https://doi.org/10.15388/vu.thesis.284
https://orcid.org/0000-0002-2707-7724

VILNIAUS UNIVERSITETAS

Aiste
ZENTELYTE

Vaisiaus vandeny kamieniniy lgsteliy
diferenciacijos molekuliniai tyrimai

sveiky néstumy ir néstumy su vaisiaus
patologija atvejais

DAKTARO DISERTACIA

Gamtos mokslai,
Biochemija (N 004)

VILNIUS 2022



Disertacija rengta 2017— 2021 metais Vilniaus universitete Gyvybés moksly
centre Biochemijos institute.

Mokslinius tyrimus rémé Lietuvos mokslo taryba (projektas ,,Epigenetiniy
veiksniy ir mikro RNR vaidmuo vaisiaus vandeny kamieniniy lasteliy
funkcionavime*, MIP-57/2015; gauta Lietuvos mokslo tarybos stipendija uz
akademinius pasiekimus), Vilniaus universitetas (Mokslo skatinimo fondo
finansuotas projektas ,,Zmogaus vaisiaus vandeny kamieniniy lasteliy
nervinés diferiancijos tyrimas“, MSF-JM-4; Mokslo skatinimo fondo
finansuota iSvyka j konferencija; gauta vienkartiné tiksliné stipendija) ir
Gyvybés moksly centras (gauta GMC vardiné stipendija uz akademinius
pasiekimus)

Moksliné vadové:

Dr. Veronika V. Borutinskaité (Vilniaus universitetas, gamtos mokslai,
biochemija — N 004)

Moksliné konsultanté:

Prof. Dr. Riita Navakauskiené (Vilniaus universitetas, gamtos mokslai,
biochemija — N 004).

Gynimo taryba:

Pirmininké — Dr. Daiva Baltriukiené (Vilniaus universitetas, gamtos
mokslai, biochemija N004).

Nariai:

Dr. Daiva Bironaité (Valstybinis moksliniy tyrimy institutas Inovatyvios
medicinos centras, gamtos mokslai, biochemija — N 004);

Prof. Dr. Dainius Characiejus (Vilniaus universitetas, medicinos ir
sveikatos mokslai, medicina — M 001);

Prof. Dr. Gediminas Cepinskas (Lawson Sveikatos moksly institutas,
Kanada, gamtos mokslai, biochemija — N 004);

Prof. Dr. Vytenis Arvydas Skeberdis (Lietuvos sveikatos moksly
universitetas, gamtos mokslai, biologija — N 010).

Disertacija ginama vieSame Gynimo tarybos posédyje 2022 m. vasario mén.
25 d. 14 val. Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro R-401 auditorijoje.
Adresas: Saulétekio al. 7, LT-10527, Vilnius, Lietuva

Tel. +37052234416; el. pastas info@gmc.vu.lt .

Disertacija galima perzitiréti Vilniaus universiteto bibliotekoje ir VU interneto
svetainéje adresu: https://www.vu.lt/naujienos/ivykiu-kalendorius



https://doi.org/10.15388/vu.thesis.284
https://orcid.org/0000-0002-2707-7724

VILNIUS UNIVERSITY

Aiste
ZENTELYTE

Molecular studies of differentiation in
amniotic fluid stem cells of healthy and
fetus affected gestations

DOCTORAL DISSERTATION

Natural Sciences,
Biochemistry (N 004)

VILNIUS 2022



This dissertation was written between 2017 and 2021 at Vilnius University
Life Sciences Center Institute of Biochemistry.

The research was supported by Research Council of Lithuania (project
»Regulation of amniotic fluid-derived stem cell functioning by microRNA and
epigenetic factors”, MIP-57/2015; granted a scholarship for academic
accomplishments), Vilnius University (project ,,Neurogenic differentiation of
human amniotic fluid mesenchymal stem cells, MSF-JM-4; granted a
scholarship to atend a conference; granted a one-time targeted scholarship)
and Life Sciences Center (granted LSC nominal scholarship).

Academic supervisor:
Dr. Veronika V. Borutinskaité (Vilnius University, Natural Sciences,
Biochemistry — N 004).
Academic consultant:
Prof. Dr. Rata Navakauskiené (Vilnius University, Natural Sciences,
Biochemistry — N 004).

Dissertation Defence Panel:

Chairman — Dr. Daiva Baltriukiené (Vilnius University, Natural Sciences,
Biochemistry — N 004).

Members:

Dr. Daiva Bironaité (State Research Institute Centre for Innovative
Medicine, Natural Sciences, Biochemistry — N 004);

Prof. Dr. Dainius Characiejus (Vilnius University, Medicine and Health
Sciences, Medicine — M 001);

Prof. Dr. Gediminas Cepinskas (Lawson Health Research Institute, Canada,
Natural Sciences, Biochemistry — N 004);

Prof. Dr. Vytenis Arvydas Skeberdis (Lithuanian University of Health
Sciences, Natural Sciences, Biology — N 010).

The dissertation shall be defended at a public meeting of the Dissertation
Defence Panel at 14 h on 25th February 2022 in Room R-401 of Vilnius
University Life Sciences Center.

Address: Sauletekio av. 7, LT-10257, Vilnius, Lithuania

Tel. +37052234416; e-mail: info@gmc.vu.lt

The text of this dissertation can be accessed at the library of Vilnius
University, as well as on the website of Vilnius University:
www.vu.lt/It/naujienos/ivykiu-kalendorius



TURINYS

PUBLIKACIIU SARASAS ..ottt 7
SANTRUMPOS ...t 8
TVADAS .o 11
METODAL ..o 17

1.1 VVKL isskyrimas, kultivavimas, kariotipavimas ir poveikiai . 17
1.2. VVKL diferenciacijos iNAUKCIJa..........ccceovevrinerinencrieieinins 17
1.3. RNR skyrimas ir TL-KPGR .........ccccoviiiiieiecece e 18
1.4. PavirSiniy ir vidulasteliniy baltymy analizé tékmés citometru. 19
1.5. Baltymy i$skyrimas ir Western Blot analizé .................ccccueee. 19
1.6. Imunofuorescencing analize ...........ccovvvevieriiniieniie e 19
1.7. Imunofermentiné sekretuojamy baltymy analizé ..................... 20
1.8. VVKL energetinio profilio ir ROS analizé .............c.cccoceevnennn 20
1.9. Statisting analize...........ocovveeviiiiiinieneeere e 20
REZULTATAI IR JU APTARIMAS ..o 21

2.1. Sveiky néStumy ir néStumy su vaisiaus patologija VVKL
Charakterizavimas............ccoovrieiiiniirecinsecee s 21
2.2. Sveiky néStumy ir néStumy su vaisiaus patologija VVKL
diferenciacijos potencialas riebaline, kauline, raumenine ir nervine
KIYPLIMIS Lot st re st 24
2.2.1. Diferencijuoty VVKL morfologiniai ir geny raiSkos
POKYCIAL 1ttt 24

2.2.2. Epigenetiniai pokyc¢iai VVKL diferenciacijos metu ........ 27

2.3. Sveiky ir polihidramniono néstumy VVKL nerviné diferenciacija. 31

2.3.1. Lasteliy morfologiniai pokyciai diferenciacijos metu...... 31
2.3.2. Geny raiskos pokyc¢iai diferenciacijos metu.........ccooveenee.. 33
2.3.3. Baltymy raiskos poky¢iai diferenciacijos metu................ 35

2.4. Mazyjy molekuliy poveikiy jtaka VVKL savybéms ir nervinés
diferenciacijos POtenCIalUi.........c.ccoeriiieiiiiiiiere e 36



2.4.1. Mazyjy molekuliy poveikiy jtaka VVKL geny ir baltymy

FAISKAL  toovveie e 37
24.2. VVKL metabolizmo pokyciai poveikiy mazosiomis
MOIEKUIEMIS TNELU ...vvevvveieveiie et 38

2.4.3. Mazyjy molekuliy poveikiy jtaka VVKL nervinés

diferenciacijos potencCialUi ..........ccccoveveeviiireiiniice e 39
ISVADOS ..ottt 41
SUMMARY et et 42
LITERATUROS SARAgAS/REFERENCES .............................................. 50
REZULTATU VIESINIMAS ..ottt 63
PADEKA ...ttt 64
CURRICULUM VITAE ...ttt 65
PRIEDAL ...ttt 66
PUBLIKACIIU KOPIJOS ..ottt 69



PUBLIKACIU SARASAS

Disertacija rengta remiantis zemiau iSvardintomis publikacijomis:

1 publikacija. M. Gasianiené, A. Zentelyté, G. Treigyté, S. Baronaité,
J. Savickiené, A. Utkus, R. Navakauskiené. Epigenetic alterations in amniotic
fluid mesenchymal stem cells derived from normal and fetus-affected
gestations: a focus on myogenic and neural differentiations. Cell Biology
International, 2019, 43:299-312. doi: 10.1002/cbin.11099

Autorés indélis: prisidéjo prie publikacijos raSymo ir parengimo spausdinimui, atliko
lasteliy charakterizavimo, geny raiSkos eksperimentus.

