67±5,51 dienų P6–

P7 BPP buvo 15,08±3,04 (17 pav. ). 

 

17 pav. Žmogaus KČ MKL augimo greitis ilgalaikio auginimo in vitro 

metu 
Y ašyje – bendras populiacijos padvigubėjimas, X ašyje –  ląstelių augimo in vitro dienų 

skaičius. Simboliai rodo atitinkamų donorų KČ MKL persėjimo laiką 
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4.2.2 Morfologijos analizė 

 

KČ MKL (n = 3) morfologiją stebėjome naudodami invertuotą 

mikroskopą kiekvieno pasažo augimo metu. Nustatėme, kad P3–P4 MKL 

morfologija išliko nepakitusi: dauguma ląstelių buvo tipiškos verpstės arba 

fibroblastoidinės formos ir jų dydis nepasikeitęs (18 pav. A), palyginti su P0 

ląstelių forma ir dydžiu (16 pav. B). Vėlesniuose pasažuose palaipsniui 

daugėjo padidėjusių, suplokštėjusių ir netaisyklingos formos ląstelių, kurių 

ypač gausiai nustatėme P6–P7 (18 pav. B). Atlikę ląstelių užimamo ploto 

analizę, parodėme, kad vėlyvųjų pasažų ląstelės užima statistiškai reikšmingai 

didesnį paviršiaus plotą (18 pav. C). 

 

A 

 

B 

 

C 

 
 

18 pav. Žmogaus KČ MKL morfologija ilgalaikio auginimo in vitro metu  
A – tipiškos verpstės arba fibroblastoidinės formos ankstyvojo (4) pasažo MKL. B – 

padidėjusios ir netaisyklingos formos vėlyvojo (7) pasažo MKL. Pradinis padidinimas 40x, 

mastelis 500 μm. C – vidutinis ląstelių užimamas plotas ankstyvųjų (P3–P4) ir vėlyvųjų (P6–

P7) pasažų metu (*p < 0,05) 
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4.2.3 Imunofenotipo analizė 

 

Tyrėme P3–P4 ir P6–P7 KČ MKL (n=3) standartinių paviršiaus žymenų 

raišką. Daugiau nei 99 % ankstyvųjų pasažų ląstelių buvo teigiamos pagal 

žymenis CD73, CD90 ir CD105 ir mažiau nei 2 % ląstelių buvo neigiamos 

pagal žymenis CD11b, CD19, CD34, CD45 bei HLA-DR (19 pav. A–C). Dalis 

3 mėginio P7 MKL populiacijos prarado teigiamų žymenų raišką bei dalis 

populiacijos ėmė ekspresuoti neigiamus žymenis (19 pav. F, 20 pav.). 

Neigiamų žymenų raiška padidėjo iki 5,10 % antro mėginio P7 populiacijoje, o 

teigiamų žymenų raiška nepakito (19 pav. E). Pirmo mėginio MKL paviršiaus 

žymenų raiška išliko stabili viso auginimo in vitro metu (19 pav. D). 

Ankstyvųjų pasažų MKL (n=3) gyvybingumas buvo 94,02±2,92 %, o 

vėlyvųjų pasažų – 93,47±5,61 %. Ankstyvųjų pasažų ląstelių šoninė sklaida 

(angl. the side-scatter) buvo 337±55,44 vienetai, o vėlyvųjų pasažų – 

391,67±27,00 vienetas, tačiau šoninės sklaidos skirtumas tarp šių grupių 

statistiškai nebuvo reikšmingas (p = 0,085). 

 

4.2.4 Senėjimo analizė 

 

P3–P4 ir P6–P7 KČ MKL (n=3) senėjimą tyrėme naudodami komercinį 

ląstelių dažymo rinkinį. Įsitikinome, kad padidėjusios „kepto kiaušinio“ formos 

ląstelės (18 pav. B) iš tikrųjų yra senstančios – būtent tokios morfologijos 

ląstelės nusidažė šio tyrimo metu. Apskaičiavome, kad ankstyvuosiuose 

pasažuose senstančios ląstelės sudarė tik 1,59±0,94 % populiacijų (21 pav. A), 

o vėlyvuosiuose pasažuose senstančių ląstelių dalis reikšmingai (p = 0,004) 

padidėjo iki 41,97±4,57 % (21 pav. B). 

 

     

  



58 
 

     CD44           CD73             CD90             CD105     Neigiami žymenys 

 
 

19 pav. Ankstyvųjų ir vėlyvųjų pasažų žmogaus KČ MKL imunofenotipas 
A – 1 donoro 3 pasažo MKL imunofenotipas. B – 2 donoro 4 pasažo MKL imunofenotipas. C 

– 3 donoro 4 pasažo MKL imunofenotipas. D – 1 donoro 6 pasažo MKL imunofenotipas. E – 

2 donoro 7 pasažo MKL imunofenotipas. F – 3 donoro 7 pasažo MKL imunofenotipas. 

Histogramos kairėje (pilkos spalvos) rodo izotipo kontroles, histogramos dešinėje (raudonos 

spalvos) – dažytas ląsteles. Neigiami žymenys: CD34, CD11b, CD19, CD45, HLA–DR 
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B 

     
 

20 pav. 3 donoro ankstyvojo ir vėlyvojo pasažų KČ MKL imunofenotipas 
A – ankstyvojo 4 pasažo MKL imunofenotipas. B – vėlyvojo 7 pasažo MKL imunofenotipas. 

Y ašyje – šoninė sklaida. X ašyje – signalo intensyvumas. Neigiami žymenys: CD34, CD11b, 

CD19, CD45, HLA–DR 

 

 
21 pav. Ankstyvųjų ir vėlyvųjų pasažų žmogaus KČ MKL senėjimas 
Ankstyvojo (3) pasažo (A) ir vėlyvojo (6) pasažo (B) padidėjusios, pakitusios morfologijos, 

dėl β-galaktozidazės aktyvumo žalsvai mėlynai nusidažiusios ląstelės (nurodytos juodomis 

rodyklėmis) praėjus 5 dienoms po pasėjimo. Pradinis padidinimas 40x, mastelis 100 μm 

 

4.2.5 Kariotipo stabilumo analizė 

 

Siekdami įvertinti ilgalaikio auginimo įtaką KČ MKL genomo 

stabilumui, ankstyvųjų ir vėlyvųjų pasažų ląstelių kariotipą (n=3) tyrėme G 

metodu. Kiekvieno pasažo ištyrėme 7–17 analizei tinkamos kokybės metafazių 

(2 lentelė). Maždaug 87 % P3–P4 ląstelių ir maždaug 88 % P6–P7 ląstelių 

turėjo normalų diploidinį kariotipą (2n = 46). Jokių chromosomų skaičiaus ar 

struktūros kloninių pokyčių (tokių kaip delecijos, inversijos, translokacijos ar 



60 
 

žiedinės chromosomos) neaptikome (22 A pav.). Ankstyvuosiuose pasažuose 

aptikome atsitiktinių aneuploidijų 45, XX, –10; 47, XX, +15; 47, XX, +22 

(pirmas mėginys); 44, XY, –20, –21 (22 B pav.); 45, XY, –22 (antras mėginys) 

ir 47, XX, +22 (trečias mėginys). Vėlyvuosiuose pasažuose aptikome 

aneuploidijų 44, XX, –X, –20 (pirmas mėginys) ir 45, XY, –20 (antras 

mėginys). Trečio mėginio vėlyvojo pasažo kariotipo analizės atlikti 

negalėjome, nes ląstelių augimas buvo visiškai sustojęs (17 pav.). 

 

2 lentelė. Ankstyvųjų ir vėlyvųjų pasažų žmogaus KČ MKL kariotipo tyrimo 

rezultatai 
Mėginys 1 2 3 

Pasažas P3 P6 P4 P7 P4 P7 

Metafazių, turinčių normalų 

diploidinį kariotipą, skaičius 
14 6 14 9 10 - 

Metafazių, turinčių chromosomų 

aberacijų, skaičius 
3 1 2 1 1 - 

Iš viso tirtų metafazių skaičius 17 7 16 10 11 - 

 

 

4.2.6 Genų raiškos analizė 

 

Visuminės RNR išskyrimas ir kokybės vertinimas. Iš ankstyvųjų ir 

vėlyvųjų pasažų KČ MKL (n = 3) išskirtos visuminės RNR kiekis ir kokybė 

nurodyti 3 lentelėje. Šie rodikliai atitiko PGR gardelių gamintojo keliamus 

reikalavimus: matuojant spektrofotometru, esant 260 nm ir 280 nm bangos 

ilgiams, sugerties reikšmių santykis (A260/280) turi būti 1,8–2,0. RNR 

vientisumo skaičius (angl. RNA Integrity Number, RIN) turi būti ≥7. 

 

3 lentelė. Iš KČ MKL išskirtos visuminės RNR kiekio ir kokybės įvertinimo 

rezultatai 
Mėginys, 

pasažas 

RNR koncentracija RNR kokybė 

NanoDrop Agilent Bioanalyzer NanoDrop Agilent Bioanalyzer 

1, P3 240,0 ng/μl 406 ng/μl 260/280 = 2,03 RIN = 8,8 

1, P6 261,8 ng/μl 330 ng/μl 260/280 = 2.02 RIN = 10 

2, P4 310,0 ng/μl 363 ng/μl 260/280 = 2,01 RIN = 10 

2, P7 298,4 ng/μl 345 ng/μl 260/280 = 2,04 RIN = 10 

3, P4 386,8 ng/μl 430 ng/μl 260/280 = 2,00 RIN = 9,7 

3, P7 276,2 ng/μl 301 ng/μl 260/280 = 2,03 RIN = 9,3 
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A 

 
 

B 

 
 

22 pav. Ilgalaikio auginimo įtaka žmogaus KČ MKL kariotipo stabilumui  
A – pavyzdinė normalaus diploidinio kariotipo (2n = 46, XX) kariograma. Tiek ankstyvųjų 

(3, 4), tiek vėlyvųjų pasažų (6, 7) MKL kariotipas buvo normalus. B – 4 pasažo ląstelėje 

nustatytos atsitiktinės aneuploidijos 44, XY, –20, –21 kariograma. Pradinis padidinimas 

1000x 
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PGR gardelių kontrolių įvertinimas. Visų gardelių RT² Profiler™ 

PCR Array Human Mesenchymal Stem Cells, RT² Profiler™ PCR Array 

Human Cellular Senescence ir miScript miRNA PCR Array Human miRNome 

CT įverčiai neperžengė rekomenduojamų normų ribų. Kiekvienos PGR 

gardelės teigiamos PGR kontrolės vid.CT = 14±2 (gardelių RT² Profiler™) arba 

15±2 (gardelių miScript miRNA), atvirkštinės transkripcijos kontrolės ΔCT = 

vid.CT
RTC – vid.CT

PPC <5 (gardelių RT² Profiler™) arba <7 (gardelių miScript 

miRNA), genominės DNR kontrolės CT>33 (gardelių RT² Profiler™).  

 

Genų raiškos tyrimas, panaudojant PGR gardeles. Siekdami 

išsamiau įvertinti KČ MKL, tyrėme 162 skirtingų genų, susijusių su 

kamieniškumu ir ląstelės senėjimu, raišką, panaudodami komercines 

kiekybinės PGR gardeles. Ankstyvųjų pasažų MKL iš viso aptikome 154 genų 

raišką (CT<33), o vėlyvųjų pasažų MKL – 156 genų raišką. Palyginę vėlyvojo 

pasažo MKL genų raišką su ankstyvojo pasažo MKL genų raiška (kontrolė), 

nustatėme, kad iš tirtų skirtingų 162 genų reikšmingai (P < 0,05) padidėjo ≥2 

kartus 4 genų raiška, o reikšmingai (P < 0,05) sumažėjo ≥2 kartus 9 genų 

raiška (23 pav. A, B, 4 lentelė). Tai sudaro 8,02 % visų tirtų genų. 

