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augimo fazéje.

Darba sudaro SeSios dalys: ivadas, literatiros apzvalga, aparatiira, medziagos,
metodai, tyrimo rezultatai ir juy aptarimas, iSvados ir literatiiros sarasas.

Darbo apimtis 50 p. teksto be priedu, 23 paveikslai, 6 lentelés, 75 bibliografiniai

Saltiniai.

‘ Prasminiai ZodZiai: vaisiaus vandenys, kamieninés lastelés, augimas, diferenciacija, sené¢jimas ‘




Vilnius Gediminas Technical University ISBN ISSN
Faculty of Fundamental Sciences Copies No. ......

Department of Chemistry and Bioengineering Date ....-....-....

Master Degree Studies Nanobiotechnology study program Final Thesis 4

Evaluation of Growth, Differentiation and Senescence of Amniotic
Fluid Stem Cells

Author Aisté Zentelyté
Academic supervisor prof. dr. Riita Navakauskiené

Title

Thesis language: Lithuanian

Annotation
Amniotic fluid is a novel and promising source of stem cells. These stem cells are

considered to be multipotent but it is also shown to have some pluripotency markers like
expression of embryonic transcription factors and ability to differentiate to cell lineages from all
three germ layers. There are practically no ethical restrictions for isolation of these stem cells
since they can be isolated from samples obtained during amniocentesis. A lot needs to be done
before amniotic fluid stem cells could be used for therapeutic approach. First of all, the
regulation of molecular mechanisms during cell growth, differentiation and senescence needs to
be studied.

In this work, amniotic fluid stem cells were characterized by the expression of stem
cell specific surface markers and transcription factors, the cell potency to differentiate towards
adipogenic, osteogenic, neurogenic and myogenic lineage was evaluated qualitatively and
quantitatively. Also, global DNA methylation during cell differentiation was examined. The
expression of different microRNAs and several genes associated with cell cycle regulation was
established during amniotic fluid stem cell expansion in monolayer culture. Activity of B-
galactosidase in late stage of cell culture was assessed as well.

Structure: introduction, literature review, equipment, materials, methods, results and
discussion, conclusions and references.

Thesis consists of: 50 p. of text without appendixes, 23 figures, 6 tables, 75
bibliographic entries.

Keywords: amniotic fluid, stem cells, growth, differentiation, senescence




Vilniaus Gedimino technikos universiteto
egzaminy sesijy ir baigiamyjy darby rengimo
bei gynimo organizavimo tvarkos apraso

2 priedas

(Baigiamojo darbo saZiningumo deklaracijos forma)
VILNIAUS GEDIMINO TECHNIKOS UNIVERSITETAS

Aisté Zentelyté, 20101843
(Studento vardas ir pavarde, studento pazymeéjimo Nr.)

Fundamentiniy mokslu fakultetas
(Fakultetas)

Nanobiotechnologija, NBTfm-14
(Studijy programa, akademiné grupé)

BAIGIAMOJO DARBO (PROJEKTO)
SAZININGUMO DEKLARACIJA

2016 m. geguzés 27 d.

Patvirtinu, kad mano baigiamasis darbas tema ,,Vaisiaus vandeny kamieniniy lasteliy
augimo, diferenciacijos ir sené¢jimo jvertinimas™ patvirtintas 2015 m. lapkri¢io 06 d. dekano
potvarkiu Nr. 391fm, yra savarankikai paradytas. Siame darbe pateikta medZiaga néra
plagijuota. Tiesiogiai ar netiesiogiai panaudotos kity Saltiniy citatos pazymétos literatiiros
nuorodose.

Parenkant ir ivertinant medZiaga bei rengiant baigiamaji darba, mane konsultavo
mokslininkai ir specialistai: prof. dr. Riita Navakauskiené. Mano darbo vadovas prof. dr. Riita
Navakauskiené.

Kity asmeny indélio | parengta baigiamaji darba néra. Jokiy istatymy nenumatyty
piniginiy sumy uz §i darba niekam nesu mokejgs (-usi).

Lec '5’5{: Aisté Zentelyté

(Paraéas) (Vardas ir pavardé)



TURINYS

SANTRUMPU SARASAS .ottt et et e ettt s et ettt et ee et et s et et e et et e et s e et s et es et en e eseen 8
IV ADAS . et E R R R R R R R Rt e Rt Rt R bt b r et ere s 10
1. LITERATUROS APZVALGA .......coooriiiiiiiiiienisiisssssssssssessssssssssssssssssss s 11
1.1, KAMIENINES LASTELES ....oooiiieteeccteeeeees sttt ettt ettt sttt ettt b et sse s s s s s 11
1.1.1. SAVYDES T SKITSEYITIAS ...t sr e e ne e 11
1.1.2. Embrioninés ir somatinés kamienings 1aStelés ..........occvvviiiiiiiiiiiiiiiic i 12
1.1.3. Somatiniy 1asteliy Perprogramavimas ..........cceeereeeerereerrenesee e 14

1.2, VAISIAUS VANDENYS ..o 15
1.2.1. SAVYDES 1T SUACTIS ...ttt sr e r e sre e r e enn e 15
1.2.2. Vaisiaus vandeny kamienings 1aStelés........ccouviiiiiiiiiiiiiii i 17
1.2.3. Vaisiaus vandeny kamieniniy lasteliy epigenetinis reguliavimas .........ccocceeveenveivnnienennens 19

2. APARATURA, MEDZIAGOS IR METODAL.......cc.oiviiueeietseeeeieese e 22
2.1, APARATURA .ottt bbbttt 22
2.2 MEDZIAGOS ..ottt 22
2.3. METODAL ..o 23
2.3.1. Lasteliy i§ zmogaus vaisiaus vandeny iSskyrimas ir kultivavimas..........ccccocveveeereennennnnn 23
2.3.2. Lasteliy i$ vaisiaus vandeny diferenciacija ir kokybinis vertinimas ............cccoceeveeeriernennn 24

2.3.3. Lasteliy zyméjimas antikiinais pavir§iaus Zymeny raiskos tyrimui, tékmeés citometrijos
AUOMENT ANALIZE.......ooi it e s e e e e e e e e e st e e e e eate e e e s aateeeeeaataeaeeanteeeeeantaeaeannrees 25

2.3.4.  RNR isskyrimas i$ Iasteliy vienasluoksnés kulttiros ir komplementarios DNR (kDNR)

)1 L7/ TP TP PSPPI PRPRTN 26
2.3.5.  Realaus laiko kiekybiné polimeraziné grandininé reakcija (RL-KPGR) ..........cccoevviiiinnne 27
2.3.6.  kDNR sintezé ir mikroRNR raiskos analizé naudojant RL-KPGR..............ccccervririiinnnnns 29
2.3.7. Genomings DNR SKYTIMAS ......eoiiiiiiiiiiiceie e 30
2.3.8. Visuminio DNR metilinimo JVEItINIMAS ........ccciiiuieeeiiiiiieiiiieeesitiereessneeeesssneeeesssnneeessnneeens 30
2.3.9.  P-galaktozidazés aktyVumo NUSEALYIMAS .......eveervirrerieriisiieiesieeieenre s resre e sre e e nne e 31

3. TYRIMU REZULTATAIIR JU APTARIMAS ..ot 32
3.1. LASTELIU IS VAISIAUS VANDENU SKYRIMAS IR KULTIVAVIMAS.........cccccovvernnn. 32
3.2.  ISSKIRTU LASTELIU CHARAKTERIZAVIMAS .......ccovviiiieiieiieiieiseieseesesssesssnsessssen o, 33
3.3.  LASTELIU DIFERENCIACIA [VAIRIOMIS KRYPTIMIS.....ccoiiiiiiiiiiieeeeccee 34
3.4.  VISUMINIO METILINIMO POKYCIAI DIFERENCIACIJOS METU......c.ccovvvvnrnrenrnrennn. 37
3.5.  MIKRORNR RAISKOS POKYCIAI LASTELIU KULTIVAVIMO METU........cccccceoernrnnn. 37
3.6. LASTELIU SENEJIMAS VIENASLUOKSNEIJE KULTUROIJE ......cccccouvsviiiriiiieieieseieieeienans 39
ISVADOS ..ot 42
LITERATUROS SARASAS . ... oeeeeeeeeeeet et e ettt et s ettt s sttt s et s et et en e sen s s et en e 43



SANTRUMPU SARASAS

AF — amniotinis skystis (ang. k. amniotic fluid)
ALP — sarminé fosfatazé (ang. k. alkaline phosphatase)

ATM - serino/treonino kinazé, aktyvuojama esant DNR pazaidoms (ang. k. Ataxia
telangiectasia mutated)

Bp — baziy pora

BSA — jaucio serumo albuminas (ang. k. bovine serum albumin)

CD - diferenciacijos antigenas (ang. k. cluster of differentiation)

CpG — 5¢-citozinas-fosfatas-guaninas-3° (ang. k. cytosine-phosphate-guanine)
DEPC — dietilpirokarbonatas (ang. k. diethylpyrocarbonate)

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle‘o terpé (ang. k. Dulbecco's Modified Eagle Medium)
DNMT — DNR metiltransferazé

DNR — deoksiribonukleoriigstis

EDTA — etilendiamintetraacto rugstis

EKL — embrioninés kamieninés lastelés

ELISA — fermentiné imuniné reakcija (ang. k. enzyme-linked immunosorbent assay)
FBS — fetalinis verSelio serumas (ang. k. fetal bovine serum)

FITC — fluoresceino izotiocianatas

FSC — priekinis Sviesos iSbarstymas (angl. k. forward scatter)

GAPDH — gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenazé (ang. k. Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

HRP — krieny peroksidazé (ang. k. horseradish peroxidase)

IgG — imunoglobulinas G

IPSC — indukuotos daugiagalés kamieninés lastelés (ang. k. induced pluripotent stem cells)
KLF4 — i Kruppel panasus veiksnys 4 (ang. k. Kruppel-like Factor 4)

KT — kambario temperatiira

MBD — metil grupg jungiantis baltymas (ang. k. methyl-CpG-binding domain)

MKL — mezenchiminés kamieninés Iastelés



OCT3/4 — oktamerus suriSantis transkripcijos veiksnys 3/4 (ang. k. octamer-binding
transcription factor 3/4)

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas (ang. k. phosphate-buffered saline)

PE — fikoeritrinas (ang. k. phycoerythirn)

Rcf — santykiné iScentriné jéga (ang. k. relative centrifugal force)

RISC — RNR aktyvuotas slopinimo kompleksas (ang. k. RNA-induced silencing complex)
PGR — polimeraziné grandininé reakcija

PPAR-y — peroksisomy proliferatoriy aktyvuotas receptorius gama 2 (ang. k. peroxisome
proliferator-activated receptor gamma 2)

PS — penicilinas, streptomicinas

REX1 — ZFP-42 cinko pir$ty baltymas 42 (ang. k. zinc finger protein 42)

(i) RNR — (informaciné) ribonukleortigstis

SOX2 — Iyti nulemencios srities Y-dézuté 2 (ang. k. sex determining region Y-box 2)
SSC — Soninis $viesos iSbarstymas (angl. k. side scatter)

TET — fermentas, katalizuojantis 5-metilcitozino virsma | 5-hidroksimetilcitozing (ang. k.
ten-eleven translocation)

VV — vaisiaus vandenys

VVKL - vaisiaus vandeny kamieninés lastelés



[VADAS

Embrioninés kamieninés lastelés sparciai proliferuoja, geba diferencijuoti | bet kokias
suaugusio organizmo lasteles, bet formuoja teratomas in vivo, taip pat Siy lasteliy gavimas kelia
Ivairias etines problemas. Suaugusio organizmo kamieninés lastelés neformuoja teratomuy ir
nesusiduriama su etiniais apribojimais, taciau jy organizme randama labai mazais kiekiais, o
lasteliy diferenciacijos potencialas ribotas, tad sunku Sias lasteles pritaikyti terapijoje. Vaisiaus
vandeny kamieninés lastelés lengvai prieinamos, ju gavimui beveik néra etiniy apribojimuy, joS
neformuoja teratomy in Vivo, todél tapo perspektyviu kamieniniy lasteliy Saltiniu audiniy
inZinerijai ir lasteliy terapijai (Rennie ir kt., 2012). Galiausiai, VVKL yra kilusios i§ paties
vaisiaus, tad gali biiti panaudotos kaip kamieniniy lasteliy Saltinis autologinei prieSgimdyvinei ir
pogimdyvinei transplantacijai.

Norint pritaikyti vaisiaus vandenu kamienines lasteles terapijoje, reikia isaiskinti ir
nustatyti Siu lasteliy augimo, diferenciacijos bei sené¢jimo procesy ypatumus bei molekuliniy
mechanizmy reguliatorius. Svarbu istirti $iy procesu pokycius kultivuojant ir diferencijuojant
VVKL vienasluoksnéje kultiroje. Epigenetiniy reguliatoriy funkciju bei pokyc¢iy nustatymas
ivairiy vaisiaus vandeny kamieniniy lasteliy gyvavimo procesy metu gali biiti panaudotas lasteliy
dauginimo ir diferenciacijos efektyvumui pagerinti. Taip pat, individualios mikroRNR gali tapti
naujais kamieniniy lasteliy blisenos Zymenimis.