2 publikacija. A. Zentelyté, M. Gasiliniené, G. Treigyté, S. Baronaité,
J. Savickiené, V. Borutinskaité, R. Navakauskiené. Epigenetic Regulation of
Amniotic Fluid Mesenchymal Stem Cell Differentiation to the Mesodermal
Lineages at Normal and Fetus-Diseased Gestation. Journal of Cellular
Biochemistry, 2020, 121:1811-1822. doi: 10.1002/jcb.29416

Autorés indélis: prisidéjo prie publikacijos raS§ymo ir parengimo spausdinimui, atliko
lasteliy charakterizavimo, geny ir miR raiskos eksperimentus.

3 publikacija. A. Zentelyté, D. Zukauskaité, 1. Jaceryte,
V.V. Borutinskaité, R. Navakauskiené. Small Molecule Treatments Improve
Differentiation Potential of Human Amniotic Fluid Stem Cells. Frontiers in
Bioengineering and Biotechnology, 2021, 9:623886.
doi: 10.3389/fbioe.2021.623886

Autorés indélis: para$é ir parengé publikacija spausdinimui, atliko lasteliy
charakterizavimo, energetikos, geny ir baltymy raiskos eksperimentus.

4 publikacija. G. Valiuliené, A. Zentelyté, E. Berzanskyte,
R. Navakauskiené. Metabolic Profile and Neurogenic Potential of Human
Amniotic Fluid Stem Cells from Normal vs. Fetus-Affected Gestations.
Frontiers in Cell and Developmental Biology, 2021, 9:700634.
doi: 10.3389/fcell.2021.700634

Autorés indélis: prisidéjo prie publikacijos raSymo ir parengimo spausdinimui, atliko
lgsteliy charakterizavimo, energetikos, baltymy rai$kos eksperimentus.



8-Br-cAMP

APC
ATP
BDNF

BMI1

dbcAMP

DMEM

DNMT
ECAR

EGF
ELISA

EZH2

FBS
FGF
FITC

H3K4me3
H3K9me3
H3K27me3
H3K9ac

SANTRUMPOS
8-Bromadenozino 3',5'-ciklinis adenozino monofosfatas
(angl. 8-Bromoadenosine 3',5'-cyclic monophosphate)
alofikocianinas (angl. allophycocyanin)
adenozin 5' trifosfatas (angl. adenosine triphosphate)

smegeny neurotrofinis veiksnys (angl. brain-derived
neurotrophic factor)

pirmojo Polikombo slopinancio komplekso subvienetas
(angl. B Lymphoma Mo-MLYV Insertion Region 1 Homolog)

dibutiril ciklinis adenozino monofosfatas (angl. dibutyryl
cyclic adenosine monophosphate)

Dulbecco‘s modifikuota Eagle terpé (angl. Dulbecco's
Modified Eagle Medium)

DNR metiltransferazé

uZlgstelinio riigstéjimo greitis (angl. extracellular
acidification rate)

endotelio augimo veiksnys (angl. endothelial growth factor)

fermentiné imuniné reakcija (angl. enzyme-linked
immunosorbent assay)

antrojo Polikombo slopinancio komplekso subvienetas
(angl. enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2
subunit)

fetalinis verSiuko serumas (angl. fetal bovine serum)
fibroblasty augimo veiksnys (angl. fibroblast growth factor)

fluoresceino izotiocianatas (angl. fluorescein
isothiocyanate)

histono H3 4-ojo lizino trimetilinimas
histono H3 9-0jo lizino trimetilinimas
histono H3 27-0jo lizino trimetilinimas

histono H3 9-ojo lizino acetilinimas
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3-izobutil-metilksantinas (angl. 3-isobutyl-1-
methylxanthine)

NF«B signalinj kelig aktyvuojanti kinazé (angl. IxB kinase)
interleukinas

kalio chloridas

komplementari DNR

kamieniné lastelé

didysis audiniy suderinamumo kompleksas (angl. major
histocompatibility complex)

mikro RNR
natrio butiratas

nerviniy lgsteliy adheziné molekulé (angl. neural cell
adhesion molecule)

branduolio veiksnys kapa B (angl. nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells)

nervy augimo veiksnys (angl. nerve growth factor)

deguonies suvartojimo greitis (angl. oxygen consumption
rate)

oksidacinis fosforilinimas (angl. oxidative phosphorylation)
fikoeritrinas (angl. phycoerythirn)
pluripotentinés kamieninés Igstelés

Polikombo slopinantis kompleksas (angl. Polycomb
repressive complex)

retinoiné rtigstis (angl. all-trans retinoic acid)
reaktyvios deguonies rusys (angl. reactive oxygen species)

antrojo Polikombo slopinancio komplekso subvienetas
(angl. suppressor of zeste 12 protein)



TET

TNFa

TSA
TUBB3
VEGF

ViC

VVKL

fermentas, katalizuojantis 5-metilcitozino virsma i 5-
hidroksimetilcitozing (angl. ten-eleven translocation)

naviko nekreozés veiksnys alfa (angl. tumor necrosis factor
alpha)

trichostatinas A
M1 klasés B-tubulinas (angl. class 111 f-tubulin)

kraujagysliy endotelio augimo veiksnys (angl. vascular
endothelial growth factor)

vitaminas C
vaisiaus vandenys

vaisiaus vandeny kamieniné lgstelé
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IVADAS

Pastaruoju metu pasaulyje pastebima tendencija, kad didéja néséiyjy ir
gimdyviy amzius, nes vis daugiau motery planuoja vélesnj néStuma. Vyresnis
besilaukian¢iyjy motery amzius siejamas su padidéjusia chromosominiy
anomalijy ir persileidimo rizika (Frederiksen ir Kkt., 2018). Pasaulinés
sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis, apie 6 % naujagimiy
diagnozuojamos jgimtos ligos, taciau $is skaicius gali buti ir didesnis, kadangi
daznai | statistinius duomenis yra nejtraukiami néStumo nutraukimo dél
vaisiaus apsigimimy atvejai ar negyvagimiy atvejai
(https://www.who.int/health-topics/congenital-anomalies). Taip pat
pastebima, jog jgimty ligy paplitimas skiriasi tarp skirtingy regiony/valstybiy,
toks pasiskirstymas siejamas su besiskirian¢iomis socialinémis, rasinémis,
ekonominémis ir ekologinémis ypatybémis. Nustatyta, kad 40-60 % jgimty

sutrikimy etiologija yra neaiski, 30-40 % sutrikimy lemia genetinés priezastys,
0 5-10 % siejami su aplinkos veiksniais (Rizk ir kt., 2014). Igimtos Sirdies
ligos, nervinio vamzdelio raidos defektai, Dauno sindromas — tai dazniausiai
pasitaikantys jgimti sutrikimai (Morris ir kt., 2018). Prenatalinéje
diagnostikoje taikomi metodai padeda anksti (choriono gaureliy biopsija
atliekama nuo 11-os né$tumo savaités, amniocentezé - nuo 15 savaités)
iSaiSkinti galimg vaisiaus ligg, taciau yra sutrikimy, kurie i$sivysto
vélyvesniame néstumo laikotarpyje. Vienas jy — polihidramnionas — tai
néstumo sutrikimas, siejamas su padidéjusiu vaisiaus vandeny (VV) kiekiu.
Ivairiy Saltiniy duomenimis, polihidramniono néStumai nustatomi 0,2-3,9 %
visy néStumy (Allaf ir kt., 2015). Motinos ligos (diabetas, vaisty vartojimas)
ar placentos sutrikimai (monochorioninis dvyniy néStumas) siejami su
polihidramniono iSsivystymu, taciau jgimti vaisiaus sutrikimai, tokie kaip
vir§kinamojo trakto ligos, centrinés nervy sistemos sutrikimai, raumeny
sistemos ar kvépavimo taky anomalijos bei jgimta diafragmos iSvarza,
labiausiai siejami su polihidramniono diagnoze, nors dauguma atvejy ligos
etiologija taip pat neaiski (Kornacki ir kt., 2017). Nustatyta, jog
polihidramniono atvejais dazniausiai pasitaikantis vaisiaus sutrikimai yra
centrinés nervy sistemos ir nervinio vamzdelio raidos defektai, pavyzdziui
Spina bifida occulta, meningocelé, mielomeningocelé, anencefalija,
hidrocefalija (Kouamé ir kt., 2013). Todél, VV esancios lastelés, tarp jy ir
kamieninés lastelés (KL), galéty biti panaudojamos ne tik terapiniais tikslais,
bet ir ligy atsiradimo priezasciy bei ankstyvy bioZymeny paieskos tyrimams.

