VILNIAUS UNIVERSITETAS

GABRIELIS KUNDROTAS

ZMOGAUS MEZENCHIMINIU KAMIENINIU LASTELIU
GENETINIU SAVYBIU TYRIMAS SAUGIAI TERAPIJAI UZTIKRINTI

Daktaro disertacija

Biomedicinos mokslai, biologija (01B)

Vilnius, 2016



Disertacija rengta 2011-2015 metais Vilniaus universiteto Gamtos moksly

fakultete ir Nacionaliniame vézio institute.

Moksline vadove:

prof. dr. Grazina SlapSyté (Vilniaus universitetas, biomedicinos mokslai,

biologija — 01B);

Moksline konsultanteé:

dr. Zivilé Gudleviciené (Nacionalinis véZzio institutas, biomedicinos mokslai,

medicina — 06B).



TURINYS

SANTRUMPOS......ce ettt r e be e 5
L IV AD A S e 8
2. LITERATUROS APZVALGA .......cooovooveeieeeieieeeseeesee s essesss s 12
2.1 Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy identifikacija ir biologinés savybés .. 12
2.2 Mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy Sen€jimas........ccccoocveivveeirivesnieeennnn. 15
2.3 Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy genetinis nestabilumas...................... 23

2.3.1 Ilgalaikio auginimo jtaka Zzmogaus mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy genetiniam stabilumui ........ccoccveiiiiniiiinie i 23

2.3.2 Zmogaus audinio $aldymo jtaka mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
genetiniam StabiHUMUI .......ooveie i 28

2.4 7mogaus mezenchiminiy kamieniniy lasteliy panaudojimas klinikinéje

PIAKEIKOJE ...ttt 29

2.5 Zmogaus mezenchiminiy kamieniniy Iasteliy tyringjimai Lietuvoje.......... 31
3. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAL .........cc.cocovevinrinrnininiensrnsnrennen, 34
3.1 Biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas ..........cccoovveviiviiieiinieninnns 34
3.2 MedzZiagos IT TEAZENLAT ....vvveiveeiiiiesiieeieesiiesieeesiee e e eeste e aeesiee st snaeenree s 34
3.3 JrANZA ... 39
3.4 TYrMO ODJEKEAS....c.veeiieiiee e 40
3.5 TYFIMO BIQA ..ottt ettt sb e e 40
3.6 MELOOAI......ccviiiiiiii 42
3.6.1 ISskyrimas ir QUGINIMAS ....ccvevvierieeieiieieeseesie e see e sre e eae e ees 42
3.6.2 ProliferaCijos tyrimas ........cccueiuerveieiiiesee s esie e see s sie e 44
3.6.3  MOrfologijos tYIiMaS.......ccciueiieriieie e 45
3.6.4 Saldymas ir atSildymas.........c.cceccererereererrerrseesrsseseseeesesseeeesee e, 45
3.6.5 IMUNOTENOLIPO LYITMAS .....eoivieiieiiiieiie s 46
3.6.6  SenEJimO tYTIMAS.....eciiuvieiiiiieeiiieesieeesiee et e et ee e sbe e e snbee e 47
3.6.7 Kariotipo tyrimas chromosomy dazymo G metodu...........c.ccecuueee. 47
3.6.8 Geny raiskos tyrimas naudojant PGR gardeles............ccccceerviennnnn 49
3.6.9 Funkciné geny ontologijos analiz€............cceveviieiiiieniiineeniieninnn 52
3.6.10 Duomeny statistin€ analize ...........ccceeveveiiieeiiiee e see e 52



A, REZULTATAL oottt 53
4.1 Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy i§skyrimo i§ likutinés kauly Ciulpy

medziagos ir pagausinimo iki terapijai tinkamo kiekio metodikos

SUKTTTINAS ..ttt re e n e 53
4.2 llgalaikio auginimo in vitro jtakos MKL savybéms tyrimas...................... 55
4.2.1 Proliferacijos greiCio analiz€.........ccoovveveiiieiiieiie e 55
4.2.2 Morfologijos analize ..........ccceiiiiiiiiiiiiiic s 56
4.2.3 Imunofenotipo analize............cccervveriiieniiiiiieiii e 57
4.2.4 Senéjimo analiZe .........cocoveivieiiiiiiiesii e 57
4.2.5 Kariotipo stabilumo analize ..........cccoccveriiiiiniiiiniiie e 59
4.2.6 Geny raiSkos analize .........ccceveeiiiiniiiniicie e 60
4.3 Audinio saldymo jtakos MKL kariotipo stabilumui tyrimas .................... 68
4.4 Mitybinés terpes sudéties jtakos MKL geny raiskai tyrimas .............c....... 69
5. REZULTATU APTARIMAS ........ooi it 74
5.1 MKL isskyrimo i$ likutinés kauly ¢iulpy medziagos ir pagausinimo iki
terapijai tinkamo Kiekio metodiKa...........ccocovevviieiiieiiiniieie e 74
5.2 llgalaikio auginimo in vitro jtaka MKL savybéms .........cccccevveruriieesnennnnn 76

5.2.1 llgalaikio auginimo in vitro jtaka MKL fenotipinéms, funkcinéms
savybéms ir kariotipo stabilumui ...........cceeeeiiiiiiiiii 77

5.2.2 MKL seng¢jimas ilgalaikio auginimo in vitro metu ir su sen¢jimu

SUSTJE DIOZYMEILYS ...evivviiieiieiisee e 79

5.3 Audinio saldymo jtaka MKL kariotipo stabilumui ............ccceevvriieniniininns 88
5.4 Mitybinés terpés sudéties jtaka MKL geny raisSkai ........cccoocveeviiiininnennnnn. 89

B. ISVADOS ....cooovomiiriiiieeie e 92
7. PRAKTINES REKOMENDACIJIOS........coiviieieeeeeeeeeeeessenes s enenas 93
8. REZULTATU VIESINIMAS .........ooiviiiieiieiresseesiesssssesessessssessenessnsneans 94
8.1 Publikacijos disertaCijos tEMa .........cocueueririieiieie et 94
8.2 PraneSimai KONferenCijOSe.......ccuuieiiiiiiiiiiiiiie it 94
FINANSINE PARAMA ....cocoitiiiiiiiiiccetetee ettt 96
9. LITERATUROS SARASAS .....cooiiiiiieeeeeeee et 97
PADEKA ..ot 121



SANTRUMPOS

Santrumpa  Paaiskinimas

7-AAD — 7-amino-aktinomicinas D

AAT — a-1-antitripsinas

bFGF — pagrindinis fibroblasty augimo veiksnys (angl. basic
Fibroblast Growth Factor)

BPP — bendras populiacijos padvigub¢jimas

CD — lasteliy pavirSiaus zymenys, biidingi tam tikrai lgsteliy

subpopuliacijai, diferenciacijos stadijai ar aktyvinimo

laipsniui (angl. Cluster of Differentiation)

Cdk — nuo cikliny priklausanti kinazé (angl. Cyclin-dependent
kinase)

CFG — centrifugavimas naudojant fikolio gradienta

Cr — ciklas, kurio metu PGR kreivé kerta foninés fluorescencijos
slenkst;j

DME — mitybiné terpé (angl. Dulbecco's Modified Eagle's)

DMSO — dimetilsulfoksidas

DNR — deoksiribonukleortgstis

EVA — Europos vaisty agentiira (angl. The European Medicines
Agency)

FISH — fluorescenciné in situ hibridizacija

FVS — fetalinis verSelio serumas

g — gravitacijos jéga

GGP — Geros gamybos praktika (angl. Good Manufacturing
Practice, GMP)

GO — geny ontologija

HDAC — histony deacetilazé

HLA — zmogaus leukocity antigenai (angl. Human Leucocyte
Antigens)

HMT — histony metiltransferaze



iIRNR — informaciné ribonukleortigstis

kDNR — komplementari deoksiribonukleortigstis

KKLT — kraujodaros kamieniniy lgsteliy transplantacija

kPGR — kiekybin¢ polimerazés grandininé reakcija

mMiRNR — mazoji mikroribonukleortigstis

MKL — mezenchiminés kamieninés lgstelés: AV MKL — amniono

vandeny MKL, DP MKL — danties pulpos MKL, KC MKL —
kauly ¢iulpy MKL, RA MKL - riebalinio audinio MKL, S
MKL - sinovijos MKL, VDJA MKL - virkstelés drebutinio
jungiamojo audinio MKL

P — pasazas (nauja lasteliy kultiira, uzaugusi i§ dalies ankstesnés
kultiiros Iasteliy)

p — reikSmingumo lygmuo

PANTHER - duomeny bazé ir klasifikacijos sistema (angl. Protein
ANalysis THrough Evolutionary Relationships)

pl6, p21, — baltymai veézio slopikliai

p53, p107,

p130

PDGF — trombocity augimo veiksnys (angl. Platelet-Derived Growth
Factor)

PGR — polimerazés grandininé reakcija

PP — populiacijos padvigubé¢jimas

PPAR — peroksisomy proliferatoriy aktyvuojami receptoriai (angl.

Peroxisome proliferator-activated receptors)

Rb — retinoblastomos baltymas

RIN — RNR vientisumo skai¢ius (angl. RNA Integrity Number)
RKLL — raudonyjy kraujo Iasteliy lizavimas

RNR — ribonukleortigstis

SPSS — programingés jrangos paketas statistinei analizei atlikti
TPSL — transplantato prie§ Seimininkg liga



ULU
viv
VDJA

wiv

X-gal

— uzlastelinis uzpildas (angl. extracellular matrix)

— turio dalis bendrame tirpalo tiiryje

— virkStelés drebutinis jungiamasis audinys (angl. Wharton'’s
jelly)

— svoris gramais 100 ml ttrio

— 5-bromo-4-chloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozidas



1. IVADAS

Zmogaus mezenchiminés kamieninés lastelés (MKL) yra pagrindinés
kamieninés lIgstelés, naudojamos klinikiniuose tyrimuose. Jau daugiau nei 10
mety tyrin¢jamas MKL potencialas reguliuoti imuning sistemg ir skatinti
audiniy regeneracija. Siuo metu pasaulyje atlickama daugiau nei 400 MKL
klinikiniy tyrimy. MKL yra daug zadancios gydant degeneracines, imunines
ligas, vézj bei atkuriant paZeistus audinius — tokiai terapijai Siuo metu néra
efektyviy gydymo priemoniy. Nepaisant reikSmingy MKL panaudojimo
perspektyvy, vis dar licka daug neatsakyty klausimy dél manipuliacijy in vitro
itakos MKL savybéms ir paruosto MKL preparato saugumo recipientui.

Siuo metu kauly &iulpai yra pagrindinis klinikiniam panaudojimui skirty
MKL S$altinis. Taciau kauly ciulpy punkcija yra invaziné ir skausminga
procediira pacientui. Be to, taikant standartinius MKL i$skyrimo metodus, yra
rizika iSgryninti nepakankamg MKL kiekj. Todél reikalingas efektyvesnis ir
maziau nepatogumy donorams sukeliantis MKL iSskyrimo i§ kauly ciulpy
metodas.

Siekiant uztikrinti pakankama MKL terapijos efektyvuma, reikalingi
dideli lasteliy kiekiai, o tam lgstelés turi biiti ilgg laikg auginamos in vitro.
Taciau auginimo salygos gali nulemti MKL biologiniy savybiy pokyc¢ius. Visy
pirma, MKL pereina | senéjimo fazg ir tai gali jvykti skirtingu lasteliy
auginimo in vitro laiku. Su Zzmogaus MKL senéjimu susijusios jvairios rizikos.
Jeigu MKL senéjimas jvyksta per anksti, tuomet yra prarandamas MKL
preparatas. Be to, senstanc¢iose MKL reikSmingai sustipréja uZdegima
skatinan¢iy chemokiny bei citokiny sintez¢ ir sutrinka MKL terapinj poveikj
nulemiantis imunomoduliacinis potencialas. MKL sen¢jimas vertinamas pagal
morfologijos, proliferacijos grei¢io pokyc€ius ir fermento B-galaktozidazés
aktyvumg. Taciau iki Siol néra standartinio metodo Iasteliy sen¢jimui jvertinti.
Tam reikalingi specifiniai, molekuliniai, Zymenys, kurie padéty nustatyti

zmogaus MKL senéjima.



Galiausiai ilgalaikis zmogaus MKL auginimas in Vitro ir su juo susijgs
Sty lasteliy senéjimas didina piktybinés jy transformacijos rizikg. Literatiiros
duomenys apie gausinamy in vitro Zzmogaus MKL genomo stabilumg yra
priestaringi. Vieny tyrimy rezultatai parodé, kad MKL genomas iSlieka
stabilus. Atliekant kitus tyrimus nustatyta, kad ilgalaikio auginimo metu
iSsivysto  MKL kariotipo poky€iy. Visuotinai pripazinta, kad genomo
nestabilumas sudaro salygas lasteléms jgyti vézZiniy ypatybiy ir tai yra vienas
labiausiai nerimg kelian¢iy aspekty, siekiant Zzmogaus MKL saugiai panaudoti
klinikin¢je praktikoje. Nors dalis Sokiruojan¢iy publikacijy apie piktybing
zmogaus MKL transformacijg véliau buvo atSauktos, taciau diskusijos apie
zmogaus MKL genetinj stabilumg ir panaudojimo klinikinéje praktikoje
saugumg iSlieka aktualios. Siekiant iSvengti MKL, turin¢iy pakitusiy genetiniy
savybiy, panaudojimo terapijoje, Siy lasteliy preparato paruosimo Saugumas
privalo biati  kruop$giai istirtas. Zmogaus MKL, skirty klinikiniam
panaudojimui, chromosomy stabilumg iStirti rekomenduoja Europos vaisty
agentiira (angl. the European Medicines Agency) ir JAV maisto ir vaisty
administracija (angl. the U.S. Food and Drug Administration).

Virkstelés audinys yra patraukli alternatyva kauly c¢iulpams, kadangi
MKL jame yra gausu, o0 isskiriamos jos neinvaziniu biidu. Norint iSsaugoti
virkstelés audinj, kurj galima biity panaudoti ateityje, ji butina uzsaldyti ir
saugoti ilga laikg — kriokonservuoti. Taciau Saldymo-atSildymo procesas gali
pazeisti lasteles ir iki Siol néra aiski Sios technologijos jtaka virkstelés audinio
MKL genomo stabilumui.

MKL dazniausiai gausinamos mitybinése terpése, kuriose yra fetalinio
verSelio serumo. Tadiau serumo panaudojimas didina verSelio patogeny
perdavimo bei imuniniy reakcijy pries ksenogeninius serumo antigenus rizikg.
Geriausias §ios problemos sprendimas biity MKL gausinti apibréztos sudéties,
serumo neturinioje mitybingje terpéje. Ankstesniy tyrinéjimy metu nustatyta,
kad rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinéje terpéje virkstelés

audinio MKL proliferuoja 5-10 karty grei¢iau nei jprastoje 10 % FVS



turinCioje terpéje. Tikétina, kad $i paZangiosios terapijos vaistinio preparato

gamybai reikSminga savybé susijusi su lgsteliy geny raiskos skirtumais.

DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Siekiant uZztikrinti kuriamy lasteliy preparaty prototipy gamybos
saugumga, buvo iskeltas §io mokslinio darbo tikslas: istirti in vitro atliekamy

manipuliacijy jtaka mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy genetinéms savybéms.

Uzsibréztam darbo tikslui pasiekti buvo iskelti Sie darbo uzdaviniai:

1. Sukurti zmogaus MKL i$skyrimo i§ likutinés kauly ¢iulpy medziagos ir
pagausinimo in vitro iki terapijai tinkamo kiekio metodika;

2. Istirti ankstyvyjy (3—4) ir vélyvyjy (6-7) pasazy zmogaus kauly ¢iulpy
MKL fenotipines, funkcines (morfologija, imunofenotipa, senéjima,
proliferacijos potencialg) ir genetines (kariotipg ir geny raiska) savybes;

3. Palyginus vélyvyjy ir ankstyvyjy pasazy lasteliy tyrimy rezultatus,
jvertinti ilgalaikio auginimo in vitro jtaka zmogaus kauly ¢iulpy MKL
savybéms;

4. Atrinkti potencialius molekulinius biozymenis zmogaus kauly c¢iulpy
MKL senéjimui in vitro vertinti;

5. Istirti kontroliuojamo Saldymo jtaka zmogaus virkstelés audinio MKL
genomo stabilumui;

6. Istirti naujos mitybinés terpés, papildytos rekombinantiniais baltymais,
jtaka virkstelés audinio MKL geny raiskai ir palyginti su geny raiska
virkstelés audinio MKL, augintomis jprastoje terpéje, papildytoje FVS.

GINAMIEJI TEIGINIAI
1. MKL gali baiti s¢kmingai iSskirtos i§ nedidelio zmogaus kauly ciulpy
tiirio ir efektyviai pagausintos iki kiekio, reikalingo terapiniam lasteliy

preparatui pagaminti;
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2. llgalaikis zmogaus kauly ¢iulpy MKL auginimas in vitro turi jtakos jy
morfologijai, proliferacijos grei¢iui, sen¢jimui, chromosomy stabilumui
ir geny raiskai;

3. Naujus specifinius zmogaus kauly ¢iulpy MKL sengjimo in vitro
bioZymenis galima nustatyti tiriant tikslingai atrinkty geny raiska;

4. Kontroliuojamas Saldymas ir atSildymas neturi jtakos Zmogaus
virkstelés audinio MKL chromosomy stabilumui;

5. Mitybinés terpés, papildytos rekombinantiniais baltymais, sudétis turi

itakos zmogaus virkstelés audinio MKL geny raiskai.

DARBO MOKSLINIS NAUJUMAS IR PRAKTINE REIKSME

Suktiréme naujg metodika, pagal kuria MKL iSskyréme i§ likutinés
zmogaus kauly Ciulpy transplantacijos medziagos ir pagausinome in vitro iki
terapijai tinkamo kiekio. Taip neatliekant papildomos kauly ¢iulpy biopsijos
biity galima sukurti nepakitusiy savybiy lgsteliy produkta.

Nustatéme naujus potencialius 38 Zmogaus kauly ¢iulpy MKL senéjimo
molekulinius Zymenis, kurie suteikia naujy ziniy apie MKL biologijg ir galéty
sudaryti pagrinda lgsteliy preparato kokybés kontrolés kiirimui.

Pirmg karta parodéme, kad Zzmogaus virkStelés audinio Saldymas ir
atSildymas neturi jtakos MKL genomo stabilumui. Tai patvirtina virkstelés
audinio kriokonservavimo saugumg. Parodéme, kad mitybinés terpés,
papildytos rekombinantiniais baltymais, sudétis turi didelés jtakos zmogaus
virksteles audinio MKL geny, siejamy su kamieniSkumo palaikymu arba
lastelés dalijimosi stabdymu, raiskai.

Sis mokslinis darbas — pirmasis Zzmogaus MKL genomo stabilumo ir

sen¢jimo tyrimas Lietuvoje.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1 Mezenchiminiy kamieniniy lasteliu identifikacija ir biologinés

savybés

Kamieninés lastelés — tai tokios Igstelés, kurios nuo kity organizmo
lasteliy tipy skiriasi 3 bendrosiomis savybémis: 1) jos geba dalytis ir taip save
atnaujinti ilgg laiko tarpg, 2) jos yra nespecializuotos, 3) 1§ jy gali iSsivystyti
specializuoty tipy lastelées’. Zmogaus mezenchiminés kamieninés lastelés
(MKL) apibudinamos kaip ne kraujodaros, besitvirtinan¢ios prie pavirsiy,
morfologiSskai ] fibroblastus panaSios lastelés (1 pav.), pasizymincios

savaiminiu atsinaujinimu ir gebéjimu diferencijuotis j skirtingy tipy lgsteles?.

MKL gali biiti i$skirtos 18 jvairiy suaugusiy zmoniy audiniy, tokiy kaip
kauly Ciulpai, riebalinis audinys, skeleto raumenys, sinovija bei danties pulpa,
bei vaisiaus ar naujagimio audiniy, tokiy kaip virkstelés audinys, placenta ir
amniono skystis* (2 pav.) Visgi kauly ¢iulpai yra pagrindinis MKL i$skyrimo

Saltinis®, nors riebaliniame audinyje $iy lasteliy yra gausiausia®.
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Danties pulpa

Plauciai
Periferinis kraujas
Kepenys

Riebalinis audinys Kauly ciulpai

Skeleto raumenys

Sinovija

Amniono skystis

Virkstelés drebutinis
jungiamasis audinys

Vaisiaus kraujas

Placenta

2 pav. Zmogaus MKL iSskyrimo Saltiniai
Mezenchiminés kamieninés lastelés gali biti iSskirtos i$ jvairiy tiek suaugusiy zmoniy, tiek
vaisiaus ar naujagimio audiniy. Pagal Kobolak et al*

Hematti su bendraautoriais’, Lindner su bendraautoriais® bei Prockop
su bendraautoriais® apzvelgeé MKL savybes ir jy tyrinéjimus nuo pat MKL
atradimo iki $iy laiky. MKL atradéju laikomas Friedenstein, kuris nuo 1960
mety tyrinéjo sgveikas tarp kaulinio ir hemopoetiniy audiniy. Jis pirmasis
parode, kad kauly Ciulpuose yra ne kraujodaros lasteliy, kurioms budingos
tokios savybés kaip virtinimasis prie plastiko pavirSiaus, kolonijy i§ vienos
lastelés suformavimas, proliferacijos ir pers¢jimo potencialas bei osteogeninis
potencialas. Sias lasteles jis pavadino kolonijas formuojandiais fibroblasty
vienetais (angl. colony-forming unit-fibroblastic cells, CFU-F). Remdamasis
Friedenstein tyrimy rezultatais, 1985 m. Owen pasiiilé priclaidg, kad egzistuoja
,,Stromos* kamieninés Igstelés, kurios kauly ¢iulpuose sudaro nisg kraujodaros
kamieninéms lgsteléms. 1991 m. Caplan parodé, kad Sioms lgsteléms biidingos
kamieniniy Iasteliy savybés: gebéjimas diferencijuoti ; mezodermos linijos

lasteles (adipocitus, chondrocitus ir osteoblastus) ir pasiilé ,,mezenchiminiy
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kamieniniy lgsteliy* terming. 1999 m. Pittenger paskelbé, kad MKL buidingos
multipotentinés diferenciacijos galimybé. Vélesniy tyrimy su gyviinais metu
nustatyta, kad MKL skatina pazeisty audiniy regeneracijg in vivo.

Tyréjai skirtingai charakterizavo MKL, o dél greitai gauséjanciy
publikuojamy duomeny tapo sudétinga palyginti atskiry tyrimy rezultatus.
Todél 2006 metais Tarptautiné lasteliy terapijos draugija (angl. The
International Society for Cellular Therapy, ISCT) pasitlé minimalius kriterijus,
kuriuos turéty atitikti in vitro auginamos zmogaus MKL:

1) tvirtinimasis prie plastiko pavirsiaus;

2) specifiniy pavirSiaus zymeny (antigeny) raiska: >95 % MKL
populiacijos turi ekspresuoti CD105, CD90 bei CD73 ir <2 % MKL
populiacijos turi ekspresuoti CD34, CD45, CD14 arba CD11b,
CD79a arba CD19 bei HLA-DR,;

3) multipotentinés diferenciacijos galimybé j osteoblastus, chondrocitus
ir adipocitus.

Siomis rekomendacijomis buvo siekiama paskatinti vienodesnj MKL

apibudinimg ir palengvinti tyré¢jy duomeny palyginima.

,Mezenchiminés kamieninés lastelés yra sutartinis terminas. Embriono
vystymosi metu 1§ mezodermos vystosi mezenchima, o 1§ jos — visy tipy
jungiamasis audinys, kuriame ir aptinkamos MKL!!. Tag¢iau kai kurie tyréjai
Sias Igsteles linke vadinti ,,mezenchiminémis stromos lgstelémis* teigdami, kad
jos yra organy struktiiring funkcijg atlickan¢iame jungiamajame audinyje® ir
kad triksta $iy lasteliy kamieniskumo jrodymy tyrimuose in vivo'?. 2013
metais Bianco su bendraautoriais jrod¢, kad bent jau kauly ¢iulpy MKL i$
tikryjy yra kamieninés lastelés: po transplantacijos MKL in vivo suformavo
nedidele taisyklingos histologijos kauling struktiira, kurioje pradéjo vykti

recipientinio gyviino hemopoezé®®.
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2.2 Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy senéjimas

Daugiau nei prie§ penkis desimtmecius Hayflick ir Moorhead nustaté,
kad normaliy mogaus fibroblasty dalijimosi skaiGius in vitro yra ribotas. Sj
reiskinj jie pavadino , lastelés sen¢jimu (angl. cellular senescence)'*. Siuo
metu lgsteliy sen¢jimas apibréZiamas kaip negriZztamas lastelés ciklo
sustabdymas ir su tuo susije jvairils fenotipiniai poky¢iai®. Senstan¢ios lastelés
nuo kity nesidalijanciy lasteliy, tokiy kaip ramybés bilisenos arba galutinai
diferencijavusiy lasteliy, skiriasi morfologiniais pokyciais bei kai kuriais
zymenimis: lgstelés tampa didesnés, suplokstéja, joms biidingas su sené¢jimu
susijusios P-galaktozidazés aktyvumas (3 pav.), su senéjimu susijusios
heterochromatino sankaupos (angl. senescence-associated heterochromatic
foci), vézio slopikliy ir lastelés ciklo slopikliy raiska  bei

deoksiribonukleoriigs¢iy (DNR) pazaidy Zymenys*
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3 pav. Senstanciy Zzmogaus MKL kultira
Senstancios lgstelés yra didesnés ir vertinimo metu dél B-galaktozidazeés aktyvumo aplink
Iasteliy branduolius susikaupia zalsvai mélynos spalvos dazai. Pagal Hass et al®
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Skiriamos dvi Igsteliy senéjimo kategorijos: ,,pirmalaikis senéjimas® ir
wreplikacinis senéjimas*!’. | Replikacinis sen¢jimas® susijes su telomery
trumpéjimu kultiiros augimo metu*®. Dél DNR replikacijos proceso prigimties
ir nepakankamo telomerazés aktyvumo telomeros po truput] trumpéja
kiekvieno lgstelés dalijimosi metu. Sutrikus telomery funkcijoms, suZadinami
DNR pazaidy atsako signaliniai keliai, kurie aktyvina nuo vézio slopiklio p53
priklausomus lastelés kontrolés taskus ir galiausiai Igstelé pereina j senéjimo
faze¢!®. ,,Pirmalaikis senéjimas* yra pasekmé kity stresiniy bikliy, tokiy kaip
reaktyviy deguonies radikaly perteklius (oksidacinis stresas), DNR
pazeidzian¢ios medZiagos ar tam tikry onkogeny aktyvinimas'®. Sie dirgikliai
sukelia nepataisomas DNR pazaidas, o nuolatiniai DNR pazaidy signalai
galiausiai suzadina negrjztama lastelés proliferacijos sustabdyma®®. Abiejy tipy
senéjimas gali vykti kartu auginimo in vitro metu*® (4 pav.).