Magistro darbo tikslas — jvertinti augimo, diferenciacijos ir senéjimo procesus
normalaus ir sutrikusio vaisiaus vystymosi néstumo donoriy vaisiaus vandeny kamieninése
lastelése. Tam tikslui pasiekti iSkelti Sie uzdaviniai:

1. Isskirti kamienines lasteles i§ normalaus ir sutrikusio vaisiaus vystymosi nésciyju
vaisiaus vandeny ir jvertinti jy augimo savybes.
2. Charakterizuoti kamienines lasteles pagal lasteliy pavirSiaus zymenuy ir transkripcijos
veiksniy raiska.
3. Kokybiskai ir kiekybiskai ivertinti kamieniniy lasteliy diferenciacijos ivairiomis
kryptimis potenciala.
4. Tvertinti mikroRNR raiSkos poky¢ius kamieniniy lasteliy augimo metu.

5. Charakterizuoti Iasteliy sen¢jimo procesus.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. KAMIENINES LASTELES
1.1.1. Savybés ir skirstymas

Kamieninés lastelés yra vis atsinaujinantis diferencijuoty lasteliy, butinu Zzmogaus bei
gyviny audiniy ir organy iSsivystymui, Saltinis. Pastaruoju metu Sios lastelés susilaukia vis
daugiau démesio, ju pagrindu kuriamos terapijos, kurios siekia pakeisti dél ivairiy ligy ar traumy
savo funkcija praradusias ar pazeistas organizmo lasteles. Pagrindinés Siy lasteliy savybés yra
geb¢jimas pasidalyti daug karty islaikant nepakitusias lasteliy savybes ir geb&jimas diferencijuoti
1 specifines subrendusias lasteles bei taip atstatyti audiniy ar organy pazeidimus.

Kamieninés lastelés gali dalintis simetriSkai | dvi panaSias dukterines lasteles arba
asimetriSkai — i kamiening ir lastelg, gebancia diferencijuoti. Audiniy i$sivystymui ir pazeidimy
atsatymui svarbu palaikyti pusiausvyra tarp lasteliy simetrinio ir asimetrinio dalijimosi (1 pav.).

Asimetrinio dalijimosi modelio esmé: optimalaus kamieniniy lasteliy kiekio kontrolé
organizme palaikoma lasteliniame lygyje, kuomet kiekviena kamieniné lastelé pasidalija i tokia
pacia kamiening lastele ir | labiau specializuota pirmtaking (ang. k. progenitor) lastelg.
Simetrinio dalijimosi modelis palaiko kamieniniy lasteliy homeostazg¢ populiacijos lygmeniu.
Lastele gali dalintis dviem kryptimis: proliferacinis dalijimasis, kuomet pasidalijama { dvi
kamienines lasteles, ir specializuotas dalijimasis, kuomet pasidalijama i dvi diferencijuotas
lasteles. Manoma, kad jvairts signalai, gaunami i§ supancio audinio bei sklindantys tarp paciu
kamieniniy lasteliy lemia apsisprendima, kokiu biidu, proliferaciniu ar specializuotu, dalinsis

lastelé (Shahriyari ir Komarova, 2013).

Asimetrinis Simetrinis
dalijimasis dalijimasis

- -

4 \N7 \
I

Spec. 1 Spec. |
\ /( /

 TC Ll S
1 pav. Kamieniniy lasteliy dalijimosi budai (Shahriyari ir Komarova, 2013)

Geriausiai zinomos dvi kamieniniy lasteliy grupés — tai embrioninés ir somatings

kamieninés lastelés, nesenai susiformavo dar viena $iy lasteliy grupé — indukuotos daugiagalés
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kamieninés lastelés (Simsek ir Simsek, 2012; Takahashi ir Yamanaka, 2006). Kamieninés

lastelés taip pat klasifikuojamos pagal ju vystymosi ir diferenciacijos potenciala (2 pav.).

@ Visagalés (totipotentinés)

!

Indukuotos . .
daugiagalés | ® @ Daugiagalés (pluripotentinés)
lastelés (iIPS) ~— N \
. . |vairiagalés
Lastelés ./ (multipotentinés)

pirmtakes/.\ | /\

' \ ‘ \ Vienagalés
(o) o) ®) (® 9

(unipotentinés)

2 pav. Kamieniniy lasteliy hierarchija (Tissue Engineering With Mesenchymal Stem Cells)

e visagales arba totipotentines — tai zigotos lastelés, kurios gali diferencijuoti { embrionines
ir ekstraembrionines (trofoblasto) lasteles;

e daugiagales arba pluripotentines — embrioninés lastelés, kurios diferencijuoja i
ektodermos lasteles (manoma, kad toliau vystosi oda ir nervinis audinys), mezodermos
lasteles (manoma, kad toliau vystosi kraujo lastelés, raumuo, kaulai, kremzIés ir riebalinis
audinys) ir endodermos lastelés (manoma, kad toliau vystosi kvépavimo ir vir§kinimo
traktai);

e jvairiagales arba multipotentines — lasteles, kurios gali diferencijuoti i tam tikro pogrupio
(ektodermos, mezodermos ar endodermos) audiniy lasteles;

o keliagales arba oligopotentines — lasteles, kurios gali diferencijuoti i labiau apribota
lasteliy pogrupi nei ivairiagalés lastelés;

e viengales arba unipotentines — lasteles galin¢ias diferencijuoti tik | vieno tipo lasteles ir

padedancios atstatyti audinio pazeidimus (Wagers ir Weissman, 2004).

1.1.2. Embrioninés ir somatinés kamieninés lastelés

Zmogaus embrioninés kamieninés lastelés — tai lastelés, iSskirtos 1§ vidinés blastocistos
masés arba vienos lastelés biopsijos biidu paimtos blastomeros i§ in vitro apvaisinty embriony
(Damdimopoulou ir kt., 2016). Tinkamomis salygomis gali neribotai daugintis kulttiroje in vitro,
i8laiko stabily kariotipa, pasizymi specifiniy pavirSiaus Zymeny raiSka, geba diferencijuoti | visy

triju gemaliniy lapeliy lasteles, telomerazé lastelése aktyvi, taciau formuoja teramotmas in vivo,

12



0 $iy lasteliy gavimas kelia jvairiy etiniy problemy. Embrioninés kamieninés lastelés auginamos
ant jvairiy zmogaus lasteliy ,,maitintojy™ (vaisiaus fibroblastai, suaugusio zmogaus odos
fibroblastai, placentos fibroblastai, suaugusio kauly ¢iulpy lastelés ir kt. (Miyamoto ir kt., 2004))
sluoksnio ar specializuotu substratu (pvz., rekombinantinis zmogaus laminimas-521) padengto
pavirSiaus, nes be $iy komponenty lastelés imty spontaniskai diferencijuoti (Findikli ir kt., 2004;
ir kt., 2003).

Suaugusio zmogaus kamieninés lastelés arba somatinés kamieninés lastelés — tai
nediferencijuotos lastelés randamos audiniuose ir organuose tarp jau diferenciavusiy lasteliy.
Pirmin¢ Siy lasteliy funkcija organizme yra audinio ar organo, kuriame jos randamos, palaikymas
ir pazaidy atstatymas. [vairiy tyrimy metu somatinés jvairiagalés kamieninés lastelés aptiktos
daugybéje audiniy (3 pav): riebaliniame audinyje, kauly ¢iulpuose, periferiniame kraujyje ir kt.
(Van, 2011).

Kauly

Ciulpai |/ Virkstelés
kraujasir
audinys

2O

Jvairiagalés \__—  kraujas
kamieninés 9
Iqsteles ‘ ™

Kiti
Zmogaus
organaiir
audiniai

Raumeninis
audinys —

Danty Placenta
pulpa » /
Vaisiaus Riebalinis

vandenys ir _audinys
~ membrana p

-

3 pav. [vairiagaliy kamieniniy lasteliy $altiniai (Van, 2011; Ratajczak ir kt., 2012)

Somatinés {vairiagalés kamieninés lastelés néra tumorogeniskos, jomis reikia salyginai
mazai manipuliuoti prie§ panaudojant transplantacijose, yra autologinés, tad iSvengiama
atmetimo ar transplantato prie§ Seimininka ligos tikimybé. IS kauly cCiulpy iSskirtos
mezenchiminés kamieninés lastelés yra labiausiai iStirtos 1§ visy MKL rasiy, taciau dél labai
invaziSkos ju skyrimo metodikos pastaruoju metu daugiau démesio skirima MKL iSskirtoms i
kity Saltiniy. Virkstelés audinys bei jos kraujas, vaisiaus vandenys, riebalinis audinys — tam tikry
procediiry Salutiniai produktai, ilgai laikyti tiesiog biologinémis atliekomis, tad juy panaudojimas

kamieniniy lasteliy tyrimams nesukelia jokiy etiniy problemy (New ir kt., 2015).
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1.1.3. Somatiniy lasteliy perprogramavimas

2006 metais Shinya Yamanaka ir Kazutoshi Takahashi (Takahashi ir Yamanaka, 2006)
paskelbé tyrimy, kuriy metu irodyta, jog naudojant transkripcijos faktorius galima
perprogramuoti somatines lasteles iki daugiagaliy kamieniniy lasteliy, rezultatus ir 2012 metais
buvo apdovanoti Nobelio premija medicinos srityje kartu su Seru Johnu Gurdonu, kuris
uzsiiminéjo lasteliy perprogravimu taikant branduoliy perkélimo metodika.

Yamanaka darbuose naudoti peliy somatiniai fibroblastai buvo genetiskai
perprogramuoti naudojant virusing transfekcija, kuomet i lasteles pernestos keturiy transkripcijos
faktoriy genu sekos (OCT3/4, SOX2, KLF4 bei cMYC), atsakingos uz daugiagaliSkumo
palaikyma embrioninése kamieninése lastelése (4 pav.) (Takahashi ir Yamanaka, 2006). Lastelés
palaipsniui igavo EKL morfologija, pasizyméjo daugiagaléms kamieninéms lasteléms budingy
zymeny raiska, geb&jo diferencijuoti visy trijy gemaliniy lapeliy kryptimis.

Nors odos fibroblastai lasteliu perprogramavimui naudojami dazniausiai (lengviausiai
iSgaunami, uztenka paprastos biopsijos), iPS lasteles galima iSgauti naudojant jvairias pradines
organizmo lasteles. iPS lasteléms gauti naudojamos skirtingos metodikos, kuriy tikslas yra daug
karty padidinti atrinkty transkripcijos faktoriy raiska ir pagerinti indukuoty somatiniy lasteliy

virsmo i daugiagales kamienines lasteles efektyvuma (Yoshida ir Yamanaka, 2010).

Oct3/4
SOX2
Klf4
Somatinés lgstelés iPS Igstelés

NN

neuronai kardio miocitai hepatocitai kasos Igstelés

4 pav. Indukuoty daugiagaliy kamieniniy lasteliy gavimas (Yoshida ir Yamanaka, 2010)

2009 metais Li ir kolegos (Li ir kt., 2009) pirmieji perprogramavimui pasitelké zmogaus
vaisiaus vandeny lasteles. Jau po SeSiy dieny gautos pirmosios iPSC kolonijos (iPSC i§ Zmogaus
fibroblasty aptinkamos tik po keliy savaiciy), kurios pasizyméjo visais daugiagaléms

kamieninéms lasteléms biidingais zymenimis. Tyréjai jvertino, kad lasteliy perprogramavimo
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efektyvumas siekia net 1,525 % (fibroblasty tik 0,01-0,1 %). Efektyvesng lasteliy, i$skirty i$
Zmogaus vaisiaus vandeny, indukcijg patvirtina ir vélesni kity moksliniy grupiy publikuoti darbai
(Karakikes ir kt., 2010; Jiang ir kt., 2014). 2012 metais Moschidou ir kolegos (Moschidou ir kt.,
2012) parodé, kad VVKL, iSskirtas i§ pirmojo néStumo trimestro vaisiaus vandeny, galima
perprogramuoti nenaudojant virusinio vektoriaus, taip pasalinama lasteliy mutagenezés rizika.
Mokslininkai tyrimams pasitelké valproing rugsti (FDA (Amerikos maisto ir vaisty kontrolés
tarnyba) patvirtinta preparata epilepsijai gydyti), gautos lastelés pasizyméjo visomis EKL
budingomis charakteristikomis. Manoma, kad S$iu lasteliy perprogramavimas toks greitas ir

efektyvus dél nenusistovéjusio epigenetinio profilio, kuris gali bati artimesnis EKL.