Kamieninés lastelés iSsiskiria i$ kity lasteliy tipy dél keliy savo savybiy.
Sios lastelés pasizymi gebéjimu pasidalyti daug karty islaikant nepakitusias
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lasteliy savybes, taip pat KL geba diferencijuoti | specializuotas tam tikry tipy
ar audiniy lasteles. Sios ypatybés leidzia KL tyrinéti ir bandyti pritaikyti jas
regeneracinéje medicinoje gydant jvairias ligas, audiniy ir organy pazeidimus,
pagerinti sutrikusias natyviy Igsteliy funkcijas. Klinikiniams tikslams KL gali
biiti naudojamos dviem buidais — pakeiciant paZeistas lgsteles arba pagerinant
augimo aplinkg natyvioms lasteléms per parakrininiy veiksniy sekrecija.
Terapiniams tikslams gali biiti panaudojamos donory kamieninés lastelés arba
autologinés paciento lastelés, kurios buvo saugotos audiniy ar lasteliy banke
(pvz., kauly ciulpy, virkstelés kraujo KL) ar Svieziai iSskirtos i§ kazkurio
audinio ar organo. Salyginai naujas ir daug Zadantis KL $altinis yra vaisiaus
vandenys, i$ kuriy galima i$skirti gausig KL kultirg (Loukogeorgakis ir De
Coppi, 2017). Skelbiama, kad vaisiaus vandeny kamieninés lastelés (VVKL)
galéty buti panaudojamos autoimuniniy ligy (Yang ir kt., 2021), Sirdies ligy
(Fang ir kt., 2021), Alzheimerio ligos (Gatti ir kt., 2020) ir kity sutrikimy
gydymui. Taip pat kaip vienas svarbiausiy §iy lgsteliy panaudojimo biidy —
igimty ligy, tokiy kaip Spina Bifida, diafragmos iSvarza ar jgimtos Sirdies
ligos, gydymas (Di Bernardo ir kt., 2014; Abe ir kt., 2019).

Zinoma, kad vaisiaus vandenyse aptinkama lasteliy populiacija yra
heterogeniSka (Bossolasco ir kt., 2006) ir ja sudaro jvairios kilmés ir skirtingo
diferenciacijos lygio lastelés, pasizymincios skirtingomis savybémis. Vaisiaus
vandenyse esanciy lasteliy kiekis priklauso nuo néstumo laikotarpio, taciau jis
gali kisti esant jvairioms vaisiaus ir néStumo patologijoms (Prusa ir
Hengstschldger, 2002). Pirmieji darbai, kuriuose skelbiama apie identifikuota
kamieniniy lasteliy populiacija vaisiaus vandenyse, paskelbti beveik prie§ 20
mety (Prusa ir kt., 2003; In "t Anker ir kt., 2003; Kaviani ir kt., 2003). Per §j
laikotarpj VVKL susilauké daug démesio ir buvo placiai tyrinéjamos. Dabar
jau Zinoma, kad Sios Iastelés pasizymi placiu diferenciacijos potencialu, geba
diferencijuoti j lasteliy linijas i$ visy trijy gemaliniy lapeliy (De Coppi ir kt.,
2007; Perin ir kt., 2008), VVKL greitai proliferuoja ir salyginai 1étai sensta in
vitro kulttiroje (Alessio ir kt., 2018; Gasiunien¢ ir kt., 2020), transplantavus
nesukelia imuninio atsako ir neformuoja teratomy in vivo, taip pat pasizymi
priesuzdegiminémis savybémis (Trohatou ir kt., 2013), o §iy lasteliy gavimas
nesukelia beveik jokiy etiniy problemy.

VVKL galéty bati placiai pritaikomos regeneracinéje medicinoje (Joo ir
kt., 2012; Kim ir kt., 2014), kadangi jos yra autogeninés vaisiui ir gali buti
panaudojamos prenataliniu ir neonataliniu laikotarpiu gydymo tikslais
(Kunisaki ir kt., 2007; Ekblad ir kt., 2015; Ramasamy ir kt., 2018; Shaw ir kt.,
2021) (1 pav.), taip pat Sios lgstelés yra pusiau alogeninés kiekvienam is tévy,
tad jos potencialiai galéty biiti panaudojamos ir kity $eimos nariy gydymui
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(Siegel ir kt., 2007; Cananzi ir kt., 2009). VVKL savo savybémis yra
pranasesnés uz kamienines lIgsteles isskirtas i§ kity Saltiniy, jskaitant kauly
Ciulus, virkstelés krauja, endometriuma, placenta (Roubelakis ir kt., 2007;
Yan ir kt., 2013; Bonaventura ir kt., 2015; Alessio ir kt., 2018; Jain ir kt.,
2019). VVKL panaudojimas kliniking¢je praktikoje yra logiskas ir praktiskas
pasirinkimas, kadangi KL gali biti iSskiriamos i§ VV, kurie surenkami
amniocentezés budu, dar prie§ gimdyma. Amniocentez€¢ Yyra rutiniSkai
klinikingje diagnostikoje taikomas metodas, kuomet nedidelis VV Kkiekis
paimamas genetiniy ligy ir aneuploidijy nustatymui (Daum ir kt., 2019). Tuo
tarpu KL gavimas i$ kity prenataliniy audiniy, pavyzdZziui choriono gaureliai,
virkstelés kraujas, vaisiaus oda, kepenys ar raumuo, yra ir techniskai
sudétingesnis, ir pavojingesnis vaisiui metodas (Cadrin ir Golbus, 1993;
Cheng, 2018). VV jprastai diagnostiniams tyrimams surenkami antrojo
néStumo trimestro metu (16-22 savaite), ta¢iau esant tam tikriems néStumo ir
vaisiaus vystymosi sutrikimams, tokiems kaip polihidramnionui, kuriam
biidingas padidéjes VV kiekis, amniocentez¢é taikoma kaip vienas i§ gydymo
biidy tre¢iojo néstumo trimestro laikotarpiu (28-34 savaite), kuomet
pasalinamas perteklinis VV kiekis. Palyginus VVKL, iSskirtas i§ panasaus
laikotarpio néStumo vaisiaus vandeny, iy lasteliy savybés buvo panasios, nors
ir pastebimi tam tikri skirtumai tarp skirtingy donory bei tarp lasteliy, i$skirty
i§ ankstyvo ir vélyvo néstumy VV (Maguire ir kt., 2013; Casciaro ir kt., 2018).