Yra gerai zinoma, kad suaugusiy zmoniy kauly &iulpy MKL (KC MKL)
sen¢jimg ir su juo susijusius MKL savybiy pokycCius suzadina Siy lgsteliy
ilgalaikis auginimas in vitro®®. Zmogaus MKL telomerazés aktyvumas yra
nepakankamas, kad atstatyty trumpéjancias telomeras?*. Zmogaus KC MKL

biidingas ir pirmalaikis senéjimas®?2,

Taciau senéjimas néra susijes su
fiksuotu lasteliy pasidalijimo skai¢iumi. Vieni tyréjai nustaté ankstesnj
7mogaus KC MKL senéjima — po 6-16 populiacijos padvigubéjimy®, Kiti
vélesnj — po 2540 ar 35-52 populiacijos padvigubéjimy?. Siy tyrimy metu
MKL sen¢jimas buvo vertintas pagal morfologijos, proliferacijos kinetikos ir
fermento P-galaktozidazés aktyvumo pokycius. Deja, iki Siol néra auksinio
standartinio metodo Igsteliy senéjimui jvertinti. Todél reikalingi specifiSkesni,
molekuliniai, Zymenys, siekiant jvertinti zmogaus MKL senéjimg auginamose
kulttirose?’.

p53—p21-RDb ir p16-Rb yra pagrindiniai lastelés senéjima suzadinantys
lastelés signalinius kelius, kurie galiausiai aktyvina vézio slopiklj p53 arba
pl6'™4a arba abu. Suaktyvintas p53 suzadina véZzio slopiklj p21, kuris,
slopindamas ciklino E-Cdk2 kompleksg, lemia laiking Igstelés ciklo
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sustabdyma. p16'™4? taip pat slopina lastelés cikla, tatiau veikdamas ciklino
D—Cdk4 ir ciklino D-Cdk6 kompleksus. Abu, p21 ir p16'™4 neleidzia vykti
Rb inaktyvinimui, o tai lemia nuolating transkripcijos veiksniy E2F
kontroliuojamy geny, biitiny pereiti | S faze, raiSkos slopinima. Esant stipriam
stresui, laikinas lastelés augimo sustabdymas tampa negrjztamas. Sio virsmo
mechanizmai iki Siol néra Zinomi. Nedidelio masto DNR paZaidos iStaisomos
ir lastelé grizta | normalig ciklo eiga. Esant vidutiniam stresui, p53—p21
signalinis kelias aktyvina vadinamajj pagalbinj Igstelés ciklg (angl. assisted
cycling), kurio metu Iastelés ciklo trukmé prailginama, taip suteikiant
papildomai laiko pazaidoms istaisyti. Taigi p53—p21 kelias gali veikti arba
prieSingai, arba sinergiskai su pl6"™4 priklausomai nuo streso tipo ir

stiprumo?°.

Telomery trumpéjimas

Populiacijos 4 Telomeros *
padvigubejimo
lygmuo
DNR pazaidy signalas

Lastelés senéjimas
(replikacinis Iastelés senéjimas)

@@

! Onkogeny aktyvinimas, oksidacinis stresas, kt. (nuolatinés DNR pazaidos)
V4 Onkogeny suzadintas senéjimas
/ . 4 > Streso suzadintas senéjimas

»
>

Auginimo dienos

4 pav. Lasteliy senéjimas auginimo in vitro metu

Galimas dvejopas lasteliy sen¢jimas: ,replikacinis®, susijes su telomery trumpéjimu, ir
,»pirmalaikis®, susijes su auginimo salygy nulemtu stresu, tokiu kaip oksidacinis stresas ar
onkogeny aktyvinimas. DNR pazaidy signaliniai keliai sustiprina raiska vézio slopikliy p16 ir
p21, kurie dalyvauja suzadinant abiejy tipy lastelés senéjima. Pagal Ohtani ir Hara®
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Pagrindiniy su zmogaus KC MKL sené¢jimu siejamy geny raiskos
tyrimy rezultatai priestaringi. Cheng su bendraautoriais parodé, kad geny pl6,
p21 ir p53 raiska yra reikSmingai padidéjusi ilgalaikio auginimo metu
senstan¢iose zmogaus KC MKL, 0 baltymy p21 ir p53 raiskos pokyé¢iai
sutampa su RNR raiskos poky¢iais®®. Shibata su bendraautoriais parodé, kad
7mogaus KC MKL gyvavimo pabaigoje reik§mingai padidéja tik geno pl16
informacinés RNR (iRNR) raiSka, bet ne geny p21 ir p53 raiska, ir atitinkamy

31 Panasius

baltymy kiekiy pokyc¢iai sutampa su iRNR raiSkos pokyciais
rezultatus paskelbé ir Tarte su bendraautoriais, nustojusiose dalytis zmogaus
KC MKL nustate p16 iRNR kiekio padidéjima ir nenustate geny p53 ir p21
raiskos poky¢iy?®. Kim su bendraautoriais parodé, kad Zmogaus KC MKL
ilgalaikio auginimo metu geno p16 raiska nekinta, o p53 raiska sumazéja®,

Rb ir jo Seimos baltymai, pl107 ir p130, yra ypac svarbiis inicijuojant
senstan¢ios lgstelés ciklo stabdyma®®. Proliferuojanciose Igstelése ciklino D—
Cdk4,6 bei ciklino E-Cdk2 kompleksai lemia Rb Seimos fosforilinimg, dél
kurio Sie baltymai btina neaktyviis. Ta¢iau senstanciose Iastelése veikiant INK4
(priklauso p16) ir CIP/KIP (priklauso p21) Seimy Cdk slopikliams, minéti
kompleksai nuslopinami, o hipofosforilintos biisenos Rb baltymai tampa
aktyviis ir veikia kaip transkripcijos veiksniy E2F slopikliai®® (6 pav.). E2F1-5
regulivoja raiskag geny, dalyvaujanciy vykstant DNR replikacijai bei
reparacijai, lastelés ciklui, lastelés metabolizmui bei stabdant Igstelés ciklg®* (7
pav.). Taciau baltymy Rb, p107 ir p130 MKL biologinés funkcijos iki §iol néra
Zinomos®,

Noh su bendraautoriais, panaudodami viso transkriptomo
oligonukleotidy mikrogardeles (Affymetrix, JAV), parodé, kad auginimo in
vitro metu senstan¢iose vélyvojo 11 pasazo (P11) Zzmogaus KC MKL, palyginti
su ankstyvojo P4 lasteleémis, 243 geny raiSka padidéja ir 340 geny raiska
sumazéja daugiau kaip 2 kartus. Geny ontologijos analizé parod¢, kad Sie genai
susije su lastelés ciklu, citoskeletu, DNR reparacija, chromatino susirinkimu
bei DNR metabolizmu — procesais, kurie siejami su lgstelés senéjimu®. Yoo su

bendraautoriais, panaudodami slopinamojo atémimo hibridizacijos (angl.
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Streso Saltiniai

Onkogeny inaktyvacija
Vezio slopikliy praradimas Branduolélio stresas
. Onkogeny aktyvinimas Epigenetinis stresas
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5 pav. Dirgikliai ir pagrindiniai signaliniai keliai, suzadinantys lastelés
senéjimag

Pilkos spalvos dirgikliai ir rodyklés — aktyvinantys p53 per DNR pazaidy atsako signalinius
kelius. Raudonos spalvos jungtys rodo ,sené¢jimg skatinanCias“, o zalios — ,,senéjima
slopinanéias“ veiklas. Raudonos spalvos rodyklés rodo senéjimo eigg esant stipriam stresui,
zalios spalvos rodyklés — esant silpnam ir vidutiniam stresui. Senstanc¢iose lgstelése sustipréja
uzdegimag skatinan¢iy veiksniy (pavaizduoti spalvotais rutuliukais) sintezé. Pagal van
Deursen®
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Besidalijancios lastelés Senstancios lastelés
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6 pav. Zinduoliy lasteliy ciklo G1/S eigos reguliacija

Cikliny ir nuo cikliny priklausanc¢iy kinaziy (Cdk) kompleksai lemia Rb $eimos baltymy
(Rbl1, p107, p130) fosforilinima, dél kurio Sie baltymai biina neaktyvis. Veikiant Cdk
slopikliams, priklausantiems Seimoms INK4 ir CIP/KIP, cikliny—-CDK kompleksai
nuslopinami, o hipofosforilintos biisenos Rb baltymai tampa aktyvis ir veikia kaip E2F
slopikliai. Pagal Chandler et al*®

@D
1

E2F valdomi genai
DNR replikacija DNR reparacija Kontrolés taskai
Lastelés ciklo progresija Vistymasis Diferenciacija
Lasteles metabolizmas mikroRNR Apoptozé
Augimo skatinimas Augimo slopinimas

7 pav. Transkripcijos veiksniy E2F jtaka lgstelei augti arba augimui
stabdyti

Transkripcijos veiksniai E2F aktyvina tiek lastelés augimg skatinancius, tiek slopinancius
genus. Manoma, kad lastelés likimas priklauso nuo E2F veikiamy geny-taikiniy balanso.
Pagal Ozono et al**
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suppression subtractive hybridization) technologija, parodé, kad senstan¢iose
in vitro Zzmogaus KC MKL (ju populiacijai padvigubéjus 30 karty), palyginti su
jaunomis lgstelémis (jy populiacijai padvigub¢jus 10 karty), 43 geny raiSka
padidéjo ir 19 geny raiska sumaZéjo. Sie genai daugiausia buvo susieti su
lasteliy tvirtinimusi prie pavir$iy ir metabolizmu®’. Choi su bendraautoriais,
iSanalizave viso genomo DNR metilinimo mikrogardeliy (NimbleGen, JAV)
duomenis, vélyvojo P15 Zmogaus KC MKL, palyginti su ankstyvojo P5
lastelémis, nustaté 44 hipermetilintas miRNR ir 2587 hipermetilintus genus,
tarp kuriy buvo susijusiy su DNR replikacija, Igstelés ciklu ir PPAR signaliniu
keliu. Hipermetilinimg tyrimo autoriai susiejo su geny raiskos slopinimu ir
lasteliy senéjimus®,

Mazosios mikroRNR (miRNR) yra nepaprastai svarbios reguliuojant
daugybe lastelés procesy, jskaitant proliferacija®® ir genomo stabiluma®. Tik
visai neseniai buvo issiaiskinta, kad miRNR, dar vadinamos su senéjimu
susijusiomis mMIRNR (angl. senescence-associated mMIiRNR), yra svarbiis
Iastelés senéjimo veiksniai*'. Benhamed su bendraautoriais neseniai nustaté,
kad miRNR dalyvauja Igstelés ciklo stabdymo procese kartu su Rb1/E2F
kompleksu slopindamos proliferacijg skatinanéiy geny raiska*?. Tyréjai parode,
kad lastelés senéjimo metu citozoliniai MIRNR/AGO2 kompleksai yra
perkeliami ] Igstelés branduolj, kur jungiasi prie transkripcijos veiksniy E2F
valdomy geny promotoriy. Taip miRNA/AGO2 kompleksai blokuoja RNR
polimerazés II prisijungima prie promotoriy, 0 Kartu su Rb1/E2F pritraukia
kitus slopiklius, tokius kaip histony metiltransferazés ir histony deacetilazés, ir
slopina E2F valdomus promotorius. Galiausiai promotorius nuslopinamas dél
susiformavusio neaktyvaus chromatino, kuriam biidingas histono H3 lizino
metilinimas 9 ir 27 padétyse (8 pav.). Procesa tyréjai pavadino su sen¢jimu
susijusiu  geny transkripcijos slopinimu (angl. senescence-associated

transcriptional gene silencing).
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8 pav. AGO2 ir miRNR veikimo modelis 1astelés senéjimo metu slopinant
E2F valdomuy geny transkripcija

miRNR/AGO2 prie geno promotoriaus jungiasi arba tiesiogiai (deSinéje), arba per su
promotoriumi susijungusiag pRNR (kairéje). Cy — citozolinis, nc — branduolio, HMT - histony
metiltransferazé, HDAC — histony deacetilazés. Pagal Benhamed et al*?

[TTT]

Senéjimas

Literatiros duomenimis, pirmosios publikacijos apie miRNR
tyringjimus zmogaus KC MKL sené¢jimo in vitro metu pasirode tik 2014
metais. Yoo su bendraautoriais*® klonavo 43 miRNR senstanciose zmogaus KC
MKL. I$ jy 24 jau anksCiau buvo susietos su kity Igsteliy tipy senéjimu.
Likusias 19 miRNR istyré kiekybinés PGR gardeliy metodu (Qiagen, JAV) ir
nustaté, kad 14-0s raiska padidéjo ir 5-iy sumaZéjo in vitro senstandiose KC
MKL, palyginti su raiska jaunose lastelése. Tome su bendraautoriais®
kiekybinés PGR metodu parodé, kad miR-335 raiska reikSmingai didéja
senstanéiose zmogaus KC MKL ilgalaikio (>7 savaités) auginimo in vitro metu
bei dirbtinai suzadinus S$iy lasteliy sen¢jimag apSvitinant y-jonizuojancigja
spinduliuote. Tyré¢jai taip pat nustaté stiprig koreliacija tarp didéjancio miR-335
kiekio Igstelése ir donory vyresnio amziaus.

Su zmogaus MKL senéjimu susijusios jvairios rizikos. Visy pirma
lasteliy senéjimas apriboja pirminiy lasteliy kultiiry proliferacijos potenciala®.
SenstanCios lgstelés neigiamai paveikia ir aplinkines normalias lasteles:

iSskirdamos tirpius veiksnius, jos gali sustabdyti normaliy lasteliy lastelés cikla
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ir taip apriboti jy proliferacijos potencialg*®. Dél to trumpéja lasteliy gyvavimo
laikotarpis*’. Nors j sené¢jimo faze peréjusios lastelés nebegali toliau dalytis,
jos islieka gyvybingos ir metabolidkai aktyvios!®. Taciau senstan¢ioms MKL
buidingas su senéjimu susij¢s sekretomo fenotipas (angl. senescent-associated
secretory phenotype): tokiose lastelése reikSmingai sustipréja uzdegimag
skatinan¢iy chemokiny ir citokiny sintezé?! bei sutrinka MKL terapinj poveikj
nulemiantis imunomoduliacinis potencialas*®®. Galiausiai d¢l lasteliy senéjimo
sutrinka lastelés ciklo kontrolés tasky veikla, todél padidéja chromosomy
nestabilumo®® ir lasteliy neoplazinés transformacijos rizika®®®. Zmogaus
MKL, skirty klinikiniam panaudojimui, proliferacijos potencialg ir senéjimo
biiseng jvertinti rekomenduoja Europos vaisty agentira (angl. The European

Medicines Agency)®2.

2.3 Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy genetinis nestabilumas

2.3.1llgalaikio auginimo jtaka Zmogaus mezenchiminiy kamieniniy

lasteliy genetiniam stabilumui

Siekiant uZztikrinti pakankamg mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy
(MKL) terapijos efektyvuma, reikalingi dideli lgsteliy kiekiai, o tam lgstelés
turi biiti ilgg laikg auginamos in vitro®. Tac¢iau kai kurie tyréjai nustaté
auginamy MKL kariotipo nestabilumg?®**%,  Genomo nestabilumas
apibréziamas kaip genomo poky¢iy daznio padidéjimas lgstelés ciklo metu®® ir
yra skirstomas j mikrosatelity nestabiluma, kai kinta chromatino struktiira ir
geny raiska, bei chromosomy nestabilumg, kai kinta chromosomy strukttra ir
skai¢ius®’. Visuotinai pripazinta, kad genomo nestabilumas sudaro salygas
Igsteléms jgyti véziniy ypatybiy®®, todél zmogaus MKL kancerogeninis
potencialas yra vienas svarbiausiy nerimg kelianCiy aspekty, siekiant Sias
lasteles panaudoti klinikoje®®.

Zmogaus KC MLK genomo stabilumo tyrimy rezultatai yra labai

priestaringi. Wang su bendraautoriais® parodé, kad Zmogaus KC MKL
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auginimo in vitro metu susiformavo spontaninés piktybinés transformacijos
fenotipu pasizyminéiy lasteliy  subpopuliacija. Sios lastelés  buvo
besitvirtinan¢ios prie pavirsiy, sferos formos (9 pav. A, B), joms buvo
budingas didelis telomerazés aktyvumas, greitesnis augimas nesant kontaktinio
slopinimo (angl. contact inhibition), dominavimas normaliy kultiiros Igsteliy
atzvilgiu, nebuvo biidinga CD105 raiska, o CD90 raiska buvo labai nedidelé.
Analizuojant Siy lasteliy klony 7 ir 13 pasazy G metodu dazytas (angl. G-
banding) chromosomas buvo nustatyti chromosomy pokyc¢iai: aneuploidija ir
translokacijos (9 pav. C). Tokios Igstelés suformavo makroskopinius solidinius
navikus NOD/SCID peliy daugybé¢je organy ir audiniy. Histologiné analizé
parodé, kad Sie navikai labai silpnai diferencijuoti, agresyviai augantys,
turintys didelius nekrozés plotus. Autoriai padaré i§vada, kad in vitro sglygos
yra palankios transformuotoms zmogaus KC MKL susiformuoti ir/arba
daugintis ir pabrézé kariotipo analizés butinuma pries Siy Igsteliy panaudojimag

Klinikoje.
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9 pav. Zmogaus KC MKL transformacija auginimo in vitro metu

KC MKL yra besitvirtinangios prie pavirsiy, fibroblastinés morfologijos, formuoja
homogeninj sluoksnj (A). Transformavusios lastelés apvalios, kubo ar trumpos verpstés
formos, formuoja kompaktiskas kolonijas (B). 15 % transformacijos fenotipu pasizyminciy
KC MKL nustatytas kariotipo pokytis 45, X, -X, +(10)(g26), +(16)(p13.3), +(18)(p11.2)
(C), likusiy Iasteliy kariotipas buvo normalus 46, XX. Pagal Wang et al>*

Rubio su bendraautoriais®® augino Zmogaus riebalinio audinio (RA)

MKL. Visy isskirty MKL kariotipas buvo normalus (2n = 46). Po mazdaug 2
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meén. visos lagstelés pasiekeé sen¢jimo fazeg: lasteliy ciklas buvo sustojes,
lastelése nustatytas [-galaktozidazés aktyvumas. Lastelés buvo augintos in
vitro toliau. Praéjus 4-5 mén. nuo iSskyrimo lgstelés spontaniskai tapo
nemirtingos: vél éme proliferuoti, pakito jy morfologija (lastelés tapo mazos ir
kompaktiskos) bei imunofenotipas (sumazéjo pavirSiaus Zymeny CD34, CD90
ir CD105 raiska). Galiausiai lgstelés spontaniSkai transformavosi: augo ant
pusiau kieto agaro nesant kontaktiniam slopinimui. Nustatytas telomerazés
aktyvumas ir Kkariotipo pokyciai (trisomija, tetraploidija, chromosomy
struktiiros persitvarkymai). Suleistos imunodeficitinéms peléms tokios lastelés
po 4-6 sav. suformavo navikus beveik visuose gyviiny organuose.
Apibendrindami tyrimg autoriai akcentavo, kad ilgalaikis auginimas didina
MKL spontaninés transformacijos in vitro ir naviky formavimo in vivo rizika.
PanaSius rezultatus paskelbé ir Rosland su bendraautoriais®®. Tyréjai augino
zmogaus KC MKL, kurios senéjimo faze pasieké po 25-71 dienos. Siy lasteliy
proliferacija Zenkliai sulétéjo, jose nustatytas P-galaktozidazés aktyvumas.
llgalaikio auginimo (5-106 sav.) in vitro metu 46 % kultiiry spontaniskai
transformavosi: zenkliai pagreitéjo proliferacija (normaliy MKL PP buvo 60
val., transformuoty lagsteliy PP — 12 wval.), pakito morfologija (i§ verpstés
formos | apvalias), pakito imunofenotipas (padid¢jo CD44 ir CD166 raiSka,
CD105 raiskos sumaze¢jo, o CD73 ir CD90 raiSka neaptikta), pakitusiose
lastelése nustatytas telomerazés aktyvumas. Suleistos imunodeficitinéms
peléms tokios Igstelés suformavo navikus $iy gyviiny plauéiuose. Tyréjai priéjo
prie iSvados, kad didelé dalis gausinamy in vitro zmogaus MKL patiria
spontaning piktybine transformacijg ir tai kelia rimty klausimy del saugumo
MKL naudoti terapijoje ir regeneracinéje medicinoje.

Tarte su bendraautoriais?®® augino zmogaus KC MKL Geros gamybos
praktikos salygomis panaudoti klinikoje. Kariotipuodami R metodu dazytas
(angl. reverse heat Giemsa—banded) chromosomas jau trijose i§ 20-ies 1
pasazo kultliry nustaté 5-tos chromosomos trisomija, dviejose i$ $iy trijy — dar
ir 8-tos bei 20-tos chromosomy trisomijas. Tac¢iau $iy poky¢iy nebeaptiko 2

pasazo lgstelése. ISimtis — viena kultiira, kurioje iSliko 5-tos chromosomos
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trisomija. Nepaisant to, visy méginiy Iastelés — tiek normalios, tiek
aneuploidinés — po 35-52 PP peré¢jo | senéjimo faze nesant transformacijos
pozymiy in vitro ir in vivo: Igstelés nebeaugo minksStame agare, neformavo
naviky peliy ir Zmoniy organizmuose. Tyréjai padaré i§vada, kad Zmogaus KC
MKL chromosomy nestabilumas nelemia lgsteliy spontaninés piktybinés
transformacijos ir, ko gero, yra lasteliy senéjimo pozymis.

Bernardo su bendraautoriais®? augino zmogaus KC MKL iki senéjimo
fazés arba iki P25 (iki 44 sav.). Tirtos kas treCio pasazo lgstelés. Telomeros
laipsniSkai trumpéjo, taciau telomerazé iSliko neaktyvi. Genomo stabilumas
buvo tirtas 3 metodais: tradicinio kariotipavimo, FISH (angl. fluorescent in situ
hybridization) ir lyginamosios genominés hibridizacijos (angl. array
comparative genomic hybridization). Jokiy chromosomy aberacijy nebuvo
nustatyta. Apibendrinus tyrima konstatuota, kad Zmogaus KC MKL gali biti
saugiai padaugintos in vitro ir yra tinkamos lgsteliy terapijoje. Kim su
bendraautoriais?®® zmogaus KC MKL augino in vitro mazdaug 150 dieny, per
kurias lgsteliy populiacija pasidalijo 60 karty. Per pirmasias 6 savaites (iki PP
30) lasteliy augimo greitis nekito, lastelés iSliko verpstés formos. Véliau
augimas létéjo, lasteliy forma ir dydis éme kisti, kol galiausiai lasteliy augimas
visiS8kai sustojo — lastelés peréjo | sen¢jimo fazg. Viso auginimo metu
telomeros trumpéjo, telomerazés aktyvumas iSliko labai nedidelis ir lgsteles
(tirtos esant PP 10, PP 30, PP 55) islaiké normaly kariotipg (46, XX). Suleidus
PP 10, PP 30 bei PP 55 zmogaus KC MKL peléms, nenustatyta jokiy ligy ar
naviky formavimosi. Tokius pat rezultatus gavo ir Jones su bendraautoriais*’,
augine zmogaus KC MKL lygiagre¢iai flakonuose ir bioreaktoriuje Quantum
System (Terumo BCT, JAV). Tyréjai spektrinio Kkariotipavimo metodu
nenustaté jokiy kloniniy chromosomy pokycCiy, o suleide lasteliy peléms
piktybinés neoplazinés transformacijos nenustaté.

Ben-David su bendraautoriais® surinko 22 nepriklausomy tyrimy, Kuriy
metu buvo augintos MKL, isskirtos i§ 144 méginiy, MKL visuminés geny
raiSkos duomenis. Atlike Siy duomeny metaanalize, nustate, kad MKL

btidingos pakankamai retos (~4 % meginiy), ta¢iau MKL specifinés didelio
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masto chromosomy aberacijos: ~67 % aberacijy buvo monosomijos,
dazniausiai 6q ir 13-tos chromosomos (10 pav.). 13-tos chromosomos
monosomija yra stipriai susijusi su mezenchiminés kilmés (kauly ir minkstyjy
audiniy) navikais. Sios aberacijos suteikia lasteléms augimo prana$uma ir

pakitusios lasteles gali isivyrauti jau 7 pasazo kultiiroje.