Ankstyvųjų ir vėlyvųjų pasažų MKL miRNR raišką tyrėme taip pat 

naudodami komercines kiekybinės PGR gardeles. Ankstyvųjų pasažų MKL iš 

viso aptikome 358 miRNR raišką (CT<33), o vėlyvųjų pasažų MKL – 365 

miRNR raišką. Palyginę vėlyvojo pasažo MKL miRNR raišką su ankstyvojo 

pasažo MKL miRNR raiška (kontrolė), nustatėme, kad iš 420 tirtų miRNR 

reikšmingai (p < 0,05) padidėjo ≥2 kartus 10 miRNR raiška, o reikšmingai (p < 

0,05) sumažėjo ≥2 kartus 23 miRNR raiška (23 pav. C, 4 lentelė). Tai sudaro 

7,86 % visų tirtų miRNR. 
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A 

 

B 

 
 

C 

 
 

 

23 pav. Žmogaus KČ MKL genų ir miRNR raiškos pokyčiai ilgalaikio 

auginimo in vitro metu 
Diagramose pavaizduoti kamieniškumo genų (A), senėjimo genų (B) ir miRNR (C) raiškos 

pokyčiai vėlyvųjų pasažų MKL (tiriamoji grupė), palyginti su genų raiška ankstyvųjų pasažų 

MKL (kontrolinė grupė). Raudonos spalvos taškai rodo genus, kurių raiška padidėjo ≥2 

kartus. Žalios spalvos taškai rodo genus, kurių raiška sumažėjo ≥2 kartus. Vertikalios šoninės 

pilkos spalvos linijos rodo raiškos pokyčio kartais (angl. fold change) ribą (≥2 kartai), o 

horizontali mėlynos spalvos linija – p reikšmės ribą (p < 0,05). Genai ir miRNR, kurių 

raiškos pokyčiai ir p reikšmės atitiko šias ribas, nurodyti 4 lentelėje 
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4 lentelė. Genai ir miRNR, kurių raiška reikšmingai pakito vėlyvųjų pasažų 

žmogaus KČ MKL, palyginti su ankstyvųjų pasažų žmogaus KČ MKL 

Genas/miRNR  
Raiškos  

pokytis kartais* p miRNR  
Raiškos  

pokytis kartais* p 

ACTA2   3,12  0,018  hsa-miR-7-5p -4,41  0,039  

POU5F1   2,96  0,027  hsa-miR-29b-1-5p -3,55  0,000  

PTPRC    2,58  0,016  hsa-miR-15b-3p -2,88  0,038  

THBS1  2,06  0,032  hsa-miR-576-5p -2,68  0,009  

PCNA -6,77  0,041  hsa-miR-660-5p -2,67  0,000  

E2F1 -3,66  0,067  hsa-miR-25-5p -2,64  0,002  

CDC25C -3,36  0,014  hsa-miR-29a-5p -2,64  0,002  

TBX3 -2,72  0,001  hsa-miR-224-5p -2,62  0,035  

TBX2 -2,59  0,010  hsa-miR-875-3p -2,55  0,013  

PLAU -2,27  0,013  hsa-miR-188-3p -2,52  0,003  

CHEK1  -2,22  0,037  hsa-miR-455-5p -2,31  0,021  

CCNB1 -2,17  0,030  hsa-miR-139-5p -2,31  0,002  

E2F3 -2,02  0,045  hsa-miR-106b-3p -2,30  0,002  

hsa-miR-422a 5,74  0,016  hsa-miR-337-3p -2,23  0,016  

hsa-miR-376b-3p 5,66  0,000  hsa-miR-877-5p -2,19  0,010  

hsa-miR-200a-5p 5,06  0,004  hsa-miR-92a-1-5p -2,19  0,001  

hsa-miR-219a-2-3p 4,10  0,036  hsa-miR-218-5p -2,16  0,044  

hsa-miR-639 3,86  0,007  hsa-miR-130b-5p -2,12  0,046  

hsa-miR-223-3p 3,76  0,049  hsa-miR-192-5p -2,11  0,001  

hsa-miR-608 3,60  0,002  hsa-miR-187-3p -2,10  0,002  

hsa-miR-429 2,70  0,013  hsa-miR-200a-3p -2,07  0,032  

has-miR-210-3p 2,17  0,020  hsa-miR-193a-3p -2,05  0,007  

hsa-miR-335-5p 2,03  0,029  hsa-miR-935 -2,02  0,045  
*Raiškos pokytis kartais išreikštas kaip FG (angl. fold regulation), kuris biologiniu požiūriu 

prasmingiau atspindi raiškos pokytį kartais FC (angl. fold change). FC >1 rodo raiškos padidėjimą ir 

yra lygus FG. FC <1 rodo raiškos sumažėjimą ir FG yra atvirkščiai neigiamas FC (t.y. FG 

apskaičiuojamas pagal formulę 1/-FC) 

 

Funkcinė genų ontologijos analizė. Norėdami geriau suprasti vėlyvojo 

pasažo ląstelėse vykstančius procesus, atlikome 13 genų, kurių raiška pakito 

reikšmingai, funkcinę ontologijos analizę. Genų ontologija (GO) apibrėžia 

sąvokas/klases, naudojamas apibūdinant genų funkcijas bei ryšius tarp šių 

sąvokų. GO klasifikuoja genų funkcijas pagal tris aspektus: biologinius 

procesus, ląstelinę funkciją bei molekulinę funkciją. Tiriant biologines 

funkcijas, genai buvo reikšmingai (p < 0,05) priskirti 36 skirtingiems GO 

terminams (5 lentelė). 75 % GO terminų susiję su metabolizmu, ląstelės ciklu 

bei atsaku į dirgiklį/stresą (24 pav.). Tiriant genų koduojamų produktų ląstelinę 

funkciją, 4 iš 13 genų buvo reikšmingai (p < 0,05) priskirti GO terminui, 

susijusiam su transkripcijos reguliacija. Molekulinių funkcijų analizės metu 6 

iš 13 genų buvo reikšmingai (p < 0,05) priskirti GO terminui, susijusiam su 

sąveika su fermentais proteino kinazėmis (5 lentelė). 
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5 lentelė. Vėlyvųjų pasažų KČ MKL, palyginti su ankstyvųjų pasažų KČ 

MKL, reikšmingai (p < 0,05) ≥2 kartus pakitusios raiškos 13 genų funkcinė 

ontologijos analizė  

GO1 

kategorija 
Biologinis procesas 

Genų sk. 

duomenų 

bazėje2 

Atitikusių 

genų sk.3 
Atitikę genai p4 

GO:0019222 
Metabolinio 

proceso reguliacija 
6588 13 

PCNA, CHEK1, PTPRC, 

CDC25C, TBX2, PLAU, E2F3, 

THBS1, CCNB1, POU5F1, 

TBX3, E2F1, ACTA2 

2,49E-03 

GO:0050896 Atsakas į dirgiklį 7621 13 

PCNA, CHEK1, PTPRC, 

CDC25C, TBX2, PLAU, E2F3, 

THBS1, CCNB1, POU5F1, 

TBX3, E2F1, ACTA2 

1,65E-02 

GO:0060255 

Makromolekulių 

metabolinio proceso 

reguliacija 

5607 12 

PCNA, CHEK1, PTPRC, 

CDC25C, TBX2, E2F3, THBS1, 

CCNB1, POU5F1, TBX3, E2F1, 

ACTA2 

1,11E-02 

GO:0051716 
Ląstelės atsakas į 

dirgiklį 
6227 12 

PCNA, CHEK1, PTPRC, 

CDC25C, TBX2, PLAU, E2F3, 

THBS1, CCNB1, POU5F1, 

TBX3, E2F1 

3,76E-02 

GO:0048518 
Biologinių procesų 

teigiama reguliacija 
5302 12 

PCNA, CHEK1, PTPRC, TBX2, 

PLAU, E2F3, THBS1, CCNB1, 

POU5F1, TBX3, E2F1, ACTA2 

5,77E-03 

GO:0031323 

Ląstelės 

metabolinio proceso 

reguliacija 

5814 12 

PCNA, CHEK1, PTPRC, 

CDC25C, TBX2, PLAU, E2F3, 

THBS1, CCNB1, POU5F1, 

TBX3, E2F1 

1,69E-02 

GO:0006950 Atsakas į stresą 3648 11 

PCNA, CHEK1, PTPRC, TBX2, 

PLAU, E2F3, THBS1, CCNB1, 

POU5F1, TBX3, E2F1 

2,05E-03 

GO:0009893 

Metabolinio 

proceso teigiama 

reguliacija 

3529 11 

PCNA, CHEK1, PTPRC, PLAU, 

E2F3, THBS1, CCNB1, 

POU5F1, TBX3, E2F1, ACTA2 

1,44E-03 

GO:0048522 
Ląstelės proceso 

teigiama reguliacija 
4586 11 

PCNA, CHEK1, PTPRC, TBX2, 

PLAU, E2F3, THBS1, CCNB1, 

POU5F1, TBX3, E2F1 

2,30E-02 

GO:0031325 

Ląstelės 

metabolinio proceso 

teigiama reguliacija 

2904 10 

PCNA, CHEK1, PTPRC, PLAU, 

E2F3, THBS1, CCNB1, 

POU5F1, TBX3, E2F1 

4,14E-03 

GO:0009059 
Makromolekulių 

biosintezės procesas 
3651 10 

PCNA, CHEK1, PTPRC, 

CDC25C, TBX2, E2F3, THBS1, 

POU5F1, TBX3, E2F1 

3,65E-02 

GO:0010604 

Makromolekulių 

metabolinio proceso 

teigiama reguliacija 

2741 10 

PCNA, CHEK1, PTPRC, E2F3, 

THBS1, CCNB1, POU5F1, 

TBX3, E2F1, ACTA2 

2,38E-03 

GO:0033554 
Ląstelės atsakas į 

stresą 
1718 9 

PCNA, CHEK1, TBX2, PLAU, 

E2F3, THBS1, CCNB1, TBX3, 

E2F1 

7,26E-04 

GO:0009888 Audinių vystymasis 1601 9 

PCNA, PTPRC, TBX2, PLAU, 

THBS1, CCNB1, POU5F1, 

TBX3, ACTA2 

3,93E-04 

GO:0048513 Organų vystymasis 2784 9 

PCNA, PTPRC, TBX2, THBS1, 

CCNB1, POU5F1, TBX3, E2F1, 

ACTA2 

4,57E-02 
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tęsinys 

GO1 

kategorija 
Biologinis procesas 

Genų sk. 

duomenų 

bazėje2 

Atitikusių 

genų sk.3 
Atitikę genai p4 

GO:0051173 

Azoto junginių 

metabolinio proceso 

teigiama reguliacija 

1726 9 

PCNA, CHEK1, PTPRC, E2F3, 

THBS1, CCNB1, POU5F1, 

TBX3, E2F1 

7,56E-04 

GO:0042127 

Ląstelės 

proliferacijos 

reguliacija 

1475 9 

CHEK1, PTPRC, TBX2, PLAU, 

E2F3, THBS1, CCNB1, TBX3, 

E2F1 

1,93E-04 

GO:0072359 
Cirkuliacinės 

sistemos vystymasis 
779 8 

PCNA, TBX2, PLAU, THBS1, 

CCNB1, POU5F1, TBX3, 

ACTA2 

3,25E-05 

GO:0072358 

Širdies ir 

kraujagyslių 

sistemos vystymasis 

779 8 

PCNA, TBX2, PLAU, THBS1, 

CCNB1, POU5F1, TBX3, 

ACTA2 

3,25E-05 

GO:0007049 Ląstelės ciklas 1322 8 

PCNA, CHEK1, PTPRC, 

CDC25C, E2F3, THBS1, 

CCNB1, E2F1 

1,98E-03 

GO:0010628 
Genų raiškos 

teigiama reguliacija 
1664 8 

CHEK1, E2F3, THBS1, 

CCNB1, POU5F1, TBX3, E2F1, 

ACTA2 

1,16E-02 

GO:0045935 

Nukleobazių 

turinčių junginių 

metabolizmo 

proceso teigiama 

reguliacija 

1649 8 
PCNA, CHEK1, PTPRC, E2F3, 

CCNB1, POU5F1, TBX3, E2F1 
1,08E-02 

GO:0051726 
Ląstelės ciklo 

reguliacija 
946 7 

CHEK1, PTPRC, CDC25C, 

THBS1, CCNB1, TBX3, E2F1 
4,19E-03 

GO:0009628 
Atsakas į abiotinį 

dirgiklį 
1119 7 

PCNA, CHEK1, PTPRC, PLAU, 

THBS1, CCNB1, E2F1 
1,30E-02 

GO:0008284 

Ląstelės 

proliferacijos 

teigiama reguliacija 

813 7 
PTPRC, TBX2, PLAU, E2F3, 

CCNB1, TBX3, E2F1 
1,50E-03 

GO:0022402 
Ląstelės ciklo 

procesas 
1068 7 

PCNA, CHEK1, PTPRC, E2F1, 

CDC25C, THBS1, CCNB1,  
9,49E-03 

GO:0044770 
Ląstelės ciklo fazės 

perėjimas 
311 6 

PCNA, CHEK1, PTPRC, 

CDC25C, CCNB1, E2F1 
1,36E-04 

GO:0000278 
Mitozinis ląstelės 

ciklas 
791 6 

PCNA, CHEK1, CDC25C, 

E2F3, CCNB1, E2F1 
3,19E-02 

GO:0007507 Širdies vystymasis 441 6 
PCNA, TBX2, THBS1, CCNB1, 

POU5F1, TBX3 
1,06E-03 

GO:0044772 

Ląstelės ciklo 

mitozės fazės 

perėjimas 

307 5 
PCNA, CHEK1, CDC25C, 

CCNB1, E2F1 
6,33E-03 

GO:0001568 
Kraujagyslių 

vystymasis 
446 5 

TBX2, PLAU, THBS1, TBX3, 

ACTA2 
3,92E-02 

GO:0035051 
Kardiomiocitų 

diferenciacija 
101 4 TBX2, CCNB1, POU5F1, TBX3 2,98E-03 

GO:0003151 
Išstumiamojo trakto 

morfogenezė 
57 3 TBX2, THBS1, TBX3 4,47E-02 

GO:0051319 G2 fazė 5 2 E2F3, E2F1 3,49E-02 

GO:0000085 G2-mitozės fazė 3 2 E2F3, E2F1 1,26E-02 

GO:0060596 
Krūties liaukos 

formavimasis 
3 2 TBX2, TBX3 1,26E-02 
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tęsinys 