Viena i§ svarbiausiy kamieniniy lasteliy funkcijy yra jy gebéjimas
diferencijuotis ir specializuotis. Si KL savyb¢ leidZia jas tyrinéti stengiantis
tokias lgsteles pritaikyti terapiniais tikslais. Moksliniuose darbuose skelbiama,
kad VVKL galéty buti naudojamos daugelio ligy ir sutrikimy gydymui,
pavyzdziui miokardo infarktas, Sirdies nepakankamumas, centrinés nervy bei
virskinimo sistemy pazeidimai, plauciy ir inksty ligos (Loukogeorgakis ir De
Coppi, 2017; Azargoon ir Negahdari, 2018; George ir kt., 2019; Yu ir kt.,
2019). Taip pat jvairios jgimtos ligos ir net naujagimiy sepsis (Kunisaki ir kt.,
2018; Sato ir kt., 2020). Taciau didziosios dalies moksliniuose tyrimuose,
orientuotuose j VVKL pritaikyma klinikinéje praktikoje, tiriamos kamieninés
Iastelés, isskirtos i§ sveiky néstumy vaisiaus vandeny. Siy tyrimy rezultatai ir
surinkti duomenys galéty apriboti VVKL panaudojimg terapiniams tikslams
tuo atveju, jei buty nustatyti esminiai kamieniniy Igsteliy savybiy skirtumai
tarp lasteliy, iSskirty i§ sveiky néStumy ir néStumy su vaisiaus sutrikimais.
Ankstesniuose laboratorijos kolegy darbuose buvo nustatyta, kad i§ sveiko
néstumo vaisiaus vandeny i$skirtos VVKL geba diferencijuoti mezodermine
ir neuroektodermine kryptimis (Savickiene ir kt., 2015; Glemzaité ir

Navakauskiené, 2016; Gasitiniené ir kt., 2019a; 2019b; 2019c¢), tadiau apie
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zmogaus VVKL, iSskirtas i§ néStumo su vaisiaus patologija, zZinoma dar
salyginai nedaug.

1 pav. VVKL pritaikymo klinikinéje praktikoje koncepcija. Vaisiaus vandenys
surenkami amniocentezés buidu, i§skirtos lgstelés auginamos ir padauginamos in vitro
kulttiroje, gali buti auginamos ir ant jvairiy karkasy imituojanciy organy erdving
struktiirg. Lastelés ar lasteliy ir karkasy dariniai transplantuojami vaisiui prenataliniu
ar neonataliniu laikotarpiu (Kaviani ir kt., 2003).

Lasteliy vystymosi ir diferenciacijos metu be galo svarby vaidmenj atlieka
epigenetiné Siy procesy reguliacija, kuri apima tokius veiksnius kaip mikro
RNR, DNR metilinimas, histony modifikacijos, chromatino persitvarkymo
baltymai (Wu ir Sun, 2006). Kartu su transkripcijos veiksniais Oct4, Nanog ir
Sox2 epigenetiniai reguliatoriai kontroliuoja pluripotentiniy kamieniniy
lasteliy (PKL) saves atsinaujinima, proliferacijg ir diferenciacijg (Kashyap ir
kt., 2009). Somatiniy kamieniniy lgsteliy, taip pat ir mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy, funkcionavime ir diferenciacijos valdyme epigenetiné
reguliacija yra be galo svarbi (Avgustinova ir Benitah, 2016; Ozkul ir
Galderisi, 2016). VVKL kamieniniy Igsteliy hierarchijoje uzima tarsi tarping
padétj tarp embrioniniy ir somatiniy kamieniniy Igsteliy, jy diferenciacijos
reguliacijos mechanizmai dar néra iki galo iSaiskinti ir néra zinoma ar jie
nesiskiria tarp sveiko ir néstumo su vaisiaus patologija KL. Tad $iy procesy
tyrimai reik§mingai prisidéty prie abiejy Saltiniy VVKL savybiy iSaiskinimo
ir galimo pritaikymo klinikinéje praktikoje.

Epigenetinéje reguliacijoje dalyvaujancius veiksnius veikiancios (juos
aktyvinancios ar slopinancios) medziagos ir jy poveikiai gali baiti naudojami
jvairiy lasteléje vykstandiy procesy inicijavimui ir reguliavimui. Siy
medziagy, dar vadinamy mazosiomis molekulémis, panaudojimas lasteliy
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pluripotentiskumo ar (trans)diferenciacijos indukcijai yra pakankamai naujas
ju pritaikymo budas (Kim ir kt., 2020). Naudojant maZzgsias molekules
nesunkiai galima reguliuoti jy koncentracijas, kombinacijas, poveikio laika,
taip pat jos lengvai patenka j lasteles, néra imunogeniskos ir gali buti
skiriamos pacientams kaip vaistiniai preparatai, skatinantys Igsteliy
atsinaujinima ir regeneracijg (Baranek ir kt., 2017; Ma ir kt., 2017). Mazosios
molekulés placiai taikomos kamieniniy Igsteliy diferenciacijos (Maioli ir kt.,
2013; Deng ir kt., 2016) ar transdiferenciacijos indukcijai (Cipriano ir kt.,
2017), taip pat gali bati pritaikytos PKL diferenciacijai j mezenchimines
kamienines lgsteles (Chen ir kt., 2012). Didelé mazyjy molekuliy jvairové ir
dar didesné jy kombinacijy apimtis rodo, kad Sios medziagos turédamos daug
taikiniy gali padéti reguliuoti jvairius lastelinius procesus. Moksliniy tyrimy
duomenys rodo didziulj mazyjy molekuliy pritaikymo potencialg kamieniniy
lasteliy tyrimuose, pasitelkiant Sias medziagas galima pagerinti lgsteliy
savybes, diferenciacijos efektyvuma, skatinti proliferacija ir slopinti senéjima
bei uzdegiminius procesus.

Darbo tikslas: jvertinti sveiky néStumy ir néStumy su vaisiaus patologija
vaisiaus vandeny kamieniniy lgsteliy molekulinius (genetinius, epigenetinius,
baltyminius, energetinius) poky¢ius diferenciacijos riebaline, kauline,
raumenine ir nervine kryptimis metu.

Darbo uzdaviniai:

1. Charakterizuoti sveiky néStumy ir néStumy su vaisiaus patologija VVKL
pagal pavirsiaus ir kamieniskumo genetinius Zymenis, mikro RNR raiska
ir metabolinius profilius.

2. Nustatyti abiejy Saltiniy VVKL diferenciacijos potencialg riebaline,
kauline, raumenine ir nervine kryptimis bei jvertinti morfologinius ir
molekulinius poky¢ius.

3. Istirti sveiky ir polihidramniono néstumy VVKL nervinés diferenciacijos
potencialg indukuojant skirtingomis medziagomis ir jy kombinacijomis
bei nustatyti morfologinius, genetinius ir baltyminius pokycius.

4. Jvertinti mazyjy molekuliy poveikiy jtaka VVKL savybéms ir nervinés
diferenciacijos potencialui nustatant molekulinius pokycius, jvykstancius
diferenciacijos metu.

Mokslinis naujumas ir praktiné reik§meé
Siame darbe tyréme vaisiaus vandeny kamienines lasteles (VVKL),
i8skirtas i§ sveiky néStumy ir néStumy su vaisiaus patologija. Lyginome §iy
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lasteliy charakteristikas bei diferenciacijos potencialg riebaline, kauline,
raumenine ir nervine kryptimis, gilinomés j galimus kamieniniy lasteliy
savybiy skirtumus. Parodéme, jog visgi esti tam tikri fenotipiniai skirtumai
tarp abiejy Saltiniy VVKL, kurie ypac iSrySkéja treciojo néStumo trimestro
metu esant vaisiaus patologijai (polihidramionui). Taip pat parodéme, jog
polihidramniono néstumo VVKL yra energetiskai aktyvesnés, kadangi
pasizymi aktyvesniu oksidaciniu fosforilinimu ir didesniu ATP lygiu, ir joms
budingi didesni ROS kiekiai. Nustatéme, kad antrojo néStumo trimestro
sveiky néStumy ir néStumy su vaisiaus patologija VVKL diferenciacijos
potencialas riebaline, kauline, raumenine ir nervine kryptimis yra panasus,
taip pat ir epigenetiniai abiejy Saltiniy VVKL yra panasis. Mes pirmieji
iStyréme ir palyginome sveiky bei polihidramniono néstumy VVKL
diferenciacijg nervine kryptimi indukuojant ja neurotrofinémis ir signalinius
kelius aktyvuojanc¢iomis molekulémis bei parodéme, kad polihidramniono
atveju nerviné diferenciacija sumazina uzdegiming lgsteliy busena, kadangi
reikSmingai sumazéja TNFa sekrecija. Taip pat parodéme, kad epigenetiskai
aktyvios molekulés turi jtakos sveiko néstumo VVKL kamieniSkumo
savybéms bei pagerina iy Iasteliy nervinés diferenciacijos potenciala.