/ Mezenchiminés kamieninés Iastelés \

- (144 méginiai)
: E i = -]
= ~ ; = 10 pav. Ideograma, Kkurioje
- = 5 = - parodytos nustatytos chromosomy
1 2 3 h 5 aberacijos auginamose in vitro
- o = _ - Zmogaus MKL
= C = ™ ' tulpeliai, esantys chromosomy desinéje,
= : - Stulpeliai ys ch desingj
- ;I i ; - rodo papildomas chromosomas (ar jy dalis),
Iy T B 2 T o esantys kairéje — chromosomy delecijas.
= - Chromosomy aberacijos, nustatytos to
- “ - = paties tyrimo méginiuose, sujungtos juoda
= = E = = linija ir atliekant statisting analize¢ laikytos
" 12 13 14 5 viena aberacija. Pagal Ben-David et al®
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1% 17 18 ) 2
21 22

- /

Nors dalis Sokiruojanc¢iy publikacijy apie piktybing zmogaus riebalinio
audinio MKL®® ir kauly ¢&iulpy MKL® transformacija véliau buvo
atSauktos®®%, tagiau diskusijos apie Zzmogaus MKL genetinj stabilumg ir
panaudojimo klinikinéje praktikoje saugumg iSlicka aktualios®®>%, Siekiant
iSvengti MKL, kuriy genetinés savybés pakitusios, panaudojimo klinikinéje
praktikoje, MKL saugumas turi biiti kruops¢iai istirtas®. Todél reikia daugiau
tyrimy, norint jvertinti MKL genomo stabilumg ilgalaikio auginimo in vitro
metu®3. Tirti kamieniniy lgsteliy genomo stabilumg yra biitina siekiant tiksliai
interpretuoti moksliniy tyrimy rezultatus ir saugiai panaudoti MKL terapijoje®°.
Zmogaus MKL, skirty panaudoti Klinikingje praktikoje, chromosomy
stabilumag istirti rekomenduoja Europos medicinos agentiira® bei JAV maisto ir

vaisty administracija (angl. the U.S. Food and Drug Administration)®’.
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2.3.2 Zmogaus audinio $aldymo jtaka mezenchiminiy kamieniniy lasteliu

genetiniam stabilumui

Virkstelés drebutiniame jungiamajame audinyje (VDJA) (angl.
Wharton’s jelly) yra gausu mezenchiminiy kamieniniy lasteliy (MKL)®8. Pats
virksStelés audinys laikomas medicinine atlieka, o VDJA MKL iSskyrimas yra

. Virkstelés kraujo saugojimas valstybiniuose ar

neinvaziné procedira®
privaciuose biobankuose ateities klinikiniams pritatkymams yra placiai
pasaulyje paplitusi paslauga. Kai kuriuose 1§ Siy biobanky jau yra saugojamos
ir VDJA MKL,

Kriokonservavimas yra vienintelis gyvybingy lasteliy, naudojamy
lasteliy terapijoje, ilgalaikio saugojimo biidas. Taciau Saldymo-—atSildymo
procesas gali pazeisti lasteles’®. Kol kas nedaugelis tyréjy geba iSskirti MKL i3
Saldyto virkstelés audinio — dazniausiai tai atliekama i§ Sviezio audinio
fragmenty’®. Tagiau praktiniu poZiliriu yra naudinga i§ pradziy uzSaldyti patj
audinj, o Iasteles i$skirti ir pagausinti véliau, tik jy prireikus. Siuo metu Zinoma
vos keletas bandymy iSskirti gyvybingas VDJA MKL 1§ Saldyto virkstelés
audinio: dalis jy buvo nesékmingi, kity bandymy metu isskirty 1gsteliy savybés
buvo pakitusios’®. Todél nepaprastai svarbu sukurti saugy, efektyvy ir GGP
reikalavimus atitinkantj kriokonservavimo protokolg”3.

Pirmasis ir kol kas vienintelis zmogaus virkstelés audinio Saldymo jtaka
MKL genomo stabilumui tyré ir 2013 metais rezultatus paskelbé Da-Croce su
bendraautoriais’. VDJA nedideliy fragmenty kriokonservacija buvo atlikta 2
metodais: 1éto Saldymo (angl. slow cooling) ir ypa¢ greito (vitrifikacija). Po 5—
78 dieny méginiai buvo atsildyti, MKL isskirtos ir, lasteliy tankiui pasiekus 80
%, atlikta kariotipo analize. Visy 9 neSaldyty méginiy (kontrol¢) VDJA MKL
kariotipas buvo normalus, o 1 i§ 8 létai Saldyto meéginio Igstelés buvo
tetraploidinés (92, XXYY). Po vitrifikacijos neuzaugo né viena i§ 10 paséty
lasteliy kultiiry. Tyréjai mano, kad Saldymo metu naudotas DMSO gal¢jo
paveikti lasteliy membranas, nulemti lasteliy susiliejimg ir galiausiai

tetraploidijos i$sivystyma.
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2.4 Zmogaus mezenchiminiy kamieniniu lasteliy panaudojimas

klinikinéje praktikoje

Zmogaus mezenchiminés kamieninés lastelés (MKL) yra pagrindinés
kamieninés lastelés, naudojamos Klinikiniuose tyrimuose. Sios lastelés
tyrinéjamos jau daugiau nei 10 mety’®, siekiant jvertinti jy potencialg skatinti
imuninés sistemos reguliacija ir audiniy regeneracija’®. Siuo metu vieSai
prieinamoje klinikiniy tyrimy duomeny bazéje www.clinicaltrials.gov yra
d. duomenimis). Daugiausia tyrimy atlickama Kinijoje (125), Jungtinése
Amerikos Valstijose (112) bei Europoje (107) (11 pav.). Europoje pagal
didziausig atlikty tyrimy kiekj (42) pirmauja Ispanija.

-

11 pav. Zmogaus MKL Klinikiniy tyrimy, atlickamy visame pasaulyje,
skaicius

PaieSka vykdyta vieSoje duomeny bazéje www.clinicaltrials.gov 2016 m. geguzés 5 diena,
raktiniai zodziai ,,mesenchymal stem cells*“. Tyrimai, kuriy biiklé nezinoma, buvo atmesti

Siuo metu kauly &iulpai yra pagrindinis klinikiniam panaudojimui skirty
MKL 3altinis®®. Zmogaus KC MKL yra daug zadanéios gydant degeneracines
ligas, vézj bei atkuriant paZeistus audinius — tokiai terapijai Siuo metu néra
efektyviy gydymo priemoniy’’. Daugiausia MKL klinikiniy tyrimy atlickama
gydant Sirdies ir kraujagysliy ligas, nuo kuriy pasaulyje mirSta daugiausia
7moniy (dazniausiai nuo miokardo infarkto)’®, transplantato prie§ Seimininkg

liga (TPSL) (angl. Graft versus host disease)’®®, kepeny ligas (pvz., kepeny
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cirozé)®82 osteoartritag®®, diabeta®, Krono liga® bei neurodegeneracines
ligas®®. Umi steroidy terapijai atspari TPSL yra gyvybei pavojinga
komplikacija, i§sivystanti 2070 % atvejy po kauly &iulpy transplantacijos®’. Si
komplikacija pasireiskia tuo, pazeidziama oda, virskinimo traktas, kepenys ir
limfohemopoetiné sistema®. Klinikiniy tyrimy metaanalizés parodé, kad
gydant sunkios formos TPSL pacienty bendrasis atsakas j MKL terapija siekia

net 73,8 %'° (12 pav.), o 6 ménesiy iSgyvenamumas siekia 63 %%.

A diena +18 TPSL IV® B diena +86 TPSL I-II° C diena +498 TPSL I-II°

12 pav. Transplantato prie§ Seimininka ligos (TPSL), paveikusios oda,
gydymo MKL eiga

A — sunkios imios TPSL (IV laipsnio) paZeistas veidas, nugaros apacia ir kairysis dilbis
praéjus 18 dieny po kraujodaros kamieniniy Iasteliy transplantacijos (KKLT) (4 dienos pries§
MKL suleidimg). B — 86 diena po KKLT (60 dieny po MKL transplantacijos): oda sveika,
TPSL susilpnéjusi iki I-11 laipsnio. C — veidas ir kritinés virSus 498 dieng po KKLT (482
diena po MKL transplantacijos). Pagal Wernicke et al™

Dabartinémis Ziniomis, MKL imunosupresinis ir regeneracinis poveikis
pasireiSkia Sioms Igsteléms audiniy pazeidimy vietose iSskiriant bioaktyvias
molekules, kurios pirmiausia nuslopina per daug agresyvias imunings sistemos
lasteles. Tai apsaugo pazeista audinj nuo autoimuniniy reakcijy. Koordinuotai
su S$ia apsaugine funkcija MKL sintetina molekules, kurios padeda
susiformuoti regeneracinei mikroaplinkai, kurioje: 1) slopinama iSemijos
suzadinta apoptozé, 2) neleidziama formuotis randams, 3) skatinama
angiogenez¢ ir kraujagysliy stabilumas, 4) skatinama audinio endogeniniy
lasteliy-pradininkiy mitoze®.

Susidoméjimas MKL vis labiau auga — kasmet uZzregistruojamy Vis
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parodé, kad MKL terapija yra saugi’: nenustatyta jokio iimaus toksiskumo ir
jokiy ektopiniy audiniy formavimosi zidiniy®. Siuo metu vyksta 39 11 bei IV
klinikiniy tyrimy progresas tikriausiai nulems tai, kad MKL terapija ilgainiui
taps placiai prieinama. 2012 metais Kanados sveikatos apsaugos reguliacinés
tarnybos pirmg kartg pasaulyje suteiké leidimg MKL taikyti terapijoje,
leisdamos zmogaus kauly cCiulpy MKL produkta Prochymal (Osiris
Therapeutics, Inc., JAV) naudoti vaiky TPSL gydyti.
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13 pav. Kiekvienais metais uzregistruoty MKL klinikiniy tyrimy skaicius
Duomenys i§ duomeny bazés www.clinicaltrials.gov, paieska vykdyta 2016 m. kovo 29 d.

2.5 Zmogaus mezenchiminiy kamieniniy lasteliy tyrinéjimai Lietuvoje

Lietuvoje  daugiausia tyrimy su Zmogaus mezenchiminémis
kamieninémis Igstelémis (MKL) atlickama Inovatyvios medicinos centre.
Aldonyté su bendraautoriais® tyrinéjo uzdegimo aplinkos jtaka danties pulpos
(DP) MKL funkcinéms savybéms. Tyréjai nustaté, kad baltymas a-1-
antitripsinas (AAT), priklausomai nuo koncentracijos, skatina DP MKL
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proliferacija ir judruma in vitro. Autoriai pri¢jo prie iSvados, kad AAT
koncentracija uzdegimo zidiniuose gali biiti pagrindinis veiksnys, veikiantis
lasteles-pradininkes in vivo ir nulemiantis audinio gebéjimg regeneruotis.
Tunaitis su bendraautoriais® kiiré ir tyré naujas zmogaus riebalinio audinio
(RA) MKL auginimo technologijas. Tyréjai Iasteles augino standartinéje DME
terp¢je su skirtingais terpés priedais. Autoriai nustate, kad terpéje su skirtingais
serumais auginty RA MKL savybés (tokios kaip augimas, diferenciacija,
imunofenotipas ir proteomas) yra panasios, taciau skiriasi nuo lgsteliy, auginty
pranasesn¢je — kurioje néra serumo — terp¢je. Jarmalavicilite su
bendraautoriais® sukiiré nauja trijy etapy DP MKL nervinés diferenciacijos
protokola, apimantj lasteliy adaptacijg prie beseruminés aplinkos. Pagal §j
protokola iSauginamos nerviniy ir glijos Igsteliy miSrios kulttros.
nerviniy Igsteliy apoptozei in vitro®. Tyréjai nustaté, kad DP MKL iSskiriamos
egzosomos pasiZzymi nerviniy lgsteliy apsauginémis savybémis: jos slopina
dopaminerginiy nerviniy lasteliy, patyrusiy oksidacinj stresa, apoptoze.
Mokslininkai tikisi, kad Siuos atradimus galima bus pritaikyti gydant
Parkinsono ligg. Pivoraité su bendraautoriais® tyrinéjo DA MKL slopinamajj
poveikj Gimaus uzdegimo in vivo atveju. Tyréjai pirmg kartg parodé, kad Siy
lasteliy i1Sskiriamos egzosomos reikSmingai nuslopina karageno sukelta
uzdegimg laboratoriniuose gyviinuose. Denkovskij su bendraautoriais® ieskojo
reumatoidiniu artritu ir osteoartritu serganciy pacienty sinovijos MKL (S
MKL) zymeny. IStyre 24 pavirSiaus Zzymeny, susijusiy su lasteliy
kamieniSkumu ir agresyvumu, raiSka, tyréjai nustaté, kad statistiSkai
reikSmingai skyrési 3 Zymeny raiska: CD47 bei CD271 raiska buvo mazesné ir
CD10 raiska buvo didesné reumatoidiniu artritu sergan¢iy pacienty S MKL,
palyginti su minéty Zymeny raiska osteoartritu serganciy pacienty S MKL. O
protoporfirino IX, naudojamo lagsteliy metaboliniam aktyvumui jvertinti,
fluorescencijos vidutinis intensyvumas tarp reumatoidinio artrito ir osteoartrito

grupiy statistiSkai nesiskyré.
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Vilniaus universitete Danifinaité su bendraautoriais®’ vykdé zmogaus
RA MKL osteogeninés diferenciacijos epigenetinés reguliacijos tyrimus. Pirmg
karta buvo parodyti, kad RA MKL osteogeninés diferenciacijos metu viso
genomo mastu daugiausia vyksta DNR citoziny 5C pozicijos metilo grupés
(5mC) praradimas bei hidroksimetilo grupiy (ShmC) gauséjimas. Sie poky¢iai
koreliavo su epigenetinio reguliatoriaus TET1 raiSkos stipréjimu. Taip pat
pirma kartg parodyta, kad abu — 5mC ir 5hmC — Zymenys budingi RA MKL
pluripotentiSkumo  geno POUSF1  lokusui, kuris metilintas tiek
nediferencijuotose, tiek diferencijuotose RA MKL. Tyréjai pri¢jo prie i§vados,
kad tik ShmC nulemia nedidele POUS5SF1 raiska lastelése. Savickiené su
bendraautoriais® charakterizavo Zmogaus amniono vandeny MKL (AV MKL)
savybes. Nustat¢, kad Sioms Igstelems biidinga MKL tipiSka morfologija,
imunofenotipas ir diferenciacijos potencialas. Tyr¢jai pirmg kartg atliko
nediferencijuoty ir diferencijuoty AV MKL palyginamaja proteomo analizg ir
parodé, kad diferencijuoty ir nediferencijuoty AV MKL proteomai apskritai
yra panasiis ir kad apie 215 baltymy raiSka kinta diferenciacijos | skirtingas
lasteliy linijas (miocitus, adipocitus, osteocitus ir neuronus) metu. Tyré¢jai
priéjo prie iSvados, kad néStumo II ir IIT trimeStro amniono vandenyse yra
klinikinei praktikai reikSmingy kamieniniy Igsteliy, o tyrimo metu nustatyti
specifiniai baltymai gali padéti ieSkant diferencijuoty lasteliy zymeny.

Imoné Teva Pharmaceutical Industries remia klinikinj tyrimg, kurio
metu tyrin¢jamas preparato CEP—41750, pagaminto i§ Zmogaus kauly ¢iulpy
alogeniniy mezenchiminiy lasteliy-pradininkiy, saugumas ir efektyvumas
gydant 1étinj Sirdies nepakankamumg. Duomeny bazés www.clinicaltrials.gov
duomenimis Lietuva j §j tyrimg buvo jtraukta 2016 m. balandzio mén. Tai yra

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

3.1 Biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas

Tyrimas, laikantis visy asmens duomeny apsaugos bei bioetikos

reikalavimy, buvo vykdomas 2011 — 2015 metais Vilniaus universiteto Gamtos

moksly fakultete (VU GMF) ir Nacionaliniame vézio institute (NVI). Leidimg

atlikti biomedicininj tyrimg iSdavé Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy
etikos komitetas (leidimo numeris 158200-09-381-104). Visi lasteliy donorai

pasiras§¢ Asmens informavimo ir Informuoto paciento sutikimo formas.

3.2 Medziagos ir reagentai

Reagentai KC MKL iSskirti ir pagausinti:

Mitybiné terpé RPMI 1640 (Gibco, Didzioji Britanija, kataloge nr.
21875-034)

Mitybiné terpé DME (Lonza, Belgija, kataloge nr. BE12-707F)

Fikolio tirpalas Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Svedija, kataloge nr. 17-1440-03)

Eritrocity lizés buferinis tirpalas (i$ rinkinio QlAamp RNA Blood Mini
Kit, Qiagen, Vokietija, kataloge nr. 52304)

Zmogaus MKL baziné terpé MesenCult® (StemCell Technologies,
Kanada, kataloge nr. 05401)

FVS, skirtas zmogaus MKL auginti (StemCell Technologies, Kanada,
kataloge nr. 06471)

Kars¢iu inaktyvintas FVS (Invitrogen, Jungtiné Karalysté, kataloge nr.
10500064)

Antibiotiky — penicilino (10,000 U/ml), streptomicino (10,000 pg/ml) ir
amfotericino B (25 ul/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).

KC MKL auginimo terpés galutiné sudétis:

MesenCult® baziné terpé +10 % (v/v) FVS +1 % (v/v) antibiotiky

misinio.

Plastikinés priemonés KC MKL i$skirti, auginti ir saldyti:

Vakuuminiai mégintuvéliai, 10 ml, su heparinu (antikoaguliantu) (BD
Vacutainer™, Jungtiné Karalysté, kataloge nr. 368480)

Plastikiniai ploks¢iadugniai auginimo flakonai su uzsukamais
ventiliuojamais kamsteliais Falcon™ (BD Biosciences, JAV): T25
(kataloge nr.353109), T75 (kataloge nr. 353136) ir T175 (kataloge nr.
353112)

Kiiginiai mégintuvéliai Falcon® (BD Biosciences, JAV): 15 ml
(kataloge nr. 352097) ir 50 ml (kataloge nr. 352098)

2 ml turio kriomégintuvéliai (Crioval, Kanada, kataloge nr. T311-2)
Sterilios vienkartinés plastikinés pipetés (APS, Prancuzija): 10 ml
(kataloge nr. PN10E1) ir 25 ml (kataloge nr. PN25E1)

3 ml tario vienkartinés sterilios Pastero pipetés (Aptaca, Italija, kataloge
nr. 1502/SG/CS)

Sandarinimo juostel¢ Parafilm® (Bemis, JAV, kataloge nr. 9170002).

Reagentai KC MKL $aldyti:

MKL saldymo terpé (Biological Industries, lzraelis, kataloge nr. 05-
712-1E).
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Rinkinys KC MKL imunofenotipui tirti:

Stemflow™ Human MSC Analysis Kit (BD Biosciences, JAV, kataloge
nr. 562245).

Reagentai KC MKL senéjimui tirti:

Komercinis senstan¢iy lasteliy histocheminio daZzymo rinkinys
Senescence Cells Histochemical Staining Kit (Sigma-Aldrich, JAV,
kataloge nr. CS0030-1KT).

Medziagos MKL kariotipui tirti G-daZymo metodu:

Kolchicinas (Sigma-Aldrich, JAV, Kkataloge nr. C9754-100MG).
Darbinis kolchicino tirpalas - 1 mg/ml dist. H.O

Fosfatinis buferinis tirpalas: 0,497 % (w/v) NaxHPOs; (Honeywell
Rieder-deHaén, Vokietija, kataloge nr. 30427), 0,476 % (w/v) KH2PO4
(Honeywell Rieder-deHaén, Vokietija, kataloge nr. 04243), pH 6,8

0,55 % KCI hipotoninis tirpalas (Honeywell Rieder-deHaén, Vokietija,
kataloge nr. 12638)

Fiksacijos tirpalas: metanolis (Carl Roth, Vokietija, kataloge nr. 4627.5)
ir acto rugstis (Honeywell Rieder-deHaén, kataloge nr. 27221),
sumaiSyti santykiu 3:1

0,25 % (1X) tripsino tirpalas su EDTA 4Na (Life Technologies, JAV,
kataloge nr. 25200-072)

0,4 % (w/v) Giemsa dazai, pH 6,8 (Sigma-Aldrich, JAV, kataloge nr.
GS500-500ML). Darbinis Giemsa dazy tirpalas: pradiniai Giemsa dazai
skiedziami fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 6,8) santykiu 1:19

Stiklinés 230 mm ilgio Pastero pipetés (Carl Roth, VVokietija, kataloge
nr. 4522.1)

Standartiniai 26x76x1 mm objektiniai stikleliai (ThermoScientific, JAV,
kataloge nr. 10143562CE)

96 % etanolis (AB Vilniaus degtiné).

36



PGR gardelés. MKL geny raiska tirta, naudojant komercines 100 Sulinéliy
formato kiekybinés PGR gardeles:
e RT? Profiler™ PCR Array Human Mesenchymal Stem Cells (Qiagen,
JAV, kataloge nr. PAHS-0822)
e RT? Profiler™ PCR Array Human Cellular Senescence (Qiagen, JAV,
kataloge nr. PAHS-0502)
e miScript miRNA PCR Array Human miRNome (Qiagen, JAV, kataloge
nr. MIHS-2162Z).

PGR gardeles RT? Profiler sudaro 84 tiriamieji genai, 12 kontroliy
Sulinéliy ir 4 tusti Sulinéliai. Gardeles miScript miRNA sudaro 84 tiriamosios
subrendusios miRNR, 12 kontroliniy Sulinéliy ir 4 tusti Sulinéliai. Tyrime
gardeliy miScript miRNA panaudotos 5 dalys i§ 12 (tirta i§ viso 420
subrendusiy miRNR).

PGR gardeliy RT? Profiler kontrolés:
1. Penki ,namy ruosSos“ (angl. housekeeping) genai — pagal juos
normalizuojami gardeliy duomenys
2. Trys teigiamos PGR kontrolés (angl. positive PCR control) — tikrinamas
PGR reakcijos efektyvumas. Kontrol¢ sudaro gamintojo dirbtinai sukurta
DNR seka ir jg aptinkantys veiksniai
3. Trys atvirkstinés transkripcijos kontrolés (angl. reverse-transcription
control) — tikrinamas atliktos atvirkstinés transkripcijos efektyvumas,
aptinkant matricg, kuri susintetinama atvirkSting transkripcija atlikus
rinkiniu RT2 First Strand Kit
4. Viena uzterStumo genomine DNR kontrolé (angl. genomic DNA control) —

specifiskai ir labai jautriai aptinkama netranskribuojama genominé DNR.

PGR gardeliy miScript miRNA kontrolés:
1. Dvi C. elegans miR-39
2. Sesios snoRNR/SNRNR
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3. Duvi atvirkstinés transkripcijos kontrolés

4. Dvi teigiamos PGR kontrolés.

Rinkiniai, naudoti atliekant geny raiskos tyrima:

Visuminés RNR iSskyrimo rinkinys RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen,
Vokietija, kataloge nr. 74134)

RNase-free DNase Set (Qiagen, Vokietija, kataloge nr. 79254)
Komplementarios DNR (kDNR) sintezés rinkinys RT? First Strand Kit
(Qiagen, JAV, kataloge nr. 330401)

Misinys RT?2 FAST SYBR Green/ROX PCR Mastermix (Qiagen, JAV,
kataloge nr. 330623), skirtas PGR gardeléms RT? Profiler™

miRNR kDRN sintezés rinkinys miScript 1l RT Kit (Qiagen, Vokietija,
kataloge nr. 218161)

Misinys miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Vokietija, kataloge nr.
218076), skirtas PGR gardeléms miScript miRNA.

Plastikinés priemonés, naudotos atliekant geny raiskos tyrima:

1,5 ml mégintuvéliai Biopur® (Eppendorf, Vokietija, kataloge nr.
0030121.589)

Sterilts, su filtrais, PGR reakcijoms skirti vienkartiniai pipeciy antgaliai
Eppendorf: 1000 ul (kataloge nr. 022491253, JAV), 200 ul (kataloge nr.
022491296), 10 pul (kataloge nr. 022491211, JAV); Rainin 20 pl (JAV,
kataloge nr. 17007957).

Papildomos medzZiagos ir priemonés, naudotos atliekant geny raiskos

tyrima:

Chloroformas (Carl Roth, Vokietija, kataloge nr. 3313.1)
96 % etanolis (4B Vilniaus degtiné)

Saldomas gardeliy uZpildymo blokas Rotor-Disc 100 (Qiagen,
Vokietija, kataloge nr. 9018909).
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3.3 Iranga

Tyrimo metu naudota jranga:

IT saugumo klasés laminariné traukos spinta Kojair (Singaptras)
Invertuoti mikroskopai Nikon (modeliai Eclipse Ti-S ir Eclipse TS100,
Japonija). Vaizdinimo ir fotografavimo programiné jranga NIS-
Elements, F Package, 3.22.00 versija (Nikon, Japonija)

Mikroskopas Leica (modelis DM6000B, Vokietija). Programiné jranga
Cytovision, 7 versija (Genetix, JAV)

Lasteliy skaiCiuoklis ir analizatotius Casy (modelis TT, Roche,
Vokietija)

Pipetés Eppendorf (1000/ 200/10 pl, Vokietija), Rainin (20 ul, JAV)
Automatiné pipeté Pipet—X (Rainin, Vokietija)

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

+37 °C, 95% drégmés, 5 % CO2 inkubatoriai Thermo Fisher Scientific
(modelis RCC5000T-5-VBC, JAV) ir Nuaire (modelis NU-5800, JAV)
+37 °C vandens vonelé BWT-U (Biosan, Latvija)

Tékmés citometras LSR II (BD Biosciences, JAV), duomenys apdoroti
FlowJo X programine jranga

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 jranga
Rotor-Gene Q (2.1.0.9. versija)

PGR gardeliy uzsandarinimo prictaisas (Qiagen, Vokietija)

Smulkaus ledo gaminimo prietaisas AF80 (Scotsman, Jungtiné
Karalyst¢)

+4 °C Saldytuvas (Snaige, Lietuva)

Saldymo dézé Mr. Frosty (Thermo Fisher Scientific, JAV)
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e Saldikliai: —20 °C (Whirlpool, JAV), —80 °C (Arctiko, Danija), —150 °C
(Sanyo, Japonija)
e Saldiklis Ice Cube (SY-LAB Cryobiology, Austrija)

e Kriokonservavimo sistema (Worthington Industries, JAV).