1.2.VAISIAUS VANDENYS

1.2.1. Savybés ir sudétis

Amniotinis skystis arba vaisiaus vandenys yra labai svarbi aplinka vaisiaus vystymuisi.
Amniotinis skystis supa embriona ar vaisiy, saugo ji nuo iSoriniy veiksniy, traumy, infekcijy ir
toksiniy agenty (Calvin ir Oyen, 2007), taip pat tai yra jvairiy medZiagy transportiné erdvé tarp
motinos ir vaisiaus. Vaisiaus vandenys yra neutralaus pH (pH = 7,2) skaidrus bei Sviesiai gelsvas
skystis, kurio pagrindiniai komponentai — tai vandenuo, elektrolitai, cheminiai junginiai (lipidali,
baltymai bei peptidai, hormonai, piruvatai, laktatai), suspenduotos medZiagos (verniksas,
vaisiaus plaukai, ekskrementai) bei lastelés (Cananzi ir kt., 2009). Lasteliu populiacija vaisiaus
vandenyse yra heterogeniné, vyrauja jvairios morfologijos lastelés, pasizymincios skirtingomis
in vitro savybémis ir in vivo potencialu. Lasteliy kiekis vaisiaus vandenyse priklauso nuo
néstumo laiko, jis tolygiai didéja, taciau jvairiy patologiju atveju lasteliy kiekis gali skirtis.

Vaisiaus vandenys pradeda formuotis pra¢jus 12 d. po apvaisinimo i§ motinos kraujo
plazmos atéjusio vandens, véliau vaisiaus sekretuojamas Slapimas kei¢ia amniotinio skyscio tiri
ir sudétj (Delo ir kt., 2006). Embriogenezés metu vaisiaus vandeny tiris didéja greic¢iau nei
vystosi pats embrionas. Vaisiaus vystymosi pradZioje vandeny tiris ir vaisiaus dydis gali biiti
susietas linijine priklausomybe (vaisiaus vandeny tiiris 10 savait¢ yra mazdaug 20 ml, o 22
savaite¢ — apie 600 ml). Embriogenezés laikotarpiu amniotinio skysc¢io sudétis yra panasi {
vaisiaus kraujo plazmos sudéti. Apie 8 néStumo savaitg iSsivysto Slaplé bei inkstai, pradedamas
gaminti Slapimas. Netrukus po to vaisius pradeda ryti amniotinj skysti, taiau nei vaisiaus
Slapinimasis, nei vandeny ryjimas nedaro didelés itakos vaisiaus vandeny sudéciai ar tiriui, Sie
procesai tampa svarbis tik antroje néStumo eigos pus¢je. 28 néStumo savaitg vaisiaus vandeny
turis pasiekia mazdaug 800 ml ir lieka pastovus iki 39 savaités, tuomet tiiris pradeda mazéti ir 41
savaitg turis siekia ~400 ml. Vaisiaus vandeny sudétis keiCiasi viso néStumo laikotarpiu

(Underwood ir kt., 2005; Beall ir kt., 2007).
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Amniotinis skystis atlieka daugybe funkciju, kurios gali biti skirstomos i kelias
pagrindines grupes, tai fizinés (apsaugo vaisiy nuo iSoriniy traumy, padidina placentos pavirSiaus
plota, reguliuoja temperatiira ir slégi), funkcinés (leidzia vaisiui laisvai judéti, padeda vystytis
skeleto raumeny sistemai, vaisiui kvépuojant uzkertamas kelias plauciy hipoplazijos
i§sivystymui, vandeny ryjimas padeda vystytis vir§kinimo ir kvépavimo sistemoms) (5 pav.) ir
homeostazés palaikymo (iSlaiko vaisiaus integraluma, neskatina sarémiy, padeda palaikyti
gimdos forma). Vaisiaus vandenyse palaikomas vaisiaus metabolizmas, vyksta mainai tarp
placentos ir gemalo, uztikrinamas virkstelés mobilumas, neleidziama jos uzspausti ir sutrikdyti
medziagy apykaitos (Harman, 2008). Vaisiaus vandenys taip pat atlicka apsauging funkcija ir yra
igimto imuniteto dalis (fizinis barjeras, antimikrobiniai peptidai, vandenyse randami neutrofilai
ir makrofagai atsakingi uz fagocitozg bei prieSuzdegiminiy mediatoriy sekretavima) (Underwood

ir kt., 2005).

Plauciy skystis

Placenta

Slapimas

5 pav. Skys¢iy apykaita tarp vaisiaus vandeny ir gemalo (Beall ir kt., 2007)

Amniocentezé — vaisiaus vandeny paémimas medicininiams tyrimams, taikomas
kasdienéje praktikoje mazdaug nuo 1970-yjy. Si procediira daZniausiai atlickama padidéjusios
rizikos néStumy atvejais, pavyzdziui, motinos amzius rizika, gimingje pasitaikanciy genetiniy
sutrikimy, buvusiy persileidimy atvejais, taip pat ankstyvo néStumo serumo kontrolei.
Dazniausiai tyrimams vaisiaus vandenys imami 15-20 néStumo savait¢. Vaisiaus vandenyse
apstu genetinés medziagos ir baltymy, kuriuos gamina ar talpina vaisiaus epitelio Ilastelés,
gemalo audiniai bei i$skyros, todél amniotinj skysti galima naudoti jvairiy ligy bei sutrikimy
ankstyvai diagnozei. Nustatomi amniotinio skysc¢io baltymai — tai jvairts citokinai, chemokinai,
matrikso metaloproteinazés, antigenams specifiSki antikiinai, galimai dalyvaujantys ligy

patogenezés mechanizmuose (Geer ir kt., 2015).
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1.2.2. Vaisiaus vandeny kamieninés lastelés

2003 metais trys nepriklausomos tyréjy grupés publikavo darbus, kuriuose aprasomos
kamieninés lastelés iSskirtos i$ antro néStumo trimestro vaisiaus vandeny. Prusa ir kolegos
patvirtino nedidelés kamieniniy lasteliu subpopuliacijos (0,5-1,5 %), turin¢ios daugiagaléms
kamieninéms lasteléems budingu zymeny, egzistavima vaisiaus vandenyse, Sios lastelés
pasizyméjo Oct-4 transkripcijos veiksnio raiska tiek transkriptomo, tiek baltyminiu lygmeniu
(Prusa ir kt., 2003). Oct-4 transkripcijos veiksnys palaiko lasteliu daugiagaliSkuma ir saves
atsinaujinimo programa EKL, indukuotose daugiagalése lastelése ir karcinomos lastelése. In 't
Anker ir Kkolegos, jverting jvairiy pavirSiaus zymeny raiSka bei gebéjima diferencijuoti
adipogenine ir osteogenine kryptimis, apibiidino Sias lasteles kaip mezenchimines kamienines
lasteles (in 't Anker ir kt., 2003). Kaviani ir kolegos remdamiesi ankstesniais tyrimais aviy
modeliuose isskyré lasteles i§ zmogaus vaisiaus vandeny ir atrinko dominancias subpopuliacijas,
kurias taip pat jas jvardijo kaip mezenchimines. Sios lasteliy subpopuliacijos pasizyméjo MKL
budingais pavirSiaus Zymenimis, taip pat nustatyta, jog Sios lastelés proliferuoja daug greiciau
nei lastelés, i$skirtos i§ suaugusio zmogaus audiniy (Kaviani ir kt., 2003).

Vaisiaus vandenyse randamos {vairaus diferenciacijos lygio ir nediferenciavusios
lastelés kilusios, kaip manoma, i§ vaisiaus (lastelése, iSskirtose i$ vaisiaus vandeny, kuomet
motina laukési berniuko, visuomet identifikuojama Y chromosoma (De Coppi ir kt., 2007)) ir ji
supancios amniotinés membranos, §ios heterogenings lasteliy populiacijos sudétis priklauso nuo
néstumo laiko (Fauza, 2004; Bossolasco ir kt., 2006; Rosner ir kt., 2012). Antrojo néStumo
trimestro vaisiaus vandenyse lasteliy kiekis svyruoja tarp 10-1000 lasteliy/ul, tadiau lasteliy
kiekis gali varijuoti labiau, kuomet tam tikri vaisiaus vystymosi sutrikimai paveikia lasteliy
skaiCiy vaisiaus vandenyse (Prusa ir Hengstschldger, 2002).

Lyginant amniotinio skys¢io kamieniniy lasteliy morfologija ir augimo charakteristikas
galima iSskirti tris lasteliy tipus: epitelio (E tipo), amniotinio skys¢io (AF tipo) ir
fibroblastoidines (F tipo). AF ir E tipo lastelés vaisiaus vandenyse randamos nuo pat pradzios, o
F tipo lastelés atsiranda véliau (Kim ir kt., 2007). Manoma, kad E tipo lastelés yra kilusios i$
vaisiaus odos ir §lapimo, AF tipo lastelés — i§ vaisiaus membranos ir placentos trofoblasty, o F
tipo lasteleés — 1§ jungiamojo pluoStinio ir mezenchiminiy audiniy bei odos fribroblasty
(Bossolasco ir kt., 2006). Ivairios mokslininky grupés teigia, kad vaisiaus vandeny kamieninés
lastelés pasizymi daugiagaliSkumo potencialu panasiu EKL ar iPSC (Parolini et al., 2009). Pagal
visus kamieniniy Iasteliy charakterizavimo kriterijus  VVKL priskiriamos ijvairiagaléms
kamieninéms lasteléms su daugiagaliskumo zymenimis (1 lentel¢) (Moschidou ir kt., 2012;
Moschidou ir kt., 2013).
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1 lentelé. Pagrindinés kamieniniy lasteliy charakteristikos (Joo ir kt., 2012; Rennie ir kt., 2012; Fekete ir kt., 2012;
lic ir kt., 2015)

EKL iIPSC VVKL MKL
Saltinis Ankstyvos stadijos | Somatinés Vaisiaus Suaugusio
embrionai lastelés vandenys zmogaus audiniai
In  vitro kultiros | 300+ 300+ 250+ 10-15
trukmé, populiacijos
padvigubéjimai
Lasteliy plastiSkumas | Daugiagalés Daugiagalés | Daugiagalés | [vairiagalés
Formuoja teratomas | Taip Taip Ne Ne
in vivo
Etinés problemos Taip Ne Ne Ne
Klinikiniai tyrimai Taip Taip/Ne Ne Taip

VVKL ilga laika auginamos monosluoksn¢je kultiiroje iSlaiko stabily kariotipa bei
telomerazés aktyvuma, lastelés neformuoja teratomy in vivo ir islieka atsparios piktybinéms
mutacijoms. IStirta, kad zmogaus VVKL pasizymi MKL biidingy pavirSiaus zymeny (CD29,
CD44, CD49%e, CD58, CD73, CD90, CD105, CDI133, CDI166) raiska ir nepasizymi
hematopoetinéms kamieninéms lasteléms biidingy pavirSiaus Zymeny (CD11b, CD14, CD34,
CD45, CD79) raiska (Li ir kt., 2014). VVKL taip pat pasizymi EKL budingais daugiagaliSkumo
Zymenimis, tai transkripcijos faktoriy OCT4, SOX2, Nanog ir REX1 raiska, stadijai specifinio
embrioninio antigeno 4 (SSEA4) raiska (Roubelakis ir kt., 2012). Tyrimy metu nustatyta, jog
OCT4, Nanog ir SOX2 raiSka pasizymi didesnis lasteliy kiekis meéginiuose, paimtuose 15-17
néstumo savaitémis palyginus su vélesnio néStumo méginiy lastelémis (Dziadosz ir kt., 2016).
De Coppi ir kolegos 2007 metais aptiko nedidele VVKL subpopuliacija, pasizyminc¢ia CD117
(specifiné kamieninéms lasteléms tirozino kinaze, biidinga EKL, pirmapradéms gemalo
lasteléms) raiSka, Sios subpopuliacijos lastelés padaugintos klonavimo biidu, indukuotos
diferencijuoti bei perkeltos i ligos/pazeidimo in vivo modeli sékmingai inkorporavosi i audinius
(De Coppi ir kt., 2007). Sie tyrimai patvirtino, jog VVKL gali biiti pritaikytos audiniy inZinerijos
bei lasteliy terapijos tikslais.