Siame darbe gauti rezultatai papildo esamas inias apie VVKL, i§skirtas i§
sveiko néStumo ir néStumo su vaisiaus patologija, jy charakteristikas ir
diferenciacijos potencialg jvairiomis kryptimis. Gauti duomenys pagilina
Zinias apie galima $iy lasteliy pritaikyma regeneracinéje medicinoje jvairiy
ligy, iskaitant ir jgimty sutrikimy, gydymui.

Ginamieji teiginiai:

e VVKL skiriasi savo morfologija, geny ir pavirSiniy Zymeny raiska bei
metaboliniu profiliu antrojo trimestro sveiky néstumy ir treciojo trimestro
nésStumy su vaisiaus patologija atvejais.

e Nepriklausomai nuo antrojo néstumo trimestro néstumo biisenos (sveikas
néstumas ar néstumas su vaisiaus patologija), VVKL geba diferencijuotis
riebaline, kauline, raumenine ir nervine kryptimi ir S$iy procesy
epigenetiné reguliacija yra panasi.

e Geresniu nervinés diferenciacijos potencialu pasizymi antrojo nésStumo
trimestro sveiky néstumy VVKL nei treCiojo néStumo trimestro
polihidramniono VVKL.

e Mazyjy molekuliy kombinacijy poveikiai pagerina VVKL nervinés
diferenciacijos efektyvuma.
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1. METODAI

Tyrimuose naudoty prietaisy, reagenty ir komerciniy rinkiniy gamintojy
saraSas pateiktas priede nr. 1.

1.1.VVKL i8skyrimas, kultivavimas, kariotipavimas ir poveikiai

Vaisiaus vandeny méginiai (3-5 ml) surinkti amniocentezés biidu antro
(16-24 savaite) ar treCio (28-32 savaité) néStumo trimestry metu. Méginiy
surinkimui ir tyrimams gautas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy
etikos komiteto leidimas (Nr. 158200-18/7-1049-550), visos tyrimuose
dalyvavusios pacientés pasirasé informuoto asmens sutikimo forma.

VVKL skirtos naudojant dviejy etapy skyrimo protokola (Savickiene ir kt.,
2015; 1-4 publikacijos) ir augintos AmnioMAX™ C-100 bazingje terpéje su
AmnioMAX™ C-100 priedu (1 ir 2 publikacijos) arba DMEM (4,5 ¢/l
gliukozés) su 10 % FBS (3 ir 4 publikacijos), abi terpés papildytos 100 U/ml
penicilino ir 100 pg/ml streptomicino. I$skirtos lastelés auginamos 37 °C
termostate su 5 % COs.

VVKL vaisiaus kilmés patvirtinimui atliktas lasteliy kariotipavimas
(tyrimams naudoti méginiai, kuomet vaisius vyriskos lyties). VVKL
preparatai paruosti, dazyti 5% Giemsa dazy tirpale ir analizuoti Nikon
ECLIPSE E200 mikroskopu su x1000 padidinimu (3 publikacija). Taip pat
tirti epigenetiskai aktyviy medziagy, tokiy kaip trihostatinas A (TSA), natrio
butiratas (NaBut), retinoiné riigstis (RA) ir vitaminas C (VitC), jtaka VVKL.
Lasteliy gyvybingumas po poveikiy §iomis medziagomis ir jy kombinacijomis
jvertintas naudojant 0,2 mg/ml MTT reagento tirpalg ir apskaiCiuotas kaip
santykis nuo neveiktos kontrolés (3 publikacija).

1.2.VVKL diferenciacijos indukcija

Tyrimuose VVKL diferenciacija indukuota keturiomis kryptimis
naudojant skirtingus diferenciacijos protokolus ir induktorius.

a) Riebaliné diferenciacija indukuota naudojant komercine terpe
StemPro™ Adipogenesis Differentiation Kit ir diferenciacija vykdyta 9
dienas. Diferenciacijos jvertinimas aprasSytas 2 publikacijoje.

b) Kauliné diferenciacija indukuota naudojant komercing terpe StemPro™
Osteogenesis Differentiation Kit. Diferenciacija vykdyta 9 dienas ir jvertinta
kaip aprasyta 2 publikacijoje.
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¢) Raumeniné diferenciacija indukuota naudojant terpe, susidedancig i§
DMEM (1 g/l gliukozés), 10 % FBS ir 2 % inaktyvuoto arklio serumo,
diferenciacija vykdyta 12 dieny ir jvertinta kaip apraSyta 1 publikacijoje.

d) Nerviné diferenciacija indukuota skirtingomis salygomis naudojant
kelis protokolus:

* DMEM/F12 su GlutaMax™ terp¢ papildant 1 % N2 priedu ir 1,5 uM
RA, diferenciacija vykdyta 12 dieny ir jvertinta kaip apraSyta 1 publikacijoje.

* DMEM/F12 su GlutaMax™ terpe papildant 3 uM RA ir 1 % N2 priedu,
2 % B27 priedu ar jy kombinacija. Taip pat diferenciacijai indukuoti naudotas
pirminés indukcijos zingsnis su epigenetiskai aktyviomis medziagomis (VitC,
TSA, RA). Diferenciacija vykdyta 12 dieny. Detalesni diferenciacijos
protokoly ir diferenciacijos jvertinimo aprasai pateikti 3 publikacijoje.

* DMEM/F12 su GlutaMax™ terpe papildant 1 % N2 priedu ir 2 uM RA,
BrainPhys™su 1 % NeuroCult™terpg papildant jvairiomis induktoriy (8-Br-
cAMP, IBMX, KCI, RA, BDNF, NGF) kombinacijomis, taip pat naudotas ir
pirminés indukcijos etapas su augimo veiksniais (FGF ir EGF). Diferenciacija
vykdyta 3 dienas ir jvertinta kaip aprasyta 4 publikacijoje.

1.3.RNR skyrimas ir TL-kPGR

Visuminé RNR isskirta naudojant komercinj TRIzol® reagenta pagal
gamintojo rekomendacijas. Komplementarios DNR (kDNR) sintez¢ atlikta
naudojant Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (1 ir 2 publikacijos) arba
SensiFAST™ ¢cDNA Synthesis Kit (3 ir 4 publikacijos). Tikro laiko kiekybiné
polimerazés grandininé reakcija (TL-kPGR) vykdyta naudojant Maxima
SYBR Green gPCR Master Mix (1 ir 2 publikacijos) arba SensiFAST™ SYBR®
No-ROX Kit (3 ir 4 publikacijos) ir Rotor-Gene™ 6000 termociklerj su
programine jranga. Santykiné geny raiska (lyginant su neveikta ar
nediferencijuota kontrole) apskaiciuota AACt metodu, normalizavus pagal
GAPDH ir RPL13A raiska. Naudotos pradmeny sekos pateiktos 1, 2, 3 ir 4
publikacijose.

Mikro RNR (miR) raiskos analizei naudoti TagMan™ MicroRNA Assays.
kDNR sintezé atlikta panaudojant komercinj rinkinj TagMan™ MicroRNA
Reverse Transcription Kit, o miR raiskos lygis nustatytas panaudojant
termociklerj Rotor-Gene™ 6000 su programine jranga bei komercinius
rinkinius TagMan™ MicroRNA Assay it TagMan™ Universal PCR Master
Mix 11, no UNG pagal gamintojo rekomendacijas. miR raiSka normalizuota
pagal RNU48 ir santykiné raiSka (lyginant su nediferencijuota kontrole)
apskaiciuota naudojant AACt metoda (1 ir 2 publikacijos).
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1.4.Pavirsiniy ir vidulasteliniy baltymy analizé tékmés citometru

VVKL charakterizuotos pagal pavirsiniy (1-4 publikacijos) zymeny raiska.
Lastelés inkubuotos su antikiinais konjuguotais su vienu i$ fluoroforu (PE,
FITC, Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor® 647, APC). Darbuose tirti paviriniai
Zymenys siejami su hematopoetinémis ir endotelio lgstelémis (CD9, CD15,
CD31, CD34, CD133, CD309), taip pat jvairis pluripotentiniy ir
multipotentiniy kamieniniy lasteliy zymenys (CD13, CD44, CD56, CD73,
CD90, CD105, CD146, CD166, CD117, CD338, SSEA4, TRA-1-60, TRA-1-
81, Notchl) ir keli imuniniai Zymenys (HLA-ABC, HLA-DR). Tirta ir VVKL
vidulasteliniy Zymeny raiska (3 ir 4 publikacijos). Darbuose naudoti antikiinai
pries Sox2, Nanog, Oct4, Lin28a, c-Myc, Nestin, Musashil, TUBBS.
Baltyminiy zymeny rai$kos analiz¢ atlikta naudojant Guava® easyCyte SHT
tékmés citometrg su InCyte 2.2.2 programa arba BD FACSCanto™ ]I tékmés
citometrg su BD FACSDIVA™ programa.