GO1 

kategorija 
Ląstelinė funkcija 

Genų sk. 

duomenų 

bazėje2 

Atitikusių 

genų sk.3 
Atitikę genai p4 

GO:0005667 

Transkripcijos 

veiksnių 

kompleksas 

291 4 E2F1, E2F3, TBX2, POU5F1 2,93E-02 

GO1 

kategorija 

Molekulinė 

funkcija 

Genų sk. 

duomenų 

bazėje2 

Atitikusių 

genų sk.3 
Atitikę genai p4 

GO:0019899 
Sąveikaujantis su 

fermentu 
1604 7 

PCNA,  PTPRC,  CDC25C,  

CCNB1,  E2F1,  POU5F1,  

ACTA2 

4,47E-02 

GO:0019900 
Sąveikaujantis su 

kinaze 
568 6 

PCNA,  PTPRC,  CDC25C,  

CCNB1,  E2F1,  ACTA2 
1,47E-03 

GO:0019901 
Sąveikaujantis su 

proteino kinaze 
504 6 

PCNA,  PTPRC,  CDC25C,  

CCNB1,  E2F1,  ACTA2 
7,31E-04 

1 GO – Genų ontologija.  
2 Genų, priskirtų konkrečiai GO kategorijai, skaičius duomenų bazėje. Iš viso 2016 03 25 PANTHER duomenų bazėje žmogaus 
genomą sudarė 20814 genai. 
3 Tiriamųjų genų skaičius, atitikęs esančius duomenų bazėje konkrečioje GO kategorijoje. Iš viso tirtas 13 genų rinkinys. 
4 Tikimybė, kad tiriamųjų genų skaičius konkrečioje GO kategorijoje atitiko duomenų bazės duomenis atsitiktinai. Jei P<0,05, 
atitikusių genų skaičius yra statistiškai reikšmingas. 

 

 

 

24 pav. Žmogaus vėlyvųjų pasažų KČ MKL reikšmingai pakitusios raiškos 

genų funkcinė ontologijos analizė biologinių procesų kategorijoje 
13 reikšmingai pakitusios raiškos genų buvo priskirti 36 genų ontologijos (GO) biologinių 

procesų terminams, kurie vėliau buvo sugrupuoti pagal aukštesnės hierarchijos ląstelės 

biologinius procesus. Pirmasis skaičius nurodo GO terminų skaičių, antrasis skaičius – 

procentinę dalį tarp visų 36 GO terminų 
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4.3 Audinio šaldymo įtakos MKL kariotipo stabilumui tyrimas 
 

Siekdami ištirti po užšaldymo atšildyto žmogaus virkštelės drebutinio 

jungiamojo audinio (VDJA) ankstyvųjų (1–2) pasažų MKL genomo stabilumą, 

atlikome įmonėje The Cell Factory (Belgija) užfiksuotų ląstelių (n = 5) 

citogenetinį tyrimą. Dviejų donorų mėginių geros kokybės metafazių skaičius 

analizei buvo nepakankamas (6 lentelė). Kitų trijų donorų mėginių kariotipai 

buvo normalūs, turintys diploidinį chromosomų skaičių (2n = 46, XX). Jokių 

chromosomų struktūros pokyčių (tokių kaip delecijos, inversijos, translokacijos 

ar žiedinės chromosomos) neaptikome (25 pav.). 

 

6 lentelė. Ankstyvųjų pasažų žmogaus VDJA MKL kariotipo tyrimo rezultatai 
 

Mėginys Pasažas Metafazių skaičius 

1 P2 19 

2 P1 25 

3 P1 25 

4 P1 nepakankamas analizei 

5 P1 nepakankamas analizei 

 

 
 

25 pav. MKL, išskirtų iš užšaldyto virkštelės audinio, kariograma  
Visų tirtų donorų ląstelių kariotipai buvo normalūs (2n = 46, XX). Pradinis padidinimas 

1000x 
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4.4 Mitybinės terpės sudėties įtakos MKL genų raiškai tyrimas 
 

Visuminės RNR išskyrimas ir kokybės vertinimas. Iš VDJA MKL, 

augintų rekombinantiniais baltymais ir FVS papildytose mitybinėse terpėse, 

išskirtos visuminės RNR kiekis ir kokybė nurodyti 7 lentelėje. Šie rodikliai 

atitiko PGR gardelių gamintojo keliamus reikalavimus: matuojant 

spektrofotometru, esant 260 nm ir 280 nm bangos ilgiams, sugerties reikšmių 

santykis (A260/280) turi būti 1,8–2,0. 

 

7 lentelė. Iš virkštelės audinio MKL išskirtos visuminės RNR kiekio ir 

kokybės įvertinimo rezultatai 
Mėginys, 

 pasažas 
RNR koncentracija RNR kokybė 

#1, P2 869,1 ng/μl 260/280 = 2,01 

#1-S, P3 2438,6 ng/μl 260/280 = 1,99 

#2, P2 1168,3 ng/μl 260/280 = 1,99 

#2-S, P3 2207,5 ng/μl 260/280 = 2,01 

#3, P2 1026,2 ng/μl 260/280 = 2,00 

#3-S, P3 3482,7 ng/μl 260/280 = 2,02 

 

PGR gardelių kontrolių įvertinimas. Analizėje panaudotų gardelių 

RT² Profiler™ PCR Array Human Mesenchymal Stem Cells ir RT² Profiler™ 

PCR Array Human Cellular Senescence kontrolinių matavimų CT įverčiai 

neperžengė rekomenduojamų normų ribų: teigiamos PGR kontrolės vid.CT 

14±2, atvirkštinės transkripcijos kontrolės ΔCT = vid.CT
RTC – vid.CT

PPC <5, 

genominės DNR kontrolės CT>33. Dalies mėginių atvirkštinės transkripcijos 

kontrolės įverčiai nežymiai viršijo rekomenduojamų normų ribas. Iš visų tirtų 

24 mėginių (įskaitant pakartotinius) 3 mėginių užterštumo genomine DNR 

įvertis buvo <33, todėl šie mėginiai į analizę nebuvo įtraukti. 

Genų raiškos tyrimas, naudojant PGR gardeles. Siekdami išsamiau 

įvertinti VDJA MKL, tyrėme 162 skirtingų genų, susijusių su kamieniškumu ir 

ląstelės senėjimu, raišką, naudodami komercines kiekybinės PGR gardeles. Iš 

viso aptikome 155 genų raiška (CT<33) VDJA MKL, augintose 

rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinėje terpėje. VDJA MKL, 

augintose DME mitybinėje terpėje, papildytoje 10 % FVS, aptikome 158 genų 
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raišką. Nustatėme, kad iš 162 tirtų genų reikšmingai (p < 0,05) padidėjo ≥2 

kartus 24 genų raiška, o reikšmingai (p < 0,05) sumažėjo ≥2 kartus 9 genų 

raiška VDJA MKL, augintose mitybinėje terpėje su rekombinantiniais 

baltymais, palyginti su ląstelėmis, augintomis su FVS (26 pav. A, B, 8 lentelė). 

Tai sudaro 20,37 % visų tirtų genų. 

 

  A 

 

B 

 
 

26 pav. Žmogaus VDJA MKL, augintų skirtingose mitybinėse terpėse, 

genų raiškos pokyčiai 
Diagramose pavaizduoti kamieniškumo genų (A) ir senėjimo genų (B) raiškos pokyčiai 

VDJA MKL, augintose rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinėje terpėje 

(tiriamoji grupė), palyginti su VDJA MKL, augintose FVS turinčioje mitybinėje terpėje, 

genų raiška (kontrolinė grupė). Raudonos spalvos taškai rodo genus, kurių raiška padidėjo 

≥2 kartus. Žalios spalvos taškai rodo genus, kurių raiška sumažėjo ≥2 kartus. Vertikalios 

šoninės pilkos spalvos linijos rodo raiškos pokyčio kartais (angl. fold change) ribą (≥2 

kartai), o horizontali mėlynos spalvos linija – p reikšmės ribą (p < 0,05). Genai, kurių 

raiškos pokyčiai ir p reikšmės atitiko šias ribas, nurodyti 8 lentelėje 

   

Genų ontologijos analizė. Atlikome 33 genų, kurių raiška reikšmingai 

pakito, funkcinę ontologijos analizę, siekdami geriau suprasti VDJA MKL 

vykstančius procesus. Tiriant biologines funkcijas, genai buvo reikšmingai (p < 

0,05) priskirti skirtingiems 358-iems genų ontologijos (GO) terminams. 

Dauguma terminų susiję su vystymusi (daugiausia ląstelės diferenciacija bei 

morfogeneze), metabolizmu (daugiausia DNR replikacija, RNR transkripcija 

bei baltymų modifikacijomis) ir atsaku į dirgiklį (daugiausia augimo veiksnius 

bei hipoksiją) (27 pav.). Tiriant genų koduojamų produktų ląstelinę funkciją, 
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genai buvo reikšmingai (p < 0,05) priskirti 15-ai GO terminų (9 lentelė). 

Tiriant genų koduojamų produktų molekulinę funkciją, genai buvo reikšmingai 

(p < 0,05) priskirti 16-ai GO terminų (10 lentelė). 

 

8 lentelė. Genų raiška, kuri reikšmingai pakito žmogaus VDJA MKL, 

augintose rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinėje terpėje, palyginti 

su VDJA MKL, augintų serumo turinčioje mitybinėje terpėje, genų raiška 

Genas 
Raiškos  

pokytis kartais* p Genas 
Raiškos  

pokytis kartais* p 

NT5E 61,41 0,010 THBS1 4,36 0,024 

PTK2 45,64 0,016 SMAD4 4,25 0,017 

BGLAP 35,22 0,024 TGFB3 4,23 0,016 

NES 20,57 0,001 ANPEP 4,05 0,024 

BMP4 18,23 0,001 HDAC1 2,81 0,002 

RHOA 17,83 0,022 HAT1 2,39 0,049 

CDKN2C 14,34 0,003 CD44 2,22 0,005 

CTNNB1 14,15 0,004 IGFBP3 -3,10 0,018 

CHEK1 14,03 0,049 VEGFA -3,58 0,000 

NUDT6 11,86 0,013 GDF15 -5,80 0,019 

ENG 9,65 0,004 CREG1 -8,45 0,030 

CCNA2 8,10 0,027 IL6 -9,02 0,000 

CDKN1C 7,91 0,017 JAG1 -9,50 0,023 

GDF5 7,74 0,031 ICAM1 -9,83 0,000 

HGF 7,64 0,015 CDKN2B -12,67 0,033 

EGR1 6,45 0,005 CSF3 -26,79 0,014 

CITED2 4,84 0,046    
*Raiškos pokytis kartais išreikštas kaip FG (angl. fold regulation), kuris biologiniu požiūriu 

prasmingiau atspindi raiškos pokytį kartais FC (angl. fold change). FC >1 rodo raiškos padidėjimą ir 

yra lygus FG. FC <1 rodo raiškos sumažėjimą ir FG yra atvirkščiai neigiamas FC (t.y. FG 

apskaičiuojamas pagal formulę 1/-FC). 