3.4 Tyrimo objektas

Mokslinio darbo metu tirtos Sios MKL:

1) 1iSskirtos 1§ 8 sveiky suaugusiy donory (amzius 18-38 metai) kauly
Ciulpy, likusiy po transplantacijos. Likutin¢ kauly ciulpy medZziaga
gauta 1§ VU ligoninés SantariSkiy kliniky filialo Vaiky ligoninés Vaiky
onkohematologijos centro Vaiky onkohematologijos skyriaus.

2) Isskirtos 1§ 8 naujagimiy virkstelés drebutinio jungiamojo audinio. MKL

iSskirtos ir paruostos tyrimams jmonéje The Cell Factory (Belgija).

3.5 Tyrimo eiga

Sio tyrimo metu mes tyréme trijy poveikiy — ilgalaikio auginimo in
vitro, audinio Saldymo ir mitybinés terpés sudéties — jtakg zmogaus MKL
genetinéms savybéms. Tyrimg apibendrinanti schema pateikta 14 pav.

Pirmiausia kiiréme naujg MKL iSskyrimo i§ likutinés zmogaus kauly
Ciulpy transplantacijos medziagos (n = 4) metodika, paremtg raudonyjy kraujo
lasteliy lizés principu. Tada vertinome iSskirty ir padauginty in vitro iki
terapijai tinkamo kiekio (2 pasazo) Igsteliy savybes: morfologija, proliferacijos
kinetikg. Kad i8skirtos ir pagausintos Igstelés tikrai yra MKL jsitikinome atlike
imunofenotipo analizg.

Veliau lagsteliy savybes vertinome iSsamiau. Tam metodikos kiirimo
etape uzialdytas PI KC MKL (n = 3) atdildéme ir gausinome in vitro, kol
uzaugo 3—4 pasazai, siekdami uZztikrintai turéti terapijai tinkamg lasteliy kiekj
(>1-108). Dalj ankstyvyjy pasazy lasteliy uzsaldéme, po 6 mén. atSildéme ir

auginome papildomus 3 pasazus, kol uzaugo vélyvyjy 67 pasazy lastelés,
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AUDINIO SALDYMAS

[ Virkstelés \
Kauly ¢iulpai audinys
Saldymas.
BASE, atsildymas
i$skyrimas
. Imunofenotipo ‘ U
ﬂGausinimas tyrimas
MKL
Senéjimo tyrimas isskyrimas

= ‘ {
< Kariotipo tyrimas g
Q g <:: g l

Ankstyvuju

Morfologijos pasazu MKL

tyrimas @ Geny raiskos g
: < \_ tyrimas g @Gausmilnas
Proliferacijos Q

greicio tyrimas

ﬂGausinimas a Imunofenotipo
tyrimas

Q < Senéjimo tyrimas
Q Kariotipo tyrimas

Vélyvuju
pasazy MKL

Genu raiskos

\_ tyrimas

ILGALAIKIS AUGINIMAS IN VITRO

14 pav. In vitro atliekamy manipuliacijy jtakos Zmogaus MKL genetinéms
savybéms tyrimo apibendrinanti schema

Sio tyrimo metu tirta trijy poveikiy — ilgalaikio auginimo in vitro, audinio $aldymo ir
mitybinés terpés sudéties — jtaka zmogaus MKL genetinéms savybéms

siekdami nustatyti galimo papildomo terapijai tinkamo kiekio MKL savybes.
Remdamiesi Tarptautinés lasteliy terapijos draugijos!®, Europos medicinos
agentiiros®>®® bei JAV maisto ir vaisty administracijos®” rekomendacijomis
tyringjome Sias MKL savybes: proliferacijos greitj, tvirtinimasi prie plastiko,
morfologija, imunofenotipa, sen¢jimo biikle, chromosomy stabilumg ir su
lastelés ciklu siejamy geny raiSka pritaikydami gardeliy technologija. Palygine
vélyvujy ir ankstyvyjy pasazy KC MKL charakteristikas, vertinome ilgalaikio
auginimo in vitro jtaka Zmogaus KC MKL savybéms, ypa¢ didelj démesj

skirdami genetinéms savybéms.
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Pradinio audinio Saldymo jtakg MKL genetinéms savybéms vertinome,
tirdami i§ kontroliuotai Saldyto ir véliau atSildyto virkStelés audinio i$skirty
VDJA MKL (n = 5) kariotipa.

Mitybinés terpés sudéties jtaka MKL genetinéms savybéms vertinome,
tirdami su Igstelés ciklu siejamy geny visuming raiska VDJA MKL (n = 3),
augintose rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinéje terpéje ir
iprastoje DME terpéje, papildytoje 10 % FVS.

3.6 Metodai

3.6.1 ISskyrimas ir auginimas

KC MKL i$skyrimo taikant centrifugavimo per fikolio gradienta metodas
(NVI):

1. Visos manipuliacijos su Igstelémis atliktos II saugumo klasés
laminarinéje traukos spintoje.

2. 60 ml kauly ciulpy (10 vakuuminiy mégintuvéliy po 6 ml) skiesti
standartine RPMI 1640 terpe.

3. Turinys atsargiai uzsluoksniuotas ant fikolio tirpalo 50 ml kiiginiame
mégintuveélyje. Fikolio ir praskiesty kauly ¢iulpy santykis 1:3.

4. Centrifuguota 20 min. esant 300 g.

5. Po centrifugavimo nusiurbtas balksvos spalvos sluoksnis, susiformaves
tarp fikolio sluoksnio ir RPMI terpés su kraujo plazma sluoksnio, ir
perpiltas j nauja 50 ml kiiginj mégintuvél;.

6. Praplauta 2 kartus, tam naudojant 20 ml DME terpés, savo sudétyje
turin¢ios 10 % karsciu inaktyvinto FVS.

7. Suskai¢iuotos lgstelés ir 1-108 jy uzséta j T175 flakong su DME terpe,
savo sudétyje turincioje 10 % kars¢iu inaktyvinto FVS.

8. Flakonas laikytas inkubatoriuje 24 val. esant standartinéms aplinkos

salygoms: 37 °C temperatiira, 95 % drégme, 5 % COz.
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KC MKL i§skyrimo taikant raudonyjy kraujo lasteliy lize metodas (NV1):

1.

Visos manipuliacijos su lgstelémis atliktos II saugumo Kklasés
laminarinéje traukos spintoje.

6 ml kauly Ciulpy (1 vakuuminis mégintuvélis) perpilta ; 50 ml ktiginj
meégintuvelj.

Ipilta eritrocity lizés buferinio tirpalo santykiu 1:5.

Mégintuvélis Svelniai pavartytas rankose 1 min. ir iSkart centrifuguotas
5 min. esant 480 g.

Supernatantas pasalintas, lastelés plautos jas suspenduojant 5 ml RPMI
1640 terpés.

Centrifuguota 5 min. esant 480 g.

Praplovimas kartotas tomis pac¢iomis saglygomis.

Po antrojo praplovimo lastelés suspenduotos ir visas turinys perpiltas j
T175 flakong su DME terpe, savo sudétyje turincioje 10 % karS¢iu
inaktyvuoto FVS.

Flakonas laikytas inkubatoriuje 24 val. esant standartinéms aplinkos

salygoms: 37 °C temperatiira, 95 % drégme, 5 % CO..

KC MKL auginimas (VU GMF, NVI):

1.

MKL augintos komercingje MesenCult® terpéje, savo sudétyje
turinioje 10 % FVS. Lastelés augintos plastikiniuose flakonuose T25,
T75 arba T175.

Flakonai laikyti inkubatoriuje, kuriame aplinkos salygos: temperatiira
37 °C, drégmé, 5 % COso.

Terpé keista kas 3—4 dienas.

KC MKL perséjimas (VU GMF, NVI):

1.

Lasteléms padengus 80-100 % flakony pavirSiaus ploto, mitybiné terpé
nusiurbta, flakonas praplautas fiziologiniu tirpalu.

Fiziologinis tirpalas nusiurbtas ir uzpilta 1 ml (T25 flakonas), 3 ml (T75
flakonas) arba 7 ml (T175 flakonas) 0,25 % tripsino tirpalo.
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Flakonai laikyti 5 min. inkubatoriuje, kuriame +37 °C temperatiira, 95
% drégme ir 5 % COs..
Tikrinta naudojant mikroskopa: jei lastelés dar neatlipo, flakonas

laikytas inkubatoriuje dar keletg min.

5. Atlipus daugumai Igsteliy, jpilta 0,5 thirio kar§¢iu inaktyvinto FVS.
6. Visas turinys perpiltas j 15 ml kiiginius mégintuvélius.

7.
8
9

Centrifuguota 5 min. esant 400 g.

. Supernatantas pasalintas. Lastelés suspenduotos 1 ml mitybinés terpés.

. Apskaiciuota Igsteliy koncentracija.

10. Lastelés pasétos j naujus flakonus 4000 Igsteliy/cm? tankiu.

VDJA MKL isskyrimas ir auginimas. VDJA MKL isskirtos i§ kontroliuotai

Saldyto virkstelés audinio ir pagausintos in vitro jmonéje The Cell Factory

(Belgija). Lastelés augintos dviejose skirtingose mitybinése terpése: 1) terpéje

su rekombinantiniais baltymais ir atitinkan¢ioje GGP reikalavimus, 2) DME
terpéje, papildytoje 10 % FVS.

3.6.2 Proliferacijos tyrimas

KC MKL kiekio nustatymas (VU GMF, NVI):

MKL i8skyrimo i§ likutinés kauly ¢iulpy medziagos metodikos kiirimo
metu lasteliy kiekis nustatytas, panaudojus skai¢iavimo kamerg Birker
(LO-Laboroptik GmbH, Jungtiné Karalysté).

Ilga laikg kultivuoty in vitro MKL kiekis ir gyvybingumas analizuoti
lasteliy  skaiiuokliu ir analizatoriumi Casy pagal gamintojo
rekomendacijas: 10 pl MKL suspensijos sumaiSyta 10 ml  Casy
izotoniniame Dbuferiniame tirpale, naudotas 150 um Kkapiliaras ir
specialiai MKL analizei sukurtas programos Sablonas.

P3/P4 ir P6/P7 lasteliy kiekis ir gyvybingumas papildomai vertinti

lasteles 5 min. dazant 7-AAD ir matuojant tékmés citometru.
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KC MKL proliferacijos kinetikos jvertinimas (VU GMF):

e Lasteliy kiekio populiacijoje didéjimas ilgalaikio auginimo in vitro metu
buvo iSreik§tas bendru populiacijos padvigubéjimu (BPP), kai
konkretaus pasazo populiacijos padvigub¢jimas (PP) pridedamas prie
ankstesniy pasazy PP sumos.

e Populiacijos padvigub¢jimas — dydis, kuris parodo, kiek karty
padvigubéjo Iasteliy kiekis kultiiroje. Apskaiciuotas pagal formule
PP = Iog(%)-&ié, kur Xa — lasteliy kiekis auginimo pradzioje, Xp —

a

lasteliy kiekis auginimo pabaigoje, 3,3 — koeficientas.
3.6.3 Morfologijos tyrimas

Auginty zmogaus KC MKL morfologija buvo tirta Nikon invertuotu
fazés kontrasto mikroskopu, naudojant vaizdinimo ir fotografavimo
programing jranga NIS-Elements. Lasteliy uzimamo ploto analizé atlikta,
naudojant programing jrangg ImageJ (1.50e versija). Morfologijos tyrimas
atliktas VU GMF ir NVI. Lasteliy uzimamo ploto analiz¢ atliko j. m. d. Jan
Krasko (NVI).

3.6.4 Saldymas ir atSildymas

KC MKL §aldymas ir saugojimas (NV1):

1. Lastelés Saldytos kriomégintuvéliuose su Saldymo terpe, po 1-5-10°
lasteliy/ml.

2. ] 8aldiklj, kuriame buvo —80 °C temperatiira, perkelta Saldymo dézé Mr.
Frosty su kriomeégintuvéliais viduje. Kriomégintuveliuose temperatiira
mazejo 1 °C kas minute.

3. Po 24 val. kriomégintuvéliai perkelti ir saugoti —150 °C saldiklyje.

4. Uzsaldytos saugoti buvo P1 ir P3-P4 KC MKL.
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KC MKL atsildymas (NVI):

1. Po 6 mén. kriomégintuvéliai staigiai atitirpinti +37 °C vandens vonioje,
kol likdavo nedidelis ledo gabaliukas.

2. Turinys perpiltas j 15 ml kiiginj mégintuvélj.

3. | mégintuvélj 1étai lasintas dvigubas tiiris paSildytos mitybinés terpés,
savo sudétyje turincioje 15 % FVS.

4. Centrifuguota 10 min. esant 150 g.

5. Supernatantas pasalintas. Lastelés suspenduots 1 ml galutinés sudéties
mitybinés terpés.

6. Nustatytas Igsteliy skaicius.

7. Lastelés pasétos j atitinkamus auginimo indus 4000 MKL/cm? tankiu ir

augintos standartinémis sglygomis.

Virkstelés audinio Saldymas. VDJA buvo paruosti Saldymui, uzsaldyti iki —
45° C saldiklyje Ice Cube pagal Saldymo temperatiirinj rezimg ir véliau saugoti

kriokonservavimo sistemoje jmong¢je The Cell Factory (Belgija).

VDJA MKL S$aldymas. Pagausintos in vitro VDJA MKL buvo uzsaldytos iki
—45° C saldiklyje Ice Cube pagal Saldymo temperatiirinj rezimg jmongje The
Cell Factory (Belgija) ir per 24 val. buvo atsiystos geny raiskos tyrimui

transportavimo dézéje, kurioje buvo sauso ledo.

3.6.5 Imunofenotipo tyrimas

e KC MKL imunofenotipas tirtas, naudojant komercinj MKL standartiniy
pavirSiaus zymeny rinkinj Stemflow™ Human MSC Analysis Kit pagal
gamintojo protokola.

e Rinkinj sudaro antikiinai pries lgsteliy pavir§iaus Zymenis CD44, CD73,
CD90, CD105 bei antikiing miSinys prie$ lgsteliy pavirSiaus Zymenis
CD34, CD11b, CD19, CD45, HLA-DR.

e MKL méginiy gyvybingumas jvertintas dazant lasteles 5 min. 7-AAD.
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e Lgasteliy granuliuotumas nustatytas jvertinus Sviesos Sonin¢ sklaida.

e Citometriniai matavimai atlikti LSR II tékmés citometru.

e Kiekvieno méginio iSanalizuota 10 000 Igsteliy, duomenys apdoroti
naudojant programine jranga FlowJo X. Kuriant KC MKL i§skyrimo
metodika, analiz¢ atliko j. m. d. Jaroslav Denkovskij (Valstybinio
moksliniy  tyrimy instituto  Inovatyvios medicinos  centras).
Charakterizuojant KC MKL ilgalaikio auginimo in vitro metu analize
atliko j. m. d. Jan Krasko (NVI).

3.6.6 Senéjimo tyrimas

e KC MKL augintos flakonuose T25.

e MKL senéjimas tirtas, naudojant komercinj rinkinj Senescence Cells
Histochemical Staining Kit pagal gamintojo rekomendacijas.

e Tyrimo metu Igstelés dazytos ir taip aptiktas [-galaktozidazés
aktyvumas, biidingas senstan¢ioms lasteléms. Sis fermentas skaldo daza
X-gal ir lgsteliy viduje aplink branduolj susiformuoja Zalsvai mélynos
spalvos skilimo produktai.

e Augintos MKL populiacijos senéjimas jvertintas atsitiktine tvarka
nufotografavus 10 auginimo indo viety ir jose suskaiCiavus bendra
lasteliy skai¢iy bei zalsvai meélynai nusidaziusiy lgsteliy skaiciy.
Nusidaziusiy lgsteliy skaicius véliau iSreikStas procentais.

e Tyrimas atliktas VU GMF.

3.6.7 Kariotipo tyrimas chromosomy dazymo G metodu

1. KC MKL augintos flakonuose T75.
2. | mitybine terpe¢ jlasinta kolchicino tirpalo (galutiné¢ koncentracija 0,2

ug/ml).
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3. Flakonas laikytas inkubatoriuje 4 val. esant standartinéms aplinkos
salygoms: 37 °C temperatira, 95 % dréegme, 5 % CO..

4. Mitybiné terpé pasalinta. Flakonai praplauti 0,9 % NaCl tirpalu.
Fiziologinis tirpalas pasalintas.

5. Ant lIgsteliy uzpilta 3 ml 0,25 % tripsino tirpalo ir flakonai laikyti 5 min.
inkubatoriuje, kuriame buvo +37 °C temperatiira.

6. Tripsinas neutralizuotas 1,5 ml kar$¢iu inaktyvintu FVS.

7. Visas turinys perpiltas j 15 ml kiiginius mégintuvélius ir centrifuguota 5
min. esant 400 g.

8. Supernatantas paSalintas. Lastelés praplautos fiziologiniu tirpalu.

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

10. Atlikta hipotonizacija: j mégintuvélj pilta 7 ml 0,55 % KCI tirpalo ir
laikyta 20 min. inkubatoriuje, kuriame buvo +37 °C temperatira.

11.] mégintuvélj jpilta 1 ml fiksacijos tirpalo.

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

13. Atlikta pirmoji fiksacija: ant Igsteliy pilta 5 ml atSaldyto fiksacijos
tirpalo, 1astelés suspenduotos ir laikytos 1 val. saldiklyje, kuriame buvo
—20 °C temperatira.

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

15.Fiksacija kartota, uzfiksuotos Igstelés laikytos per naktj Saldiklyje,
kuriame buvo —20 °C temperatiira.

16. Kita rytg Igstelés fiksuotos dar karta.

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

18. Uzfiksuotos Iastelés suspenduotos likusiame tiiryje ir iSlasintos ant
objektiniy stikliuky.

19. Stikliukams i8dzitivus, preparatai sendinti: stikliukai laikyti kambario
temperatiiroje sausoje dézéje 3 paras.

20. Stikliukai pamerkti j 0,025 % tripsino tirpala 10-60 sek. (laikas
kiekvieng kartg parinktas eksperimentiSkai), praplauti distiliuotu

vandeniu.

48



21. Stikliukai pamerkti j Giemsa dazus (skiesti fosfatiniu buferiu santykiu
1:19) 10-60 sek. (laikas kiekvienag kartg parinktas eksperimentiskai),
praplauti distiliuotu vandeniu.

22.18dziovinti stikliukai skenuotmi, rastos metafazés fotografuotos ir
analizuotos automatizuota sistema Leica CytoVision.

23.Kariotipai apibiidinti pagal Tarptautinés Zzmogaus citogenetikos
nomeklatiiros sistemos (angl. the International System for Human
Cytogenetic Nomenclature) rekomendacijas'®.

24. Tyrimas atliktas VU GMF.

VDJA MKL Iastelés kariotipo tyrimui buvo paruostos jmonéje The Cell
Factory pagal analogiSka protokolg, 15 ml tiirio mégintuvéliuose sumaisytos Su
Saltu (—20 °C) fiksatoriaus tirpalu ir per 24 val. atsiystos kariotipo tyrimui

transportavimo dézéje, kurioje buvo sauso ledo.

3.6.8 Geny raiskos tyrimas naudojant PGR gardeles

Visuminés RNR iS§skyrimas, gryninimas ir kokybés vertinimas (NVI):

1. Visuminé RNR i§ Zmogaus KC MKL ir VDJA MKL isskirta ir
iSgryninta, naudojant komercinj rinkinj miRNeasy Mini Kit pagal
gamintojo rekomendacijas. ISplovimo ttris 40 pl.

2. Isskirtos RNR kiekis ir kokybé jvertinti, naudojant spektrofotometra
NanoDrop 2000c ir bioanalizatoriy Agilent 2100 su plokstelémis RNA
6000 Nano LabChip pagal gamintojy rekomendacijas.

Komplementarios DNR sintezé (NVI):
1. PGR gardeléms Human Mesenchymal Stem Cell RT? Profiler™ ir
Human Cellular Senescence RT? Profiler™ reikalinga komplementari
DNR (kDNR) buvo susintetinta, naudojant komercinj rinkinj RT? First

Strand Kit pagal gamintojo rekomendacijas. Vienai gardelei (96
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reakcijoms) panaudotas rekomenduotas 800 ng iSgrynintos visumings
RNR Kiekis.

PGR gardeléms miRNome miScript miRNA reikalinga kDNR
susintetinta, naudojant komercinj rinkinj miScript Il RT Kit pagal
gamintojo rekomendacijas. 1 gardelei (96 reakcijos) panaudotas

rekomenduotas 125 ng iSgrynintos visuminés RNR kiekis.

Kiekybinés PGR, atliktos naudojant gardeles RT2 Profiler (NV1):

1.

9.

KPGR atlikti gardelése RT? Profiler PCR Array Human Mesenchymal
Stem Cells ir RT2 Profiler PCR Array Human Cellular Senescence Cells
panaudotas rinkinys 2x RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix.
Misiniai paruosti pagal gamintojo rekomendacijas ir supilstyti j gardeles
(1 kiekvieng Sulinélj po 20 pl).

KPGR atlikta termocikleryje Rotor-Gene Q pagal gamintojo sukurta
temperatirinio reZimo programa (1 lentel¢).

Kiekvieno biologinio méginio atlikta po 2 techninius pakartojimus.
Pirminiy duomeny analizé atlikta naudojantis programa RT? Profiler
PCR Array Data Analysis v3.5 software (Qiagen).

Pagausinimo kreivés sankirta su foninés fluorescencijos slenksciu
(dirbant su Rotor-Gene Q rekomenduojamas 0,02) apibréziama kaip
pagausinimo ciklas (Cr), kuriuo remiantis apskaiciuota santykiné geno
raiska.

Pagal Qiagen rekomendacijas geny raiskos pokyciai vertinti naudojant
AACtT metoda ir normalizuoti pagal 5 ,namy ruosos“ (angl.
housekeeping) geny (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 ir RPLPO) raiskos
geometrinj vidurk]j.

Geny raisSkos pokytis 2 ir daugiau karty buvo vertinamas kaip padidéjusi
ar sumazejusi specifinio geno raiska.

Skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p reikSmé < 0,05.

10.PGR gardeliy duomenys buvo jdéti j vieSsa duomeny baze Gene

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

1.

9.

KPGR atlikti gardelése miScript miRNA PCR Array Human miRNome
panaudotas rinkinys miScript SYBR Green PCR.

MiSiniai paruosti pagal gamintojo rekomendacijas ir supilstyti j gardeles
(1 kiekvieng Sulin¢lj po 20 pl).

KPGR atliktos termocikleryje Rotor-Gene Q pagal gamintojo sukurta
temperatiirinio reZimo programa (1 lentel¢).

Kiekvieno biologinio méginio atlikta po 2 techninius pakartojimus.
Pirminiy duomeny analizé atlikta naudojantis programa miScript miRNA
PCR Array Data Analysis (Qiagen).

Pagausinimo kreivés sankirta su foninés fluorescencijos slenks¢iu
(dirbant su Rotor-Gene Q rekomenduojamas 0,02) apibréziama kaip
pagausinimo ciklas (Cr), kuriuo remiantis apskaiciuota santykiné geno
raiska.

Pagal Qiagen rekomendacijas, miRNR raiSkos poky¢iai buvo vertinti
naudojant AACt metodg ir normalizuoti pagal 6 mazyjy RNR
(SNORD61, SNORDG68, SNORD72, SNORD95, SNORD96A ir RNU6-2)
raiSkos geometrinj vidurkj.

miRNR raiSkos pokytis 2 ir daugiau karty buvo vertinamas kaip
padidéjusi ar sumazejusi specifinés miRNR raiska.

Skirtumai laikyti statistiskai reik§mingais, kai p reikSme < 0,05.

10.PGR gardeliy duomenys buvo jdéti j vieSa duomeny bazg Gene

Expression Omnibus (prieigos numeris GSE68933).

1 lentelé. Temperatiirinio rezimo programos, taikytos tiriant geny raiska
naudojant PGR gardeles

PGR gardelés RT2 Profiler miScript miRNA

Etapas Trukmé | Temperatiira| Cikly sk. | Trukmé | Temperatiira| Cikly sk.
DNR polimerazés | 1 1un | g5 o¢ 1 15min.| 95°C 1
aktyvinimas

DI ety 15sek. | 95°C 15sek. | 94°C

atskyrimas

Pradmeny 40 o 40
prisijungimas 30 sek. 60 °C 30 sek. 55°C

Pradmeny ilginimas 30 sek. 70 °C
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3.6.9 Funkciné geny ontologijos analizé

Zmogaus MKL reik§mingai pakitusios raiskos funkciné geny
ontologijos analiz¢ atlikta, panaudojus Geny ontologijos konsorciumo projekta
(http://geneontology.org/)19%1%2 ir duomeny baze bei klasifikacijos sistema
PANTHER (http://pantherdb.org/)'%. Analizés metu tiriamieji genai (jy
produktai) buvo priskirti duomeny bazéje esantiems Homo sapiens geny
ontologijos (GO) terminams. GO terminai grupuoti pagal tris Kkategorijas:
molekulinés funkcijos (apibiidina geno koduojamo baltymo molekulinj
aktyvumg biocheminiu lygmeniu), Iastelés komponentai (apibiidina vietg
lasteléje, kurioje geno produktas atlieka savo molekuling funkcijg) ir
biologiniai procesai (apibuidina platesnj geno lastelin; ar fiziologinj vaidmenyj).
Atliekant analize¢ naudoti rekomenduoti nustatymai: analizés tipas — PANTHER
Overrepresentation Test (iSleistas 2016 03 21), anotacijos versija — GO
Ontology database (isleista 2015 08 06), atliekant statisting analiz¢ panaudota
Bonferroni korekcija. Analizé atlikta VU GMF ir NVI.