1.5.Baltymy i$skyrimas ir Western Blot analizé

Baltymai i§ VVKL i$skirti ir paruosti analizei kaip apraSyta 1 ir 2
publikacijose. Tiriamiems baltymams detektuoti naudoti antik@inai prie$
DNMT1, HDAC1, EZH2, SUZ12, H4hyperAc, H3K9ac, H3K4me3,
H3K9me3, H3K27me3, BMI1, GAPDH, H4. Po inkubacijos membranos
rySkintos chemiliuminescenciniu biidu naudojant komercinj rinkinj pagal
gamintojo rekomendacijas. ISrySkinty baltymy juosteliy densitometriné
analize¢ atlikta ImageJ (NIH) programa, santykinis kiekvienos juostelés tankis
normalizuotas pagal GAPDH (DNMT1, HDAC1, EZH2, SUZ12 ir BMI1)
arba bendra H4 baltymo kiekj (taikoma histony modifikacijoms), 0 pokytis
(kartais) diferencijuotose lastelése apskaiciuotas lyginant su kontrole.

1.6.Imunofuorescenciné analizé

Baltymy imunofluorescencinei analizei VVVKL augintos ir diferencijuotos
ant stikliuky. Lasteliy baltymai vizualizuoti naudojant antikiinus prie$
NCAM, TUBBS3 ir Vimentin. F-aktinas Zymétas naudojant Alexa Fluor® 594
Phalloidin. Lasteliy branduoliai dazyti 300 nM DAPI tirpalu. Paruosti lasteliy
méginiai analizuoti Zeiss Axio Observer fluorescenciniu mikroskopu,
naudojant x63 imersinj objektyva. Detalesné preparaty paruoSimo procediira
aprasSyta 3 ir 4 publikacijose.
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1.7.Imunofermentiné sekretuojamy baltymy analizé

Imunofermentinis ELISA metodas naudotas nustatyti sekretuojamus
BDNF, VEGF, TNFa, IL-1pB, IL-6 ir IL-10 kickius kontrolinése ir nervine
kryptimi diferencijuotose VVKL. Sekretomui surinkti naudota NutriStem®
hPSC XF terpé, o baltymy kiekiy analizé atlikta naudojant komercinius
rinkinius, visos procediiros atliktos pagal gamintojo rekomendacijas. Sugertis
plokstelése iSmatuota naudojant spektrofotometra Infinite M200 Pro.
Sekretuoty baltymy kiekiai normalizuoti pagal bendra Iasteliy baltymy kiekj.
Detalesnis protokolo apraSymas pateiktas 3 ir 4 publikacijose.

1.8.VVKL energetinio profilio ir ROS analizé

VVKL metabolinis profilis charakterizuotas naudojant Seahorse XFp
Extracellular Flux Analyzer kartu su Cell Energy Phenotype Test Kit kaip
aprasyta 3 publikacijoje. Siuo rinkiniu nustatytas deguonies suvartojimo
greitis (angl. oxygen consumption rate (OCR)) bei uZlgstelinio riigstéjimo
greitis (angl. extracellular acidification rate (ECAR)), visos procedaros
atliktos pagal gamintojo rekomendacijas. OCR ir ECAR vertés normalizuotos
pagal bendra lasteliy baltyma ir metabolinio fenotipo parametrai apskaiciuoti
naudojant Seahorse Wave Desktop Software programa.

VVKL metabolinis aktyvumas nustatytas naudojant komercinius rinkinius
Glycolysis Assay, Extracellular O, Consumption Assay, TMRE Mitochondrial
Membrane Potential Assay ir Luminescent ATP Detection Assay. Procediiros
atliktos pagal gamintojo reikalavimus kaip apraSyta 4 publikacijoje.
Matavimams naudotas ploksteliy skaitytuvas Varioskan Flash Multimode
Reader ir tékmés citometras Guava® easyCyte 8HT su InCyte 2.2.2 programa.

ROS kiekiai VVKL nustatyti naudojant komercinj rinkini DCFDA
Cellular ROS Detection Assay Kit, visos procediiros atliktos pagal gamintojo
reikalavimus kaip aprasyta 4 publikacijoje. Kiekybiskai ROS lygis jvertintas
tekmeés citometru Guava® easyCyte 8HT su InCyte 2.2.2 programa, kokybiné
ROS analizé atlikta naudojant fluorescencinj mikroskopa EVOS FL.

1.9.Statistiné analizé

Visi eksperimentai kartoti maziausiai tris kartus, duomenys pateikti kaip
aritmetiniai vidurkiai su standartiniu nuokrypiu. Statistinis patikimumas
jvertintas naudojant Stjudento t-testg, vienakrypte ANOVA su Tukey testu ar
dvikrypte ANOV A su Bonferroni testu naudojant GraphPad Prism programa.
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2.REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Sioje dalyje aptariami svarbiausi doktorantiiros metu atlikti tyrimai ir gauti
rezultatai, kurie yra publikuoti su disertacijos tema susijusiose publikacijose.
Pirmoje dalyje aptariamas KL, isskirty i§ sveiky néStumy ir néStumy su
vaisiaus patologija vaisiaus vandeny, charakteristikos ir savybés (1-4
publikacijos). Antroje dalyje pateikiami sveiky néStumy ir ankstyvy néStumy
su vaisiaus patologija VVKL diferenciacijy riebaline, kauline, raumenine ir
nervine Kkryptimis charakterizavimas bei epigenetinés $iy diferenciacijy
reguliacijos tyrimy rezultatai (1 ir 2 publikacijos). Tre¢ioje dalyje placiau
gilinamasi j sveiky ir polihidramniono néstumy VVKL diferenciacijg nervine
kryptimi panaudojant skirtingus induktorius (4 publikacija). Ketvirtojoje
dalyje nagrinéjama mazyjy molekuliy poveikiy jtaka sveiky néstumy VVKL
savybéms ir nervinés diferenciacijos potencialui (3 publikacija).

2.1.Sveiky néstumy ir néStumy su vaisiaus patologija VVKL
charakterizavimas

Siame darbe tirtos Zmogaus vaisiaus vandeny kamieninés lastelés i3skirtos
i§ sveiky néstumy vaisiaus vandeny (16-20 savaité) ir néStumy su vaisiaus
patologija vaisiaus vandeny (18-32 savaité) (1-4 publikacijos). Isskirty lasteliy
vaisiaus kilmé buvo patvirtinta kariotipavus lasteles ir identifikavus Y
chromosoma, patvirtinania vaisiaus vyriska lytj (3 publikacija). Siame darbe
tirtos jvairios vaisiaus patologijos — trisomija 21 (Dauno sindromas),
daugybiniai vaisiaus apsigimimai ir universali vaisiaus vandené, Russell-
Silver sindromas ir kraujotakos sutrikimai, centrinés nervy sistemos patologija
ir i§sipléte smegeny skilveliai, neimuning vaisiaus vandené ir anemija, dvyniy
transfuzijos sindromas (1 ir 2 publikacijos) bei polihidramnionas, iSsivystes
dél vaisiaus stemplés atrezijos, Treacher-Collins sindromo ar vaisiaus
skrandzio atonijos (4 publikacija).