 

 
27 pav. Žmogaus VDJA MKL, augintose skirtingose mitybinėse terpėse, 

reikšmingai pakitusios raiškos genų funkcinė ontologinė analizė biologinių 

procesų kategorijoje 
33 reikšmingai pakitusios raiškos genai buvo priskirti 358-iems genų ontologijos (GO) 

biologinių procesų terminams, kurie vėliau buvo sugrupuoti pagal aukštesnės hierarchijos 

ląstelės biologinius procesus. Pirmasis skaičius nurodo GO terminų skaičių, antrasis skaičius 

– procentinę dalį tarp visų 358 GO terminų 
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9 lentelė. Mitybinėje terpėje su rekombinantiniais baltymais augintų VDJA 

MKL, palyginti su FVS turinčioje mitybinėje terpėje augintomis VDJA MKL, 

reikšmingai (p < 0,05) ≥2 kartus pakitusios raiškos 33 genų funkcinė 

ontologijos analizė lokalizacijos ląstelėje kategorijoje 

GO1 

kategorija 

lokalizacija 

ląstelėje 

Genų sk. 

duomenų 

bazėje2 

Atitikusių 

genų sk.3 
Atitikę genai P4 

GO:0005576 
Užląstelinis 

regionas 
4416 21 

ANPEP, THBS1, TGFB3, RHOA, 

BGLAP, ICAM1, VEGFA, CD44, 

CTNNB1, CSF3, JAG1, NT5E, ENG, 

IGFBP3, BMP4, HGF, GDF15, 

GDF5, CREG1, CHEK1, IL6 

2,04E-04 

GO:0044421 
Užląstelinio regiono 

dalis 
3692 20 

ANPEP, THBS1, TGFB3, RHOA, 

BGLAP, ICAM1, VEGFA, CD44, 

CTNNB1, CSF3, NT5E, ENG, 

IGFBP3, BMP4, HGF, GDF15, 

GDF5, CREG1, CHEK1, IL6 

5,87E-05 

GO:0005615 Užląstelinė erdvė 1299 16 

ANPEP, THBS1, TGFB3, BGLAP, 

ICAM1, VEGFA, CSF3, ENG, 

IGFBP3, BMP4, HGF, GDF15, 

GDF5, CREG1, CHEK1, IL6 

2,62E-08 

GO:0009986 Ląstelės paviršius 720 10 

ANPEP, THBS1, TGFB3, RHOA, 

ICAM1, VEGFA, CD44, NT5E, ENG, 

IL6 

1,29E-04 

GO:0098552 Membranos pusė 419 7 
PTK2, ANPEP, THBS1, ICAM1, 

CD44, ENG, IL6 
4,28E-03 

GO:0005925 Sutelktinis sąlytis 383 6 
PTK2, RHOA, ICAM1, CD44, 

CTNNB1, ENG 
3,32E-02 

GO:0005924 
Ląstelės-substrato 

sąlyčio junktis  
388 6 

PTK2, RHOA, ICAM1, CD44, 

CTNNB1, ENG 
3,57E-02 

GO:0000785 Chromatinas 404 6 
HAT1, SMAD4, CTNNB1, HDAC1, 

CITED2, CHEK1 
4,47E-02 

GO:0030055 
Ląstelės-substrato 

jungtis 
392 6 

PTK2, RHOA, ICAM1, CD44, 

CTNNB1, ENG 
3,78E-02 

GO:0009897 

Plazminės 

membranos išorinė 

pusė 

232 6 
ANPEP, THBS1, ICAM1, CD44, 

ENG, IL6 
1,94E-03 

GO:0034774 
Sekrecinės granulės 

vidus 
62 4 THBS1, TGFB3, VEGFA, HGF 3,56E-03 

GO:0060205 

Pūslelės, 

susiformavusios iš 

citoplazminės 

membranos, vidus 

79 4 THBS1, TGFB3, VEGFA, HGF 9,22E-03 

GO:0031093 
Trombocitų α-

granulės vidus 
48 4 THBS1, TGFB3, VEGFA, HGF 1,30E-03 

GO:0031091 
Trombocitų α-

granulė 
63 4 THBS1, TGFB3, VEGFA, HGF 3,79E-03 

GO:0031983 Pūslelės vidus 80 4 THBS1, TGFB3, VEGFA, HGF 9,68E-03 
1 GO – Genų ontologija.  
2 Genų, priskirtų konkrečiai GO kategorijai, skaičius duomenų bazėje. Iš viso 2016 03 25 PANTHER duomenų bazėje žmogaus 
genomą sudarė 20814 genai. 
3 Tiriamųjų genų skaičius, atitikęs esančius duomenų bazėje konkrečioje GO kategorijoje. Iš viso tirtas 33 genų rinkinys. 
4 Tikimybė, kad tiriamųjų genų skaičius konkrečioje GO kategorijoje atitiko duomenų bazės duomenis atsitiktinai. Jei P<0,05, 
atitikusių genų skaičius yra statistiškai reikšmingas. 
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10 lentelė. Mitybinėje terpėje su rekombinantiniais baltymais augintų VDJA 

MKL, palyginti su FVS turinčioje mitybinėje terpėje augintomis VDJA MKL, 

reikšmingai (p < 0,05) ≥2 kartus pakitusios raiškos 33 genų funkcinė 

ontologijos analizė molekulinių funkcijų kategorijoje 

GO1 

kategorija 
Molekulinė funkcija 

Genų sk. 

duomenų 

bazėje2 

Atitikusių 

genų sk.3 
Atitikę genai P4 

GO:0005488 Jungimasis 13955 30 

HAT1, PTK2, ANPEP, THBS1, TGFB3, 

RHOA, BGLAP, ICAM1, VEGFA, 

CD44, SMAD4, NUDT6, CTNNB1, 

CSF3, HDAC1, CDKN2C, JAG1, NT5E, 

ENG, IGFBP3, CITED2, BMP4, HGF, 

GDF15, CDKN2B, GDF5, CCNA2, 

CREG1, CHEK1, IL6 

4,56E-03 

GO:0005515 Jungimasis prie baltymo 10420 30 

HAT1, PTK2, THBS1, TGFB3, RHOA, 

ICAM1, VEGFA, CD44, SMAD4, 

NUDT6, CTNNB1, CSF3, HDAC1, 

CDKN2C, JAG1, ENG, IGFBP3, 

CITED2, BMP4, HGF, GDF15, 

CDKN2B, GDF5, CCNA2, CREG1, 

CHEK1, IL6, EGR1, CDKN1C, NES 

1,77E-03 

GO:0005102 
Jungimasis prie 

receptoriaus 
1415 15 

PTK2, THBS1, TGFB3, ICAM1, 

VEGFA, NUDT6, CTNNB1, CSF3, 

JAG1, ENG, BMP4, HGF, GDF15, 

GDF5, IL6 

2,38E-06 

GO:0008083 
Augimo veiksnio 

aktyvumas 
162 10 

TGFB3, VEGFA, NUDT6, CSF3, JAG1, 

BMP4, HGF, GDF15, GDF5, IL6 
1,57E-10 

GO:0005126 
Jungimasis prie citokinų 

receptoriaus 
262 8 

TGFB3, VEGFA, CSF3, ENG, BMP4, 

GDF15, GDF5, IL6 
1,62E-05 

GO:0005125 Citokino aktyvumas 217 7 
TGFB3, VEGFA, CSF3,  BMP4, 

GDF15, GDF5, IL6 
1,10E-04 

GO:0005160 
Jungimasis prie TGF-β 

receptoriaus 
49 5 TGFB3, ENG, BMP4, GDF15, GDF5 3,98E-05 

GO:0005539 
Jungimasis prie 

glikozaminoglikano 
197 5 THBS1, VEGFA, CD44, ENG, BMP4 3,54E-02 

GO:0001085 

Jungimasis prie RNR 

polimerazės II 

transkripcijos veiksnio 

94 4 SMAD4, CTNNB1, HDAC1, CITED2 3,75E-02 

GO:0019955 Jungimasis prie citokino 83 4 THBS1, TGFB3, ENG, GDF5 2,31E-02 

GO:0004861 

Nuo ciklino 

priklausomos 

serino/treonino kinazės 

slopiklio aktyvumas 

12 3 CDKN2C, CDKN2B, CDKN1C 2,53E-03 

GO:0030291 
serino/treonino kinazės 

slopiklio aktyvumas 
28 3 CDKN2C, CDKN2B, CDKN1C 3,15E-02 

GO:0050431 Jungimasis prie TGF-β 16 3 THBS1, TGFB3, ENG 5,96E-03 

GO:0001968 
Jungimasis prie 

fibronektino 
28 3 THBS1, VEGFA, IGFBP3 3,15E-02 

GO:0016538 

Nuo ciklino 

priklausomos 

serino/treonino kinazės 

reguliatoriaus 

aktyvumas 

20 3 CDKN2C, CDKN2B, CDKN1C 1,16E-02 

GO:0042056 
Chemoatraktanto 

aktyvumas 
25 3 VEGFA, BMP4, HGF 2,25E-02 

1 GO – Genų ontologija.  
2 Genų, priskirtų konkrečiai GO kategorijai, skaičius duomenų bazėje. Iš viso 2016 03 25 PANTHER duomenų bazėje žmogaus 
genomą sudarė 20814 genai. 
3 Tiriamųjų genų skaičius, atitikęs esančius duomenų bazėje konkrečioje GO kategorijoje. Iš viso tirtas 33 genų rinkinys. 
4 Tikimybė, kad tiriamųjų genų skaičius konkrečioje GO kategorijoje atitiko duomenų bazės duomenis atsitiktinai. Jei P<0,05, 
atitikusių genų skaičius yra statistiškai reikšmingas. 
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5. REZULTATŲ APTARIMAS 

 

5.1 MKL išskyrimo iš likutinės kaulų čiulpų medžiagos ir pagausinimo 

iki terapijai tinkamo kiekio metodika  

 

Šiuo metu kaulų čiulpai yra pagrindinis terapijai skirtų žmogaus 

mezenchiminių kamieninių ląstelių (MKL) šaltinis20. Naudoti klinikoje MKL 

paprastai yra išskiriamos iš didelio kaulų čiulpų (KČ) tūrio (50–60 ml) 

centrifuguojant per tankio gradientą16,104-106. Mažo kaulų čiulpų tūrio (<8 ml) 

naudoti nerekomenduojama dėl rizikos išskirti per mažai ląstelių107. Išskirtos 

MKL daug kartų pagausinamos in vitro, kol išauginamas terapinį poveikį 

sukeliantis MKL kiekis104,108. Tačiau kaulų čiulpų punkcija yra invazinė ir 

skausminga procedūra pacientui109. Procedūros metu atliekama premedikacija 

ir atliekama narkozė110. Dėl to nedaug žmonių sutinka tapti kaulų čiulpų 

donorais. Be to, sudėtinga standartizuoti centrifugavimo per tankio gradientą 

procedūrą111. Pastaraisiais metais tyrėjai ieško naujų, lengviau 

standartizuojamų ir mažiau nepatogumų donorams sukeliančių metodų MKL 

išskirti iš kaulų čiulpų. Horn su bendraautoriais  KČ MKL išskyrimui pasiūlė 

taikyti raudonųjų kraujo ląstelių lizės metodą naudojant mažesnį kaulų čiulpų 

tūrį (10–20 ml)111. Otsuru su bendraautoriais KČ MKL išskirti pasiūlė naudoti 

uždarą filtravimo sistemą (Kaneka Corporation, Japonija), kurioje branduolį 

turinčios ląstelės surenkamos filtre nenaudojant centrifugavimo procedūros112.  

Šio tyrimo metu mes pirmiausia sėkmingai išskyrėme MKL iš likutinės 

žmogaus kaulų čiulpų transplantacijos medžiagos pritaikydami raudonųjų 

kraujo ląstelių lizės (RKLL) metodą. MKL išskyrėme iš vieno vakuuminio 

mėgintuvėlio, turinčio 6 ml kaulų čiulpų – dar mažesnio tūrio nei rekomendavo 

Horn su bendraautoriais111. Kontrolinėje grupėje MKL išskyrėme iš 60 ml 

kaulų čiulpų tūrio (10 vakuuminių mėgintuvėlių po 6 ml kiekviename) 

standartiniu centrifugavimo per fikolio gradientą (CFG) metodu. Išskirtas 

ląsteles persėdavome ir auginome, kol užaugo antrasis pasažas (P2), kai 

kontrolinėje grupėje ląstelių kiekis pasiekė vadinamąją terapinę dozę (1–5∙106 
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ląstelių/paciento 1 kg)76,104,113. Tiriamosios grupės P2 ląstelių kiekis buvo 

truputį mažesnis. Įvertinę abiem metodais išskirtų MKL augimo in vitro laiką 

ir užaugusių ląstelių kiekį, nustatėme, kad skirtumai yra statistiškai 

nereikšmingi (4.1 skyrius). Iš 15 pav. matyti, kad ląstelių augimo kreivės yra 

beveik lygiagrečios ir RKLL metodu išskirtų MKL terapijai reikšmingą kiekį 

būtume pasiekę po kito persėjimo keletą dienų. Pagal standartinius 

kriterijus10,110 – gebėjimą prisitvirtinti prie plastikinių paviršių, morfologiją (16 

pav.) ir paviršiaus žymenų raišką – įsitikinome, kad P2 ląstelės tikrai yra MKL. 

Tuo remdamiesi padarėme išvadą, kad RKLL metodu MKL galima išskirti iš 

nedidelio kaulų čiulpų tūrio ir pagausinti iki terapijai reikalingo kiekio per 

panašų laiko tarpą, kaip ir naudojant įprastą CFG MKL išskyrimo iš didelių 

kaulų čiulpų tūrių metodą. 