3.6.10 Duomenuy statistiné analizé

Duomeny statistinei analizei atlikti naudota SPSS programa (21 versija).
Atliekant statisting analize gauti duomenys pateikti kaip aritmetinis vidurkis +
standartinis nuokrypis. Skirtumy tikimybeé tarp lyginamy grupiy apskaiciuota
pasitelkus Mann-Whitney U kriterijy (vertinant nepriklausomas imtis) ir
Student porinj t—kriterijy (vertinant priklausomas imtis). Statistiniai skirtumai
reikSmingais laikyti tie, kuriy p < 0,05. Statistiné analizé atlikta VU GMF,
NVI.
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4. REZULTATAI

4.1 Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy iSskyrimo i§ likutinés kauly
Ciulpy medziagos ir pagausinimo iki terapijai tinkamo Kkiekio

metodikos sukiirimas

Sio tyrimo metu mezenchimines kamienines lasteles (MKL) i§ Zmogaus
kauly ciulpy iSskyréme 2 metodais: centrifuguodami per fikolio gradienta
(CFG) (4 donory méginiai po 60 ml) ir raudonyjy kraujo Igsteliy lizés (RKLL)
metodu (kity 4 donory méginiai po 6 ml). I$skirtas MKL auginome T175
flakonuose su FVS turincia terpe, kol lgstelés padengé ~100 % flakono dugno
ploto. Tyrimo metu vertinome abiem metodais i$skirty lasteliy proliferacijos
kinetikg, morfologijg ir imunofenotipa.

Laikas iki pirmojo monosluoksnio (0 pasazas, P0) susiformavimo.
MKL, i8skirtos i§ 60 ml kauly ¢iulpy turio CFG metodu, pirmgji monosluoksnj
suformavo po 13£2,16 dieny, per kurias uzaugo (16,125+6,79)-10° Iasteliy.
OMKL, isskirtos i§ 6 ml kauly Ciulpy turio RKLL metodu, monosluoksnj
suformavo po 11+3,3 dieny, per kurias uZaugo (3,75+6,29)-10° Iasteliy.
Skirtumai tarp $iy grupiy statistiskai nereikSmingi (p = 0,7728).

Bendras uzauginty lasteliy skai¢ius. CFG metodu isskirty P1 MKL
uzaugo (74,0+£19,6)-10° per 24+5,5 dienas, o P2 uzaugo (144,23+£52,41)-10° per
29+5,97 dienas. RKLL metodu i$skirty P1 MKL uzaugo (39,375+8,26)-10° per
19+4,9 dieny, o P2 uzaugo (87,375+7,36)-10° per 27+4,83 dienas. Skirtumai
tarp CFG ir RLKK metodais iSskirty ir priauginty MKL statistiSkai
nereikSmingi tiek P1 (p = 0,1489), tiek P2 (p = 0,5637) atveju. Skirtumai tarp
CFG metodu isskirty ir priauginty P1 MKL ir RKLL metodu iSskirty ir
priauginty P2 MKL taip pat nereik§mingi (p = 1).

CFG ir RLKK metodais i8skirty MKL augimo kreivés pateiktos 15 pav.

Morfologijos analizé. Visos MKL buvo prisitvirtinusios prie flakony
dugno ir tipiSkos verpstés formos (16 pav. B). Morfologijos skirtumy tarp
skirtingais metodais i$skirty MKL ir tarp skirtingy pasazy MKL nenustatéme.

53



Pasteb¢jome, kad RKLL metodu isskirtos MKL kolonijas suformuoja
anksciau, kai kurios matomos jau kitg dieng po i$skyrimo (16 pav. A).
Imunofenotipo analizé. IStyr¢ abejais metodais iSskirty MKL
pavirSiaus Zymeny raiSka, nustatéme, kad dauguma (>95 %) P2 Iasteliy buvo
teigiamos pagal CD105, CD73, CD90 Zymenis ir neigiamos pagal CD14,
CD34, CD45 ir HLA-DR zymenis (Siuos eckspresavo <2 % populiacijos

lasteliy).
200000 000
180000 000
160000 000
y 140000 000 /
B3
‘2 120000 000
> /
wm
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= i é - ——CFG
E« 80000 000 " —W-RKLL
7
60000 000 /
40000 000
20000 000
0 . . . . ' '
5 10 15 20 25 30 35

Lasteliy auginimo dieny skaicius

15 pav. Zmogaus KC MKL, i$skirty CFG ir RLKK metodais, kiekis,

gautas auginant skirtingus pasazus (PO, P1, P2)
Pateikti rezultatai suvidurkinti, nurodytas standartinis nuokrypis. CFG — centrifugavimo per
fikolio gradienta metodas, RKLL — raudonyjy kraujo lasteliy lizés metodas

60 & Lo et AP \ B >
16 pav. Zmogaus KC MKL, i§skirty raudonujy Kraujo lasteliy lizés
metodu, morfologija
A — MKL kolonija, susiformavusi kita dieng po i§skyrimo. B — tipiskos verpstés formos MKL
kultdira praéjus 11 dieny nuo i$skyrimo. Pradinis padidinimas 100x, skalé¢ 100 um
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4.2 llgalaikio auginimo in vitro jtakos MKL savybéms tyrimas

Siekdami iStirti ilgalaikio auginimo jtaka MKL savybéms, lasteliy
isskyrimo metodikos kiirimo etape (4.1 skyrius) uzsaldytas P1 KC MKL (n =
3) atSildéme, gausinome in vitro, kol uZaugo ankstyvieji 3-4 pasazai ir
vélyvieji 6-7 pasazai. MKL perséjome, kai lgstelés padengdavo ~80 % flakono
dugno ploto. Kiekvieno uzaugusio pasazo tyréme morfologijg ir proliferacijos
greitj. 3—4 ir 6-7 uZzaugusius pasazus papildomai tyréme, analizuodami

imunofenotipg, sené¢jimg bukle, kariotipa, geny ir miRNR raiska.
4.2.1 Proliferacijos grei¢io analizé

KC MKL (n = 3) gausinome in vitro 69,67+6,66 dienas. Kiekviename
susiformavusiame pasaze nustatéme lasteliy skai¢iy. MKL proliferacijos greitj
ilgalaikio auginimo metu jvertinome skaiCiuodami bendrag populiacijos
padvigub¢jimg (BPP). Lasteliy augimo kreivése galima isskirti 3 stadijas. Po
iSskyrimo RKLL metodu MKL augo 1é¢iau ir P1 uzaugo per 21+6 dieng. P1-
P3-P4 KC MKL augo grei¢iau ir po papildomy 14+2,65 dieny BPP buvo
8,08+0,74. Vélesnieji pasazai augo vel 1é€iau ir po kity 34,67+5,51 dieny P6—
P7 BPP buvo 15,08+3,04 (17 pav. ).

18
‘ —
14 o

1(2] / ~4—1 donoras
/ / ~#2 donoras

8
6
) / / 3 donoras
2
0

Bendras populiacijos padvigubéjimas

0 20 40 60 80
Lasteliy auginimo dieny skaicius
17 pav. Zmogaus KC MKL augimo greitis ilgalaikio auginimo in vitro
metu

Y aSyje — bendras populiacijos padvigub¢jimas, X aSyje — lasteliy augimo in vitro dieny
skaicius. Simboliai rodo atitinkamy donory KC MKL perséjimo laika
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4.2.2 Morfologijos analizé

KC MKL (n = 3) morfologija stebéjome naudodami invertuota
mikroskopa kiekvieno pasazo augimo metu. Nustatéme, kad P3-P4 MKL
morfologija iSliko nepakitusi: dauguma lagsteliy buvo tipiSkos verpstés arba
fibroblastoidinés formos ir jy dydis nepasikeitgs (18 pav. A), palyginti su PO
lasteliy forma ir dydziu (16 pav. B). Vélesniuose pasazuose palaipsniui
daugéjo padidéjusiy, suplokstejusiy ir netaisyklingos formos Igsteliy, kuriy
ypa¢ gausiai nustatéme P6—P7 (18 pav. B). Atlik¢ lgsteliy uzimamo ploto
analize, parodéme, kad vélyvyjy pasazy lastelés uzima statistiSkai reikSmingai

didesnj pavirSiaus plotg (18 pav. C).
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18 pav. Zmogaus KC MKL morfologija ilgalaikio auginimo in vitro metu

A — tipiskos verpstés arba fibroblastoidinés formos ankstyvojo (4) pasazo MKL. B —
padidéjusios ir netaisyklingos formos vélyvojo (7) pasazo MKL. Pradinis padidinimas 40x,
mastelis 500 um. C — vidutinis Iasteliy uzZimamas plotas ankstyvyjy (P3—P4) ir vélyvyjy (P6—
P7) pasazy metu (*p < 0,05)
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4.2.3 Imunofenotipo analizé

Tyréme P3—P4 ir P6-P7 KC MKL (n=3) standartiniy pavirsiaus Zymeny
raiSkg. Daugiau nei 99 % ankstyvyjy pasazy lasteliy buvo teigiamos pagal
zymenis CD73, CD90 ir CD10S5 ir maziau nei 2 % lasteliy buvo neigiamos
pagal zymenis CD11b, CD19, CD34, CDA45 bei HLA-DR (19 pav. A-C). Dalis
3 méginio P7 MKL populiacijos prarado teigiamy Zymeny raiSka beir dalis
populiacijos émé ekspresuoti neigiamus Zzymenis (19 pav. F, 20 pav.).
Neigiamy zymeny raiSka padidéjo iki 5,10 % antro méginio P7 populiacijoje, 0
teigiamy zymeny raiska nepakito (19 pav. E). Pirmo méginio MKL pavirsiaus
zymeny raiSka isliko stabili viso auginimo in vitro metu (19 pav. D).

Ankstyvyjy pasazy MKL (n=3) gyvybingumas buvo 94,02+2,92 %, o
vélyvyjy pasazy — 93,47+5,61 %. Ankstyvyjy pasazy lasteliy Soniné sklaida
(angl. the side-scatter) buvo 337+55,44 vienetai, o vélyvyjy pasazy —
391,67+£27,00 vienetas, taCiau Soninés sklaidos skirtumas tarp Siy grupiy

statistiSkai nebuvo reik§mingas (p = 0,085).

424 Senéjimo analizé

P3—P4 ir P6-P7 KC MKL (n=3) sen¢jima tyréme naudodami komercinj
lasteliy dazymo rinkinj. [sitikinome, kad padidéjusios ,,kepto kiausinio* formos
lastelés (18 pav. B) 1§ tikryjy yra senstanios — biitent tokios morfologijos
lastelés nusidazé Sio tyrimo metu. Apskai¢iavome, kad ankstyvuosiuose
pasazuose senstancios lastelés sudaré tik 1,59+0,94 % populiacijy (21 pav. A),
o vélyvuosiuose pasazuose senstanciy lasteliy dalis reik§mingai (p = 0,004)

padidéjo iki 41,97+4,57 % (21 pav. B).
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19 pav. Ankstyvuju ir vélyvuju pasazy mogaus KC MKL imunofenotipas
A — 1 donoro 3 pasazo MKL imunofenotipas. B — 2 donoro 4 pasazo MKL imunofenotipas. C
— 3 donoro 4 pasazo MKL imunofenotipas. D — 1 donoro 6 pasazo MKL imunofenotipas. E —
2 donoro 7 pasazo MKL imunofenotipas. F — 3 donoro 7 pasazo MKL imunofenotipas.
Histogramos kairéje (pilkos spalvos) rodo izotipo kontroles, histogramos desinéje (raudonos
spalvos) — dazytas lgsteles. Neigiami Zymenys: CD34, CD11b, CD19, CD45, HLA-DR
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20 pav. 3 donoro ankstyvojo ir vélyvojo pasazy KC MKL imunofenotipas
A — ankstyvojo 4 pasazo MKL imunofenotipas. B — vélyvojo 7 pasazo MKL imunofenotipas.
Y aSyje — Soniné sklaida. X aSyje — signalo intensyvumas. Neigiami Zymenys: CD34, CD11b,
CD19, CD45, HLA-DR

21 pav. Ankstyvyjy ir vélyvyjy pasazy zmogaus KC MKL senéjimas
Ankstyvojo (3) pasazo (A) ir vélyvojo (6) pasazo (B) padidéjusios, pakitusios morfologijos,
dél B-galaktozidazés aktyvumo zalsvai mélynai nusidaziusios lgstelés (nurodytos juodomis
rodyklémis) praéjus 5 dienoms po paséjimo. Pradinis padidinimas 40x, mastelis 100 pm

4.2.5 Kariotipo stabilumo analizé

Siekdami jvertinti ilgalaikio auginimo jtaka KC MKL genomo
stabilumui, ankstyvyjy ir vélyvyjy pasazy lasteliy kariotipg (n=3) tyréme G
metodu. Kiekvieno pasazo iStyréme 7—17 analizei tinkamos kokybés metafaziy
(2 lentel¢). Mazdaug 87 % P3-P4 lasteliy ir mazdaug 88 % P6—P7 lasteliy
turéjo normaly diploidinj kariotipg (2n = 46). Jokiy chromosomy skaiCiaus ar

struktiros kloniniy pokyc¢iy (tokiy kaip delecijos, inversijos, translokacijos ar
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ziedinés chromosomos) neaptikome (22 A pav.). Ankstyvuosiuose pasazuose
aptikome atsitiktiniy aneuploidijy 45, XX, —10; 47, XX, +15; 47, XX, +22
(pirmas méginys); 44, XY, —20, -21 (22 B pav.); 45, XY, —22 (antras méginys)
ir 47, XX, +22 (tre¢ias méginys). Vélyvuosiuose pasazuose aptikome
aneuploidijy 44, XX, —X, -20 (pirmas méginys) ir 45, XY, —-20 (antras
meéginys). TreCio méginio vélyvojo pasazo Kkariotipo analizés atlikti

negaléjome, nes Igsteliy augimas buvo visiskai sustojes (17 pav.).

2 lentelé. Ankstyvyjy ir vélyvyjy pasazy zmogaus KC MKL Kkariotipo tyrimo
rezultatai

Meéginys 1 2 3
Pasazas P3 | P6 | P4 | P7 | P4 | P7
Metafaziy, turin¢iy normaly i
diploidinj kariotipa, skaiCius 14 6 14 9 10
Metafqpq, tur.lvn.cm chromosomy 3 1 5 1 1 i
aberacijy, skaiCius

IS viso tirty metafaziy skaiCius 17 7 16 10 11 -

4.2.6 Geny raiskos analizé

Visuminés RNR iSskyrimas ir kokybés vertinimas. IS ankstyvyjy ir
velyvyjy pasazy KC MKL (n = 3) isskirtos visuminés RNR kiekis ir kokybé
nurodyti 3 lenteléje. Sie rodikliai atitiko PGR gardeliy gamintojo keliamus
reikalavimus: matuojant spektrofotometru, esant 260 nm ir 280 nm bangos
ilgiams, sugerties reikSmiy santykis (Azeorgo) turi buti 1,8-2,0. RNR

vientisumo skai¢ius (angl. RNA Integrity Number, RIN) turi biiti >7.

3 lentelé. I§ KC MKL isskirtos visuminés RNR kiekio ir kokybés jvertinimo
rezultatai

Meéginys, RNR koncentracija RNR kokybeé

pasazas NanoDrop | Agilent Bioanalyzer NanoDrop Agilent Bioanalyzer
1,P3 240,0 ng/pl 406 ng/ul 260/280 = 2,03 RIN = 8,8

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

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

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

3, P4 386,8 ng/ul 430 ng/ul 260/280 = 2,00 RIN =97

3, P7 276,2 ng/ul 301 ng/pl 260/280 = 2,03 RIN=9.3
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22 pav. Ilgalaikio auginimo jtaka Zmogaus KC MKL kariotipo stabilumui
A — pavyzdiné normalaus diploidinio kariotipo (2n = 46, XX) kariograma. Tiek ankstyvyjy
(3, 4), tiek vélyvyjy pasazy (6, 7) MKL kariotipas buvo normalus. B — 4 pasazo lasteléje
nustatytos atsitiktinés aneuploidijos 44, XY, -20, —21 kariograma. Pradinis padidinimas
1000x
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PGR gardeliy kontroliy jvertinimas. Visy gardeliy R7? Profiler™
PCR Array Human Mesenchymal Stem Cells, RT? Profiler™ PCR Array
Human Cellular Senescence ir miScript miRNA PCR Array Human miRNome
Cr jveriai neperzengé¢ rekomenduojamy normy riby. Kiekvienos PGR
gardelés teigiamos PGR kontrolés vid.Ct= 14+2 (gardeliy RT? Profiler™) arba
15+2 (gardeliy miScript miRNA), atvirkstinés transkripcijos kontrolés ACt =
vid.CRTC — vid.C+PP¢ <5 (gardeliy RT? Profiler™) arba <7 (gardeliy miScript
miRNA), genominés DNR kontrolés Ct>33 (gardeliy RT? Profiler™).

Geny raiSkos tyrimas, panaudojant PGR gardeles. Siekdami
issamiau jvertinti KC MKL, tyréme 162 skirtingy geny, susijusiy su
kamieniSkumu ir lastelés sené¢jimu, raiSka, panaudodami komercines
kiekybinés PGR gardeles. Ankstyvyjy pasazy MKL i§ viso aptikome 154 geny
raiSkg (Ct<33), o vélyvyjy pasazy MKL — 156 geny raiSka. Palygine vélyvojo
pasazo MKL geny rai$ka su ankstyvojo pasazo MKL geny raiska (kontrol¢),
nustatéme, kad i$ tirty skirtingy 162 geny reikSmingai (P < 0,05) padid¢jo >2
kartus 4 geny raiska, o reikSmingai (P < 0,05) sumazéjo >2 kartus 9 geny
raiSka (23 pav. A, B, 4 lentelé). Tai sudaro 8,02 % visy tirty geny.

Ankstyvyjy ir vélyvyjy pasazy MKL miRNR raiSkg tyréme taip pat
naudodami komercines kiekybinés PGR gardeles. Ankstyvyjy pasazy MKL i§
viso aptikome 358 miRNR raiSkg (Ct<33), o vélyvyjy pasazy MKL — 365
miRNR raiska. Palygine vélyvojo pasazo MKL miRNR raiSkg su ankstyvojo
pasazo MKL miRNR raiska (kontrol¢), nustatéme, kad i§ 420 tirty miRNR
reik§mingai (p < 0,05) padid¢jo >2 kartus 10 miRNR raiSka, o reikSmingai (p <
0,05) sumazéjo >2 kartus 23 miRNR raiska (23 pav. C, 4 lentelé). Tai sudaro
7,86 % visy tirty miRNR.
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23 pav. Zmogaus KC MKL geny ir miRNR raifkos poky¢iai ilgalaikio

auginimo in vitro metu

Diagramose pavaizduoti kamieniskumo geny (A), senéjimo geny (B) ir miRNR (C) raiskos
poky¢iai vélyvyjy pasazy MKL (tiriamoji grupé), palyginti su geny raiska ankstyvyjy pasazy
MKL (kontroliné grupé). Raudonos spalvos taskai rodo genus, kuriy raiska padidéjo >2
kartus. Zalios spalvos taskai rodo genus, kuriy raiska sumazéjo >2 kartus. Vertikalios $oninés
pilkos spalvos linijos rodo raiskos poky¢io kartais (angl. fold change) ribg (>2 kartai), o
horizontali mélynos spalvos linija — p reikSmeés ribg (p < 0,05). Genai ir miRNR, kuriy

T T
2354 354

raiSkos poky¢iai ir p reikSmeés atitiko S$ias ribas, nurodyti 4 lenteléje
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4 lentelé. Genai ir miRNR, kuriy raiska reikSmingai pakito Velyvqm pasazy
zmogaus KC MKL, palyglntl su ankstyvyjy pasazy zmogaus KC MKL

Raiskos Raiskos
SRR pokytis kartais” P RS pokytis kartais” P
ACTA?2 3,12 0,018 | hsa-miR-7-5p -4,41 0,039
POUS5F1 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

“Raiskos pokytis kartais isreikstas kaip FG (angl. fold regulation), kuris biologiniu poZiiiriu
prasmingiau atspindi raiSkos pokytj kartais FC (angl. fold change). FC >1 rodo raiskos padidéjimg ir
yra lygus FG. FC <1 rodo raiskos sumazéjimg ir FG yra atvirk$Ciai neigiamas FC (t.y. FG
apskaic¢iuojamas pagal formule 1/-FC)

Funkciné geny ontologijos analizé. Norédami geriau suprasti vélyvojo
pasazo lagstelése vykstancius procesus, atlikome 13 geny, kuriy raiSka pakito
reikSmingai, funkcing ontologijos analize. Geny ontologija (GO) apibrézia
sgvokas/klases, naudojamas apibiidinant geny funkcijas bei rySius tarp Siy
sgvoky. GO Kklasifikuoja geny funkcijas pagal tris aspektus: biologinius
procesus, lasteling funkcijg bei molekuling funkcija. Tiriant biologines
funkcijas, genai buvo reikSmingai (p < 0,05) priskirti 36 skirtingiems GO
terminams (5 lentelé). 75 % GO terminy susij¢ su metabolizmu, lgstelés ciklu
bei atsaku  dirgiklj/stresa (24 pav.). Tiriant geny koduojamy produkty 1gsteling
funkcija, 4 1§ 13 geny buvo reikSmingai (p < 0,05) priskirti GO terminui,
susijusiam su transkripcijos reguliacija. Molekuliniy funkcijy analizés metu 6
i§ 13 geny buvo reik§mingai (p < 0,05) priskirti GO terminui, susijusiam su

sgveika su fermentais proteino kinazémis (5 lentelé¢).
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5 lentelé. Vélyvyjy pasazy KC MKL, palyginti su ankstyvyjy pasazy KC
MKL, reikSmingai (p < 0,05) >2 kartus pakitusios raiSkos 13 geny funkcine
ontologijos analizé

Q Geny sk. T hrrr e
K e .. |Biologinis procesas| duomenu Atltlkml;! Atitike genai p?
ategorija .. o | genu sk.
bazéje
PCNA, CHEK1, PTPRC,
Metabolinio CDC25C, TBX2, PLAU, E2F3,
G0:0019222 proceso reguliacija 6588 13 THBS1, CCNB1, POU5SF1, 2,498-03
TBX3, E2F1, ACTA2
PCNA, CHEK1, PTPRC,
C et CDC25C, TBX2, PLAU, E2F3,
G0:0050896 | Atsakas j dirgiklj 7621 13 THBSL, CCNBL, POUSFL, 1,65E-02
TBX3, E2F1, ACTA2
. PCNA, CHEK1, PTPRC
Makromolekuliy CDC25C, TBX2, E2F3, THBSL,
G0:0060255 ?;Ztualli)sé:;;o proceso 5607 12 CCNBL, POUSFL, TBX3, E2F1, 1,11E-02
ACTA2
PCNA, CHEK1, PTPRC,
. Lastelés atsakas | CDC25C, TBX2, PLAU, E2F3,
GO0:0051716 dirgiklj 6227 12 THBSL, CCNBL, POUSFL, 3,76E-02
TBX3, E2F1
Biologiniy procesy PCNA, CHEK1, PTPRC, TBX2,
G0:0048518 teigiama reguliacija 5302 12 PLAU, E2F3, THBS1, CCNB1, |5,77E-03
POUS5F1, TBX3, E2F1, ACTA?2
. PCNA, CHEK1, PTPRC,
5010031323 maaholii 5814 12 |SDC25C, TBX2, PLAU, B2F3, |4 g9 5
' :zglf";c:jna:o Proceso THBS1, CCNB1, POUSF1, oI
TBX3, E2F1
PCNA, CHEK1, PTPRC, TBX2,
G0:0006950 | Atsakas | stresa 3648 11 PLAU, E2F3, THBS1, CCNB1, |2,05E-03
POUSF1, TBX3, E2F1
Metabolinio PCNA, CHEK1, PTPRC, PLAU,
G0:0009893 | proceso teigiama 3529 11 E2F3, THBS1, CCNB1, 1,44E-03
reguliacija POUSF1, TBX3, E2F1, ACTA2
Lastelés proceso PCNA, CHEK1, PTPRC, TBX2,
G0:0048522 teigiama reguliacija 4586 11 PLAU, E2F3, THBS1, CCNB1, |2,30E-02
POUSF1, TBX3, E2F1
Lastelés PCNA, CHEK1, PTPRC, PLAU,
G0:0031325 |metabolinio proceso | 2904 10 E2F3, THBS1, CCNB1, 4,14E-03
teigiama reguliacija POUS5F1, TBX3, E2F1
Makromolekuliy PCNA, CHEK1, PTPRC,
G0:0009059 biosintezés procesas 3651 10 CDC25C, TBX2, E2F3, THBS1, | 3,65E-02
POU5F1, TBX3, E2F1
Makromolekuliy PCNA, CHEK1, PTPRC, E2F3,
G0:0010604 |metabolinio proceso | 2741 10 THBS1, CCNB1, POU5FL1, 2,38E-03
teigiama reguliacija TBX3, E2F1, ACTA2
Lastelés atsakas j PCNA, CHEK1, TBX2, PLAU,
G0:0033554 1718 9 E2F3, THBS1, CCNB1, TBX3, |7,26E-04
stresa
E2F1
PCNA, PTPRC, TBX2, PLAU,
G0:0009888 | Audiniy vystymasis 1601 9 THBS1, CCNB1, POU5F1, 3,93E-04
TBX3, ACTA2
PCNA, PTPRC, TBX2, THBS1,
G0:0048513|Organy vystymasis 2784 9 CCNB1, POUS5F1, TBX3, E2F1,|4,57E-02