Kamieninés lgstelés i§ vaisiaus vandeny iSskirtos naudojant dviejy etapy
skyrimo protokola. Gauta sveiko néStumo VVKL kultiira pasizyméjo budinga
verpstés formos morfologija, panaSiai atrodé ir 2-ojo trimestro néStumo su
vaisiaus patologija VVKL (1 ir 2 publikacijos), tuo tarpu pastebéta, jog
polihidramniono méginiy, kurie gauti 3-3jj néstumo trimestra, VVKL
pasizymi apvalesne Igsteliy forma (4 publikacija) (2 pav.). [Smatavus visy
Saltiniy VVKL ilgj ir plotj, nustatéme, jog sveiko néStumo ir 2-0jo trimestro
néstumo su vaisiaus patologija VVKL ilgio ir plo¢io santykis buvo panasus
(atitinkamai 9,3 £ 2,3 ir 9,16 + 3,2), tuo tarpu polihidramniono VVKL ilgio ir
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plocio santykis buvo kur kas mazesnis (1,6 + 0,4) (duomenys nepublikuoti).
IS abiejy Saltiniy (sveiky néstumy ir néStumy su vaisiaus patologija) iSskirtas
lasteles charakterizavome pagal pavirSiniy Zymeny raiska. Nustatéme, jog
VVKL nebiidinga jvairiy hematopoetiniy ir endotelio Zymeny raiska (CD9,
CDl15, CD31, CD34, CDI133, CD309), taCiau pasizymi kamieninéms
lasteléms biidingy zymeny raiska (CD13, CD44, CD56, CD73, CD90, CD105,
CD146, CD166), taip pat Sios lastelés pasizymi HLA-ABC raiska (MHC 1),
bet nepasizymi HLA-DR (MHC II) raiska (1-4 publikacijos). Tokia imuniniy
zymeny raiSkos dinamika parodo, jog VVKL yra neimunogeniskos, nes
transplantavus tokias lgsteles, jos nesukelty imuninio atsako (Kot ir kt., 2019).
Vertinant skirtumus lgstelése, i$skirtose i§ sveiky méginiy ir ankstyvy (2-0jo
trimestro) néStumy su vaisiaus patologija méginiy, mes nustatéme, kad
reikSmingai skyrési tik CD90 raiska (1 ir 2 publikacijos), o lyginant sveiky ir
polihidramniono néStumy VVKL pastebéta reikSmingai mazesné¢ CD13,
CD73, CD90 ir CDI105 zymeny raiska patologiniuose méginiuose (4
publikacija). Taip pat VVKL charakterizavome pagal pluripotentiskumo ir
kity su kamieniskumu susijusiy geny raiska ir parodéme, kad tirtos lastelés
pasizymi SOX2, OCT4, NANOG, REX1, LIN28A, NOTCHL ir c-MYC raiska
(1-4 publikacijos). Lyginant sveiky néstumy ir ankstyvy néStumy su vaisiaus
patologija méginius reik§mingy geny raiSkos skirtumy nenustatéme (1 ir 2
publikacijos), ta¢iau vertinant polihidramniono néStumy VVKL parodéme
reikSmingai didesng OCT4, NOTCH1 ir MYC geny raiskg lyginant su sveiky
néstumy VVKL (4 publikacija). Tokie morfologijos bei pavirsiniy ir genetiniy
zymeny raiSkos skirtumai galimi dél ganétinai vélyvo polihidramniono
néstumy laikotarpio (32 savaité, kai tuo tarpu sveiky néStumy méginiai gauti
16-17 savaitg). Kaip teigiama kity mokslininky darbuose, nagrinéjanciuose
VVKL, isskirtas i§ gimdymo metu (37-40 savaité) surinkty vaisiaus vandeny,
multipotentinéms kamieninéms lgsteléms biidingy pavirSiniy Zymeny CD73,
CD90, CD105 raiska vélyvojo néstumo laikotarpio kamieninése lastelése yra
mazesné nei antrojo trimestro metu surinkty ir iSskirty VVKL, taip pat, kad
trec¢iojo néStumo trimestro VVKL pavirsiniy Zymeny raiska labai skiriasi tarp
meéginiy i§ skirtingy pacienciy (Gao ir kt., 2016; Moraghebi ir kt., 2017;
lampietro ir kt., 2020).
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2 pav. Sveiky néStumy ir néStumy su vaisiaus patologija VVKL morfologija lasteliy
kultivavimo metu, mastelis — 400 um (pagal 1 ir 4 publikacijas).

Siame darbe VVKL charakterizavome ir pagal mikro RNR (miR),
dalyvaujanciy lasteliy proliferacijos ir diferenciacijos procesuose (miR-17,
miR-21, miR-34a, miR-148b), raiska. Nustatéme, kad tirty miR raiskos lygis
sveiky néstumy ir néStumy su vaisiaus patologija lastelése beveik nesiskiria,
taciau reikSmingus skirtumus pastebéjome Igsteliy kultivavimo metu lyginant
ankstyva, tarpinj ir vélyva pasazus. Tyrimy rezultatai parodé, jog miR-17 ir
miR-21 raiska kultivavimo metu reik§mingai mazéja, o miR-34a ir miR-148b
raiSka — reikSmingai didéja (2 publikacija). Ankstesniuose miisy darbuose
nustatéme, jog miR-17 ir miR-21 raiskos sumazg¢jimas gali buti siejamas su
sumazéjusiu VVKL proliferacijos potencialu (Savickiené ir kt., 2016), tai
patvirtina ir kity mokslininky darbai (Hackl ir kt., 2010; Kongcharoensombat
ir kt., 2010). Mes nustatéme, jog miR-34a ir miR-148b raiska VVKL
kultivavimo metu padidéja ir taip yra stabdoma lgsteliy proliferacija. Toks
augimo slopinimas galéty vykti aktyvuojant SIRT1 (Zhang ir kt., 2015) ir
WNT1/B-catenin (Zhang ir kt., 2017) signalinius kelius.

Siame darbe taip pat apibiidinome sveiky ir polihidramniono néstumy
VVKL metabolinj potencialg. Nustatéme, jog polihidramniono grupés VVKL
reik§mingai spar¢iau vartoja deguonj (aktyvesnis oksidacinis fosforilinimas)
ir joms biidingas didesnis vidulastelinio ATP kiekis bei reik§mingai didesné
NRF1 geno raiska. Nustatyta, jog transkripcijos veiksnys NRF1 yra vienas
pagrindiniy mitochondrinio kvépavimo reguliatoriy (Yuan ir kt., 2018). Taip
pat Siame darbe nustatéme, jog sveiko néStumo VVKL pasizymi aukStesniu
mitochondrijy membranos potencialu (4 publikacija). Kity autoriy gauti
duomenys rodo, kad aukstas mitochondrijy membranos potencialas mazéja
esant aktyviam mitochondriniam kvépavimui (Nicholls, 2004). Zinoma, kad
PKL nepasizymi labai aktyviu oksidaciniu fosforilinimu ir palaiko auksta
mitochondrijy membranos potencialg (Tsogtbaatar ir kt., 2020), taip pat
teigiama, jog auksStu potencialu pasizymincios KL geba diferencijuoti visy
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trijy gemaliniy lapeliy kryptimis, o tuo tarpu Zemesniu mitochondrijy
membranos potencialu pasizymincios lastelés geba diferencijuoti tik
mezodermine kryptimi (Schieke ir kt., 2008). Mes nustatéme, kad uZlgstelinio
rugstejimo (glikolizés) greitis buvo panasus abejose tirtose VVKL grupése,
nors tokiy glikolizés reguliatoriy, kurie siejami ir su lasteliy kamieniskumu,
kaip LIN28A (Tsogtbaatar ir kt., 2020), OCT4 (Kim ir kt., 2015; Yu ir kt.,
2019) ar c-MYC (Cao ir kt, 2015), didesné¢ geny raiSka nustatyta
polihidramniono VVKL.

Skelbiama, kad néStumo laikotarpis neturi didelés jtakos VVKL
diferenciacijai tam tikromis kryptimis (Vadasz ir kt., 2014; Moraghebi ir kt.,
2017; Spitzhorn ir kt., 2017), taciau yra tyrimy, kuriuose prieSingai nurodoma,
jog ankstyvesniy néstumy VVKL pasizymi kur kas geresniu diferenciacijos
potencialu (Shaw ir kt., 2017; Huang ir kt., 2020). Tad bitina iSaiskinti ar
néstumo laikotarpis ir galimos vaisiaus patologijos keiCia lasteliy savybes bei
ju gebéjima diferencijuoti jvairiomis kryptimis.