Galimi keli RKLL metodo efektyvumo paaiškinimai. Visų pirma taikant 

RKLL metodą naudojamos visos vienabranduolės ląstelės, o taikant CFG 

metodą dalis ląstelių yra prarandamos, nes naudojamos tik plazmos frakcijoje 

sukoncentruotos vienabranduolės ląstelės114. Antra vertus, ląstelių lizės metu 

išsiskiria įvairūs augimą skatinantys veiksniai. Žinoma, kad trombocitų lizate 

gausu įvairių citokinų ir augimo veiksnių, tokių kaip pagrindinis fibroblastų 

augimo veiksnys (angl. basic fibroblast growth factor, bFGF) bei trombocitų 

augimo veiksnys (angl. platelet-derived growth factor, PDGF)115, kurie skatina 

MKL augimą111. Kadangi trombocitų yra kaulų čiulpuose116, šių lizatas gali 

panašiai skatinti MKL augimą in vitro. Be to, dalis CFG metodu išskirtų 

ląstelių galėjo būti negyvybingos. Labai tikėtina, kad dėl šių priežasčių RKLL 

metodu išskirtos MKL pirmąjį monosluoksnį (P0) suformavo anksčiau nei 

MKL, išskirtos CFG metodu (15 pav.).   

Kadangi RKLL metodas toks pat efektyvus kaip ir CFG metodas, verta 

pasinaudoti RKLL metodo privalumais. Visų pirma nebereikia atlikti kaulų 

čiulpų biopsijos specialiai MKL gauti – MKL galima išskirti iš nedidelės dalies 

kaulų čiulpų, skirtų transplantacijai. Taip potencialus MKL donoras išvengia 

kaulų čiulpų biopsijos ir su ja susijusių galimų komplikacijų – hemoragijų, 

kaulinio audinio trauminių pažeidimų ir skausmo117 – rizikos. Antra, RKLL 
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metodas yra greitesnis ir paprastesnis, nes metųjį taikant atliekama žymiai 

mažiau manipuliacijų su ląstelėmis nei taikant CFG metodą111. Trečia, RKLL 

technologija palengvina naudoti klinikoje skirtų MKL išskyrimo metodo 

standartizavimą ir GGP reikalavimų laikymąsi, kadangi yra panaudojamos 

visos vienabranduolės ląstelės ir dėl to yra mažiau paveikiama heterogeninė 

kaulų čiulpų sudėtis. Remiantis RKLL metodu, gali būti kuriami ir gaminami 

nauji uždaros sistemos automatizuoti klinikinio lygmens MKL išskyrimo 

prietaisai. Tokie standartizuoti metodai sumažintų užkrato tikimybę ir 

padidintų MKL rezultatų atsikartojamumą111,118. Galiausiai iki šiol nėra tiksliai 

žinoma, kokie augimo veiksniai yra būtini MKL augti119. Todėl remiantis mūsų 

ir kitų tyrėjų rezultatais, verta tyrinėti lizato sudėtį ir identifikuoti veiksnius, 

kurie reikšmingi MKL proliferacijai. Šie ateities tyrimai būtų svarbūs 

biotechnologijos kompanijoms, kurios gamina apibrėžtos sudėties gyvūninės 

kilmės komponentų neturinčias mitybines terpes. 

 

5.2 Ilgalaikio auginimo in vitro įtaka MKL savybėms  

 

Sėkmingai sukūrę MKL išskyrimo iš likutinės kaulų čiulpų medžiagos 

metodiką, toliau siekėme išsamiau įvertinti dauginamų in vitro MKL savybes. 

Labai tikėtina, kad gausinamų in vitro MKL fundamentalios biologinės 

savybės gali pakisti120. Todėl remdamiesi Tarptautinės ląstelių terapijos 

draugijos10, Europos medicinos agentūros99,121 bei JAV maisto ir vaistų 

administracijos67 rekomendacijomis, mes charakterizavome MKL, įvertindami 

ląstelių morfologiją, prisitvirtinimą prie plastiko, proliferacijos potencialą, 

imunofenotipą, senėjimo būseną, kariotipo stabilumą bei genų, susijusių su 

ląstelės ciklu, raišką pritaikę gardelių technologiją. Žmogaus KČ MKL 

gyvavimo trukmę in vitro suskirstėme į ankstyvuosius pasažus (P3–P4) ir 

vėlyvuosius pasažus (P6–P7) pagal ląstelių proliferacijos intensyvumą ir 

senstančių ląstelių dalį populiacijoje122. 
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5.2.1 Ilgalaikio auginimo in vitro įtaka MKL fenotipinėms, funkcinėms 

savybėms ir kariotipo stabilumui 

 

Proliferacija yra kamieninių ląstelių fundamentinė savybė, būtina 

atsinaujinti ir pasidauginti. Proliferacija apibrėžia kamieninių ląstelių 

kamieniškumo laipsnį123. Šio tyrimo metu parodėme, kad ankstyvųjų pasažų 

žmogaus KČ MKL yra intensyviai proliferuojančios. Užšaldytos P1 žmogaus 

KČ MKL gali būti pagausintos in vitro iki terapijai tinkamo kiekio per 2 

savaites, per kurias susiformuoja P3–P4, bendram populiacijos padvigubėjimui 

(BPP) pasiekus 8,08±0,74 (17 pav.), kuris atitiktų šimtus milijonų ląstelių. P0–

P1 KČ MKL lėtesnį augimą aiškiname tuo, kad ląstelėms reikia laiko 

adaptuotis prie nefiziologinių in vitro sąlygų. 

Ankstyvųjų pasažų MKL buvo prisitvirtinusios prie paviršių ir išlaikė 

tipišką suaugusių žmonių KČ MKL verpstės ar fibroblastoidinę morfologiją124 

(18 pav. A). Paviršiaus žymenų raiška atitiko Tarptautinės ląstelių terapijos 

bendruomenės pasiūlytą MKL apibrėžimo kriterijų10. Reiktų pažymėti, kad 

P3–P4 KČ MKL buvo ypatingai grynos – standartinių teigiamų paviršiaus 

žymenų raiška viršijo 99 % (19 pav. A–C). 

Vienas didžiausių nerimą keliančių aspektų siekiant MKL panaudoti 

praktikoje yra MKL genomo nestabilumas125, nes jis sudaro sąlygas ląstelėms 

įgyti vėžinių ypatybių58. Patikimas MKL genomo stabilumo rodiklis yra 

normalaus kariotipo išlaikymas126. Todėl MKL citogenetinė analizė yra būtina 

siekiant įvertinti gausinamų in vitro ląstelių saugumą127. Šio tyrimo metu 

augintų žmogaus KČ MKL kariotipą analizavome taikydami metafazių 

chromosomų dažymą G–metodu (angl. G–banding), kuris yra aukso standartas 

tarp visų citogenetinių metodų128. Parodėme, kad P3–P4 MKL turėjo normalų 

kariotipą, nenustatėme jokių chromosomų struktūros kloninių pokyčių (tokių 

kaip delecijos, inversijos, translokacijos ar žiedinės chromosomos) (22 pav. A). 

Aptikome keletą atsitiktinių chromosomų skaičiaus pokyčių (22 pav. B), 

kuriuos, labiausiai tikėtina, nulėmė techninės chromosomų preparatų 

paruošimo priežastys77. Šie ankstyvųjų pasažų MKL genomo stabilumo 
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rezultatai sutampa su kai kurių kitų tyrėjų rezultatais129 ir rodo, kad tokių 

ląstelių taikymas terapijoje nedidintų MKL supiktybėjimo rizikos. 

Klinikiniuose tyrimuose dažniausiai (94 %) naudojamos ankstyvųjų 

pasažų žmogaus MKL130. Yra žinoma, kad žmogaus MKL savybės po truputį 

kinta auginimo metu, todėl nepatartina auginti daugiau nei 4–5 pasažus131. 

Visgi mes nusprendėme vėliau, atšildę užšaldytą nedidelę dalį ankstyvųjų 

pasažų žmogaus KČ MKL, ląsteles paauginti, kol susiformuos papildomi trys 

pasažai – iki P6–P7, siekdami ištirti galimybę gauti papildomus kliniškai 

reikšmingus ląstelių kiekius. Tačiau vėlyvųjų pasažų KČ MKL augimas po 

truputį lėtėjo (17 pav.), daugėjo padidėjusių netaisyklingos morfologijos 

ląstelių (18 pav. B). Šie požymiai rodė, kad ląstelės galbūt perėjo į senėjimo 

būklę132,133.  

Šio tyrimo metu ilgalaikis auginimas in vitro skirtingai paveikė 

žmogaus KČ MKL imunofenotipą. Tokie rezultatai mums buvo netikėti. 1 

donoro MKL paviršiaus žymenų raiška išliko stabili viso auginimo in vitro 

metu (19 pav. A, D). 2 donoro vėlyvųjų pasažų MKL neigiamų žymenų raiška 

padidėjo iki 5,10 % (19 pav. B, E). 3 donoro vėlyvųjų pasažų ląstelių, kurios 

visai nustojo dalytis (17 pav.), paviršiaus žymenų raiška labai pakito: dalis 

ląstelių prarado teigiamus bei dalis ląstelių įgijo neigiamus paviršiaus žymenis 

(19 pav. C, F, 20 pav.). Prieštaringus rezultatus yra paskelbę ir kiti tyrėjai. 

Dmitrieva su bendraautoriais134 parodė, kad žmogaus KČ MKL (n = 43) 

pereina į senėjimo fazę po P3–P4, tačiau visų pasažų metu ląstelės išlieka 

teigiamos pagal žymenis CD105, CD90, CD166 bei CD73 ir neigiamos pagal 

žymenis CD34, CD19, CD14 bei CD45. Somasundaram su bendraautoriais135 

parodė, kad dauguma (3 iš 4) žmogaus KČ MKL kultūrų nustojo augti po P15, 

tačiau ilgalaikio auginimo metu >90 % ląstelių ekspresuoja CD73, CD90 bei 

CD105 ir <10 % ląstelių ekspresuoja CD34, CD45 bei HLA–DR. Tuo tarpu 

Wagner su bendraautoriais25 parodė, kad auginimas in vitro turi labai didelės 

įtakos žmogaus KČ MKL (n = 6) imunofenotipui: ankstyvųjų pasažų MKL 

paviršiaus žymenų raiška buvo daug didesnė nei į senėjimo fazę perėjusių 

ląstelių. Tačiau tyrėjai nepateikė raiškos kiekybinių rezultatų. Mūsų bei kitų 
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tyrėjų gauti rezultatai rodo, kad vėlyvųjų pasažų KČ MKL identifikacija pagal 

paviršiaus žymenų raišką gali būti sudėtinga. Todėl standartinių paviršiaus 

žymenų raiškos pokyčiai reikalauja tolesnių tyrinėjimų. Taip pat buvo 

nustatyta koreliacija, nors ir statistiškai nereikšminga, tarp ilgalaikio auginimo 

ir padidėjusio ląstelių granuliuotumo – tai dar viena su žmogaus KČ MKL 

senėjimu siejama savybė136. 

Įdomu tai, kad vėlyvųjų pasažų žmogaus KČ MKL kariotipas išliko 

normalus (22 pav. A). Šie rezultatai sutampa su kai kurių kitų tyrėjų gautais 

duomenimis žmogaus KČ MKL ilgalaikio auginimo metu32,77,137,138 ir 

prieštarauja neseniai paskelbtam Estrada su bendraautoriais tyrimui, kuriame 

parodyta, kad ilgalaikio auginimo metu senti linkusios žmogaus riebalinio 

audinio MKL dažnai yra aneuploidinės21.  

 

5.2.2 MKL senėjimas ilgalaikio auginimo in vitro metu ir su senėjimu 

susiję biožymenys 

 

Ištyrę ląstelių β-galaktozidazės, dažniausiai naudojamą senstančių 

ląstelių biožymenį139, aktyvumą patvirtinome, kad beveik pusė vėlyvųjų pasažų 

žmogaus KČ MKL perėjo į senėjimo būseną, o ankstyvuosiuose pasažuose 

senstančių ląstelių nustatėme tik pavienių (21 pav.). Jau kuris laikas žinoma, 

kad ilgalaikis auginimas in vitro sukelia suaugusiųjų KČ MKL su senėjimu 

susijusius pokyčius20. Tačiau labai sudėtinga numatyti, kuriame pasaže ar po 

kelių populiacijos padvigubėjimų žmogaus KČ MKL pereis į senėjimo būseną. 

Šio tyrimo metu ląstelės senėjimo būseną pasiekė po 15,08±3,04 populiacijos 

padvigubėjimų (17 pav.). Dalis tyrėjų yra nustatę ankstesnį žmogaus KČ MKL 

senėjimą – po 6–16 PP25, kiti vėlesnį – po 25–4017 ar net po 35–52 PP26. Tai 

rodo, kad žmogaus KČ MKL senėjimas nėra susijęs su konkrečiu populiacijos 

ląstelių pasidalijimo skaičiumi in vitro. Kai kurie autoriai nustatė ryšį tarp KČ 

MKL proliferacijos potencialo ir donorų amžiaus: 59–75 metų131 bei 20–50 

metų132 donorų KČ MKL proliferacijos potencialas, palyginti su nepilnamečių 

(iki 18 metų) KČ MKL proliferacijos potencialu, buvo mažesnis. 
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Deja, iki šiol nėra standartizuoto metodo ląstelių senėjimui įvertinti27. 