ACTA2
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tesinys

Geny sk. e .
1
- .. |Biologinis procesas| duomenu At1t1kus1;; Atitike genai p*
kategorija bazéje? geny sk.
Azoto junginiy PCNA, CHEK1, PTPRC, E2F3,
G0:0051173 | metabolinio proceso 1726 9 THBS1, CCNB1, POU5F1, 7,56E-04
teigiama reguliacija TBX3, E2F1
Lastelés CHEKZ1, PTPRC, TBX2, PLAU,
G0:0042127 | proliferacijos 1475 9 E2F3, THBS1, CCNB1, TBX3, |1,93E-04
reguliacija E2F1
Cirkuliacines PCNA, TBX2, PLAU, THBS1,
G0:0072359 | - xuHact . 779 8 CCNB1, POU5F1, TBX3, 3,25E-05
sistemos vystymasis
ACTA2
Sirdies ir PCNA, TBX2, PLAU, THBS1,
G0:0072358 | kraujagysliy 779 8 CCNB1, POU5F1, TBX3, 3,25E-05
sistemos vystymasis ACTA?
PCNA, CHEK1, PTPRC,
GO0:0007049 | Lastelés ciklas 1322 8 CDC25C, E2F3, THBS1, 1,98E-03
CCNB1, E2F1
Geny raiskos CHEKZ1, E2F3, THBS1,
G0:0010628 teigiama reguliacija 1664 8 CCNB1, POU5SF1, TBX3, E2F1,|1,16E-02
ACTA2
Nukleobaziy
turinéiy junginiy PCNA, CHEK1, PTPRC, E2F3
G0:0045935 metabollzr:n(_) 1649 8 CCNB1, POUSF1, TBX3, E2F1 1,08E-02
proceso teigiama
reguliacija
. Lastelés ciklo CHEKZ1, PTPRC, CDC25C, )
G0:0051726 reguliacija 946 / THBS1, CCNB1, TBX3, E2F1 4,19E-03
. Atsakas | abiotinj PCNA, CHEK1, PTPRC, PLAU,
GO:0009628 | u1ou ' 1119 7 |ThBSL CONBL, E2F1 1,30E-02
Lastelés
. . .. PTPRC, TBX2, PLAU, E2F3,
G0:0008284 pr_ol_lferacuos o 813 7 CCNBL, TBX3, E2F1 1,50E-03
teigiama reguliacija
. Lastelés ciklo PCNA, CHEK1, PTPRC, E2F1, )
60:0022402 procesas 1068 ! CDC25C, THBS1, CCNB1, 9,49E-03
. Lastelés ciklo fazés PCNA, CHEK1, PTPRC,
GO:0044770| ciimas 311 6 |cpcosc, conel, E2F1 1,36E-04
. Mitozinis lastelés PCNA, CHEK1, CDC25C,
G0:0000278 ciklas 791 6 E2F3, CCNBL, E2F1 3,19E-02
. 5o 1 . PCNA, TBX2, THBS1, CCNB1,
G0:0007507 | Sirdies vystymasis 441 6 POUSFL, TBX3 1,06E-03
Lasteles ciklo
. c . PCNA, CHEK1, CDC25C,
G0:0044772 mltglz.es fazés 307 5 CCNBL, E2F1 6,33E-03
peréjimas
GO:0001568 Kraujagyghq 446 5 TBX2, PLAU, THBS1, TBXS3, 3,92E-02
vystymasis ACTA2
G0:0035051 | Kardiomiocity 101 4 |TBX2, CCNB1, POUSF1, TBX3 |2,98E-03
diferenciacija
G0:0003151 | Sstumiamojo trakto | 5 3 |TBX2, THBSI, TBX3 4,47E-02
morfogenezé
GO0:0051319|G?2 fazé 5 2 E2F3, E2F1 3,49E-02
G0:0000085 | G2-mitozés fazé 3 2 E2F3, E2F1 1,26E-02
G0:0060596 | Krities liaukos 3 2 |TBX2, TBX3 1,26E-02

formavimasis

66




tesinys

Geny sk. cper
1
Sor L asteliné funkcija | duomeny Atltlkus‘? Atitike genai p?
kategorija .. o | genu sk.
bazéje
Transkripcijos
G0:0005667 |veiksniy 291 4 E2F1, E2F3, TBX2, POU5SF1 |2,93E-02
kompleksas
1 .. Geny sk. e
GO Molekuliné Atitikusiy . ] 4
kategorija funkcija duomeny geny sk. Atitike genai P
bazéje?
Saveikauiantis su PCNA, PTPRC, CDC25C,
G0:0019899 fq J 1604 7 CCNB1, E2F1, POUSFL, 4,47E-02
ermentu
ACTA2
. Saveikaujantis su PCNA, PTPRC, CDC25C, i
G0:0019900 kinaze 568 6 CCNB1, E2F1, ACTA2 1,478-03
. Saveikaujantis su PCNA, PTPRC, CDC25C, i
G0:0019901 proteino kinaze 504 6 CCNB1, E2F1, ACTA2 7,31E-04

1 GO - Geny ontologija.

2 Geny, priskirty konkregiai GO kategorijai, skai¢ius duomeny bazéje. I§ viso 2016 03 25 PANTHER duomeny bazéje Zzmogaus
genomg sudaré 20814 genai.

8 Tiriamyjy geny skaicius, atitikes esan¢ius duomeny bazéje konkre¢ioje GO kategorijoje. I§ viso tirtas 13 geny rinkinys.

4 Tikimybé, kad tiriamyjy geny skai¢ius konkrecioje GO kategorijoje atitiko duomeny bazés duomenis atsitiktinai. Jei P<0,05,
atitikusiy geny skaiCius yra statistiskai reikSmingas.

Metabolizmas
10 (28 %)
Vystymasis
Atsakas i 9(25 %)
dirgikli/stresa
5(14 %)

Lastelés ciklas 12
(33 %)

24 pav. Zmogaus vélyvyjy pasazy KC MKL reik§mingai pakitusios rai$kos
geny funkciné ontologijos analizé biologiniy procesuy kategorijoje

13 reikSmingai pakitusios raiSkos geny buvo priskirti 36 geny ontologijos (GO) biologiniy
procesy terminams, kurie véliau buvo sugrupuoti pagal aukstesnés hierarchijos lastelés
biologinius procesus. Pirmasis skai¢ius nurodo GO terminy skaiCiy, antrasis skaiCius —
procenting dalj tarp visy 36 GO terminy
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4.3 Audinio Saldymo jtakos MKL kariotipo stabilumui tyrimas

Siekdami istirti po uzSaldymo atSildyto Zmogaus virkstelés drebutinio
jungiamojo audinio (VDJA) ankstyvyjy (1-2) pasazy MKL genomo stabiluma,
atlikome jmonéje The Cell Factory (Belgija) uzfiksuoty lasteliy (n = 5)
citogenetinj tyrimg. Dviejy donory meéginiy geros kokybés metafaziy skaicius
analizei buvo nepakankamas (6 lentel¢). Kity trijy donory méginiy kariotipai
buvo normalis, turintys diploidinj chromosomy skaiciy (2n = 46, XX). Jokiy
chromosomy struktiiros pokyc¢iy (tokiy kaip delecijos, inversijos, translokacijos

ar ziedinés chromosomos) neaptikome (25 pav.).

6 lentelé. Ankstyvyjy pasazy zmogaus VDJA MKL kariotipo tyrimo rezultatai

Meéginys | Pasazas Metafaziy skaicius
1 P2 19
2 P1 25
3 P1 25
4 P1 nepakankamas analizei
5 P1 nepakankamas analizei
Sul | B | B [ B {

I [ T T R Y

6 7 8 9 10 1 12

i B4 §4 A B8 83

13 14 15 16 17 18

o

38 >4 b ¢ B ‘

20 21 22 X Y

0
° o

25 pav. MKL, isskirty i§ uzsaldyto virkstelés audinio, kariograma
Visy tirty donory lgsteliy kariotipai buvo normaliis (2n = 46, XX). Pradinis padidinimas
1000x

68



4.4 Mitybinés terpés sudéties jtakos MKL genuy raiskai tyrimas

Visuminés RNR iSskyrimas ir kokybés vertinimas. IS VDJA MKL,
auginty rekombinantiniais baltymais ir FVS papildytose mitybinése terpése,
isskirtos visuminés RNR kiekis ir kokybé nurodyti 7 lenteléje. Sie rodikliai
atittko PGR gardeliy gamintojo keliamus reikalavimus: matuojant
spektrofotometru, esant 260 nm ir 280 nm bangos ilgiams, sugerties reikSmiy
santykis (Azeo280) turi biti 1,8-2,0.

7 lentelé. I$ virkStelés audinio MKL iSskirtos visuminés RNR Kkiekio ir
kokybés jvertinimo rezultatai

Meglflys’ RNR koncentracija RNR kokybé
pasazas

#1, P2 869,1 ng/ul 260/280 = 2,01
#1-S, P3 2438,6 ng/ul 260/280 = 1,99
#2, P2 1168,3 ng/ul 260/280 = 1,99
#2-S, P3 2207,5 ng/ul 260/280 = 2,01
#3, P2 1026,2 ng/ul 260/280 = 2,00
#3-S, P3 3482,7 ng/pl 260/280 = 2,02

PGR gardeliu kontroliy jvertinimas. Analizéje panaudoty gardeliy
RT2 Profiler™ PCR Array Human Mesenchymal Stem Cells it RT? Profiler™
PCR Array Human Cellular Senescence kontroliniy matavimy Cr jverciai
neperzengé rekomenduojamy normy riby: teigiamos PGR kontrolés vid.Cr
14+2, atvirkstinés transkripcijos kontrolés ACt = vid.CtR™¢ — vid.Ct™PC <5,
genominés DNR kontrolés C>33. Dalies meéginiy atvirk$tinés transkripcijos
kontrolés jverciai nezymiai virsijo rekomenduojamy normy ribas. IS visy tirty
24 méginiy (jskaitant pakartotinius) 3 méginiy uzterStumo genomine DNR
jvertis buvo <33, tod¢l Sie méginiai j analize¢ nebuvo jtraukti.

Geny raiskos tyrimas, naudojant PGR gardeles. Sickdami iSsamiau
jvertinti VDJA MKL, tyréme 162 skirtingy geny, susijusiy su kamieniSkumu ir
lastelés senéjimu, raiska, naudodami komercines kiekybinés PGR gardeles. I$
viso aptikome 155 geny raiska (C7<33) VDJA MKL, augintose
rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinéje terpéje. VDJA MKL,
augintose DME mitybingje terpéje, papildytoje 10 % FVS, aptikome 158 geny
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raiSka. Nustatéme, kad 1§ 162 tirty geny reikSmingai (p < 0,05) padid¢jo >2
kartus 24 geny raiSka, o reikSmingai (p < 0,05) sumazéjo >2 kartus 9 geny
raiska VDJA MKL, augintose mitybinéje terpéje su rekombinantiniais
baltymais, palyginti su lgstelémis, augintomis su FVS (26 pav. A, B, 8 lentelé).
Tai sudaro 20,37 % visy tirty geny.

Tiriamoji grupé vs. Kontroliné grupe Tiriamoji grupé vs. Kontroling grupe
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26 pav. Zmogaus VDJA MKL, auginty skirtingose mitybinése terpése,
geny raiskos pokyciai

Diagramose pavaizduoti kamieniskumo geny (A) ir senéjimo geny (B) raiskos pokyc¢iai
VDJA MKL, augintose rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybingje terpéje
(tiriamoji grupé), palyginti su VDJA MKL, augintose FVS turin¢ioje mitybinéje terpéje,
geny raiSka (kontroliné grupé). Raudonos spalvos taskai rodo genus, kuriy raiska padidéjo
>2 kartus. Zalios spalvos taskai rodo genus, kuriy raiska sumazéjo >2 kartus. Vertikalios
Soninés pilkos spalvos linijos rodo raiskos pokycio kartais (angl. fold change) ribg (>2
kartai), o horizontali mélynos spalvos linija — p reikSmés ribg (p < 0,05). Genai, kuriy
raiSkos poky¢iai ir p reikSmés atitiko $ias ribas, nurodyti 8 lenteléje

Geny ontologijos analizé. Atlikome 33 geny, kuriy raiska reikSmingai
pakito, funkcing ontologijos analize, siekdami geriau suprastt VDJA MKL
vykstancius procesus. Tiriant biologines funkcijas, genai buvo reik§Smingai (p <
0,05) priskirti skirtingiems 358-iems geny ontologijos (GO) terminams.
Dauguma terminy susij¢ su vystymusi (daugiausia lastelés diferenciacija bei
morfogeneze), metabolizmu (daugiausia DNR replikacija, RNR transkripcija
bei baltymy modifikacijomis) ir atsaku j dirgikli (daugiausia augimo veiksnius

bei hipoksijg) (27 pav.). Tiriant geny koduojamy produkty lasteline funkcija,
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genai buvo reikSmingai (p < 0,05) priskirti 15-ai GO terminy (9 lentelé).
Tiriant geny koduojamy produkty molekuling funkcijg, genai buvo reikSmingai

(p < 0,05) priskirti 16-ai GO terminy (10 lentelé).

8 lentelé. Geny raiSka, kuri reikSmingai pakito Zmogaus VDJA MKL,
augintose rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinéje terpéje, palyginti

su VDJA MKL, auginty serumo turin¢ioje mitybinéje terpéje, geny raiSka

Genas Re}iékos . 0 Genas Ra_iékos . D
pokytis kartais pokytis kartais
NT5E 61,41 0,010 THBS1 4,36 0,024
PTK2 45,64 0,016 SMADA4 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
CITED?2 4,84 0,046

“RaiSkos pokytis kartais isreikStas kaip FG (angl. fold regulation), kuris biologiniu poZiiiriu
prasmingiau atspindi raiSkos pokytj kartais FC (angl. fold change). FC >1 rodo raiskos padidéjimg ir
yra lygus FG. FC <1 rodo raiskos sumazéjimg ir FG yra atvirk§Ciai neigiamas FC (ty. FG
apskaic¢iuojamas pagal formule 1/-FC).

Apoptozé
Judéjimas 25(7 %) Metabolizmas
. 17 (5 %) 68 (19 %)
Atsakas i
dirgikli
91 (25 %)

Lastelés ciklas ) .
9(3 %) Vystymasis
148 (41 %)

27 pav. Zmogaus VDJA MKL, augintose skirtingose mitybinése terpése,
reikSmingai pakitusios raiSkos geny funkciné ontologiné analizé biologiniy
procesuy kategorijoje

33 reikSmingai pakitusios raiSkos genai buvo priskirti 358-iems geny ontologijos (GO)
biologiniy procesy terminams, kurie véliau buvo sugrupuoti pagal aukStesnés hierarchijos

lgstelés biologinius procesus. Pirmasis skai¢ius nurodo GO terminy skaiciy, antrasis skaicius
— procenting dalj tarp visy 358 GO terminy
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9 lentelé. Mitybinéje terpéje su rekombinantiniais baltymais auginty VDJA
MKL, palyginti su FVS turinioje mitybingje terpéje augintomis VDJA MKL,
reikSmingai (p < 0,05) >2 kartus pakitusios raiskos 33 geny funkciné
ontologijos analizé lokalizacijos lasteléje kategorijoje

L Geny sk. eer
1
gorij 4 J bazéje2 geny sk,
ANPEP, THBS1, TGFB3, RHOA,
e BGLAP, ICAM1, VEGFA, CD44,
. UZlgstelinis
G0:0005576 | 20" 4416 21 CTNNBL, CSF3, JAGL, NT5E, ENG, |2,04E-04
9 IGFBP3, BMP4, HGF, GDF15,
GDFS5, CREG1, CHEKZ, IL6
ANPEP, THBS1, TGFB3, RHOA,
Uslastelinio region BGLAP, ICAM1, VEGFA, CD44,
G0:0044421 danz” O TCEIoNO| 3697 20 CTNNB1, CSF3, NT5E, ENG, 5,87E-05
IGFBP3, BMP4, HGF, GDF15,
GDF5, CREG1, CHEKZ, IL6
ANPEP, THBS1, TGFB3, BGLAP,
_ . ICAM1, VEGFA, CSF3, ENG,
GO0:0005615 |Uzlasteliné erdvé 1299 16 IGFBP3, BMP4, HGF, GDF15, 2,62E-08
GDFS5, CREG1, CHEKZ, IL6
ANPEP, THBS1, TGFB3, RHOA,
G0:0009986 |Lastelés pavirsius 720 10 ICAM1, VEGFA, CD44, NT5E, ENG, |1,29E-04
IL6
, . PTK2, ANPEP, THBS, ICAML,
G0:0098552 |Membranos pusé 419 7 CD44. ENG, IL6 4,28E-03
_ N . PTK2, RHOA, ICAM1, CD44,

GO0:0005925 |[Sutelktinis salytis 383 6 CTNNBL, ENG 3,32E-02
_ Lastelés-substrato PTK2, RHOA, ICAML, CD44, ]
G0:0005924 saly€io junktis 388 6 CTNNB1, ENG 3,57E-02

_ . HAT1, SMAD4, CTNNBL, HDACL,
G0:0000785 |Chromatinas 404 6 CITED2, CHEK1 4,47E-02
_ Lastelés-substrato PTK2, RHOA, ICAM1, CD44,
GO:0030055 |/ v 392 6 CTNNBL ENG 3,78E-02
Plazminés
G0:0009897 |membranos iSoriné | 232 6  |ANPEP, THBSLICAML CD44, 11 osk.03
. ENG, IL6
pusé
GO:0034774 \S/ﬂ‘lﬁcmes granulés 62 4 THBS1, TGFB3, VEGFA, HGF 3,56E-03
Paslelés,
G0:0060205 |Susiformavusios is 79 4  |THBSL, TGFB3, VEGFA, HGF 9,22E-03
citoplazminés
membranos, vidus
G0:0031093 | Trombocity a- 48 4 THBS1, TGFB3, VEGFA, HGF 1,30E-03
granulés vidus
G0:0031091 ;;Tl'fg’““‘ * 63 4 THBS1, TGFB3, VEGFA, HGF 3,79E-03
G0:0031983 |Paslelés vidus 80 4 THBS1, TGFB3, VEGFA, HGF 9,68E-03

1 GO - Geny ontologija.

2 Geny, priskirty konkre¢iai GO kategorijai, skai¢ius duomeny bazéje. I$ viso 2016 03 25 PANTHER duomeny bazéje zmogaus
genomga sudaré 20814 genai.

8 Tiriamyjy geny skaicius, atitikes esan¢ius duomeny bazéje konkrecioje GO kategorijoje. I3 viso tirtas 33 geny rinkinys.

4 Tikimybé, kad tiriamyjy geny skaicius konkrecioje GO kategorijoje atitiko duomeny bazés duomenis atsitiktinai. Jei P<0,05,
atitikusiy geny skaicius yra statistiskai reikSmingas.
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10 lentelé. Mitybinéje terpéje su rekombinantiniais baltymais auginty VDJA
MKL, palyginti su FVS turinioje mitybingje terpéje augintomis VDJA MKL,
reikSmingai (p < 0,05) >2 kartus pakitusios raiskos 33 geny funkciné

ontologijos analiz¢ molekuliniy funkcijy kategorijoje

Geny sk. e .
K GO* - Molekuliné funkcija | duomenu AtltlkllSl;] Atitike genai p4
ategorija — geny sk.
HAT1, PTK2, ANPEP, THBS1, TGFBS3,
RHOA, BGLAP, ICAM1, VEGFA,
CD44, SMAD4, NUDT6, CTNNBL,
GO:0005488 Jungimasis 13955 30 CSF3, HDAC1, CDKN2C, JAG1, NT5E,|4,56E-03
ENG, IGFBP3, CITED2, BMP4, HGF,
GDF15, CDKN2B, GDF5, CCNA2,
CREG1, CHEK]1, IL6
HAT1, PTK2, THBS1, TGFB3, RHOA,
ICAM1, VEGFA, CD44, SMADA4,
NUDT6, CTNNB1, CSF3, HDAC1,
GO:0005515 | Jungimasis prie baltymo | 10420 30 CDKN2C, JAG1, ENG, IGFBP3, 1,77E-03
CITED2, BMP4, HGF, GDF15,
CDKN2B, GDF5, CCNA2, CREGL1,
CHEK1, IL6, EGR1, CDKN1C, NES
PTK2, THBS1, TGFB3, ICAM1,
. Jungimasis prie VEGFA, NUDT6, CTNNBL, CSF3,
(G0:0005102 receptoriaus 1415 15 JAG1, ENG, BMP4, HGF, GDF15, 2,38E-06
GDF5, IL6
. Augimo veiksnio TGFB3, VEGFA, NUDT6, CSF3, JAG1,
(50:0008083 aktyvumas 162 10 BMP4, HGF, GDF15, GDF5, IL6 1,57€-10
. Jungimasis prie citokiny TGFB3, VEGFA, CSF3, ENG, BMP4,
(G0:0005126 receptoriaus 262 8 GDF15, GDFS5, IL6 1,62E-05
Lo TGFB3, VEGFA, CSF3, BMP4,
G0O:0005125 | Citokino aktyvumas 217 7 GDF15 GDFS5, IL6 1,10E-04
GO:0005160 | JUNgimasis prie TGF-f 49 5  |TGFB3, ENG, BMP4, GDF15, GDF5 |3,98E-05
receptoriaus
G0:0005539 | Jungimasis prie 197 5 |THBSL, VEGFA, CD44, ENG, BMP4 |3,54E-02
glikozaminoglikano
Jungimasis prie RNR
GO:0001085 | polimerazes 11 94 4 SMAD4, CTNNB1, HDACL1, CITED2 |3,75E-02
transkripcijos veiksnio
GO:0019955 |Jungimasis prie citokino 83 4 THBS1, TGFB3, ENG, GDF5 2,31E-02
Nuo ciklino
GO:0004861 | Priklausomos - 12 3 |CDKN2C, CDKN2B, CDKNIC 2,53E-03
serino/treonino kinazés
slopiklio aktyvumas
50:0030297 | SCrino/treonino kinazés 28 3 |CDKN2C, CDKN2B, CDKN1C 3,15E-02
slopiklio aktyvumas
GO:0050431 | Jungimasis prie TGF-B 16 3 THBS1, TGFB3, ENG 5,96E-03
G0:0001968 | JUngimasis prie 28 3 |THBSL, VEGFA, IGFBP3 3,15E-02
fibronektino
Nuo ciklino
priklausomos
GO:0016538 | serino/treonino kinazés 20 3 CDKN2C, CDKN2B, CDKN1C 1,16E-02
reguliatoriaus
aktyvumas
50:0042056 | Shemoatraktanto 25 3 |VEGFA BMP4, HGF 2,25€-02
aktyvumas

1 GO - Geny ontologija.
2 Geny, priskirty konkregiai GO kategorijai, skai¢ius duomeny bazéje. I3 viso 2016 03 25 PANTHER duomeny bazéje mogaus
genoma sudaré 20814 genai.
3 Tiriamyjy geny skaicius, atitikes esancius duomeny bazéje konkrecioje GO kategorijoje. I§ viso tirtas 33 geny rinkinys.

4 Tikimybé, kad tiriamyjy geny skai¢ius konkregioje GO kategorijoje atitiko duomeny bazés duomenis atsitiktinai. Jei P<0,05,
atitikusiy geny skaiCius yra statistiskai reik§mingas.
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5. REZULTATU APTARIMAS

5.1 MKL iSskyrimo i$ likutinés kauly ¢iulpy medziagos ir pagausinimo

iki terapijai tinkamo kiekio metodika

Siuo metu kauly Ciulpai yra pagrindinis terapijai skirty Zmogaus
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy (MKL) 3altinis?°. Naudoti klinikoje MKL
paprastai yra i$skiriamos i§ didelio kauly &iulpy (KC) tario (50-60 ml)
centrifuguojant per tankio gradientg!®1%1% Mazo kauly &iulpy tiirio (<8 ml)
naudoti nerekomenduojama dél rizikos iSskirti per mazai lasteliy'®’. I$skirtos
MKL daug karty pagausinamos in vitro, kol iSauginamas terapinj poveikj
sukeliantis MKL kiekis'%41%, Tagiau kauly ¢iulpy punkcija yra invaziné ir
skausminga procediira pacientuil®. Procediiros metu atliekama premedikacija
ir atliekama narkoze!'®. Dél to nedaug Zzmoniy sutinka tapti kauly &iulpy
donorais. Be to, sudétinga standartizuoti centrifugavimo per tankio gradienta
procediirg!!!.  Pastaraisiais metais tyréjai ieSko naujy, lengviau
standartizuojamy ir maziau nepatogumy donorams sukelianciy metody MKL
isskirti i§ kauly Giulpy. Horn su bendraautoriais KC MKL i$skyrimui pasiiilé
taikyti raudonyjy kraujo Igsteliy lizés metoda naudojant mazesnj kauly Ciulpy
tarj (10-20 ml)*, Otsuru su bendraautoriais KC MKL iskirti pasitilé naudoti
uzdarg filtravimo sistemg (Kaneka Corporation, Japonija), kurioje branduolj
turin¢ios lgstelés surenkamos filtre nenaudojant centrifugavimo procediiros!!?,

Sio tyrimo metu mes pirmiausia sékmingai i$skyréme MKL i§ likutinés
zmogaus kauly ciulpy transplantacijos medziagos pritaikydami raudonyjy
kraujo lasteliy lizés (RKLL) metodg. MKL iSskyréme i§ vieno vakuuminio
mégintuvélio, turin¢io 6 ml kauly ¢iulpy — dar mazesnio tiirio nei rekomendavo
Horn su bendraautoriais!!!. Kontrolinéje grupéje MKL i3skyréme i§ 60 ml
kauly Ciulpy tario (10 vakuuminiy mégintuveliy po 6 ml kiekviename)
standartiniu centrifugavimo per fikolio gradientg (CFG) metodu. ISskirtas
lasteles persédavome ir auginome, kol uzaugo antrasis pasazas (P2), kai

kontrolinéje grupéje lasteliy kiekis pasieké vadinamaja terapine doze (1-5-10°
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lasteliy/paciento 1 kg)’®1%113  Tiriamosios grupés P2 lasteliy kiekis buvo
truput] mazesnis. Jverting abiem metodais i$skirty MKL augimo in vitro laika
ir uzaugusiy lasteliy kiekj, nustatéme, kad skirtumai yra statistiSkai
nereikSmingi (4.1 skyrius). IS 15 pav. matyti, kad lasteliy augimo kreivés yra
beveik lygiagrec¢ios ir RKLL metodu iSskirty MKL terapijai reikSmingg kieki
butume pasiek¢ po kito perséjimo keleta dieny. Pagal standartinius
kriterijus'®? — gebéjima prisitvirtinti prie plastikiniy pavirsiy, morfologija (16
pav.) ir pavirSiaus zymeny raiska — jsitikinome, kad P2 Igstelés tikrai yra MKL.
Tuo remdamiesi padaréme iSvada, kad RKLL metodu MKL galima i$skirti i$
nedidelio kauly ciulpy tiirio ir pagausinti iki terapijai reikalingo kiekio per
panasy laiko tarpa, kaip ir naudojant jprastg CFG MKL iSskyrimo i§ dideliy
kauly ¢iulpy tiiriy metoda.