Ivairiy mokslininky tyrimy metu parodyta, jog tinkamai indukuotos in vitro VVKL
geba diferencijuoti visy trijy gemaliniy lapeliy audiniy ir organy kryptimis: endoderma — tai
kepenu lastelés (hepatocitai), insuling sekretuojancios lastelés (Carnevale ir kt.,, 2013),
ektoderma — tai nervinés lastelés (neuronai), mezoderma — tai raumeninio audinio lastelés
(miocitai), Sirdies raumens lastelés (kardiomiocitai), kraujagysliy endotelio lastelés, inksty
lastelés, kaulinio audinio lastelés (osteocitai), riebalinio audinio lastelés (adipocitai), kremzlinio
audinio lastelés (chondrocitai) (Joo ir kt., 2012; Bossolasco ir kt., 2006; De Coppi ir kt., 2007;
Noronha ir kt., 2011). Diferenciacija visy triju gemaliniy lapeliy kryptimis yra viena pagrindiniy
daugiagaliy kamieniniy Iasteliy savybiy.
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1.2.3. Vaisiaus vandeny kamieniniy lasteliy epigenetinis reguliavimas

Kamieninés lastelés saves atsinaujinimo bei proliferacijos metu geba iSlaikyti savo
populiacija nediferencijuotoje biisenoje, 0 gavus reikiamus signalus diferencijuoti atitinkama
kryptimi dél specifiniy geny raiskos aktyvinimo ar slopinimo. Siem geny raiskos reguliacijos
procesams labai svarblis epigenetiniai mechanizmai, kuriy veikimo profilius lastelés
dalinimosi metu perduoda dukterinéms lasteléms. Epigenetiniai reguliatoriai kontroliuoja
lasteliy geny raiska tiek pries, tiek po transkripcijos nepakeisdami DNR sekos. Tiesioginis
DNR metilinimas, mikroRNR valdoma potranskripciné kontrolé — vienos pagrindiniy
epigenetiniy reguliatoriy grupiy.

Zinduoliy DNR gali bati kovalentiskai modifikuota metilinant citozino 5 padétyje
esancig angli. DNR dazniausiai metilinama simetriskai i$sidésc¢iusiuvose CpG dinukleotiduose
(Wu ir Sun, 2006), susidarant 5-metilcitozinui (5SmC). Zinduoliy lastelése aptinkamos trys
DNR metiltransferazés, katalizuojanCios citozino metilinima, tai DNMT1, DNMT3a ir
DNMT3b. Sios metiltransferazés turi skirtingus aktyvavimo mechanizmus ir specifinius
substratus (Wutz 2013). DNMTT1 islaiko jau metilintas CpG sritis vykstant DNR replikacijai,
o DNMT3a ir DNMT?3b reikalingos CpG sri¢iuy metilinimui de novo, vykstant embriogenezei
arba lasteliy diferenciacijai. Dalyvaujant TET grupés baltymams, SmC oksiduojamas iki
5¢-hidroksimetilcitozino (5hmC) (6 pav.), $is metil- grupés virsmas hidroksimetil- grupe yra
itin svarbus procesas DNR metilinimo lygio ir genuy raiSkos palaikymui, kadangi 5mC
turintys geny promotoriai yra slopinami, o ShmC grupé siejama su genuy raiSkos aktyvacija.
Metilintuose promotoriuose prie 5mC metil- grupiy jungiasi MBD baltymai, kurie inicijuoja
transkripcijos represoriniy kompleksy jungimasi prie DNR sekos ir taip slopinama

transkripcija (Zhou ir kt., 2011).

Metilinimas Demetilinimas
> | >

DNMT1 TET1 NH,
H  DNMT3A CH, TET2 OH
§ DNMT3B 3 TET3 4 /
O/
Citozinas 5-metilcitozinas Hidroksimetilcitozinas
©) (5mC) (5hmC)
Cmeo >
CH, CH, CH,

| L — -
—Cc—C—Cc— c——= Transkripcija slopinima

CH,0H CH,OH CH,OH

_é_é_é_ —————— Transkripcija aktyvinama
6 pav. Genominés DNR metilinimo ir demetilinimo schema (Leung ir kt., 2013)
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Tam tikrose genomo vietose koncentruotai telkiasi CpG dinukleotidai, tokios vietos
vadinamos CpG salomis. Jei tokios salos pasitaiko aktyviai transkribuojamy geny
promotoriuose, tai jos bus nemetilintos, o ,.tyliyju™ geny promotorinése sekose Sios salos bus
metilintos. Nediferencijuotose EKL genu, susijusiy su lasteliy daugiagaliskumu (OCT4, Nanog),
promotoriai yra nemetilinti, ir tampa metilinti, kuomet lastelés specializuojasi, diferencijuoja
(Altun ir kt., 2008). EKL ir diferencijuotos lastelés pasizymi panaSiu visuminiu SmC lygiu CpG
srityse, taciau tik EKL gausu SmC ne CpG srityse, kuriy funkcijos bei rySys su euchromatinu kol
kas neiStirtas. Nustatyta, kad peliu EKL, su inaktyvuotais DNMT1/3a/3b genais, SmC lygis itin
sumazéjes, tai netur¢jo jtakos lasteliy proliferacijai, taCiau neigiamai paveiké lasteliu gebéjima
diferencijuoti (Kobayashi ir Kikyo, 2015). Kultivuojant zmogaus EKL ilga laika in vitro
vienasluoksnéje kultliroje pastebimas genetiniy pazaidy ir epigenetinio nestabilumo atsiradimas
su veéziu susijusiuose genuose. Tos pacios lasteliy linijos EKL, pra¢jusios skirtinga pasazy kieki,
skiriasi tarpusavyje. Tyrimy metu klonavimo budu pasazuojant VVKL nepastebéti jokie
reikSmingi pokyc¢iai metilinimo profiliuose (Peng ir kt., 2012).

MikroRNR (miR) — tai evoliuciSkai konservatyvios trumpos (20-23 nukleotidy ilgio)
nekoduojancios RNR sekos, kurios dalyvauja genuy raiSkos reguliavime slopindamos iRNR
transliacija ar inicijuodamos iRNR degradacija. Siuo metu zinoma apie 1600 skirtingy miR seku,
sekretuojamy zmogaus lastelése. Spéjama, kad apie 60 % zinduoliuose koduojanciu geny turi
miR prisijungimui reikiamas sekas. Kiekviena mikroRNR geba jungtis su keliais Simtais
komplementariy iRNR sekuy, tai parodo, jog $ios molekulés reguliuoja geny raiskos Sablonus, o
ne atskirus genus. Nukleotidai, esantys 2-8 5° sekos galo pozicijose yra be galo svarbis
taikininés iRNR sekos atpazinime ir hibridizacijoje. Reguliacijos mechanizmai priklauso nuo
miR ir iIRNR komplementarumo lygio, kuomet Sios sekos beveik visiSkai komplimentarios,
inicijuojama iRNR degradacija per RISC endonukleazini aktyvuma, o kai sekos tik dalinai
komplimentarios, vykdomas transliacijos slopinimas per RISC kompleksa (7 pav.). Zinoma, kad
miR dalyvauja EKL daugiagaliSkumo palaikymo, saves atsinaujinimo ir diferenciacijos
procesuose, taip pat lasteliy ciklo ir apoptozés reguliavime. Tyrimuy metu nustatyta, jog
daugiagaléms lasteléms biidingi transkripcijos faktoriai (OCT4, SOX2, Nanog) jungiasi prie
tvairiy miR promotoriy ir skatina ju raiSka. MikroRNR raiSkos sutrikimai siejami su vézio ir
neurodegeneraciniy ligy i$sivystimu (Mathieu ir Ruohola-Baker, 2013; Heinrich ir Dimmeler,
2012).
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iRNR degradacija
L3

m =eee

Beveik visiSkas komplementarumas

A mikroRNR/iRNR
YRISC kompleksas
mikroRNR
]

Dalinis komplementarumas

Transkripcijos slopinimas
7 pav. mikroRNR veikimo principiné schema (Ryan ir kt., 2015)

Skirtingy Saltiniy MKL pasizymi skirtingy mikroRNR raiska (Lazarini ir kt., 2014). Net
to pacio Saltinio kamieninése lastelése nustatomi mikroRNR raiSkos skirtumai. Trohatou ir
kolegos 2014 metais (Trohatou ir kt., 2014) isskyré dvi morfologiskai skirtingas VVKL
subpopuliacijas — verpstés formors ir apvalios formos lasteles. Nors §iy subpopuliaciju lasteliu
pavieSiaus zymeny raiSka beveik nesiskyre, pastebeti skirtumai lasteliy proliferacijoje,
daugiagaliSkumo palaikyme, diferenciacijoje bei baltymy raiSkoje. Istirti 32 mikroRNR raiskos
skirtumai tarp verpstes ir apvalios formos VVKL.

Su kamieniniy lasteliy proliferacija ir diferenciacija siejama miR-21. IStirta, kad §i
mikroRNR reguliuoja transkripcijos faktorio SOX2 raiska. Pastebéta, kad po miR-21 indukcijos
itin sumazéjo SOX2 raiSka, tai paveiké lasteliy klonogeniSkuma ir proliferacija. Atvirkscias
efektas pastebétas slopinant miR-21 raiska, tuomet pageré¢jo lasteliy proliferacinés galimybés. Be
to, pastebéta, kad indukavus miR-21, pageréja lasteliy diferenciacija osteogenine kryptimi, taciau
tai neigiamai paveikia adipogening ir chondrogening diferenciacija (Ribecco-Lutkiewicz ir kt.,
2016).

Su lastelés ciklo, apoptozés ir lasteliy senéjimo procesais susijusi miR-34a geriausiai
zinomas kaip navikiniy augliy supresorius, nesenai istirta, kad ji dalyvauja ir kamieniniy lasteliy
diferenciacijos valdyme. Jau zinoma, kad stipriai padidéjus miR-34a raiskai inicijuojama lasteliy
apoptoze, taip pat tokios lastelés greiCiau sensta, pastebétas padidéjgs [-galaktozidazing
aktyvuma turin¢iy lasteliy kiekis (Zhang ir kt., 2015).

Supratus epigenetinius reguliatoriy veikimo mechanizmus, juy taikinius ir funkcijas
kamieniniy lasteliy proliferacijos ir diferenciacijos valdyme, Sia informacija biity galima
pasitelkti manipuliuojant Siomis lastelémis ir taip sukurti puikius preparatus lasteliy terapijai ar

audiniy inZinerijai.
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2. APARATURA, MEDZIAGOS IR METODAI

2.1.APARATURA

Laminarinio oro srauto boksas, UV Sviesos sterilus boksas, autoklavas, ledo masSina,

svarstyklés, automatinés pipetés, sterilts ir Svartis antgaliai, CO, inkubatorius, oro termostatas,

Saldytuvas, saldiklis (-20 °C ir -80 °C), Sildymo vonelé, Sviesinis mikroskopas, Neubauer

hemocitometras, centrifuga, Saldomoji centrifuga, sterilis mégintuvéliai, mégintuvéliai be

ribonukleaziy, auginimo flakonai, 96 Sulin¢liy apvaliadugnés plokstelés, 4 Sulinéliu plokstelés,

Saldomi stoveliai, t€kmés citometras, kompiuteris, traukos spinta, nanofotometras, termocikleris,

kaitinimo blokas, spektrofotometras, purtyklé.

2.2. MEDZIAGOS

2 lentelé. Naudotos medziagos ir jy gamintojai

REAGENTAS

GAMINTOJAS

TRIzol®

Ambion

Alizarin Red S

Carl Roth

AmnioMAX™ (C-100 Basal Medium

AmnioMAX™ C-100 Supplement

Arklio serumas

DMEM

DMEM/F12

FBS

Gentamicinas (10 mg/ml)

N-2 Supplement

Penicilinas (100 U/ml)/Streptomicinas (100 pg/ml)

PBS

StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit

StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit

Tripsinas/EDTA

Gibco

Tripano melis

Pharmacia

BSA

Chloroformas

Izopropanolis

Kristalo violetas

L-glutaminas

Oil Red

Paraformaldehidas

Retinoiné rugstis

Senescence Cells Histochemical Staining Kit

Sigma-Aldrich

Etanolis, 96 %

Vilniaus degtiné
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2 lentelés tesinys

DEPC paveiktas vanduo Thermo Fisher Scientific

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPGR

Maxima SYBR® Green gPCR Master Mix

TagMan® MicroRNA Assay

TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit

TagMan® Universal PCR Master Mix I, No UNG

Vanduo be nukleaziy

5-mC DNA Elisa Kit Zymo Research

Genomic DNA™-Tissue MiniPrep

3 lentelé. Naudoti antiktinai

Pavadinimas Fluoroforas Rasis Izotipas Gamintojas
Anti-CD34 FITC Adhezijos molekulé lgG2a Miltenyi Biotec
Anti-CD44 FITC Adhezijos molekulé IgG2b Invitrogen
Anti-CD90 FITC Ivairiartsis lgG1l Molecular Probes
Anti-CD105 PE Receptorius lgG1l Invitrogen
lgG1 FITC Izotipiné kontrolé lgG1 Dako
lgG1 PE Izotipiné kontrolé lgG1 Invitrogen
lgG2a FITC Izotipiné kontrolé lgG2a Miltenyi Biotec
lgG2b FITC Izotipiné kontrolé IgG2b Dako
2.3.METODAI

2.3.1. Lasteliy iS Zmogaus vaisiaus vandeny iSskyrimas ir kultivavimas

Zmogaus vaisiaus vandeny pavyzdziai gaunami steriliuose induose, priklausomai nuo
patologijos taris gali svyruoti nuo 2 iki 100 ml. Sterilaus laminarinio oro srauto bokse vaisiaus
vandenys perkeliami { sterilius mégintuvélius ir centrifuguojami 20 min. 600 rcf KT, i§sédusios
lastelés du kartus praplaunamos PBS tirpalu centrifuguojant tokiomis paciomis salygomis.
Vizualiai jvertinus lasteliy kieki, jos resuspenduojamos amniocitams specifiSkoje terpéje
AmnioMAX (AnioMAX™ (C-100 Basal Medium) su 1 % penicilino/streptomicino (PS) ir 10 %
specialaus mitybinés terpés serumo (AmnioMAX™ (C-100 Supplement) bei iSséjamos i
kultivavimo flakonus. Lastelés kultivuojamos inkubatoriuje, palaikanéiame 5% CO,
koncentracija ir 37 °C temperattira. Lasteléms prikibus, mitybiné terpé keic¢iama kas 3—4 dienas,
0 pasiekus apie 80 % suaugimo tankj jos perséjamos.