Iki šiol nėra molekulinių žymenų, kurie specifiškai atspindėtų MKL 

populiacijos ląstelių senėjimą140. Tinkamų molekulinių žymenų (genų) 

atrinkimas galėtų būti efektyvus įrankis siekiant įvertinti MKL senėjimą ir 

MKL ilgalaikio auginimo saugumą bei efektyvumą139. Kiekybinė PGR (kPGR) 

yra dažniausiai taikomas metodas genų raiškai tirti141, todėl šio tyrimo metu 

mes panaudojome kPGR gardeles. Skirtingų 162 genų raiškos analizė parodė, 

kad P6–P7 ląstelėse, palyginti su P3–P4 ląstelėmis, 4 genų raiška reikšmingai 

(p < 0,05) padidėjo ≥2 kartus ir 9 genų raiška reikšmingai (p < 0,05) sumažėjo 

≥2 kartus (23 pav. A, B, 4 lentelė).  

Genas Pou5f1 (Oct4) yra gyvybiškai svarbus embrioninių kamieninių 

ląstelių pluripotentiškumo reguliatorius, kuris somatinėse kamieninėse 

ląstelėse gali tapti aktyvus dėl auginimo sąlygų142. Genas PTPRC koduoja 

baltymą tirozino fosfatazę CD45, kuri veikia kaip neigiamas citokinų 

receptorių signalinio kelio reguliatorius ir kurios padidėjusi raiška slopina 

citokinų sužadintus signalinius kelius143. CD45 raiška nėra būdinga žmogaus 

MKL10, ir šiame tyrime padidėjusi geno PTPRC raiška iš dalies galėtų 

paaiškinti padidėjusią bendrąją neigiamų paviršiaus žymenų raišką (19 pav. E–

F). Genas PCNA koduoja proliferuojančios ląstelės branduolio antigeną, kurio 

raiška vyksta tik aktyviai proliferuojančiose ląstelėse144. E2F1–3 sužadina 

baltymo PCNA raišką145, o pastarąjį reguliuoja kinazė Chk1146. 

Genas ACTA2, kurio raiška senstančiose KČ MKL buvo labiausiai 

padidėjusi, koduoja miofibroblastams specifinę lygiųjų raumenų α-aktino 

izoformą147, kurios raiška taip pat vyksta ir žmogaus KČ MKL148 ir kurios dėka 

šios ląstelės geba sutraukti (angl. contract) užląstelinio užpildo (ULU) 

komponentus149. Genas THBS1 koduoja trombospondiną-1 – adhezinį 

glikoproteiną, kuris yra sekretuojamas ir įtraukiamas į ULU150,116 ir kuris 

tarpininkauja ląstelė-ląstelė bei ląstelė-užpildas sąveikose151. Genas PLAU 

koduoja fermentą urokinazės tipo plazminogeno aktyviklį (uPA), kuris 

reguliuoja ULU degradaciją, ląstelių adheziją, uždegiminį ląstelių 

aktyvinimą152 ir kurio aktyvumas priklauso nuo citoskeleto reorganizacijos153. 
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Citoskeleto remodeliacijos ir/arba reorganizacijos sutrikimai siejami su 

žmogaus KČ MKL senėjimu154. Pakitusi ULU baltymų sintezė ir ULU 

moduliacija taip pat yra siejama su ląstelių senėjimu155,156.  

Rb-E2F yra pagrindinis signalinis kelias, kuris kontroliuoja ląstelės 

ciklo eigą iš G0 per G1 į S fazę157 integruodamas daugybę mitogeninių ir 

antimitogeninių dirgiklių158. E2F1 ir E2F3 kontroliuoja daugybės genų, 

dalyvaujančių DNR replikacijoje ir ląstelės ciklo eigoje, raišką. Šių 

transkripcijos veiksnių veikimo sutrikimai lemia senėjimo indukciją159. Genų 

E2F1 ir E2F3 iRNR transliaciją reguliuoja miRNR160. Veiksnio E2F3, kurio 

geno raiška buvo labiausiai sumažėjusi šiame tyrime, veikimo sutrikimas lemia 

ryškiausias pasekmes, palyginti su veiksnių E2F1 ir E2F2 nulemtais 

sutrikimais161. Genai TBX2 ir TBX3 koduoja baltymus T-box, kurie veikia kaip 

transkripcijos slopikliai162. Chk1 kinazė yra būtinas žmogaus ląstelės ciklo G2 

fazės DNR pažaidų kontrolės taško baltymas163, kai G1/S kontrolės taško 

pagrindinis reguliatorius yra p53163. Kinazės CHEK1 nuslopinimas mažina 

G2/M kontrolės taško aktyvumą164, o tai didina pirmalaikio perėjimo į mitozę 

nespėjus ištaisyti DNR pažaidų riziką165. Žmogaus CDC25C fosfatazė yra 

pagrindinis aktyviklis ciklino B1-Cdk1 komplekso166, kuris būtinas ląstelės 

ciklui pereiti į mitozę167. CDC25C nuslopinimas skatina ląstelės ciklo 

sustabdymą G2/M fazėje168, o G2/M stabdymas yra streso sužadinto 

pirmalaikio ląstelės senėjimo požymis169. Ląstelės diferenciacija arba 

perėjimas į ramybės (angl. quiescence) fazę paprastai siejami su ląstelės ciklo 

stabdymu G0/G1 fazėje170,171. 

Atlikę pakitusios raiškos genų funkcinę ontologijos analizę, nustatėme, 

kad šie genai reikšmingai susiję su biologiniais procesais, tokiais kaip ląstelės 

ciklas, metabolizmas ir atsakas į stresą (24 pav.), kurie nulemia ląstelių 

senėjimą172. Tai dar kartą patvirtino, kad šio tyrimo metu žmogaus KČ MKL 

ilgą laiką auginamos perėjo į senėjimo fazę. Atliekant analizę nė vienas 

tiriamasis genas nebuvo susietas su procesais, vykstančiais ląstelių piktybėjimo 

metu, pvz., poliploidizacija, transformacija ar invazija21. Su osteosarkomų 

vystymusi yra siejamas MKL p53 funkcijos praradimas173. Tačiau šio tyrimo 
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metu geno p53 raiška beveik nepakito (pokytis 1,01, p = 0,899). Tokie 

duomenys leidžia tikėtis, kad ląstelių preparatas, sukurtas pagal mūsų siūlomą 

protokolą, būtų saugus vartoti ir nesukeltų piktybinių navikų formavimosi 

organizme. Tolesnės genų ontologijos analizės metu nustatėme, kad dalis genų 

koduojamų produktų dalyvauja genų transkripcijos reguliacijoje (5 lentelė). Tai 

patvirtina žinomą faktą, kad ląstelės senėjimo metu kinta genų raiška174. 

Taigi šio tyrimo rezultatai kartu su literatūros duomenimis akivaizdžiai 

rodo, kad nustatyti 13 genų, kurių raiška reikšmingai (p < 0,05) pakito 2 ir 

daugiau kartų, yra susiję tarpusavyje ir su žmogaus KČ MKL senėjimu in vitro. 

Tarp jų 8 genus (POU5F1, PTPRC, ACTA2, E2F1, E2F3, Tbx3, PLAU ir 

CDC25C) su žmogaus KČ MKL senėjimu ilgalaikio auginimo in vitro metu 

mes susiejome pirmą kartą (11 lentelė). 

Netikėti ir įdomūs buvo pagrindinių su ląstelės senėjimu siejamų genų – 

p53, p21, p16, RB28 – raiškos rezultatai. Šių genų raiška pakito iki 2 kartų ir 

nereikšmingai (p ≥ 0,05): p53 raiška padidėjo itin nežymiai – 1,01 karto (p = 

0,899), p21 raiška padidėjo 1,435 karto (p = 0,574), p16 raiška padidėjo 1,098 

karto (p = 0,834), RB raiška sumažėjo 1,269 karto (p = 0,088). Šie rezultatai 

išsiskiria tarp ir taip prieštaringų kitose laboratorijose gautų duomenų26,32,30,31 

(2.2 skyrius). Atrodo, kad nė vieno iš šių genų raiškos pokytis nėra griežtai 

būtinas žmogaus KČ MKL senėjimui vykti ir, ko gero, ląstelės pereina į 

senėjimo būseną veikiant kitiems mechanizmams. Vis dėlto negalime atmesti 

tikimybės, kad genai, kurių raiška pakinta <2 kartus, taip pat yra svarbūs 

senėjimui175.  

MikroRNR (arba miRNR) yra 19–22 nukleotidų ilgio nekoduojančios 

RNR sekos, kurios funkcionuoja kaip pagrindiniai endogeniniai genų raiškos 

reguliatoriai176. Tik visai neseniai buvo išsiaiškinta, kad miRNR, dar 

vadinamos su senėjimu susijusiomis miRNR (angl. senescence-associated 

miRNA), yra svarbūs ląstelės senėjimo efektoriai41. Efektorinės molekulės 

(angl. effector molecules) – tai mažos molekulės, kurios jungiasi prie 

slopinančiųjų (angl. repressor) molekulių ir taip nuslopina arba suaktyvina 

slopinančiąsias molekules priklausomai nuo šių gebėjimo jungtis prie geno 
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taikinio (http://www.oxfordreference.com). Todėl šio darbo metu nusprendėme 

ištirti miRNR galimas sąsajas su žmogaus KČ MKL senėjimu. Panaudodami 

miRNR kPGR gardeles, P6–P7 ląstelėse, palyginę su P3–P4 ląstelėmis, 

nustatėme 33 miRNR, kurių raiška reikšmingai (p < 0,05) padidėjo ar 

sumažėjo  ≥2 kartus (23 pav. C, 5 lentelė). Iki šiol tik 3 iš jų yra susietos su 

žmogaus KČ MKL senėjimu ilgalaikio auginimo in vitro metu. Kaip ir mes 

šiame tyrime, Tome su bendraautoriais44 parodė, kad miR-335 raiška 

senstančiose žmogaus KČ MKL didėja. Yoo su bendraautoriais43 parodė, kad 

miR-29b raiška taip pat mažėja, tačiau (priešingai nei mūsų tyrime) miR-455-

3p raiška didėja. Likusių 30-ties miRNR sąsajų su žmogaus KČ MKL senėjimu 

in vitro nebuvo žinoma.  Iš jų 24-ios miRNR buvo susietos su kitų žmogaus 

ląstelių tipų, amžiumi ar kitų gyvūnų ląstelių senėjimu ir daugumos tirtų atvejų 

raiškos pokytis (padidėjimas ar sumažėjimas) sutampa su pokyčiais nustatytais 

mūsų tyrimo metu (12 lentelė). 

Taigi šio tyrimo rezultatai kartu su literatūros duomenimis rodo, kad 

nustatytos 33 miRNR, kurių raiška reikšmingai (p < 0,05) pakito ≥2 kartus, yra 

susijusios su žmogaus KČ MKL senėjimu in vitro. Iš jų net 30 miRNR su 

žmogaus KČ MKL senėjimu ilgalaikio auginimo in vitro metu mes susiejome 

pirmą kartą. 

MKL savybių pokyčiams didžiausią įtaką, manoma, turi auginimo 

sąlygos177. Neseniai parodyta, kad žmogaus fibroblastų pirmalaikis senėjimas 

yra susijęs su ląstelės pagrindinių metabolinių signalinių kelių pokyčiais. Jų 

metu aktyvinamas mitochondrijų vienas pagrindinių fermentų – piruvato 

dehidrogenazė (PDH), vyksta perėjimas nuo glikolizės prie oksidacinio 

fosforilinimo, dėl ko susidaro senėjimą sužadinantis oksidacinis stresas178. Iš 

36 biologinių procesų, nustatytų šio tyrimo metu, net 47 % tiesiogiai susiję su 

metabolizmo pokyčiais ir atsaku į stresą/dirgiklį (23 pav.). Manoma, kad 

viduląstelinio superoksido kaupimasis gali būti pagrindinė žmogaus KČ MKL 

pirmalaikio senėjimo auginimo in vitro metu priežastis179. Atlikdami šį darbą 

mes tyrėme SOD genų, kurių koduojami fermentai katalizuoja superoksidų 

radikalų metabolizmą180, raišką, tačiau ji nekito arba pokytis nebuvo 
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11 lentelė. Žmogaus KČ MKL ilgalaikio auginimo metu reikšmingai 

pakitusios raiškos genų palyginimas su literatūros duomenimis 
Genas ir raiškos 

pokytis mūsų 

tyrime 

Literatūra 

Genų raiška KČ 

MKL in vitro 
Kitos sąsajos su senėjimu 

ACTA2   ↑ Duomenų nerasta 

α-SMA raiška didėja pelių KČ MKL ilgalaikio 

auginimo metu181. 