Galimi keli RKLL metodo efektyvumo paaiskinimai. Visy pirma taikant
RKLL metoda naudojamos visos vienabranduolés lastelés, o0 taikant CFG
metoda dalis Igsteliy yra prarandamos, nes naudojamos tik plazmos frakcijoje
sukoncentruotos vienabranduolés lastelés’'®. Antra vertus, lasteliy lizés metu
i§siskiria jvairiis augima skatinantys veiksniai. Zinoma, kad trombocity lizate
gausu jvairiy citokiny ir augimo veiksniy, tokiy kaip pagrindinis fibroblasty
augimo veiksnys (angl. basic fibroblast growth factor, bFGF) bei trombocity
augimo veiksnys (angl. platelet-derived growth factor, PDGF)°, kurie skatina

111 Kadangi trombocity yra kauly ¢iulpuose!®®, iy lizatas gali

MKL augimag
panasSiai skatinti MKL augima in vitro. Be to, dalis CFG metodu isskirty
lasteliy galéjo buti negyvybingos. Labai tikétina, kad dél Siy priezas¢iy RKLL
metodu iSskirtos MKL pirmgj; monosluoksnj (P0O) suformavo anksCiau nei
MKL, isskirtos CFG metodu (15 pav.).

Kadangi RKLL metodas toks pat efektyvus kaip ir CFG metodas, verta
pasinaudoti RKLL metodo privalumais. Visy pirma nebereikia atlikti kauly
Ciulpy biopsijos specialiai MKL gauti — MKL galima iS$skirti i§ nedidelés dalies
kauly Ciulpy, skirty transplantacijai. Taip potencialus MKL donoras iSvengia
kauly ciulpy biopsijos ir su ja susijusiy galimy komplikacijy — hemoragijy,

kaulinio audinio trauminiy pazeidimy ir skausmo®'’ — rizikos. Antra, RKLL

75



metodas yra greitesnis ir paprastesnis, nes metyjj taikant atlickama Zymiai
maziau manipuliacijy su lastelémis nei taikant CFG metoda!!!. Tre¢ia, RKLL
technologija palengvina naudoti klinikoje skirty MKL i$skyrimo metodo
standartizavimg ir GGP reikalavimy laikymasi, kadangi yra panaudojamos
Visos vienabranduolés lastelés ir dél to yra maziau paveikiama heterogeniné
kauly Ciulpy sudétis. Remiantis RKLL metodu, gali buti kuriami ir gaminami
nauji uzdaros sistemos automatizuoti klinikinio lygmens MKL iSskyrimo
prietaisai. Tokie standartizuoti metodai sumazinty uzkrato tikimybe ir
padidinty MKL rezultaty atsikartojamumga*'*!!8, Galiausiai iki $iol néra tiksliai
7inoma, kokie augimo veiksniai yra biitini MKL augti'®. Todél remiantis miisy
ir kity tyréjy rezultatais, verta tyrinéti lizato sudét] ir identifikuoti veiksnius,
kurie reik§mingi MKL proliferacijai. Sie ateities tyrimai biity svarbiis
biotechnologijos kompanijoms, kurios gamina apibréztos sudéties gyviininés

kilmés komponenty neturin¢ias mitybines terpes.

5.2 llgalaikio auginimo in vitro jtaka MKL savybéms

S¢kmingai sukiire MKL i$skyrimo 1§ likutinés kauly ¢iulpy medziagos
metodika, toliau sickéme i$samiau jvertinti dauginamy in vitro MKL savybes.
Labai tikétina, kad gausinamy in vitro MKL fundamentalios biologinés
savybés gali pakisti'®, Todél remdamiesi Tarptautinés lgsteliy terapijos
draugijos'®, Europos medicinos agentiiros®!? bei JAV maisto ir vaisty
administracijos®’ rekomendacijomis, mes charakterizavome MKL, jvertindami
lasteliy morfologija, prisitvirtinimg prie plastiko, proliferacijos potenciala,
imunofenotipg, sen¢jimo biiseng, kariotipo stabilumg bei geny, susijusiy su
lastelés ciklu, raiska pritaike gardeliy technologija. Zmogaus KC MKL
gyvavimo trukme in vitro suskirstéme j ankstyvuosius pasazus (P3-P4) ir
vélyvuosius pasazus (P6-P7) pagal lasteliy proliferacijos intensyvumg ir

senstanciy lasteliy dalj populiacijoje??.
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5.2.1 llgalaikio auginimo in vitro jtaka MKL fenotipinéms, funkcinéms

savybéms ir kariotipo stabilumui

Proliferacija yra kamieniniy lgsteliy fundamentiné savybé, biitina
atsinaujinti ir pasidauginti. Proliferacija apibrézia kamieniniy lasteliy
kamieniskumo laipsnj'?®. Sio tyrimo metu parodéme, kad ankstyvyjy pasazy
7mogaus KC MKL yra intensyviai proliferuojan¢ios. Uzsaldytos P1 Zmogaus
KC MKL gali bati pagausintos in vitro iki terapijai tinkamo kiekio per 2
savaites, per kurias susiformuoja P3—P4, bendram populiacijos padvigubé&jimui
(BPP) pasiekus 8,08+0,74 (17 pav.), kuris atitikty Simtus milijony lgsteliy. PO—
Pl KC MKL létesnj augima aiskiname tuo, kad lasteléms reikia laiko
adaptuotis prie nefiziologiniy in vitro salygy.

Ankstyvyjy pasazy MKL buvo prisitvirtinusios prie pavirSiy ir iSlaiké
tipiska suaugusiy zmoniy KC MKL verpstés ar fibroblastoiding morfologija'*
(18 pav. A). PavirSiaus zymeny raiSka atitiko Tarptautinés lasteliy terapijos
bendruomenés pasiiilyta MKL apibrézimo kriterijyl®. Reikty pazyméti, kad
P3-P4 KC MKL buvo ypatingai grynos — standartiniy teigiamy pavirsiaus
zymeny raiska virsijo 99 % (19 pav. A-C).

Vienas didZiausiy nerimg kelianciy aspekty siekiant MKL panaudoti
praktikoje yra MKL genomo nestabilumas'?®, nes jis sudaro salygas lasteléms
jgyti véziniy ypatybiy®®. Patikimas MKL genomo stabilumo rodiklis yra
normalaus kariotipo i$laikymas'?®. Todél MKL citogenetiné analizé yra bitina
siekiant jvertinti gausinamy in vitro lasteliy sauguma'®’. Sio tyrimo metu
auginty zmogaus KC MKL Xkariotipg analizavome taikydami metafaziy
chromosomy dazyma G—metodu (angl. G—banding), kuris yra aukso standartas
tarp visy citogenetiniy metody!?®. Parodéme, kad P3-P4 MKL turéjo normaly
kariotipa, nenustatéme jokiy chromosomy struktiiros kloniniy pokyciy (tokiy
kaip delecijos, inversijos, translokacijos ar ziedinés chromosomos) (22 pav. A).
Aptikome keletg atsitiktiniy chromosomy skai¢iaus pokyéiy (22 pav. B),
kuriuos, labiausiai tikétina, nulémé techninés chromosomy preparaty

paruosimo prieZastys’’. Sie ankstyvyjy pasazy MKL genomo stabilumo
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rezultatai sutampa su kai kuriy kity tyréjy rezultatais'?® ir rodo, kad tokiy
lasteliy taikymas terapijoje nedidinty MKL supiktybéjimo rizikos.

Klinikiniuose tyrimuose dazniausiai (94 %) naudojamos ankstyvyjy
pasazy zmogaus MKL', Yra Zinoma, kad Zmogaus MKL savybés po truputj
kinta auginimo metu, todél nepatartina auginti daugiau nei 4-5 pasazus®.
Visgi mes nusprendéme véeliau, atSilde uzsSaldyta nedidele dalj ankstyvyjy
pasazy zmogaus KC MKL, lasteles paauginti, kol susiformuos papildomi trys
pasazai — iki P6-P7, siekdami istirti galimybe gauti papildomus kliniskai
reik§mingus lasteliy kiekius. Tadiau vélyvyjy pasazy KC MKL augimas po
truputj 1étéjo (17 pav.), daugéjo padidéjusiy netaisyklingos morfologijos
lasteliy (18 pav. B). Sie pozymiai rod¢, kad lastelés galbiit peréjo j senéjimo
biikle132133,

Sio tyrimo metu ilgalaikis auginimas in vitro skirtingai paveikeé
7mogaus KC MKL imunofenotipg. Tokie rezultatai mums buvo netikéti. 1
donoro MKL pavir$iaus zZymeny raiska isliko stabili viso auginimo in vitro
metu (19 pav. A, D). 2 donoro vélyvyjy pasazy MKL neigiamy Zymeny raiska
padidéjo iki 5,10 % (19 pav. B, E). 3 donoro vélyvyjy pasazy lasteliy, kurios
visai nustojo dalytis (17 pav.), pavirSiaus Zymeny raisSka labai pakito: dalis
lasteliy prarado teigiamus bei dalis Igsteliy jgijo neigiamus pavirSiaus Zymenis
(19 pav. C, F, 20 pav.). Priestaringus rezultatus yra paskelbe ir kiti tyréjai.
Dmitrieva su bendraautoriais'® parodé, kad zmogaus KC MKL (n = 43)
pereina | sen¢jimo faze po P3—P4, taciau visy pasazy metu lasteles iSlieka
teigiamos pagal zymenis CD105, CD90, CD166 bei CD73 ir neigiamos pagal
Zzymenis CD34, CD19, CD14 bei CD45. Somasundaram su bendraautoriais'®
parodé, kad dauguma (3 i§ 4) zmogaus KC MKL kultiiry nustojo augti po P15,
taciau ilgalaikio auginimo metu >90 % lgsteliy ekspresuoja CD73, CD90 bei
CD105 ir <10 % lasteliy ekspresuoja CD34, CD45 bei HLA-DR. Tuo tarpu
Wagner su bendraautoriais?® parodé, kad auginimas in vitro turi labai didelés
jtakos zmogaus KC MKL (n = 6) imunofenotipui: ankstyvyju pasazy MKL
pavirSiaus zZymeny raiSka buvo daug didesné nei | sen¢jimo faze peréjusiy

lasteliy. Taciau tyréjai nepateiké raiskos kiekybiniy rezultaty. Miusy bei kity

78



tyréjy gauti rezultatai rodo, kad velyvyjy pasazy KC MKL identifikacija pagal
pavirSiaus zymeny raiSka gali biiti sudétinga. Todél standartiniy pavirSiaus
zymeny raiSkos pokyciai reikalauja tolesniy tyrinéjimy. Taip pat buvo
nustatyta koreliacija, nors ir statistiSkai nereikSminga, tarp ilgalaikio auginimo
ir padidéjusio lasteliy granuliuotumo — tai dar viena su mogaus KC MKL
senéjimu siejama savybe'®,

Jdomu tai, kad vélyvuyjy pasazy zmogaus KC MKL Kariotipas isliko
normalus (22 pav. A). Sie rezultatai sutampa su kai kuriy kity tyréjy gautais
duomenimis mogaus KC MKL ilgalaikio auginimo mety3277.187.138 jy
prieStarauja neseniai paskelbtam Estrada su bendraautoriais tyrimui, kuriame
parodyta, kad ilgalaikio auginimo metu senti linkusios Zmogaus riebalinio

audinio MKL daZnai yra aneuploidinés?!,

522 MKL senéjimas ilgalaikio auginimo in vitro metu ir su senéjimu

susije bioZymenys

IStyre lasteliy [-galaktozidazés, daZniausiai naudojamag senstanciy
Iasteliy biozymenj'®, aktyvuma patvirtinome, kad beveik pusé vélyvyjy pasazy
7mogaus KC MKL peréjo j senéjimo biisena, 0 ankstyvuosiuose pasazuose
senstanciy lasteliy nustatéme tik pavieniy (21 pav.). Jau kuris laikas Zinoma,
kad ilgalaikis auginimas in vitro sukelia suaugusiyjy KC MKL su senéjimu
susijusius poky¢ius?®. Taliau labai sudétinga numatyti, kuriame pasaze ar po
keliy populiacijos padvigubéjimy zmogaus KC MKL pereis j senéjimo biisena.
Sio tyrimo metu lastelés sen¢jimo biisena pasieké po 15,08+3,04 populiacijos
padvigubéjimy (17 pav.). Dalis tyréjy yra nustate ankstesnj zmogaus KC MKL
sen¢jimg — po 6-16 PP?, kiti vélesnj — po 25-40'7 ar net po 35-52 PP?, Tai
rodo, kad zmogaus KC MKL sen¢jimas néra susijes su konkre¢iu populiacijos
Iasteliy pasidalijimo skai¢iumi in vitro. Kai kurie autoriai nustaté rysj tarp KC
MKL proliferacijos potencialo ir donory amziaus: 59-75 mety®! bei 20-50
mety**? donory KC MKL proliferacijos potencialas, palyginti su nepilnamegiy

(iki 18 mety) KC MKL proliferacijos potencialu, buvo maZesnis.
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Deja, iki $iol néra standartizuoto metodo lasteliy senéjimui jvertinti?’,
Iki Siol néra molekuliniy Zymeny, kurie specifiSkai atspindéty MKL
populiacijos lasteliy senéjimg'®°, Tinkamy molekuliniy Zymeny (geny)
atrinkimas galéty buti efektyvus jrankis siekiant jvertinti MKL senéjimg ir
MKL ilgalaikio auginimo sauguma bei efektyvuma*°. Kiekybin¢ PGR (kPGR)
yra dazniausiai taikomas metodas geny raiSkai tirti!*!, todél $io tyrimo metu
mes panaudojome kPGR gardeles. Skirtingy 162 geny raiSkos analizé parodé,
kad P6-P7 lastelése, palyginti sSu P3—P4 lastelémis, 4 geny raiska reikSmingai
(p < 0,05) padidéjo >2 kartus ir 9 geny raiska reikSmingai (p < 0,05) sumazéjo
>2 kartus (23 pav. A, B, 4 lentelé).

Genas Pou5fl (Oct4) yra gyvybiskai svarbus embrioniniy kamieniniy
lasteliy  pluripotentiSkumo reguliatorius, kuris somatinése kamieninése
lastelése gali tapti aktyvus deél auginimo salygy'#?. Genas PTPRC koduoja
baltyma tirozino fosfataz¢ CD45, kuri veikia kaip neigiamas citokiny
receptoriy signalinio kelio reguliatorius ir kurios padidéjusi raiSka slopina
citokiny suzadintus signalinius kelius!*®. CD45 rai$ka néra biidinga Zmogaus
MKLX, ir Siame tyrime padidéjusi geno PTPRC raiska i§ dalies galéty
paaiskinti padidéjusig bendraja neigiamy pavirSiaus Zymeny raiska (19 pav. E-
F). Genas PCNA koduoja proliferuojancios lgstelés branduolio antigena, kurio
raiSka vyksta tik aktyviai proliferuojanciose lgstelése'. E2F1-3 suzadina
baltymo PCNA rai$ka'*, o pastarajj reguliuoja kinazé¢ Chk14®,

Genas ACTA2, kurio raitka senstanéiose KC MKL buvo labiausiai
padidéjusi, koduoja miofibroblastams specifing lygiyjy raumeny o-aktino
izoforma'*’, kurios raiska taip pat vyksta ir zmogaus KC MKL™® ir kurios dé¢ka
Sios lastelés geba sutraukti (angl. contract) uzlgstelinio uzpildo (ULU)
komponentus!*®. Genas THBS1 koduoja trombosponding-1 — adhezinj
glikoproteing, kuris yra sekretuojamas ir jtraukiamas j ULU% jr Kkuris
tarpininkauja lgstelé-lastele bei lastelé-uzpildas sgveikose®l. Genas PLAU
koduoja fermentg urokinazés tipo plazminogeno aktyvikli (uPA), kuris
regulivoja  ULU degradacijg, Iasteliy adhezija, uzdegiminj lasteliy

aktyvinima®®? ir kurio aktyvumas priklauso nuo citoskeleto reorganizacijost®.
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Citoskeleto remodeliacijos ir/arba reorganizacijos sutrikimai siejami su

7mogaus KC MKL senéjimu®®. Pakitusi ULU baltymy sintezé ir ULU

moduliacija taip pat yra sicjama su Igsteliy senéjimu®®>%,

Rb-E2F yra pagrindinis signalinis kelias, kuris kontroliuoja Igstelés

7

ciklo eigg i GO per Gl j S faze!™’ integruodamas daugybe mitogeniniy ir

antimitogeniniy dirgikliy®,

E2F1 ir E2F3 kontroliuoja daugybés geny,
dalyvaujan¢iy DNR replikacijoje ir lastelés ciklo eigoje, raiska. Siy

transkripcijos veiksniy veikimo sutrikimai lemia senéjimo indukcijg!®

E2F1 ir E2F3 iRNR transliacija reguliuoja miRNR®, Veiksnio E2F3, kurio

. Geny

geno raiSka buvo labiausiai sumaz¢jusi Siame tyrime, veikimo sutrikimas lemia
rySkiausias pasekmes, palyginti su veiksniy E2F1 ir E2F2 nulemtais
sutrikimais®®l. Genai TBX2 ir TBX3 koduoja baltymus T-box, kurie veikia kaip
transkripcijos slopikliai®?. Chk1 kinazé yra biitinas zmogaus lastelés ciklo G2
fazés DNR pazaidy kontrolés tasko baltymas'®, kai G1/S kontrolés tasko
pagrindinis reguliatorius yra p53'®. Kinazés CHEK1 nuslopinimas maZina
G2/M kontrolés tasko aktyvumga!®*, o tai didina pirmalaikio peré¢jimo j mitoze
Nespéjus iStaisyti DNR pazaidy rizika'®®. Zmogaus CDC25C fosfatazé yra
pagrindinis aktyviklis ciklino B1-Cdkl komplekso'®, kuris biitinas lgstelés
ciklui pereiti j mitoze!®’. CDC25C nuslopinimas skatina Igstelés ciklo
sustabdymag G2/M fazéje'®, o G2/M stabdymas yra streso suzadinto
pirmalaikio Igstelés senéjimo pozymisi®. Lastelés diferenciacija arba
peréjimas j ramybés (angl. quiescence) faze paprastai siejami su lastelés ciklo
stabdymu G0/G1 fazéjel™017L,

Atlike pakitusios raiSkos geny funkcine ontologijos analizg, nustatéme,
kad Sie genai reikSmingai susij¢ su biologiniais procesais, tokiais kaip Igstelés
ciklas, metabolizmas ir atsakas ] stresg (24 pav.), kurie nulemia lgsteliy
senéjima'’?. Tai dar kartg patvirtino, kad §io tyrimo metu zmogaus KC MKL
ilga laika auginamos peréjo | sen¢jimo faze. Atliekant analize né vienas
tiriamasis genas nebuvo susietas su procesais, vykstanciais lasteliy piktybéjimo
metu, pvz., poliploidizacija, transformacija ar invazija?. Su osteosarkomy

vystymusi yra siejamas MKL p53 funkcijos praradimas!”. Tagiau $io tyrimo
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metu geno p53 raiska beveik nepakito (pokytis 1,01, p = 0,899). Tokie
duomenys leidzia tikétis, kad lasteliy preparatas, sukurtas pagal miisy siiiloma
protokola, biity saugus vartoti ir nesukelty piktybiniy naviky formavimosi
organizme. Tolesnés geny ontologijos analizés metu nustatéme, kad dalis geny
koduojamy produkty dalyvauja geny transkripcijos reguliacijoje (5 lentele). Tai
patvirtina zinomg fakta, kad Igstelés senéjimo metu kinta geny raiskal’.

Taigi Sio tyrimo rezultatai kartu su literatiiros duomenimis akivaizdZziai
rodo, kad nustatyti 13 geny, kuriy raiSka reik§mingai (p < 0,05) pakito 2 ir
daugiau karty, yra susije tarpusavyije ir su zmogaus KC MKL sen¢jimu in vitro.
Tarp jy 8 genus (POUS5SF1, PTPRC, ACTA2, E2F1, E2F3, Tbx3, PLAU ir
CDC25C) su zmogaus KC MKL senéjimu ilgalaikio auginimo in vitro metu
mes susiejome pirmg kartg (11 lentele).

Netikéti ir jJdomis buvo pagrindiniy su Igstelés sen¢jimu siejamy geny —
p53, p21, p16, RB? — raiskos rezultatai. Siy geny raiska pakito iki 2 karty ir
nereikSmingai (p > 0,05): p53 raiska padidéjo itin neZymiai — 1,01 karto (p =
0,899), p21 raiska padidéjo 1,435 karto (p = 0,574), p16 raiska padidéjo 1,098
karto (p = 0,834), RB raiska sumazéjo 1,269 karto (p = 0,088). Sie rezultatai
i$siskiria tarp ir taip prieStaringy kitose laboratorijose gauty duomeny?6:32303!
(2.2 skyrius). Atrodo, kad né vieno i§ Siy geny raiSkos pokytis néra grieztai
bitinas zmogaus KC MKL senéjimui vykti ir, ko gero, lastelés pereina j
sené¢jimo biiseng veikiant kitiems mechanizmams. Vis délto negalime atmesti
tikimybés, kad genai, kuriy raiSka pakinta <2 kartus, taip pat yra svarbis
senéjimuil’,

MikroRNR (arba miRNR) yra 19-22 nukleotidy ilgio nekoduojancios
RNR sekos, kurios funkcionuoja kaip pagrindiniai endogeniniai geny raiskos
reguliatoriail’®. Tik visai neseniai buvo iSsiaiskinta, kad miRNR, dar
vadinamos su senéjimu susijusiomis miRNR (angl. senescence-associated
miRNA), yra svarbiis Igstelés senéjimo efektoriai*l. Efektorinés molekulés
(angl. effector molecules) — tai mazos molekulés, kurios jungiasi prie
slopinanc¢iyjy (angl. repressor) molekuliy ir taip nuslopina arba suaktyvina

slopinancigsias molekules priklausomai nuo Siy gebéjimo jungtis prie geno
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taikinio (http://www.oxfordreference.com). Todél $io darbo metu nusprendéme
istirti miRNR galimas sasajas su zmogaus KC MKL sen¢jimu. Panaudodami
MiIRNR kPGR gardeles, P6—P7 lastelése, palyging su P3-P4 lastelémis,
nustatéme 33 miRNR, kuriy raiSka reikSmingai (p < 0,05) padidéjo ar
sumazegjo >2 kartus (23 pav. C, 5 lentel¢). Iki Siol tik 3 iS jy yra susietos su
zmogaus KC MKL senéjimu ilgalaikio auginimo in vitro metu. Kaip ir mes
Siame tyrime, Tome su bendraautoriais** parodé, kad miR-335 raiska
senstandiose zmogaus KC MKL didéja. Yoo su bendraautoriais*® parode, kad
mMiR-29b raiska taip pat mazéja, taciau (prieSingai nei miisy tyrime) miR-455-
3p raiska didéja. Likusiy 30-ties miRNR sasajy su zmogaus KC MKL senéjimu
In vitro nebuvo zinoma. IS jy 24-ios MIRNR buvo susietos su kity zmogaus
lasteliy tipy, amziumi ar kity gyviiny lgsteliy sen¢jimu ir daugumos tirty atvejy
raiSkos pokytis (padidéjimas ar sumaZéjimas) sutampa su pokyc€iais nustatytais
miisy tyrimo metu (12 lentelé).

Taigi Sio tyrimo rezultatai kartu su literatiiros duomenimis rodo, kad
nustatytos 33 miRNR, kuriy raiSka reik§mingai (p < 0,05) pakito >2 kartus, yra
susijusios su zmogaus KC MKL senéjimu in vitro. I§ jy net 30 miRNR su
zmogaus KC MKL senéjimu ilgalaikio auginimo in vitro metu mes susiejome
pirma karta.