Lasteles perséjant auginimo terpé nusiurbiama, monosluoksnis du kartus praplaunamas
PBS tirpalu. | auginimo inda pridedama 0,05 % tripsino/EDTA tirpalo (25 ul/cm?), flakonas
laikomas kelias minutes CO, inkubatoriuje 37 °C temperatiiroje. [vertinus lasteliy atkibima
mikroskopu pridedama pilnos terpés santykiu 1:1, suspensija gerai iSpipetuojama, lastelés

suskai¢iuojamos naudojant Neubauer hemocitometra (8 pav.):
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= SkaiCiuojama
=== NeskaiCiuojama

111111

Lasteliy kiekis = (lasteliy(1,2.3,4)vidurkis - skiedimo veiksnys)/(kvadrato taris (ml))
Lasteliy kiekis = (lgsteliy(1.2,3.4)vidurkis -2)/( 1074 (ml))

8 pav. Lasteliy skai¢iavimui naudojamo hemocitometro schema ir lasteliy kiekiui apskaiciuoti naudojama formulé

(Hemocytometer protocol)

Pries skaiCiavima lastelés dazomos 0,2 % tripano melio tirpalu negyvoms lasteléms
nudazyti ir uzneSamos | hemocitometro kiSené¢lg. Skaiciuojamos tik nenusidaziusios blizgios
lastelés. SuskaiCiavus lastelés, jos atitinkamais kiekiais i§séjamos i auginimo indus, pridedama

mitybinés terpés.
2.3.2. Lasteliy i$ vaisiaus vandeny diferenciacija ir kokybinis vertinimas

I8skirty lasteliy plastiSkumas in vitro jvertinamas indukuojant jas diferencijuoti
adipogenine, osteogenine, neurogenine ir miogenine Kkryptimis. Lasteliy diferenciacija
kokybiskai vertinama daZant lasteliy preparatus.

Adipogeninei ir osteogeninei diferenciacijai skatinti naudojami komerciniai rinkiniai:
StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit, StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit.
Diferenciacijos indukavimas atliekamas pagal gamintojo nurodymus. ParuoSiama diferenciacijos
terpé i§ bazinés terpés ir diferenciacijai specifinio priedo bei 0,05 % gentamicino tirpalo.
Lastelés diferencijuojamos apie 2 savaites, terpé kei¢iama kas 3—4 dienas.

Adipogeninés diferenciacijos kokybiniam vertinimui lastelés fiksuotos su 4 %
paraformaldehido tirpalu 15 min. KT, po to du kartus praplaunamos su distiliuotu vandeniu,
dazoma su Oil Red tirpalu 10 min. KT, dazas 4 kartus nuplautas distiliuvotu vandeniu.
Osteogeninés diferenciacijos vertinimui lastelés fiksuotos su 4 % paraformaldehido tirpalu
30 min. KT, po to du kartus praplautos su distiliuotu vandeniu, dazoma su 2 % Alizarin Red S
tirpalu 2-3 min. KT, dazas tris kartus nuplaunamas su distiliuotu vandeniu. Diferenciacija
vertinama mikroskopuojant lasteliy preparatus ir lyginant su kontrolinémis lastelémis.

Neurogeniné diferenciacija indukuojama, kuomet lasteliuy suaugimo tankis pasiekia apie

50 %. Mitybin¢ terpé pakeiiama | neurogeninés diferenciacijos terpg, kuri susideda iS$
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DMEM/F12 su 2mM L-glutamino, N-2 priedu, 1,5uM retinoinés ragsties ir 0,05 %
gentamicino tirpalo. Diferencijacija trunka apie 5 paras, kokybiskai vertinama pagal pakitusia
lasteliy morfologija.

Miogeniné diferenciacija indukuojama lasteliy suaugimo tankiui pasiekus 70—80 %,
mitybiné terpé pakei¢iama | miogeninés diferenciacijos terpg, susidedancia i§ DMEM,
10 % FBS, 2 % arklio serumo ir 1 % PS. Inkubuojama 2 savaites, diferenciacijos terpg keiciant
kas 3-4 dienas. Naudojant Sviesini mikroskopa galima matyti diferenciavusias daugiabranduoles
lasteles. Miogenin¢ ir diferenciacija vertinama lasteliy preparatus fiksavus ir nudazius 0,1 %
kristalo violeto (paruoStas 20 % etanolyje) tirpalu. Stebimos daugiabranduolés susiliejusios

lastelés.

2.3.3. Lasteliy Zyméjimas antiktinais pavirSiaus Zymeny raiskos tyrimui, tékmés
citometrijos duomeny analizé

PavirSiaus Zymeny raiSkos tyrimai svarbis lasteliy populiacijos charakterizavimui,
skirtingos kamieniniy lasteliy kulttiros pasizymi specifiniy pavir§iaus zymeny raiska.

I§ vienasluoksnés kultiiros surenkamos ir suskaiiuojamos lastelés, Kkurios
centrifuguojamos 5 min. 500 rcf, nuoplovos nupilamos. Jos persuspenduojamos 1 ml salto PBS
su 1% BSA tirpalo ir centrifuguojamos 5 min. 500 rcf. Nuoplovos nupilamos, plovimas
kartojamas dar karta, tik $i karta lasteles padaliname i reikiama kieki 1,5 ml mégintuvéliy (apie
80 tukst. lasteliy vienam mégintuvéliui) ir centrifuguojama 5 min. 500 rcf 4 °C.

Nuoplovos pasalinamos, lastelés persuspenduojamos 50 ul PBS su 1% BSA
tirpalo, pazymimos antikiinais, konjuguotais su vienu i$ fluorofory: PE ar FITC. Antikiiny kiekis
dedamas pagal gamintojo rekomendacijas. Vykdoma 30 min. inkubacija 4 °C temperatiiroje
tamsoje. Pasibaigus inkubacijai lastelés du kartus praplaunamos 200 pl PBS su 1% BSA tirpalo,
centrifuguojama 5 min. 500 rcf 4 °C. Resuspenduojamos 200-300 ul PBS su 1 % BSA tirpalo,
suspensija perneSama i 96 Sulinéliy apvaliadugng plokstelg lasteliy vertinimui tékmés citometru.

Lastelés tiriamos Millipore Guava® easyCyte S8HT tékmés citometru, gauti
duomenys analizuojami InCyte 2.2.2 kompiuterine programa.

ISmatuojama atskiry mégintuvéliy su paruoStomis lastelémis fluorescencija.
Viename i§ mégintuvéliy lastelés néra Zymétos antikiinais konjuguotais su fluorochormais.
Nezymétos lastelés naudojamos lasteliy paskirstymui matavimo lauke pagal dydi ir gridétuma
reguliuojant atitinkamai FSC ir SSC jtampas. Nustacius FSC ir SSC, regionu P1 paZymima mus
dominanti lasteliy populiacija (9 pav. A). [ §i regiona nejtraukiamos mazos dalelés (Siuksleés,
membrany nuolauzos ir pan.). Norint eliminuoti lasteliy agregatus ir apoptuojancias lasteles,

neitraukiamos dideli FSC ir SSC turin¢ios dalelés. Tiriant lasteliy pavirSiaus Zymenis tékmés
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citometru, atidaromi papildomi atitinkamo fluorochromo (PE, FITC) intensyvumo langai

(9 pav.), kuriuose uzdedami skyrikliai (angl. k. gate).

YT T
0" 0

A % 100 150 200 260 PEA
FSC-A  (x1.000)

9 pav. Tékmés citometrijos duomeny analizés langai. A — tiriamy lasteliy regionas P1, B — izotipinés kontrolés

regionas, C — fluoroforo regionas

Matuojant izotipine kontrole zymétas lasteles, skyriklio padétis koreguojama taip, kad
bty atskirtos nesavitai besizymincios lastelés (9 pav. B). IS duomenu lenteliy ir histogramuy

(9 pav. C) suzinomas lasteliy, pasizyminéiy tiriamy zymeny raiska, Kiekis.

2.3.4. RNR is$skyrimas i§ lasteliy vienasluoksnés kultiiros ir komplementarios DNR
(kDNR) sintezé

Kamieninés lastelés charakterizuojamos pagal tam tikry transkripcijos veiksniy raiska,
taip pat vertinamas lasteliy senéjimas tiriant su lastelés ciklo regulaicija susijusiy geny raiska, o
diferenciacijy kiekybiné analizé atliekama tiriant geny, specifiniy diferenciacijai, raiSka. Tam 1§
lasteliy reikia i$skirti RNR, skyrimui naudojamas komercinis TRIzol® reagentas.

Mitybin¢ terpé Svariai paSalinama 1§ auginimo indo, lasteliy monosluoksnis
paveikiamas TRIzol® reagentu (30 ul/cmz), iSpipetuojama, perkeliama 1 1,5 ml mégintuvély,
homogenizuotas tirpalas inkubuojamas 5 min., KT. Po inkubacijos ipilama chloroformo
(250 pl/1 ml TRIzol®), mégintuvélis Svelniai pavartomas rankose, inkubuojama 10 min., KT. Po
inkubacijos méginiai centrifuguojami 12000 rcf, 20 min., 4°C. Nucentrifugavus matomos
susidariusios fazés (virSutiné, viduring ir apatin¢), RNR yra virSutin¢je vandeninéje faz¢je, kuri
atsargiai nusiurbiama ir perkeliama | mégintuveli be ribonukleaziy. RNR iSsodinama pridéjus
lygy tiri izopropanolio, mégintuvéliai sukratomi ir inkubuojami 10 min., KT. Po inkubacijos
méginiai centrifuguojami 12000 rcf, 10 min., 4 °C, vizualiai jvertinamos RNR nuosédos ant
mégintuvélio dugno. Supernatantas paSalinamas, RNR nuosédos du kartus plaunamos su 1 ml
Saltu 75 % etanoliu, centrifuguojama 7500 rcf, 5 min., 4 °C. Etanolis nusiurbiamas, nuosédoms
leidziama pradziiiti, jos tirpinamos DEPC paveiktame vandenyje, RNR koncentracija matuojama
nanofotometru ir saugoma -80 °C saldiklyje tolimesniems eksperimentams.

kDNR sintezei naudojamas komercinis rinkinys Maxima First Strand cDNA Synthesis
Kit for RT-qPGR. [ kDNR sintezei skirtus mégintuvélius (be ribonukleaziy) jpilta 4 ul 5X
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reakcijos miSinio, 2 pl fermenty misinio, 2 ug RNR ir vandens be nukleaziy iki galutinio bendro
20 ul tario. Nespecifinés saveikos kontroliniai kDNR sintezés meéginiai buvo paruosti
analogiSkai, tik vietoje fermenty miSinio jpilama vandens be ribonukleaziy, miSiniai $velniai
iSmaisyti. KDNR sintetinama termocikleryje nustacius programa: 10 min. inkubacija 25 °C,
30 min. inkubacija 50 °C, 5 min. inkubacija 85 °C. Pasibaigus reakcijai, susintetinta KDNR buvo

praskiesta 10 karty naudojant vandenj be ribonukleaziy.

2.3.5. Realaus laiko kiekybiné polimeraziné grandininé reakcija (RL-kKPGR)

RL-KkPGR analizei atlikti naudojamas komercinis rinkinys Maxima SYBR® Green
gPCR Master Mix. Kiekvienam RL-kPGR taskui imama 2 pl 10 karty skiestos kDNR (10 ng).
Pagamintas bendras reakcijos misinys, susidedantis i§ specifiniy pradmenuy (5 lentelé), vandens
be ribonukleaziy ir ,,SYBR® Green qPCR MM no ROX*, kuris i$pilstomas | mégintuvélius po
8 ul. Tiriamieji ir kontroliniai (be fermenty miSinio) méginiai paruosti ipilant 2 pl 10 karty
skiestos KDNR, 0 nespecifinés saveikos kontroliniai méginiai — 2 ul vandens be ribonukleaziy.
Reakcija vykdoma termocikleryje Rotor-Gene™ 6000 pagal programa, nurodyta 4 lenteléje.