Aktino kaupimasis yra žiurkių KČ MKL 

pirmalaikio senėjimo požymis182. 

POU5F1   ↑ Duomenų nerasta 

Oct-4 raiška nesiskiria tarp vaikų ir suaugusiųjų 

ankstyvųjų pasažų KČ MKL ir nekoreliuoja su 

proliferacijos potencialu 183. 

Egzogeninio OCT4 padidėjusi raiška indukuoja 

žmogaus KČ MKL ankstyvąjį senėjimą184. 

PTPRC    ↑ Duomenų nerasta Duomenų nerasta 

THBS1  ↑ 
↑ senstančiose 

žmogaus KČ MKL37 
Duomenų nerasta 

E2F3 ↓ Duomenų nerasta 
E2F1 ir E2F3 veikimo sutrikimai sužadina 

ląstelės senėjimą159. 

CCNB1 ↓ 
↓ senstančiose 

žmogaus KČ MKL36 
Duomenų nerasta 

CHEK1  ↓ 
↓ senstančiose 

žmogaus KČ MKL36 
Duomenų nerasta 

PLAU ↓ Duomenų nerasta 

PLAU raiška mažėja žmogaus amnioninio 

skysčio kamieninių ląstelių auginimo metu185. 

uPA slopiklio raiška didėja senstančiose 

žmogaus KČ MKL25. 

TBX2 ↓ 

↑ vėlyvųjų pasažų 

senstančiose 

žmogaus KČ MKL38 

TBX2 ir TBX3 nuslopinimas lemia ląstelių 

senėjimą186. 

TBX3 ↓ Duomenų nerasta 
TBX2 ir TBX3 nuslopinimas lemia ląstelių 

senėjimą186. 

CDC25C ↓ Duomenų nerasta 
CDC25C nuslopinimas skatina ląstelės ciklo 

sustabdymą168. 

E2F1 ↓ Duomenų nerasta 
E2F1 ir E2F3 veikimo sutrikimai sužadina 

ląstelės senėjimą159 

PCNA ↓ 

↓ vėlyvųjų pasažų 

senstančiose 

žmogaus KČ MKL38 

Duomenų nerasta 

↑ rodo geno raiškos padidėjimą, ↓ - sumažėjimą. 

 

reikšmingas: SOD1 raiška padidėjo 1,001 karto (p = 0,936), o SOD2 raiška 

sumažėjo 2,248 karto (p = 0,062). Yra parodyta, kad fetalinis veršelio serumas 

lemia reaktyvių deguonies junginių padaugėjimą ir žmogaus KČ MKL 

pirmalaikį senėjimą, palyginti su autologinio serumo turinčioje mitybinėje 

terpėje augintomis ląstelėmis187. O hipoksija gali padėti išvengti pirmalaikio 

senėjimo ir išsaugoti žmogaus KČ MKL ilgalaikį atsinaujinimą188,189. 
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12 lentelė. Žmogaus KČ MKL ilgalaikio auginimo metu reikšmingai 

pakitusios raiškos miRNR palyginimas su literatūros duomenimis  
miRNR raiškos pokytis 

mūsų tyrime 
Literatūros duomenys apie sąsajas su senėjimu 

hsa-miR-376b-3p ↑ 
miR‐376b  raiška skiriasi vaikų KČ MKL, palyginti su miR‐376b  

raiška suaugusiųjų KČ MKL190. 

hsa-miR-200a-5p ↑ 
miR-200a siejama su oksidaciniu stresu191. 

miR-200a ↑ streso aktyvintose senstančiose ląstelėse192. 

hsa-miR-223-3p ↑ 

miR-223 raiška padidėjusi sergančiųjų daugine mieloma 

senstančiose KČ MKL, palyginti su raiška sveikų donorų 

ląstelėse193. 

hsa-miR-608 ↑ CD44 3'-UTR raiška reguliuoja miR-608 funkcijas194. 

hsa-miR-429 ↑ miR-429 slopina ląstelių augimą195,196. 

has-miR-210-3p ↑ 

Hipoksija sužadina miR-210 raišką ir žmogaus MKL 

išgyvenimą197, tačiau raiškos padidėjimas lemia žmogaus 

fibroblastų senėjimo požymių išryškėjimą198. 

ROS sužadina miR-210 raišką, kuri skatina žmogaus riebalinio 

audinio kamieninių ląstelių proliferaciją199. 

miR-210 raiškos padidėjimas skatina žiurkių MKL išgyvenimą 

oksidacinio streso aplinkoje200 bei pelių KČ MKL proliferaciją201. 

hsa-miR-335-5p ↑ 
Manoma, kad miR-335 yra kamieniškumo žymuo202. 

miR-335 reguliuoja žmogaus MKL proliferaciją203. 

hsa-miR-935 ↓ Raiška sumažėjusi vyresnio amžiaus žmonių KČ MKL204. 

hsa-miR-193a-3p ↓ 

Reguliuoja uPA205 ir siejama su oksidaciniu stresu206. 

Nenuslopinta normaliose kaulų čiulpų ląstelėse, kitaip negu ūmios 

mieloidinės leukemijos ląstelėse207. 

hsa-miR-200a-3p ↓ 

miR-200a siejama su oksidaciniu stresu191. 

miR-200a raiška padidėjusi streso aktyvintuose senstančiuose 

žmogaus fibroblastuose192. 

hsa-miR-192-5p ↓ 
miR-192 aktyvinimas nulemia žmogaus kolorektalinio vėžio 

ląstelių ciklo sustabdymą G1 fazėje208. 

hsa-miR-130b-5p ↓ 

miR-130b raiškos padidėjimas apsaugo žmogaus krūties epitelines 

ląsteles nuo onkogenų (Ras) sužadinamo senėjimo209. 

miR-130b nuslopinimas susijęs su didelės gliukozės 

koncentracijos sužadintu žiurkių KČ MKL senėjimu210. 

mir-130b raiška mažėja žmogaus virkštelės venos endotelio 

ląstelių replikacinio senėjimo metu211. 

hsa-miR-218-5p ↓ miR-218 raiška mažėja vėlyvųjų pasažų pelių fibroblastuose212. 

hsa-miR-92a-1-5p ↓ 

miR-92a-1 koduoja miR-17~92 klasteris, kuris dalyvauja ULU 

baltymo trombospondino-1 (TSP-1) reguliacijoje, esant su 

amžiumi susijusiam širdies nepakankamumui213. 

hsa-miR-337-3p ↓ 

miR-337-5p raiška skiriasi vaikų KČ MKL, palyginti su 

suaugusiųjų KČ MKL190. 

miR-337-3p sužadina žmogaus gaubtinės žarnos navikų ląstelių 

senėjimą214. 

hsa-miR-106b-3p ↓ 

miR-106b šeimos miRNR: 

 reguliuoja p21/CDKN1A ir skatina ląstelės ciklo eigą215 

 susijusios su įvairių audinių ląstelių senėjimu216 

 raiškos padidėjimas apsaugo ląsteles nuo onkogenų indukuoto 

senėjimo209. 

miR-106b-3p raiška mažėja senstant žmogaus endotelio 

ląstelėms217. 
↑ rodo miRNR raiškos padidėjimą, ↓ - sumažėjimą. 
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tęsinys  
miRNR raiškos pokytis 

šiame tyrime 
Literatūros duomenys apie sąsajas su senėjimu 

hsa-miR-139-5p ↓ 
miR-139 raiška padidėja žmogaus fibroblastuose streso 

sužadinto senėjimo metu218. 

hsa-miR-455-5p ↓ 

miR-455* raiška sumažėja vėlyvųjų pasažų pelių 

fibroblastuose212. 

miR-455 raiška mažėja senstančių pelių skeleto raumenų 

ląstelėse219. 

hsa-miR-188-3p ↓ 
miR-188 padidėjusi raiška susijusi su žmogaus nosiaryklės 

karcinomos ląstelių G1/S perėjimo slopinimu220. 

hsa-miR-224-5p ↓ 
miR-224 nuslopinimas lemia pelių kiaušidžių grūdėtųjų ląstelių 

proliferacijos slopinimą221. 

hsa-miR-29a-5p ↓ 

miR-29a laikoma viena pagrindinių su senėjimu susijusių 

miRNR222. 

miR-29a sužadina senstančių žiurkių raumenų ląstelių 

senėjimą223. 

miR-29a raiška padidėja žmogaus virkštelės venos endotelio 

ląstelių replikacinio senėjimu metu224. 

miR-29a veikia kaip ląstelės genomo stabilumo saugiklis225. 

miR-29a laikoma vėžio slopikliu226. 

hsa-miR-25-5p ↓ 

miR-25 raiška sumažėjusi: 

 senyvo amžiaus donorų audiniuose227 

 senstančiuose žmogaus fibroblastuose228,229 

 žmogaus plaučių WI-38 ląstelėse tiek pirmalaikio, tiek 

replikacinio senėjimo metu230. 

miR-25 raiškos padidėjimas leidžia žmogaus krūties vėžinėms 

ląstelėms išvengti doksorubicino sužadinto senėjimo231. 

hsa-miR-15b-3p ↓ 

miR-15b raiška sumažėjusi:  

 senyvo amžiaus donorų audiniuose227 

 žmogaus fibroblastų replikacinio senėjimo metu232 

 žmogaus odos ląstelių pirmalaikio senėjimo metu233. 
miR-15b reguliuoja žmogaus gliomos ląstelių proliferaciją: 

raiškos sumažėjimas lemia populiacijoje G0/G1 ląstelių 

sumažėjimą ir atitinkamai  padidėjimą S fazėje234. 

hsa-miR-29b-1-5p ↓ 
miR-29b-1* raiška mažėja žmogaus virkštelės venos endotelio 

ląstelių replikacinio senėjimo metu211. 

hsa-miR-7-5p ↓ 

miR-7-5p slopina žmogaus danties pulpos MKL 

proliferaciją235. 

miR-7 susijusi su pelių senstančiais skeleto raumenimis219. 

mir-7 raiška padidėjusi senyvo amžiaus žmonių 

fibroblastuose236. 

mir-7 skatina žmogaus plaučių navikų ląstelių proliferaciją237. 

mir-7-5p raiškos padidėjimas slopina krūties navikų ląstelių 

proliferaciją238. 

miR-7 veikia kaip pelių β-ląstelių proliferacijos slopiklis239. 

miR-7 skatina kinų žiurkėno kiaušidžių ląstelių ciklo stabdymą 

G1/S fazėje240. 
↑ rodo miRNR raiškos padidėjimą, ↓ - sumažėjimą. 
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Remdamiesi mūsų tyrimo metu gautais rezultatais ir išanalizuota 

literatūra, galime teigti, kad mūsų tyrimo metu žmogaus KČ MKL patyrė in 

vitro sužadintą pirmalaikį senėjimą. Nors šiame darbe netyrėme šaldymo įtakos 

žmogaus KČ MKL savybėms, tačiau negalime atmesti tikimybės, kad 

papildomas ląstelių šaldymas galėjo paskatinti ląstelių senėjimą. Todėl labai 

svarbu toliau tirti įvairių veiksnių galimą įtaką ląstelių senėjimui ir ieškoti 

optimalių žmogaus KČ MKL auginimo sąlygų, siekiant išvengti pirmalaikio 

ląstelių senėjimo ir maksimaliai išnaudoti šio tyrimo metu sukurtą ląstelių 

išskyrimo iš likutinės kaulų čiulpų medžiagos ir pagausinimo metodiką. 

Remiantis mūsų tyrimo rezultatais, šviesinė mikroskopija yra pirminis, 

greitas, neinvazinis ir nebrangus metodas, kurį taikant nustačius MKL 

morfologijos pokyčius, jau galima įtarti apie ląstelių kitų savybių pokyčius, 

kurie toliau gali būti vertinami tikslesniais metodais. Tačiau ląstelės senėjimą 

sužadinančių dirgiklių, signalinių kelių ir mechanizmų moksliniai tyrimai vis 

dar yra ankstyvosios stadijos29. Iki šiol nėra molekulinių žymenų, kurie 

specifiškai atspindėtų MKL populiacijos ląstelių senėjimą140. Todėl šio tyrimo 

metu su senstančiomis žmogaus KČ MKL ilgalaikio auginimo in vitro metu 

susieti molekuliniai žymenys galėtų būti panaudoti kaip pagrindas kuriant 

ląstelių preparato kokybės kontrolę. Mūsų nustatyti žymenys būdingi ne tik jau 

visiškai nustojusioms dalytis MKL populiacijoms, bet ir toms, kurių 

proliferacija dar tik lėtėja (17 pav.). Tai leidžia manyti, kad šie žymenys gali 

būti panaudoti ne tik galutinio MKL preparato senėjimo būklei įvertinti, bet ir 

preparato gamybos stebėsenos metu siekiant numatyti galimą gaminamo MKL 

preparato senėjimą. 