MKL savybiy pokyciams didziausig jtaka, manoma, turi auginimo
salygos!’’. Neseniai parodyta, kad Zmogaus fibroblasty pirmalaikis senéjimas
yra susijes su lastelés pagrindiniy metaboliniy signaliniy keliy pokyciais. Jy
metu aktyvinamas mitochondrijy vienas pagrindiniy fermenty — piruvato
dehidrogenazé (PDH), vyksta peréjimas nuo glikolizés prie oksidacinio
fosforilinimo, dél ko susidaro senéjima suzadinantis oksidacinis stresas'’®. I$
36 biologiniy procesy, nustatyty sio tyrimo metu, net 47 % tiesiogiai susij¢ su
metabolizmo poky¢iais ir atsaku ] stresg/dirgiklj (23 pav.). Manoma, kad
vidulastelinio superoksido kaupimasis gali biiti pagrindiné zmogaus KC MKL
pirmalaikio senéjimo auginimo in vitro metu priezastis'’®. Atlikdami §j darba
mes tyréme SOD geny, kuriy koduojami fermentai katalizuoja superoksidy

radikaly metabolizma'®, raigka, taciau ji nekito arba pokytis nebuvo
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11 lentelé. Zmogaus KC MKL ilgalaikio auginimo metu reik§mingai
pakitusios raiSkos geny palyginimas su literatiiros duomenimis

Genas ir raiskos Literatura
pokt))//trlismrgusq Gﬁﬂn&ﬁﬁﬁtﬁc Kitos sasajos su senéjimu
0-SMA raigka didéja peliy KC MKL ilgalaikio
auginimo metu®st,
ACTAZ 1 Duomeny nerasta Aktino kaupimasis yra ziurkiy KC MKL
p y L
pirmalaikio senéjimo pozymis'®?,
Oct-4 raiska nesiskiria tarp vaiky ir suaugusiyjuy
ankstyvyjy pasazy KC MKL ir nekoreliuoja su
POU5F1 | 1 | Duomeny nerasta proliferacijos potencialu &,
Egzogeninio OCT4 padid¢jusi raiska indukuoja
7mogaus KC MKL ankstyvajj senéjima*®,
PTPRC 1 Duomeny nerasta Duomeny nerasta
1 senstanciose
THBS1 1 mogaus KC MKL? Duomeny nerasta
E2F3 ! Duomeny nerasta E2F1 ir E2F3 Velll;mo sutrikimai suzadina
lgstelés senéjimg™”.
| senstanCiose
CCNB1 ! mogaus KC MKL® Duomeny nerasta
| senstanciose
CHEK1 ! mogaus KC MKL® Duomeny nerasta
PLAU raiska mazéja zmogaus amnioninio
skys¢io kamieniniy lgsteliy auginimo metu'®®.
PLAU l Duomeny nerasta UPA slopiklio raiska didéja senstanéiose
7mogaus KC MKL?,
1 velyvyjy pasazy . . . .
TBX? | | senstanciose 'Sreli)é(.iZn;;;gEX3 nuslopinimas lemia lgsteliy
7mogaus KC MKL?® . '
TBX3 ! Duomeny nerasta TBX2 ir TBX3 nuslopinimas lemia lasteliy
senéjimg’®®.
CDC25C l Duomenu nerasta CDC25C nuslopinimas skatina Igstelés ciklo
4 sustabdymg®,
EoF1 l Duomeny nerasta E2F1 ir E2F3 Velll;;mo sutrikimai suzadina
lastelés senéjima
| vélyvuyjy pasazy
PCNA ! senstanciose Duomeny nerasta
7mogaus KC MKL®®

1 rodo geno raiskos padidéjima, | - sumazéjima.

reikSmingas: SOD1 raiska padidéjo 1,001 karto (p = 0,936), 0 SOD2 raiska

sumazéjo 2,248 karto (p = 0,062). Yra parodyta, kad fetalinis verselio serumas

lemia reaktyviy deguonies junginiy padaugéjima ir zmogaus KC MKL

pirmalaikj senéjima, palyginti su autologinio serumo turincioje mitybinéje

terpéje augintomis lgstelémis!®’. O hipoksija gali padéti i8vengti pirmalaikio

senéjimo ir i§saugoti zmogaus KC MKL ilgalaikj atsinaujinima

188,189
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12 lentelé. Zmogaus KC MKL ilgalaikio auginimo metu reik§mingai
pakitusios raiSkos miRNR palyginimas su literatiiros duomenimis

miRNR raiskos pokytis
miisy tyrime

Literattros duomenys apie sgsajas su senéjimu

hsa-miR-376b-3p | 1

miR-376b raiska skirivasi vaiky KC MKL, palyginti su miR-376b
raiSka suaugusiyjy KC MKL,

hsa-miR-200a-5p | 1

miR-200a siejama su oksidaciniu stresu'®:,
miR-200a 1 streso aktyvintose senstanciose lgstelése!®.

hsa-miR-223-3p 1

MiR-223 raiSka padidéjusi serganciyjy daugine mieloma
senstanciose KC MKL, palyginti su raiska sveiky donory
lastelése!®,

hsa-miR-608 1

CD44 3'-UTR raiska reguliuoja miR-608 funkcijas'®.

hsa-miR-429 1

miR-429 slopina lgsteliy augima*%,

has-miR-210-3p 1

Hipoksija suzadina miR-210 raiska ir zmogaus MKL
iSgyvenimg!¥’, ta¢iau raiskos padidéjimas lemia zmogaus
fibroblasty senéjimo pozymiy isry3kéjima®.

ROS suzadina miR-210 raiska, kuri skatina zmogaus riebalinio
audinio kamieniniy lgsteliy proliferacijg®.

miR-210 raiskos padidéjimas skatina ziurkiy MKL i§gyvenimg
oksidacinio streso aplinkoje?® bei peliy KC MKL proliferacija®®.

hsa-miR-335-5p | 1

Manoma, kad miR-335 yra kamieniskumo Zymuo?%,
miR-335 reguliuoja Zmogaus MKL proliferacijg®®,

hsa-miR-935 !

RaiSka sumaZ&jusi vyresnio amziaus zmoniy KC MKL?%,

hsa-miR-193a-3p | |

Reguliuoja uPA?% ir siejama su oksidaciniu stresu?°,
Nenuslopinta normaliose kauly ¢iulpy lastelése, Kitaip negu amios
mieloidinés leukemijos Igstelése®”’.

hsa-miR-200a-3p | |

miR-200a siejama su oksidaciniu stresu'®:.
miR-200a raiska padidéjusi streso aktyvintuose senstanciuose
7mogaus fibroblastuose!®2,

hsa-miR-192-5p !

miR-192 aktyvinimas nulemia Zzmogaus kolorektalinio véZio
lasteliy ciklo sustabdyma G1 fazéje?,

hsa-miR-130b-5p | |

miR-130b raiskos padidéjimas apsaugo zmogaus krities epitelines
Igsteles nuo onkogeny (Ras) suzadinamo senéjimo?®®.

miR-130b nuslopinimas susij¢s su didelés gliukozés
koncentracijos suzadintu ziurkiy KC MKL senéjimu?%.

mir-130b raiSka mazéja zmogaus virkstelés venos endotelio
Igsteliy replikacinio senéjimo metu?'!,

hsa-miR-218-5p 1

miR-218 rai¥ka mazéja vélyvyjy pasazy peliy fibroblastuose?®'2,

hsa-miR-92a-1-5p | |

miR-92a-1 koduoja miR-17~92 klasteris, kuris dalyvauja ULU
baltymo trombospondino-1 (TSP-1) reguliacijoje, esant su
amZiumi susijusiam $irdies nepakankamumui?®*?.

hsa-miR-337-3p !

miR-337-5p raiska skiriasi vaiky KC MKL, palyginti su
suaugusiyjy KC MKL,
miR-337-3p suzadina zmogaus gaubtinés Zarnos naviky lasteliy

senéjimg?®',

hsa-miR-106b-3p | |

mMiR-106b $eimos miRNR:
e reguliuoja p21/CDKNI1A ir skatina Igstelés ciklo eigg®®
e susijusios su jvairiy audiniy Igsteliy senéjimu?®*®
¢ raiSkos padidéjimas apsaugo lgsteles nuo onkogeny indukuoto
senéjimo?®.
miR-106b-3p raiska mazéja senstant zmogaus endotelio
lasteléms?Y’,

1 rodo miRNR raiskos padidéjima, | - sumazéjima.
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tesinys

miRNR raiskos pokytis
Siame tyrime

Literatiiros duomenys apie sgsajas su senéjimu

hsa-miR-139-5p !

miR-139 raika padidéja zmogaus fibroblastuose streso
suzadinto senéjimo metu?®,

hsa-miR-455-5p l

mMiR-455" raiska sumaZzé&ja vélyvyjy pasazy peliy
fibroblastuose?'?.
miR-455 raiska maz¢ja senstanéiy peliy skeleto raumeny

lastelése®®®.

hsa-miR-188-3p !

miR-188 padidéjusi raiska susijusi su Zzmogaus nosiaryklés
karcinomos lgsteliy G1/S peréjimo slopinimu?®%,

hsa-miR-224-5p !

miR-224 nuslopinimas lemia peliy kiausidziy gradétyjy lasteliy
proliferacijos slopinimg®%.

hsa-miR-29a-5p !

mMiR-29a laikoma viena pagrindiniy su senéjimu susijusiy
miRNR??,

mMiR-29a suZadina senstanéiy ziurkiy raumeny lgsteliy
senéjimg?%®,

miR-29a rai$ka padidéja zmogaus virkstelés venos endotelio
Igsteliy replikacinio senéjimu metu??,

miR-29a veikia kaip lastelés genomo stabilumo saugiklis??,
MiR-29a laikoma véZzio slopikliu®?,

hsa-miR-25-5p !

miR-25 raiska sumazéjusi:

e senyvo amziaus donory audiniuose®?’

e senstanciuose zmogaus fibroblastuose

e zmogaus plauciy WI-38 Iastelése tiek pirmalaikio, tiek
replikacinio senéjimo metu®®,

miR-25 raiskos padidéjimas leidzia zmogaus kriities vézinéms

Igsteléms iSvengti doksorubicino suzadinto senéjimo?L,

228,229

hsa-miR-15b-3p !

miR-15b raiska sumazéjusi:

e senyvo amziaus donory audiniuose?®?’

e 7mogaus fibroblasty replikacinio sen&jimo metu®*?

e 7mogaus odos Igsteliy pirmalaikio senéjimo metu?,
miR-15b reguliuoja zmogaus gliomos lasteliy proliferacija:
raiskos sumazéjimas lemia populiacijoje GO/G1 lasteliy
sumaZz&jima ir atitinkamai padidéjimg S fazéje®®.

hsa-miR-29b-1-5p !

mMiR-29b-1* raiska mazé&ja zmogaus virkstelés venos endotelio
Igsteliy replikacinio senéjimo metu?'!,

hsa-miR-7-5p !

miR-7-5p slopina zmogaus danties pulpos MKL
proliferacija®®.

MiR-7 susijusi su peliy senstandiais skeleto raumenimis?'®,
mir-7 raiska padidéjusi senyvo amziaus Zzmoniy
fibroblastuose?*®.

mir-7 skatina zmogaus plau¢iy naviky lgsteliy proliferacijg®’.
mir-7-5p raiskos padidéjimas slopina kriities naviky lasteliy
proliferacijg®®,

miR-7 veikia kaip peliy B-lasteliy proliferacijos slopiklis®*.
miR-7 skatina kiny ziurkéno kiausidziy lasteliy ciklo stabdyma
G1/S fazéje®®.

1 rodo miRNR raiskos padidéjima, | - sumazéjima.
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Remdamiesi miisy tyrimo metu gautais rezultatais ir iSanalizuota
literatiira, galime teigti, kad misy tyrimo metu zmogaus KC MKL patyré in
vitro suzadintg pirmalaikj senéjimg. Nors Siame darbe netyréme Saldymo jtakos
7mogaus KC MKL savybéms, tadiau negalime atmesti tikimybés, kad
papildomas lgsteliy Saldymas galéjo paskatinti lasteliy sen¢jimg. Todé¢l labai
svarbu toliau tirti jvairiy veiksniy galimg jtaka lgsteliy senéjimui ir ieSkoti
optimaliy Zmogaus KC MKL auginimo salygu, siekiant i§vengti pirmalaikio
lasteliy senéjimo ir maksimaliai iSnaudoti §io tyrimo metu sukurtg Igsteliy
iSskyrimo i$ likutinés kauly ¢iulpy medziagos ir pagausinimo metodika.

Remiantis misy tyrimo rezultatais, $viesiné mikroskopija yra pirminis,
greitas, neinvazinis ir nebrangus metodas, kurj taikant nustac¢ius MKL
morfologijos pokycius, jau galima jtarti apie lasteliy kity savybiy pokycius,
kurie toliau gali biiti vertinami tikslesniais metodais. Taciau lastelés senéjima
suzadinanciy dirgikliy, signaliniy keliy ir mechanizmy moksliniai tyrimai vis
dar yra ankstyvosios stadijos®. Iki $iol néra molekuliniy Zymeny, kurie
specifiskai atspindéty MKL populiacijos lgsteliy senéjimg!®°. Todél Sio tyrimo
metu su senstanéiomis zmogaus KC MKL ilgalaikio auginimo in vitro metu
susieti molekuliniai Zymenys galéty biti panaudoti kaip pagrindas kuriant
lasteliy preparato kokybés kontrolg. Misy nustatyti Zymenys biidingi ne tik jau
visiS8kai nustojusioms dalytis MKL populiacijoms, bet ir toms, kuriy
proliferacija dar tik 1étéja (17 pav.). Tai leidzia manyti, kad Sie zymenys gali
buti panaudoti ne tik galutinio MKL preparato sen¢jimo biiklei jvertinti, bet ir
preparato gamybos stebésenos metu siekiant numatyti galimg gaminamo MKL
preparato sen¢jima.

Sio darbo rezultatai perspektyviis ir hematologijoje. Manoma, kad MKL
yra pagrindinés kauly ¢iulpy fiziologijos reguliatoriai. Kauly Ciulpuose i§ MKL
formuojasi osteoblastai ir adipocitai, kurie tiesiogiai per lastelé—lastelé
sgveikas ar per iSskiriamus tirpius veiksnius sukuria niSg kraujodaros
kamieninéms lgsteléms, t.y. sukuria mikroaplinka joms iSgyventi, proliferuoti
ir kraujodaros sistemai vystytis*?°. Neseniai Balakrishnan su bendraautoriais

nustaté, kad mogaus KC MKL miRNR reguliuoja kraujodaros kamieniniy
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Igsteliy nisa apibrézian€ius genus?*l. Mokslininkai tyrinégjo miRNR-iRNR
saveikas KC mezenchiminése kamieninése lastelése ir nustaté konkredias
miRNR, kurios tiesiogiai reguliuoja kauly ciulpy funkcijoms svarbius
veiksnius: miR-193a slopina JAG1 raiska, miR-9 slopina MMP2 raiskg, miR-
200a slopina WNT5A raiska, o miR-185 slopina VEGFA raiska. Miisy
nuostabai, miR-193a ir miR-200a raiska buvo i labiausiai pakitusiy
senstanéiose in vitro zmogaus KC MKL (4 lentelé). [domu ir tai, kad visai
neseniai parodyta, kad hematologiniy pacienty KC MKL in vitro bidingas

193,242-246  Remdamiesi §iais rezultatais, mes

pirmalaikio senéjimo fenotipas
iskéléme prielaida, kad $io tyrimo metu senstan¢iose in vitro KC MKL
nustatytos miRNR, ypa¢ miR-193a ir miR-200a, gali buiti genai—kandidatai
ieSkant hematologiniy ligy bioZymeny. Todél verta Siuos pastebéjimus

patikrinti ateityje tiriant hematologiniy pacienty kauly ¢iulpy MKL.

5.3 Audinio Saldymo jtaka MKL kariotipo stabilumui

Virkstelés audinys yra patraukli alternatyva kauly c¢iulpams, kadangi

jame gausu MKL, o jy iSskyrimas yra neinvazinis?*’.

Norint iSsaugoti
virkStelés audinj, kad galima buty panaudoti ateityje, j; butina uZSaldyti ir
saugoti ilga laikg — kriokonservuoti. Taciau Saldymo—atSildymo procesas gali
pazeisti lasteles’. Kol kas nedaugelis tyréjy geba isskirti MKL i§ Saldyto
virkstelés audinio — dazniausiai tai vykdoma i3 §vieZio audinio fragmenty’®,
Jmonéje The Cell Factory (Belgija) buvo sukurta efektyvi virkstelés
drebutinio jungiamojo audinio (VDJA) kontroliuojamo uzsaldymo, atSildymo,
MKL isskyrimo ir pagausinimo in vitro technologija. Bendradarbiaudami su
Sia jmone, §io tyrimo metu nustatéme, kad virkstelés audinio kontroliuojamo
uzsaldymo ir atSildymo bei MKL (n = 3) trumpalaikio auginimo in vitro (kol
uzauga P1-P2) technologija nepazeidzia VDJA MKL Kkariotipo — jokiy
chromosomy struktiiros pokyc¢iy (tokiy kaip delecijos, inversijos, translokacijos

ar ziedinés chromosomos) neaptikome (25 pav.). Siuo tyrimu pirma karta
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parodéme, kad virkstelés audinio Saldymas neturi jtakos VDJA MKL genomo
stabilumui ir kad minétoje jmonéje vykdomas kontroliuojamas virkstelés
audinio kriokonservavimas yra saugi technologija lasteléms saugoti. Siuos
tyrimus reikéty testi toliau, sickiant atkartoti gautus rezultatus turint didesne

tirlamaja imtj.

5.4 Mitybinés terpés sudéties jtaka MKL geny raiskai

Fetalinis verselio serumas (FVS) — dazniausiai naudojamas lgsteliy, tarp
jy ir zmogaus MKL', kultliry augimg skatinantis mitybinés terpés papildast®e,
Taciau serumo skirtingy partijy sudéties jvairumas, uzkrato infekciniais
virusais ar prionais rizika ir galimas recipiento imuninio atsako suzadinimas
skatina ieSkoti serumo pakaitaly, siekiant lasteles auginti ir taikyti klinikoje?*.
Siam tikslui geriausia bty mogaus MKL gausinti serumo neturinéioje
Zinomos sudéties mitybinéje terpéjel®®. Chen su bendraautoriais®*® virkstelés
drebutinio jungiamojo audinio (VDJA) MKL gausino serumo neturinéioje
MesenCult-XF (StemCell Technologies, Kanada) mitybinéje terpéje, kol
uzaugo P25, ir nustaté, kad VDJA MKL savybés (gyvybingumas, morfologija,
imunofenotipas, diferenciacijos potencialas, kariotipas) islieka nepakitusios iki
P20. Taciau gauti rezultatai nebuvo palyginti su VDJA MKL, auginty serumo
turinc¢ioje mitybingje terp€je, savybémis.

Imoné The Cell Factory (Belgija) suktoré nauja VDJA MKL
pagausinimo klinikiniam pritaikymui ir GGP reikalavimus atitinkancia
metodika nenaudojant serumo. Rekombinantiniais baltymais papildytoje
mitybinéje terpéje VDJA MKL proliferavo 5-10 karty greiciau nei Igstelés,
augintos jprastoje DME terpéje, papildytoje 10 % FVS. PanaSius rezultatus
paskelbé Swamynathan su bendradarbiais®°. Tyréjai parodé, kad serumo
neturin¢ioje MesenCult-XF mitybinéje terpéje augintos VDJA MKL pasidalija
daugiau karty nei lastelés, augintos mitybingje terpéje, turin€ioje 10 % FVS.
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Sio darbo metu tyréme 3 donory VDJA MKL méginius. Nustatéme, kad
P2 VDJA MKL (augintose rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybinéje
terpéje) 1§ 162 skirtingy geny 24 geny raiska reik§mingai (p < 0,05) padidéjo
>2 kartus ir 9 geny raiSka reik§mingai (p < 0,05) sumazéjo >2 kartus, palyginti
su P3 VDJA MKL (augintose jprastoje DME terpéje, papildytoje 10 % FVYS)
atitinkamy geny raiSka (26 pav. A, B, 8 lentelé). Atlike Siy 33 pakitusios
raiSkos geny funkcing ontologijos analiz¢ biologiniy procesy kategorijoje
nustatéme, kad Sie genai daugiausia dalyvauja lastelés diferenciacijos bei
metamorfozes, nukleino riig§ciy biosintezés bei baltymy modifikacijos, atsako
1 dirgiklj procesuose (27 pav.). Né vienas geny ontologijos terminas nebuvo
susietas su lIgstelés supiktybéjimu?l. Tikétina, kad greitesné proliferacija gali
biti stipresnio kamieniSkumo poZymis. Atlike analize molekuliniy funkcijy
kategorijoje nustatéme, kad tiriamyjy geny produktai dalyvauja lgstelés
komunikacijos procesuose ir dauguma produkty jungiasi prie lasteliy
receptoriy (10 lentel¢). Analizuodami lgstelines funkcijas nustatéme, kad
dauguma tiriamy geny koduojamy produkty susije su sekrecinémis pislelémis
ir uzlagsteline erdve (9 lentelé).

Remdamiesi Sio tyrimo rezultatais mes iSkéléme prielaida, kad auginimo
in vitro salygos galéty turéti jtakos VDJA MKL vykdomai sekrecijai. Yra
zinoma, kad vienas pagrindiniy mechanizmy, per kuriuos pasireiskia MKL
terapinis poveikis, yra tirpiy veiksniy iSskyrimas. Neseniai nustatyta, kad MKL
parakrininis poveikis pasireiSkia, bent jau i$ dalies, per uzlgstelines piisleles
(angl. extracellular vesicles)®!. Uzlgstelinése puslelése yra gausu biologiskai
aktyviy lipidy, baltymy, RNR molekuliy ir Sios puslelés yra galima nauja
alternatyva kamieniniy lasteliy terapijai®®?. Sios krypties tyrimai turi didelj

potencialg ir todél verta juos testi ateityje.

Apibendrindami galime teigti, kad mezenchiminés kamieninés lasteles,
i§skirtos 1§ likutinés kauly Ciulpy transplantacijos medziagos ir pagausintos iki
terapijai tinkamo kiekio, iSlaiko savo tapatybe, proliferacijos potencialg ir

genomo stabilumg. Taciau po ilgalaikio auginimo Igstelés pereina j senéjimo
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buseng. To priezastis gali biiti auginimo salygy nulemtas stresas. Atliekant $;
tyrimg nustatyti nauji su Zmogaus kauly Ciulpy mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy senéjimu sicjami genai reik§mingai papildo fundamentinio lasteliy
biologijos mokslo zinias bei yra potencialis Igsteliy terapijos kokybés
kontrolés biozymenys. Virkstelés audinio MKL Kariotipo ir geny raiskos
tyrimy rezultatai yra palankis tolesniems Siy lgsteliy tyrinéjimams siekiant

sukurti paZzangiosios terapijos vaistinius preparatus.
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6. ISVADOS

. Kauly ¢iulpai — patogus mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy (MKL) Saltinis
naudoti terapijoje. Eritrocity lizés metodu MKL gali buti iSskirtos i$
likutinés kauly Ciulpy transplantacijos medziagos (6 ml) ir pagausintos in

vitro iki terapijai tinkamo kiekio (>1-108).

. Ankstyvyjy pasazy (3-4) kauly ¢iulpy MKL fenotipinés, funkcinés bei
genetinés savybés (morfologija, proliferacijos greitis, imunofenotipas ir
kariotipas) liko nepakitusios. Ankstyvyjy pasazy lasteléms nebuvo budingi
senéjimo pozymiai.

. Vélyvyjy pasazy (6-7) kauly cCiulpy MKL buvo genomiskai stabilios.
Sulétéjes proliferacijos greitis, pakitusi morfologija ir did¢jes p-
galaktozidazés aktyvumas rodé, kad 67 pasazy MKL peréjo i senéjimo
bukle. Nustatyti velyvyjy 67 pasazy MKL imunofenotipo pokyciai buvo

individualus kiekvienam donorui.

. Nustatyti 13 geny, siejamy su lasteliy kamieniSkumo palaikymu arba
lastelés dalijimosi stabdymu, ir 33 miRNR raiskos reikSmingi pokydciai
(padidéjimas arba sumazéjimas, p < 0,05) senstanciose vélyvyjy pasazy
(6-7) MKL. Tarp jy 8 geny ir 30 miRNR raiskos pokyciai su MKL

senéjimu in vitro susieti pirma karta.

. Kontroliuojamas virkstelés audinio Saldymas i§ jo iSskirty ir in vitro

pagausinty MKL kariotipo stabilumui jtakos neturéjo.

. MKL pagausinimo metodikos pakeitimas pagal Geros gamybos praktikos
reikalavimus turéjo reikSmingos jtakos geny, siejamy su Igsteliy
kamieniSkumo palaikymu arba Igstelés dalijimosi stabdymu, raiskai.
Nustatyti 33 geny raiSkos reikSmingi pokyciai (padidéjimas arba
sumazéjimas, p < 0,05) virkstelés audinio MKL, kurios proliferavo
greiCiau rekombinantiniais baltymais papildytoje mitybingje terpéje
(palyginti su MKL, augintose jprastoje terpéje, papildytoje fetaliniu

verselio serumu).
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7. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

1. Misy sukurta nauja Zmogaus kauly ¢iulpy MKL i8skyrimo ir auginimo
metodika gali bati pritaikyta jstaigose, gaminaniose paZzangiosios
terapijos vaistinius preparatus, kaip greitesné, pigesné ir lgsteliy donorui

saugesn¢ uz Siuo metu taikomas.
2. Sio tyrimo metu taikyty metody pagrindu galima bty sukurti MKL

preparato kokybés vertinimo protokolg, siekiant jvertinti gausinamy

lasteliy kamieniSkuma, galimg senéjimg ir piktybing¢ transformacija.
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kongresas. 2014 m. rugséjo 19 d. Ryga, Latvija.
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3. Precise controlling of MSC characteristics during in vitro cultivation to

ensure effective and safe stem cell application in clinical practice for
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advanced therapy in oncology. Vl-tasis medicinos inovatyviy
technologijy tarptautinis forumas. 2012 m. lapkric¢io 22 d. Baltstogeé,
Lenkija.

Investigation of genetic features of mesenchymal stem cells to ensure
safe treatment in oncology. Xl-tasis Baltijos S$aliy laboratorinés

medicinos kongresas. 2012 m. geguzés meén. 11 d. Vilnius.

Stendiniai praneSimai

1.

Development of Quality Control protocol for clinical application of
mesenchymal stem cells. Kundrotas G, Gudlevi¢iené Z, Slapsyté G,
Gasperskaja E. Tarptautiné konferencija "Stem cell research in
Lithuania: past, present and future". 2015 m. rugpjtcio 27 d. Vilnius.
Stemness and genetic stability of human mesenchymal stem cells
isolated from ultralow bone marrow volume. Kundrotas G,
Gudlevi¢iené Z, Gasperskaja E, Slap$yte G. Tarptautinis VI-tasis
Baltijos Onkology Kongresas. 2014 spalio 3-4 d. Vilnius.
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SMM-01-V-03-002), i§ kurio buvo finansuojamos doktoranturos studijos.
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