4 lentelé. RL-kPGR programa geny raiskai tirti

Cikly skaicius
Polimerazés aktyvavimas 1 95 °C, 10 min.
DNR matricos denatiiravimas 95°C, 20's
Pradmens prilydimas prie DNR matricos 40 54-59°C, 30 s
Kopijos ilginimas 72°C,30s

5 lentelé. Geny raisSkos analizei naudoti pradmenys

Prilydimo | Amplikono ilgis,

Genas Prad ki
radmeny seka T, °C bp

F 5*-TCCATGACAACTTTGGTATCG
GAPDH R 5*-TGTAGCCAAATTCGTTGTCA 50-60 4

F 5*-CGAGAAGGATGTGGTCCGAG
ocT4 R 5°-CAGAGGAAAGGACACTGGTC % 136

F 5-“TGGACAGTTACGCGCACAT
SOx2 R 5‘-CGAGTAGGACATGCTGTAGGT % 215

F 5‘-AGATGCCTCACACGGAGACT
NANOG R 5*-GTTTGCCTTTGGGACTGGTG % %

REX1 F 5*-GCCTTATGTGATGGCTATGTGT 56 96
R 5°-ACCCCTTATGACGCATTCTATGT

F 5‘-CTCTGAGTGGCAGCTGGAAGA;
ATM R5*-TTTAGGCTGGGATTGTTCGCT 58 129

53 F 5*-TAACAGTTCCTGCATGGGCGGC; 58 121
P R 5‘-AGGACAGGCACAAACACGCACC
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5 lentelés tesinys

21 F 5*-GGCAGACCAGCATGACAGATT, 58 73
P R 5-GCGGATTAGGGCTTCCTCT

" F 5-GCTGCCCAACGCACCGAATA s -
P R 5-“ACCACCAGCGTGTCCAGGAA

F 5-CGACCAGCTGAATCCAGAGT
PPARy2 R 5“-TTGCCAAGTCGCTGTCATCT 59 >4

ALP F 5‘-AGCCCTTCACTGCCATCCTGT 56 68
R 5*-ATTCTCTCGTTCACCGCCCAC

Nestinas F 5*-CTGCTACCCTTGAGACACCTG 54 141
R 5*-GGGCTCTGATCTCTGCATCTAC

Desminas F5-CCTACTCTGCCCTCAACTTC 59 519
R 5*-AGTATCCCAACACCCTGCTC

Kalboninas F 5*-TCCAAATATGACCCCCAGAA 56 276
P R 5°-CCCACTCTCAAACAGGTCGT

Gauti duomenys analizuoti Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 programa.
Nespecifinés saveikos signalas atskiriamas slenks¢iu (10 pav.). Ciklo reikSmés, ties kuriomis

tiriamyjy meéginiy kreivés kerta slenksti, vadinamos Ct reikSmémis.

10

08

tiriamieji )

meéginiai

Norm. Fluoro.
o
[=2

o
F

072 nespecifinés
sgveikos
meéginiai

5 10 15 20 25 30 35 40
Ciklai

Slenkstis
Threshold
00 reshold|

10 pav. RL-kPGR fluorescencijos priklausomybé nuo cikly skai¢iaus

-AACt
2

Kiekybinis geno raiskos pokytis apskaiCiuojamas pritaikius metoda. Nustacius

kontrolinio GAPDH geno bei tiriamy geny Ct reikSmes apskaic¢iuojama ACt reikSme pagal
formulg (1). AACt reikSmeé gaunama normalizavus ACt reikSmg pagal tiriamo geno kontrolinio
meéginio ACt (2). Santykiné geno raiSka apskaiciuota pagal formule (3).
1 ACt = Ct tiriamo geno — Ct GAPDH
2 AACt = ACt tiriamo méginio — ACt(kontrolinio méginio)
a= Z—AACt

3 santykiné geno raisk
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2.3.6. KDNR sintezé ir mikroRNR raiskos analizé naudojant RL-KPGR

KDNR sintezei bei mikroRNR raiSkos tyrimams naudoti Applied Biosystems®
komerciniai rinkiniai, reagentai ir mikroRNR pradmenys (TagMan® MicroRNA Assay,
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit ir TagMan® Universal PCR Master Mix II, No
UNG). Visos procediros atliktos pagal gamintojo rekomendacijas.

kDNR sintezei naudotas atvirkStinés transkripcijos rinkinys. Reagentai atSildomi
Saltuose stoveliuose, paruoSiamas reikalingas mégintuvéliy be ribonukleaziy skaicius.
Atitinkamais kiekiais supilstomas bendras reakcijos misinys, kai vienai reakcijai reikia 0,075 ul
deoksinukleotidy tirpalo (100 mM), 0,5 ul atvirkstinés transkriptazés fermento, (50 U/ul),
0,75 ul 10x buferinio tirpalo, 0,095 ul RNaziy slopiklio (20 U/ul) ir 2,08 ul vandens be
nukleaziy. Pridedama po 2,5 pul RNR, kurios kiekis méginiui 25 ng, nespecifinés saveikos
kontroliniuose méginiuose vietoje RNR jpilamas toks pat tiiris vandens be nukleaziy. | kiekviena
mégintuvelj ipilama po 1,5 ul tiriamos MikroRNR pradmeny. Méginiai inkubuojami $altai
5 min., sintezés reakcija paleidziama termocikleryje pagal programa: 30 min. inkubacija 16 °C,
30 min. inkubacija 42 °C ir 5 min. inkubacija 85 °C. Pasibaigus sintezés reakcijai atlickama
miRNR raiskos analizé naudojat RL-kPGR arba meéginiai uzsaldomi -20 °C.

RL-KPGR naudoti reagentai bei susintetinta kDNR laikomi ant ledo, paruos$iamas
reikiamas kiekis meégintuveliu be riboneukleaziy. Reakcijos miSinys gaminamas kiekvienam
kDNR meéginiui atskirai. Trims to pacio méginio pakartojimams sumaiSomas reakcijos misinys,
susidedantis i§ 3,6 ul TagMan® mazy RNR tirpalo (20x), 4,8 ul kDNR, 36 pl ,,TagMan®
Universal PCR Master Mix Il, No UNG (2x)* ir 27,61 ul vandens be nukleaziy. Nespecifinés
saveikos kontroliniai méginiai paruosti vietoje KDNR jpilant tokj patj tiirj vandens be nukleaziy.
Galutinis reakcijos turis — 20 pul. RL-kPGR paleidziama termocikleryje pagal programa nurodyta

6 lenteléje:

6 lentelé. RL-kPGR programa mikroRNR raiskai tirti

PGR

40 cikly

Fermenty aktyvinimas Pradmens prilydimas
DNR denatiiravimas ) L
ir kopijos ilginimas

Temperatiira 95 °C 95°C 60 °C

Trukmeé 2 min. 15s 60 s

Duomenys apdorojami kaip nurodyta 2.3.5 skyriuje. Kiekybinis geno raiSkos pokytis

2 -AACt

apskaiCiuojamas pritaikius metoda. Nustacius kontrolinés miRNR RNU 48 bei tiriamy

mikroRNR Ct reik§mes apskaic¢iuojama ACt reikSmé pagal formulg (4). AACt reikSmé gaunama
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normalizavus ACt reik§me pagal tiriamos mikroRNR kontrolinio méginio ACt (5). Santykiné

mikroRNR raiska apskai¢iuota pagal formulg (6).
4 ACt = Ct tiriamos miRNR — Ct RNU 48
5 AACt = ACt tiriamo méginio — ACt(kontrolinio méginio)

6 santykiné mikroRNR raiska = 274ACt

2.3.7. Genominés DNR skyrimas

Ivertinant visumini DNR metilinima lastelése, iS jy buvo iSskirta genominé DNR
(gDNR). Skyrimui naudotas komercinis Zymo Research rinkinys Genomic DNATM-Tissue
MiniPrep. Visos procediiros atlickamos remiantis gamintojo protokolu.

Lastelés atkabinamos nuo auginimo indy pavirSiaus kaip nurodyta 2.3.1. dalyje,
surenkamos | mégintuvélj ir centrifuguojamos 500 rcf, 5 min., KT. Supernatantas pasalinamas,
lastelés resuspenduojamos 1 ml PBS ir perneSamos { 1,5 ml centrifuginius mégintuvelius.
Meéginiai vél centrifuguojami tokiomis paciomis salygomis. Supernatantas pasalinamas, lastelés
resuspenduojamos 195 ul lizavimo misinyje, paruostame i§ 1 dalies proteinazés K (20 mg/ml),
19 daliy vandens ir 19 daliy 2x apdorojimo buferio, méginiai inkubuojami 55 °C apie 2 valandas.
Po inkubacijos { méginius pridedama po 700 pl genominés lizés buferio, gerai iSpipetuojama ir
supurtoma, centrifuguojama 10000 rcf, 1 min., KT, iS¢da netirpios nuosédos, o supernatantas
perkeliamas | Zymo-Spin™ IIC kolonéles, patalpintas surinkimo mégintuvéliuose.
Centrifuguojama tokiomis paciomis salygomis, kolonélés perkeliamos 1 naujus surinkimo
meégintuvelius. [ kolonéles pridedama 200 ul DNR pirminio plovimo buferio, centrifuguojama
tokiomis paciomis salygomis. Kolonélés plaunamos su 400 pl g-DNR plovimo buferio,
centrifuguojama dar karta. Po centrifugavimo kolonélés perkeliamos i Svarius 1,5 ml
meégintuvelius, ant membranos uzlasinama apie 50-100 pl DNR eliucijos buferio, inkubuojama
5 min., KT. Po inkubacijos méginiai centrifuguojami greiciausiu greiciu 30s, iSskirtos genominés

DNR koncentracija manuojama nanospektrofotometru, naudojama i§ karto arba laikoma -20 °C.

2.3.8. Visuminio DNR metilinimo jvertinimas

VVKL visuminiam DNR metilinimui nustayti naudojas komercinis Zymo Research
rinkinys 5-mC DNA ELISA Kit. Visos procediiros atlickamos pagal gamintojo rekomendacijas.

Reakcijoms reikalingas gDNR kiekis — 100 ng. Pagal isskirtos genominés DNR
koncentracija paskai¢iuojamas reikiamas gDNR kiekis, kuris patalpinamas 0,5 ml
meégintuvelivose ir naudojant buferj pasiekiamas galutinis 100 pl turis. Kaitinimo bloke

vykdoma DNR denaturacija 98 °C, 5 min. Po inkubacijos méginiai patalpinami lede ir laikomi
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10 min. 100 pl denatiruotos DNR perkeliama i 96 Sulinéliu plokstelés Sulinélius, plokstelé
uzdengiama folija ir inkubuojama 1 val. 37°C. Po inkubacijos buferis paSalinamas i§ plokstelés,
Sulinéliai 3 kartus plaunami su 200 ul 5-mC ELISA buferio, i kiekviena Sulinéli ipilama po
200 pl 5-mC ELISA buferio, plokstelé uzdengiama folija ir inkubuojama 30 min. 37 °C. Po
inkubacijos buferis pasalinamas, i Sulin¢lius jpilama 100 pl antikiing miS$inio, susidedancio i$
5-mC ELISA buferio (100 pl Sulinéliui), anti-5-metilcitozino pirminio antikiino (0,05 pl/100 pl
buferio) ir antrinio antiktino (0,1 ul/100 pl buferio), plokstelé uzdengiama folija ir inkubuojama
1val. 37 °C. Po inkubacijos antikiiny miSinys paSalinamas, Sulinéliai 3 kartus plaunami su
200 pul 5-mC ELISA buferio. Spalvinés reakcijos vyksmui i kiekviena Sulinélj reikia ipilti po
100 ul HRP tirpalo ir inkubuoti 30 min. KT. Spektrofotometru matuojama $viesos sugertis ties
405-450 nm bangos ilgiu. Visuminis metilinimo lygis apskai¢iuojamas pagal gamintojo

protokole esancia formulg.

2.3.9. B-galaktozidazés aktyvumo nustatymas

B-galaktozidazinis lasteliy aktyvumas vertinamas naudojant komercini Sigma-Aldrich
rinkini Senescence Cells Histochemical Staining Kit. Visos procediiros atlickamos pagal
gamintojo rekomendacijas.