 Šio darbo rezultatai perspektyvūs ir hematologijoje. Manoma, kad MKL 

yra pagrindinės kaulų čiulpų fiziologijos reguliatoriai. Kaulų čiulpuose iš MKL 

formuojasi osteoblastai ir adipocitai, kurie tiesiogiai per ląstelė–ląstelė 

sąveikas ar per išskiriamus tirpius veiksnius sukuria nišą kraujodaros 

kamieninėms ląstelėms, t.y. sukuria mikroaplinką joms išgyventi, proliferuoti 

ir kraujodaros sistemai vystytis120. Neseniai Balakrishnan su bendraautoriais 

nustatė, kad žmogaus KČ MKL miRNR reguliuoja kraujodaros kamieninių 
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ląstelių nišą apibrėžiančius genus241. Mokslininkai tyrinėjo miRNR–iRNR 

sąveikas KČ mezenchiminėse kamieninėse ląstelėse ir nustatė konkrečias 

miRNR, kurios tiesiogiai reguliuoja kaulų čiulpų funkcijoms svarbius 

veiksnius: miR-193a slopina JAG1 raišką, miR-9 slopina MMP2 raišką, miR-

200a slopina WNT5A raišką, o miR-185 slopina VEGFA raišką. Mūsų 

nuostabai, miR-193a ir miR-200a raiška buvo iš labiausiai pakitusių 

senstančiose in vitro žmogaus KČ MKL (4 lentelė). Įdomu ir tai, kad visai 

neseniai parodyta, kad hematologinių pacientų KČ MKL in vitro būdingas 

pirmalaikio senėjimo fenotipas193,242-246. Remdamiesi šiais rezultatais, mes 

iškėlėme prielaidą, kad šio tyrimo metu senstančiose in vitro KČ MKL 

nustatytos miRNR, ypač miR-193a ir miR-200a, gali būti genai–kandidatai 

ieškant hematologinių ligų biožymenų. Todėl verta šiuos pastebėjimus 

patikrinti ateityje tiriant hematologinių pacientų kaulų čiulpų MKL. 

 

 

5.3 Audinio šaldymo įtaka MKL kariotipo stabilumui 

 

Virkštelės audinys yra patraukli alternatyva kaulų čiulpams, kadangi 

jame gausu MKL, o jų išskyrimas yra neinvazinis247. Norint išsaugoti 

virkštelės audinį, kad galima būtų panaudoti ateityje, jį būtina užšaldyti ir 

saugoti ilgą laiką ‒ kriokonservuoti. Tačiau šaldymo–atšildymo procesas gali 

pažeisti ląsteles71. Kol kas nedaugelis tyrėjų geba išskirti MKL iš šaldyto 

virkštelės audinio – dažniausiai tai vykdoma iš šviežio audinio fragmentų70.  

Įmonėje The Cell Factory (Belgija) buvo sukurta efektyvi virkštelės 

drebutinio jungiamojo audinio (VDJA) kontroliuojamo užšaldymo, atšildymo, 

MKL išskyrimo ir pagausinimo in vitro technologija. Bendradarbiaudami su 

šia įmone, šio tyrimo metu nustatėme, kad virkštelės audinio kontroliuojamo 

užšaldymo ir atšildymo bei MKL (n = 3) trumpalaikio auginimo in vitro (kol 

užauga P1–P2) technologija nepažeidžia VDJA MKL kariotipo – jokių 

chromosomų struktūros pokyčių (tokių kaip delecijos, inversijos, translokacijos 

ar žiedinės chromosomos) neaptikome (25 pav.). Šiuo tyrimu pirmą kartą 
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parodėme, kad virkštelės audinio šaldymas neturi įtakos VDJA MKL genomo 

stabilumui ir kad minėtoje įmonėje vykdomas kontroliuojamas virkštelės 

audinio kriokonservavimas yra saugi technologija ląstelėms saugoti. Šiuos 

tyrimus reikėtų tęsti toliau, siekiant atkartoti gautus rezultatus turint didesnę 

tiriamąją imtį. 

 

 

5.4 Mitybinės terpės sudėties įtaka MKL genų raiškai  

 

Fetalinis veršelio serumas (FVS) – dažniausiai naudojamas ląstelių, tarp 

jų ir žmogaus MKL130, kultūrų augimą skatinantis mitybinės terpės papildas118. 

Tačiau serumo skirtingų partijų sudėties įvairumas, užkrato infekciniais 

virusais ar prionais rizika ir galimas recipiento imuninio atsako sužadinimas 

skatina ieškoti serumo pakaitalų, siekiant ląsteles auginti ir taikyti klinikoje248. 

Šiam tikslui geriausia būtų žmogaus MKL gausinti serumo neturinčioje 

žinomos sudėties mitybinėje terpėje108. Chen su bendraautoriais249 virkštelės 

drebutinio jungiamojo audinio (VDJA) MKL gausino serumo neturinčioje 

MesenCult-XF (StemCell Technologies, Kanada) mitybinėje terpėje, kol 

užaugo P25, ir nustatė, kad VDJA MKL savybės (gyvybingumas, morfologija, 

imunofenotipas, diferenciacijos potencialas, kariotipas) išlieka nepakitusios iki 

P20. Tačiau gauti rezultatai nebuvo palyginti su VDJA MKL, augintų serumo 

turinčioje mitybinėje terpėje, savybėmis.  

Įmonė The Cell Factory (Belgija) sukūrė naują VDJA MKL 

pagausinimo klinikiniam pritaikymui ir GGP reikalavimus atitinkančią 

metodiką nenaudojant serumo. Rekombinantiniais baltymais papildytoje 

mitybinėje terpėje VDJA MKL proliferavo 5–10 kartų greičiau nei ląstelės, 

augintos įprastoje DME terpėje, papildytoje 10 % FVS. Panašius rezultatus 

paskelbė Swamynathan su bendradarbiais250. Tyrėjai parodė, kad serumo 

neturinčioje MesenCult-XF mitybinėje terpėje augintos VDJA MKL pasidalija 

daugiau kartų nei ląstelės, augintos mitybinėje terpėje, turinčioje 10 % FVS. 
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Šio darbo metu tyrėme 3 donorų VDJA MKL mėginius. Nustatėme, kad 

P2 VDJA MKL (augintose rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinėje 

terpėje) iš 162 skirtingų genų 24 genų raiška reikšmingai (p < 0,05) padidėjo 

≥2 kartus ir 9 genų raiška reikšmingai (p < 0,05) sumažėjo ≥2 kartus, palyginti 

su P3 VDJA MKL (augintose įprastoje DME terpėje, papildytoje 10 % FVS) 

atitinkamų genų raiška (26 pav. A, B, 8 lentelė). Atlikę šių 33 pakitusios 

raiškos genų funkcinę ontologijos analizę biologinių procesų kategorijoje 

nustatėme, kad šie genai daugiausia dalyvauja ląstelės diferenciacijos bei 

metamorfozės, nukleino rūgščių biosintezės bei baltymų modifikacijos, atsako 

į dirgiklį procesuose (27 pav.). Nė vienas genų ontologijos terminas nebuvo 

susietas su ląstelės supiktybėjimu21. Tikėtina, kad greitesnė proliferacija gali 

būti stipresnio kamieniškumo požymis. Atlikę analizę molekulinių funkcijų 

kategorijoje nustatėme, kad tiriamųjų genų produktai dalyvauja ląstelės 

komunikacijos procesuose ir dauguma produktų jungiasi prie ląstelių 

receptorių (10 lentelė). Analizuodami ląstelines funkcijas nustatėme, kad 

dauguma tiriamų genų koduojamų produktų susiję su sekrecinėmis pūslelėmis 

ir užląsteline erdve (9 lentelė).  

Remdamiesi šio tyrimo rezultatais mes iškėlėme prielaidą, kad auginimo 

in vitro sąlygos galėtų turėti įtakos VDJA MKL vykdomai sekrecijai. Yra 

žinoma, kad vienas pagrindinių mechanizmų, per kuriuos pasireiškia MKL 

terapinis poveikis, yra tirpių veiksnių išskyrimas. Neseniai nustatyta, kad MKL 

parakrininis poveikis pasireiškia, bent jau iš dalies, per užląstelines pūsleles 

(angl. extracellular vesicles)251. Užląstelinėse pūslelėse yra gausu biologiškai 

aktyvių lipidų, baltymų, RNR molekulių ir šios pūslelės yra galima nauja 

alternatyva kamieninių ląstelių terapijai252. Šios krypties tyrimai turi didelį 

potencialą ir todėl verta juos tęsti ateityje. 

 

 Apibendrindami galime teigti, kad mezenchiminės kamieninės ląstelės, 

išskirtos iš likutinės kaulų čiulpų transplantacijos medžiagos ir pagausintos iki 

terapijai tinkamo kiekio, išlaiko savo tapatybę, proliferacijos potencialą ir 

genomo stabilumą. Tačiau po ilgalaikio auginimo ląstelės pereina į senėjimo 
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būseną. To priežastis gali būti auginimo sąlygų nulemtas stresas. Atliekant šį 

tyrimą nustatyti nauji su žmogaus kaulų čiulpų mezenchiminių kamieninių 

ląstelių senėjimu siejami genai reikšmingai papildo fundamentinio ląstelių 

biologijos mokslo žinias bei yra potencialūs ląstelių terapijos kokybės 

kontrolės biožymenys. Virkštelės audinio MKL kariotipo ir genų raiškos 

tyrimų rezultatai yra palankūs tolesniems šių ląstelių tyrinėjimams siekiant 

sukurti pažangiosios terapijos vaistinius preparatus. 
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6. IŠVADOS 

 

1. Kaulų čiulpai – patogus mezenchiminių kamieninių ląstelių (MKL) šaltinis 

naudoti terapijoje. Eritrocitų lizės metodu MKL gali būti išskirtos iš 

likutinės kaulų čiulpų transplantacijos medžiagos (6 ml) ir pagausintos in 

vitro iki terapijai tinkamo kiekio (>1∙108). 

 

2. Ankstyvųjų pasažų (3–4) kaulų čiulpų MKL fenotipinės, funkcinės bei 

genetinės savybės (morfologija, proliferacijos greitis, imunofenotipas ir 

kariotipas) liko nepakitusios. Ankstyvųjų pasažų ląstelėms nebuvo būdingi 

senėjimo požymiai. 

 

3. Vėlyvųjų pasažų (6–7) kaulų čiulpų MKL buvo genomiškai stabilios. 

Sulėtėjęs proliferacijos greitis, pakitusi morfologija ir didėjęs β-

galaktozidazės aktyvumas rodė, kad 6–7 pasažų MKL perėjo į senėjimo 

būklę. Nustatyti vėlyvųjų 6–7 pasažų MKL imunofenotipo pokyčiai buvo 

individualūs kiekvienam donorui. 

 

4. Nustatyti 13 genų, siejamų su ląstelių kamieniškumo palaikymu arba 

ląstelės dalijimosi stabdymu, ir 33 miRNR raiškos reikšmingi pokyčiai 

(padidėjimas arba sumažėjimas, p < 0,05) senstančiose vėlyvųjų pasažų 

(6–7) MKL. Tarp jų 8 genų ir 30 miRNR raiškos pokyčiai su MKL 

senėjimu in vitro susieti pirmą kartą. 

 

5. Kontroliuojamas virkštelės audinio šaldymas iš jo išskirtų ir in vitro 

pagausintų MKL kariotipo stabilumui įtakos neturėjo. 

 

6. MKL pagausinimo metodikos pakeitimas pagal Geros gamybos praktikos 

reikalavimus turėjo reikšmingos įtakos genų, siejamų su ląstelių 

kamieniškumo palaikymu arba ląstelės dalijimosi stabdymu, raiškai. 

Nustatyti 33 genų raiškos reikšmingi pokyčiai (padidėjimas arba 

sumažėjimas, p < 0,05) virkštelės audinio MKL, kurios proliferavo 

greičiau rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinėje terpėje 

(palyginti su MKL, augintose įprastoje terpėje, papildytoje fetaliniu 

veršelio serumu). 
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7. PRAKTINĖS REKOMENDACIJOS 

 

1. Mūsų sukurta nauja žmogaus kaulų čiulpų MKL išskyrimo ir auginimo 

metodika gali būti pritaikyta įstaigose, gaminančiose pažangiosios 

terapijos vaistinius preparatus, kaip greitesnė, pigesnė ir ląstelių donorui 

saugesnė už šiuo metu taikomas. 

 

2. Šio tyrimo metu taikytų metodų pagrindu galima būtų sukurti MKL 

preparato kokybės vertinimo protokolą, siekiant įvertinti gausinamų 

ląstelių kamieniškumą, galimą senėjimą ir piktybinę transformaciją. 
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