Mitybiné terpé paSalinama nuo lasteliy monosluoksnio, kuris du kartus atsargiai
praplaunamas su PBS (0,1 ml/cm?). ParuoSiamas fiksacijos buferis (10x fiksavimo buferis
praskiedziamas iki 1x naudojant distiliuota vandeni), kuriuo paveikiamas lasteliy monosluoksnis
7-10 min. KT (0,16 ml/cm?), praéjus inkubacijai fiksavimo buferis pasalinamas, o lastelés tris
kartus praplaunamos su PBS (0,1 ml/cm?). Ant uzfiksuoto lasteliy monosluoksnio uZpilamas
dazymo miSinys (0,1 ml/cm?), paruostas 18 8,5 daliy distiliuoto vandens, 1 dalies 10x dazymo
tirpalo, 0,25 dalies X-gal tirpalo ir po 0,125 dalies reagento B ir reagento C. Lastelés
inkubuojamos 37 °C oro termostate apie 16 valandu. B-galaktozidazinis lasteliy aktyvumas
vertinamas mikroskopuojant lasteliu preparatus, skaiCiuojamos zalsvai/melsvai nusidaziusios
lastelés bei bendras lasteliy skaiCius (500 lasteliu), nusidaziusiy lasteliy kiekis iSreisSkiamas

procentine iSraiSka.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1.LASTELIU IS VAISIAUS VANDENU SKYRIMAS IR
KULTIVAVIMAS

Tyrimams naudotos Iastelés iSskirtos 1§ 6 wvaisiaus vandeny méginiy, gauty
amniocenteziy metu, atlikty dél padidintos chromosominiy ligy rizikos (vyresnis motinos
amzius, padidinta biocheminé rizika, echoskopiSkai nustatyta arba jtarta vaisiaus patologija arba
chromosominés patologijos Zymenys) 18—27 néStumo savaitémis. Pacien¢iy amzius svyravo tarp
24-43 mety. Méginiy tyrimams gautas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos
komiteto leidimas Nr. 158200-428-PP2-45. Pacientés buvo supazindintos su Ketinimais atlikti
tyrimus bei pasiraseé oficialy informuoto asmems sutikima.

Tirti méginiai su gydytoju genetiky patvirtintais skirtingais vaisiaus vystymosi
sutrikimais bei méginiais patvirtintais Kaip sveiko, normalaus né$tumo. I$skirtoms lasteléms
leidziama prikibti prie auginimo indy pavirSiaus 7-14 dieny, stebimas pirmuyjy koloniju

susidarymas (11 pav.).

Pirmosios kolonijos

11 pav. Susidariusios pirmosios kolonijos méginiuose bei auginamy lasteliy kultary morfologiniai

poky¢iai (mastelis 400 pum)
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Prikibusios lastelés formuoja morfologisSkai skirtingas lasteliu kolonijas, tad turima
lasteliy kultiira yra heterogeniska. Prie augimo indy pavirSiaus prisitvirtina dalis i§ vaisiaus
kilusiy jau specializuoty lasteliy, ir mezenchiminés kamieninés lastelés.

Taip pat stebimi lasteliy morfologiniai pokyciai ir jas kultivuojant vienasluoksnéje
kultturoje. Pagal augimo charakteristikas iSskirtos trys lasteliu kulttiros fazés: ankstyva, tarping ir
vélyva (11 pav.). Ankstyvoje fazéje (pasaze) kultira tvarkinga, lastelés taisyklingos, panaSios
formos, daug besidalinanciy lasteliy, tarpinéje fazéje (pasaze) jau pastebéti kulttiros pokyciai,
atsiranda dalinai iSplokstéjusiy lasteliy, nors dar nemazai grazios formos, proliferuojanciy
lasteliy, kuriy itin sumazéja vélyvoje fazéje (pasaze), kuomet didzioji dalis Iasteliy kulttiroje yra
padidéjusios, iSplokstéjusios bei uzima dideli pavirSiaus plota (palyginus su ankstyvo pasazo
lastelémis), tampa nevienodos formos. Jau senai zinoma, kad tokie kultiiros pokyciai siejami su
lasteliy senéjimo procesais (Bayreuther ir kt., 1988), kuriuos reguliuoja jvairtis molekuliniai

mechanizmai.

3.2.1SSKIRTU LASTELIY CHARAKTERIZAVIMAS

Kamieninés lastelés iprastai apibiidinamos pagal specifiniy pavirSiaus Zymeny ir
buidingy transkripcijos veiksniy raiSka. Darbo metu tirti MKL pavirSiaus zymenys CD44, CD90
ir CD105, taip pat kaip neigiamas Zymuo pasirinktas hematopoetiniy lasteliy Zymuo CD34,
tikrinta daugiagaléms kamieninéms lasteléms biidingy transkripcijos veiksniy OCT4, Nanog,

SOX2, REXI, palaikanciy lasteles nediferencijuotoje biisenoje, raiSka (12 pav.).
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12 pav. Vaisiaus vandeny kamieniniy lasteliy charakterizavimas pagal pavirSiaus zymeny (A) ir transkripcijos

veiksniy (B) raiska

Tirtos vaisiaus vandeny kamieninés lastelés pasizyméjo MKL bidingais pavirSiaus
zymenimis. [vertinus ju raiSka pastebéta, jog auginant lasteles Siy Zymeny raiska keiciasi. CD44

ir CD90 raiska sumazg¢ja jau tarpiniame pasaze ir lieka pastovi iki vélyvo pasazo. CD44 svarbus
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lasteliy adhezijai, tarplastelinei saveikai (Mun ir Boo, 2010), auginant lasteles zymens raiska
mazeja, o lasteléms sunkiau islikti prikibusioms prie auginimo indy pavirSiaus. Kity mokslininky
darbuose teigiama, kad kultivuojant gryna MKL kultiira CD90 raiska nesikeicia (Yu ir kt., 2014),
tad §i0 Zymens raiSkos sumaz¢jimui jtakos gali turéti turima nevienalyté kultiira. Rezultatai rodo,
kad itin sumaZzéja (daugiau nei tris kartus) CD105 raiSka velyvame pasaze, Sis Zymuo siejamas su
lasteliy citoskeleto organizacijos, morfologijos ir lasteliy migracijos poky¢iais (Sanz-Rodriguez
et al., 2004), kurie pastebimi ir stebint lasteles Sviesiniu mikroskopu. Né vienas i tirty Iasteliy
meéginiy nepasizymejo CD34 zZymens raiSka (duomenys nerodomi).

IStyrus transkripcijos veiksniy raiSka nustatyta, jog lastelés viso auginimo metu
pasizymi daugiagaléms kamieninéms lasteléms biidingy transkripcijos veiksniy raiSka. Pastebéta
bendra tendencija, jog auginant lasteles transkripcijos metu susintetintos iRNR kiekis iSlicka
pastovus lyginant su lastelése sintetinama GAPDH geno iRNR, i$skyrus SOX2 transkripcijos

veiksni, kurio iRNR kiekis did¢jo (nustatomo produkto kiekis pasirod¢ ankstesniame cikle).

3.3.LASTELIU DIFERENCIACIJA [VAIRIOMIS KRYPTIMIS

Vaisiaus vandeny kamieniniy lasteliy plastiSkumas jvertintas tiriant ju gebé&jima
diferencijuoti ivairiomis kryptimis: adipogenine, osteogenine, neurogenine, miogenine ir
kardiomiogenine. Atlikta tiek kokybiné (dazant Iasteliy preparatus specialiais cheminiais dazais),
tiek kiekybiné (budingy geny raiska) diferenciacijos analizé (13-16 pav.). Diferenciacijos
tyrimai atlikti su lastelémis, iSskirtomis i§ méginiy, kuriuose patvirtinti skirtingi vaisiaus

vystymosi sutrikimai (D1 ir D2).
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13 pav. Adipogeninés diferenciacijos {vertinimas. A — kontroliniy lasteliy dazymas (mastelis 400 um), B —

diferenciacijos kokybinis vertinimas (mastelis 100 um), C — diferenciacijos kiekybinis vertinimas

Adipogenine kryptimi skirtingy méginiy lastelés diferencijuotos 12 dieny, kuriy metu
pasikeité lasteliy morfologija, jos tapo apvalesnés, taip pat diferenciavusiose Iastelése kaupési

budingos riebalinés vakuolés (13 pav. B). Adipogeninei diferenciacijai biidinga padidéjusi
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PPAR-y2 transkcripcijos veiksnio, reguliuojancio riebaly rugs¢iy kaupimasi lastelése (Delo ir kt.,
2006), raiska (13 pav. C). Geno raiska Siuose méginiuose didesné palyginus su kontrole, bet

lasteliy, iSskirty i$ vaisiaus vandeny, budingy skirtingiems vaisiaus vystymosi sutrikimams (D1

ir D2), diferenciacijos galimybés skiriasi.
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14 pav. Osteogeninés diferenciacijos jvertinimas. A — kontroliniy lasteliy dazymas (mastelis 400 um), B —

diferenciacijos kokybinis vertinimas (mastelis 400 um), C — diferenciacijos kiekybinis vertinimas

Osteogenine kryptimi skirtingy méginiy lastelés taip pat diferencijuotos 12 dieny.
Diferenciacijos metu kultiiroje esancios lastelés uzmezga savotiska tinkla, o kokybiskai vertinant
lasteliy preparatus matomi raudonai nusidaze kalcifikatai (14 pav. B). Zinoma, kad ALP raiska
suaktyvéja vykstant osteogenezei (14 pav. C), Sis fermentas generuoja fosfatus, kurie reikalingi
audinio mineralizacijai (Pittenger ir kt., 1999). Abieju lasteliy linijy diferenciaciju metu ALP
geno raiska padidéja, taciau raiSkos skirtumas tarp lasteliy, iSskirty i§ vaisiaus vandeny, biidingy

skirtingiems vaisiaus vystymosi sutrikimams, itin didelis.
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15 pav. Neurogeninés diferenciacijos {vertinimas. A — kontroliniy lasteliy dazymas (mastelis 400 um), B —

diferenciacijos kokybinis vertinimas (mastelis 400 um), C — diferenciacijos kiekybinis vertinimas

Neurogenine kryptimi lastelés diferencijuoja greiciau, jau po 5 dieny pastebéta pakitusi
lasteliy kultira. Diferenciacijos metu lastelés keiciasi morfologiskai, igauna neuronams

budingesne forma (15 pav. B), kaip pastebéta ir ankstesniuose tyrimuose (Delo ir kt., 2006)

35



kultaroje vyrauja dvieju tipu lasteliu populiacijos — morfologiskai didelés, plokstesnés lastelés ir
nedidelés bipolinés lastelés, nors reikSmingi skirtumai tarp $iy dvieju subpopuliacijuy dar
neiSaiskinti. Kiekybiskai diferenciacija ivertinta iStyrus geno, koduojan¢io neuroprogenitorinéms
lasteléms budingo baltymo nestino, raiska (15 pav. C). Diferenciacijos metu $io geno raiska

suaktyvejo palyginus su kontroliniais méginiais, o skirtumas tarp skirtingy meginiy nedidelis.

C 8
7 4
©
% 6
©
e 5 { aD1 Kontrolé
S 4 =D1 Dif
2 3 mD2 Kontrolé
£ |
= D2 Dif.
c 2|
@
w
1
04

Desminas Kalponinas

16 pav. Miogeninés diferenciacijos jvertinimas. A — kontroliniy lasteliy dazymas (mastelis 400 um), B —
diferenciacijos kokybinis vertinimas, juodomis rodyklémis pazymétos daugiabranduolés lastelés (mastelis 400 um),

C — diferenciacijos kiekybinis vertinimas

Miogenine kryptimi lasteliy diferenciacija truko 12 dieny, stebétas susiliejusiy
daugiabranduoliy lasteliy susidarymas. Kiekybinés difereanciacijos analizés metu tirta desming
ir kalponina koduojanciy geny raiska. Desmimas reguliuoja sarkomeros architektiira miocituose,
kalponinas atsakingas uz kalcio jony suri§ima ir taip dalyvauja raumeniniy susitraukimy procese.
Rezultatai rodo, kad diferenciacijos skirtingose lasteliy linijose metu, specifiniy geny raiSka
skirtinga, t.y. D1 diferencijuotos lastelés pasizyméjo suaktyvéjusia desmino geno raiSka, 0 D2
méginio lastelése padidéjusi kalponino raiska.

Vaisiaus vandenuy kamieniniy lasteliy diferenciacijos ivairiomis kryptimis metu
kokybiskai ir kiekybiskai jvertintas lasteliy plastiskumas in vitro. Visy diferenciacijy metu
lastelés pasizymeéjo diferenciacijai buidinga morfologija, vyko specifiniy produkty susikaupimas,
pasizymejo budingy genu raiSka. Taciau taip pat pastebéta, jog vienodomis salygomis
diferencijuojamos lastelés pasizymi skirtingu specifiniy geny raiskos lygiu. Manoma, jog tai
vyko dél skirtingo diferenciacijos molekuliniy mechanizmy aktyvavimo lastelése, iSskirtose i$
vaisiaus vandeny, budingy skirtiengiems vaisiaus vystymosi sutrikimams. Taip pat Sie skirtumai
gali atsirasti dél nevienalytés lasteliy kulttros, kurioje yra jvairaus diferenciacijos lygio ir jau

specializuoty lasteliy.
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3.4.VISUMINIO METILINIMO POKYCIAI DIFERENCIACIJOS METU

DNR metilinimas turi itakos geny raiskai lastelése ivairiy procesu metu. Taisyklingas
DNR metilinimas ypa¢ svarbus kamieniniy lasteliy diferenciacijoje, specifiniy geny
transkripcijos aktyvacijoje. Visuminis DNR metilinimas VVKL jvertintas kontrolinése ir
diferencijuotose lastelése, iSskirtose i§ D6 méginio, kuriame patvirtintas vaisiaus vystymosi
sutrikimas. Diferenciacija ivertinta mikroskopiskai stebint lasteles ir specifinius jy pokycius.

Tyrimo rezultatai pateikti 17 paveiksle.
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17 pav. 5-mC raiskos skirtumai tarp kontroliniy ir diferencijuoty lasteliy

Gauti duomenys rodo, kad palyginus su kontrolinémis lastelémis visuminis DNR
metilinimas adipogeninés ir osteogeninés diferenciacijos metu sumazéja, o neurogenings ir
miogeninés diferenciacijos metu jis padidéja. DNR metilinimas siejamas su geny promotoriniy
seky blokavimu ir geny raiskos slopinimu (Zhou ir kt., 2011), tad neurogeninés ir miogeninés
diferenciacijos metu geny raiSka yra slopinama, o adipogeninés ir osteogeninés diferenciacijos
metu geny raiSka yra aktyvinama. Be to, tam tikras bendras DNR metilinimas visada yra
palaikomas galutinai specializuotoje lasteléje. Musu tyrimuose pastebéta, jog neurogeniné ir
miogeniné diferenciacija jvyksta per trumpesni laika nei adipogeniné ir osteogenine
diferenciacijos. Manome, jog tai taip pat galéty lemti didesni metilinimo lygi galutinai

diferencijuotose lastelése.

3.5.MIKRORNR RAISKOS POKYCIAI LASTELIU KULTIVAVIMO
METU

Vaisiaus vandenuy kamieniniy Iasteliy augimo ir senéjimo procesai vertinami tiriant
tokiy epigenetiniy reguliatoriy kaip mikroRNR raiska. [vairiy mikroRNR raiska tirta méginiuose,

kurie atitinka skirtingus vaisiaus vystymosi sutrikimus ir pateikiami D1, D3 ir D4 bei sveiko
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néstumo atvejai (D5). MikroRNR raiskos tyrimy jvairiose lasteliy augimo fazése rezultatai

pateikti 18-20 paveiksluose.
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18 pav. miR17 ir miR34a raiSka méginiuose ivairiose kultivavimo stadijose

miR17 ir miR34a reguliuoja lasteliy proliferacijos ir senéjimo procesus. Tiriant Siy
mikroRNR raiska skirtingose augimo fazése nustatyta, jog miR17 raiska vélesniuose pasazuose
sumazgja visuose méginiuose, miR34a raiska padid¢ja D1, D3 ir D5 méginiuose, o D4 islieka
pastovi. Skelbiama, kad Zmogaus somatinése lastelése miR17 raiSka mazZéja joms senstant
(Hackl ir kt., 2010), o miR34a raiska priesingai — padidéja $iy procesy metu (Zhang ir kt., 2015).
D4 méginyje miR17 raiSka sumaz¢jo ne taip Zymiai, o miR34a raiSka nepasikeite, tad galima

manyti, kad Siose lastelése senéjimo procesai néra tokie aktyviis palyginti su kitomis linijomis.
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19 pav. miR148b ir miR152 raiska méginiuose jvairiose kultivavimo stadijose

miR148/152 Seimai priklausan¢ios mikroRNR, tarp jy ir miR148b bei miR152,
dalyvauja sveiko audinio vystymesi ir lateliy augime. IStyrus $iy miR raiska méginiuose,
nustatyta, jog tiek miR148b, tiek miR152 raiSka padidé¢ja visuose méginiuose i§skyrus D4, kur
raiska iSlieka panaSi visose tirtose kultivavimo stadijose. Kamieninése lastelése miR148b
labiausiai iStirtas kaip osteogeninés diferenciacijos reguliatorius, ta¢iau tiriant vézines lasteles

pastebéta, kad padidéjusi miR148b raiska blokuoja véziniy lasteliu proliferacija (Zhang ir kt.,
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2015). Mancini ir kolegos 2012 metais nustaté, kad miR152 raiska padidéja zmogaus odos
fibroblasty senéjimo metu (Mancini ir kt., 2012), o Huang ir kolegos 2015 metais parodé, kad
padidéjusi miR152 raiska stabdo véziniy kamieniniy lasteliy proliferacija (Huang ir kt., 2015).
Sie duomenys sutampa su miisy rezultatais, gautais tiriant miR 148b ir miR 152 raidkos poky¢ius
Zmogaus vaisiaus vandeny kamieninése lastelése. Nustatéme, kad D4 meéginyje miR148b ir
miR152 raiska isliko beveik nepasikitusi, 0 tai patvirtina, kad tyrimams paimtose lastelése

sen¢jimo procesai dar ne tokie aktyviis.
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20 pav. miR21 raiska méginiuose jvairiose kultivavimo stadijose

Zinoma, kad miR21 dalyvauja transkripcijos veiksnio SOX2 raiskos reguliacijoje,
padidéjusi miR21 raiSka blokuoja SOX2 raiSka ir taip sumaze¢ja lasteliy proliferacija, o
sumazéjusi miR21 raiska indukuoja SOX2 ir lastelés sparciau dauginasi (Ribecco-Lutkiewicz ir
kt., 2016). Tyrimy metu nustatétme miR21 raiSkos sumazé&jima visu méginiy vélyvuose
pasazuose palyginus su ankstyvais pasazais, tad lastelés turéty itin gerai proliferuoti, taciau tiek
stebint lasteliuy kultiira mikroskopu, tiek tiriant kity mikroRNR raiSka, nustatéme, jog lasteles
vélesniuose pasazuose geriau dalijasi lé¢iau. Siy rezultaty paaidkinimui reikty papildomy tyrimy.

Tiriant pasirinkty mirkoRNR raiska Iastelése, iSskirtose i§ sveiko ir sutrikusio vaisiaus
vystymosi néStumy, nustatyta, jog raiSkos modeliai méginuose panaSiis. ISsiskyré tik D4

meéginys, 0 rezultatai parodé, kad sen¢jimo programa lastelése dar neaktyvi.

3.6.LASTELIU SENEJIMAS VIENASLUOKSNEJE KULTUROJE

Vaisiaus vandenuy kamieniniy lasteliy senéjimas vienasluoksnéje kultiiroje ivertintas
tiriant su lastelés ciklo reguliavimu susijusiy geny raiska (21-22 pav.) bei su lasteliy sené¢jimu
siejama [-galaktozidazini aktyvuma (23 pav.). Tyrimai atlikti su lastelémis, iSskirtomis i§
skirtingy méginiy, kuriuose patvirtinti skirtingi vaisiaus vystymosi sutrikimai (D3, D1 ir D4) ir

DS5 reprezentuoja sveika néStuma.

39



Santykiné geno raisSka
Santykiné geno raiska

14 35
12 3 I
: oAnkstyvas

10 25 pasaZas

8 2 @ Tarpinis

6 215 pasazas

4 1 - mVeélyvas

oy 05 F pasazas

D5 D3 D1 D4 D5 D3 D1 D4

ATM p53

21 pav. ATM ir p53 geny raiska jvairiose kultivavimo stadijose

Lastelése, atsiradus dvigrandés DNR trikiams, autofosforilinimo metu aktyvuojama
serino/treonino kinazé¢ ATM, kuri fosforilimo metu aktyvuoja lastelés ciklo reguliatoriy p53. Tuo
tarpu p53 signalinés kaskados budu inicijuoja lastelés ciklo stabdyma, DNR pazaidy taisyma
arba lasteliy apoptoze¢ (Khalil ir kt., 2012). Tiriant $iy baltymy geny raiSka nustatyta, kad D5 ir
D3 méginiuose vélyvuose pasazuose tieck ATM, tiek p53 raiSka padidéja, o D1 ir D4 raiska
atvirk$céiai — sumazéja. D5 méginio tarpiniame pasaze ATM raiska smarkiai sumazéjusi, o pS53

raiSka padidéjusi. Manome, kad p53 yra reguliuojama kitais signaliniais keliais.
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22 pav. p21 ir p16 geny raiska jvairiose kultivavimo stadijose

Signalinés kaskados metu p53 aktyvuoja nuo ciklino priklausanciy kinaziy slopiklio p21
raiS$ka ir taip inicijuojamas lastelés ciklo stabdymas pereinant i§ G1 | S fazg. Taip pat yra darby,
teigianCiy, kad p53 néra biitinas p21 aktyvacijai lastelés ciklo reguliavimo metu (Mackleod ir kt.,
1995). Kitas nuo ciklino priklausanciy kinaziy slopiklis p16 taip pat stabdo lastelés cikla G1/S
metu (Becker ir Haferkamp, 2013). Negriztamas lastelés ciklo stabdymas biitent Sioje stadijoje
budingas lasteliy sen¢jimui (Sherwood ir kt., 1988). Tiriant Siy genuy raiska lasteliy kultivavimo
metu pastebéta, kad D5 ir D3 méginiuose p21 ir p16 raiSka padidéja vélesniuose pasazuose, D1
ir D4 méginiuose p21 raiska sumazéja, o p16 raiska padidéja. Teigiama, kad p21 raiska pradeda

mazéti, kuomet lastelés galutinai ,,pasensta“, o p16 raiska didéja ir toliau (Stein ir kt., 1999). Tad
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biity galima teigti, kad D1 méginyje lastelés ,,paseno® jau tarpiniame pasaze, kadangi jame p21
raiSka padidéjo tris kartus palyginus su anktyvo pasazo lastelémis, o vélyvame pasaze sumazéjo

perpus, palyginus su ankstyvo pasazo lastelémis.

Prie§ dazyma

Po dazymo

B-gal Kultivavimo
aktyvumas trukmé

D5 30 % 20d.
D3 40 % 21d.
D1 30 % 20d.
D4 20 % 27 d.

Meéginys

23 pav. p-galaktozidazinis aktyvumas lasteliy (D3 méginio reprezentacinés dazymo nuotraukos)

vélyvame pasaze (mastelis 100 pm)

B-galaktozidazé — tai lizosomuy hidrolazé, fermentas, kuris normaliomis salygomis
aktyvus, kuomet aplinkos pH=4, taCiau senstanciose lastelése P-galaktozidazinis aktyvumas
pastebimas, kuomet aplinkos pH=6. Su senéjimu susijusio [-galaktozidazinio aktyvmo
padidéjimas taip pat siejamas su lasteliy morfologiniais poky¢iais (Toussaint ir kt., 2000).
Fermento aktyvumo pasikeitima nulemia lizosomy aktyvumo ir kiekio padid¢jimas senstanciose
lastelése (Kurtz ir kt., 2000). Kultivavimo metu visy méginiy vélyvuose pasazuose nustatytas
padidéjusi B-galaktozidazés raiska. Nustatyta, kad lastelés vienasluoksnéje kultiiroje audo 20—-27
dienas, o fermento aktyvumas siekia 2040 %. Nors visy méginiy rezultatai panasis, i$siskyré
D4 méginys, kuris kultiiroje augintas ilgiausiai, tafiau jo [-galaktozidazinis aktyvumas
maziausias.

Tiriant su lastelés ciklo valdymu susijusiu geny raiSka ir B-galaktozidazés aktyvuma
lastelése, i$skirtose 18 sveiko ir sutrikusio vystymosi néStumuy, nustatyta, jog raiSkos modeliai D5,
D3 ir D1 méginuose panasis. ISsiskyré D4 méginys, abiejy tyrimy metu gauti duomenys rodo,

kad lastelés sensta létai, senéjimo procesas néra toks aktyvus palyginus su kitais méginiais.
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ISVADOS

IS vaisiaus vandeny iSskirtos ir atrinktos kamieninés lastelés. Nustatyta, kad auginamos
vienasluoksnéje kulttiroje keité savo morfologija vélesniuose pasazuose.

Tirty pavirSiaus zymeny (CD44, CD90 ir CD105) raiSka keiciasi dauginant atrinktas
kamienines lasteles — ji maz¢ja vélesniuose pasazuose. Transkripcijos veiksniy raiska lasteliy
dauginimosi metu lieka nepakitusi, nezymiai did¢ja tik SOX2 raiska.

Nustatyta, kad VVKL diferencijuoja adipogenine, osteogenine, neurogenine ir miogenine
Kryptimis, tai patvirtinta morfologiniais ir specifiniy genuy raiskos poky¢iais.

MikroRNR raiskos poky¢iu tendencijos tarp normalaus ir sutrikusio vaisiaus vystymosi
néstumy meéginiy nesiskyre.

. Nustatyti geny, susijusiy su sené¢jimo (ATM, p53, p21 ir pl6) procesais pokyciai, kurie

patvirtina lastelése vykstancius sené¢jimo procesus velesniuose lasteliy augimo pasazuose.
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