2.2.Sveiky néstumy ir néStumy su vaisiaus patologija VVKL diferenciacijos
potencialas riebaline, kauline, raumenine ir nervine kryptimis

2.2.1. Diferencijuoty VVKL morfologiniai ir geny raiSkos pokyciai

Vaisiaus vandeny kamieninés lastelés sulaukia daug susidoméjimo dél
savo plataus diferenciacijos potencialo. Skirtingai nei dauguma somatiniy
kamieniniy lgsteliy, VVKL geba diferencijuoti ne tik mezodermos, bet ir
ektodermos ir endodermos kryptimis (Perin ir kt., 2008; Loukogeorgakis ir De
Coppi, 2017). Doktorantiros metu atliktuose tyrimuose vertinome sveiko
néstumo ir ankstyvo néstumo su vaisiaus patologija VVKL diferenciacijos
riebaline, kauline, raumenine ir nervine kryptimis potenciala. Riebaline ir
kauline kryptimis lastelés buvo indukuotos diferencijuoti 9 dienas (2
publikacija), o raumenine ir nervine — 12 dieny (1 publikacija). Vertinant
sveiky néStumy ir né$tumy su vaisiaus patologija VVKL diferenciacijos metu
vykstanc¢ius morfologinius pokyc¢ius skirtumai tarp Siy grupiy nepastebéti,
visose diferencijuotose lasteliy kultirose vyko biidingi morfologiniai poky¢iai
bei diferenciacijy metu susidarantys specifiniai dariniai dazési atitinkamais
dazais (3 pav.).
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Igstelés
v PPAR-y, Adiponectinf  ALF, Osteopontin,T Actinin-a, Calponin, Nestin, NSE P
Osteocalcin Desmin, MRF4

3 pav. Riebalinei, kaulinei, raumeninei ir nervinei diferenciacijoms budingi
morfologiniai poky¢iai ir tirti specifiniai genai. Riebalin¢ diferenciacija vertinta
riebalinies vakuoles daZzant Oil Red O dazu ir tiriant PPAR-y ir Adiponectin geny
raiska. Kaulin¢ diferenciacija vertinta pagal Alizarin Red S dazu nusidaZiusius
kalcifikatus ir tiriant ALP, Osteopontin bei Osteocalcin geny raiska. Raumeninei ir
nervinei diferenciacijai vaizdinti lastelés dazytos Kristalo violeto dazu, raumeninés
diferenciacijos metu susidariusios daugianbranduolés lastelés pazymeétos juodomis
rodyklémis. Tirta raumeninés diferenciacijos geny Actinin-o, Calponin, Desmin ir
MRF4 raiska, nerviné diferenciacija vertinta pagal Nestin ir NSE geny raiska (pagal 1
ir 2 pubklikacijas).

Siame darbe riebaline kryptimi diferencijavusios lastelés dazési
specifiniais Oil Red O dazais. Parodyta, kad $ie dazai yra specifiski
vidulasteliniams lipidams (Ramirez-Zacarias ir kt., 1992). Diferenciacijos
metu vertinant geny rai$ka nustatéme sumazéjusia ankstyvosios adipogenezés
zymens PPAR-y raiSka ir labai iSaugusia vélyvojo adipocity Zymens
Adiponectin raiska, kuri buvo Siek tieck mazesné VVKL i§ néStumy su vaisiaus
patologija. Tirti genai siejami su agipogenez€s iniciacija ir adipocity brendimu
(Tontonoz ir Spiegelman, 1994; Fu ir kt., 2005). Musy gauti rezultatai rodo,
kad abiejy Saltiniy VVKL labiau diferencijavo j brandzius adipocitus (2
publikacija).

Kaulinés diferenciacijos metu vertinome lasteliy mineralizacija
monosluoksnj dazant Alizarin Red S dazais. Sis dazymas pasirinktas, kadangi
Sie dazai specifiSkai jungiasi prie kalcio drusky (Puchtler ir kt., 1969).
Vertinant geny raiSka diferenciacijos metu nustatéme stipriai iSaugusia
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Sarminés fosfatazés ALP geno raiska, kiek maziau iSaugusig Osteocalcin
raiSka, kuri sveiky néStumy VVKL buvo didesné bei labai nezymiai
padidéjusig Osteopontin geno raiSkg. Kadangi diferenciacijos metu stipriau
iSaugo ALP nei Osteocalcin raiska, kurie literattiroje zinomi kaip atitinkamai
ankstyvyjy bei subrendusiy osteoblasty zymenys (Miron ir Zhang, 2012),
galime teigti, kad misy tyrime diferenciacijos metu VVKL specializavosi iki
ankstyvyjy osteoblasty, taciau pailginus diferenciacijos trukme, Sios lastelés
galimai diferencijuoty ir iki brandesniy osteoblasty (2 publikacija).

Raumeninés diferenciacijos indukcijai naudota terpé, kurios sudétis
pasizymi nedidele arklio serumo koncentracija, terpéje nedaug lasteliy
proliferacija stimuliuojanciy veiksniy, tad stabdomas Iastelés ciklas ir
skatinama diferenciacija bei lasteliy susiliejimas (Yaffe ir Saxel, 1977; Franke
ir kt., 2014; Saini ir kt., 2018). Diferenciacijos metu stebéjome
daugiabranduoliy lasteliy formavimasi kultiiroje, o vertinant geny raiska
nustatéme, jog stipriausiai iSaugo Actinin-a raiska, kuri buvo reik§mingai
didesné néstumy su vaisiaus patologija VKL, Calponin ir Desmin raiska
reikSmingai nesiskyrée tarp abiejy Saltiniy VVKL, o MRF4 geno didesne raiska
nustatéme sveiko néStumo VVKL. Actinin-a yra siejamas su griauciy
raumeny lastelémis (Sjéblom ir kt., 2008), MRF4 genas koduoja veiksnj,
dalyvaujantj griau¢iy raumeny diferenciacijoje kartu su kitais reguliaciniais
baltymais (Lazure ir kt., 2020; Zammit, 2017), o Calponin ir Desmin laikomi
lygiyjy raumeny Zzymenimis (Frid ir kt., 1994). Taigi, naudojant §j
diferenciacijos protokolg abiejy Saltiniy VVKL labiau specializuojasi griau¢iy
raumeny kryptimi (1 publikacija).

Nerviné diferenciacija indukuota pasitelkiant retinoine riigstj, kuri, kaip
zinoma, dalyvauja ankstyvoje neurogenezéje bei lgsteliy nervinéje
diferenciacijoje (Yu ir kt., 2012; Janesick ir kt., 2015). Diferenciacijos metu
keitési lasteliy morfologija, lastelés jgavo pailgesne forma, formavosi j
neuritus panasios lgsteliy atSakos. IStyrus nervinei diferenciacijai biidingy
geny raiska, kuri vertinta 5-gja ir 12-gja diferenciacijos diena, nustatéme, kad
Nestin raiska 5-gja diferenciacijos dieng reik§mingai iSaugo né$tumy su
vaisiaus patologija VVKL ir susilygino su sveiky néStumy VVKL 12-3j3
diferenciacijos diena. NSE geno raiska diferenciacijos metu iSaugo
palaipsniui, 5-gjg diferenciacijos dieng $io geno raiSka buvo pana$i abiejy
Saltiniy VVKL, o 12-3j3 diferenciacijos dieng NSE raiSka buvo stipriau
iSreik§ta néStumy su vaisiaus patologija VVKL. Nestin yra Zinomas kaip
nerviniy kamieniniy lasteliy Zymuo (Bernal ir Arranz, 2018), o NSE laikomas
neurony ir neuroendokrininiy lasteliy zymeniu (Haque ir kt., 2018). Siame

darbe stipriau i8augusi Nestin raiSka parodé, jog diferenciacijos metu abiejy
26



Saltiniy VVKL kultiiroje labiau dominavo nervinés progenitorinés lgstelés (1
publikacija).

Indukavus VVKL diferenciacija, lastelés specializavosi atitinkamy linijy
kryptimis, diferenciacijos metu keitési lasteliy morfologija, iSrySkéjo linijoms
budingi bruozai, taip pat suaktyvinta specifiniy riebaliniy, kauliniy,
raumeniniy ir nerviniy geny raiska.

2.2.2. Epigenetiniai poky¢iai VVKL diferenciacijos metu

Diferenciacijos metu vykstancius fenotipinius ir funkcinius kamieniniy
lasteliy virsmus lemia pasikeitusi geny raiska. Siuos geny raiskos profilio
pokyCius  reguliuoja  epigenetiniai  veiksniai, apimantys  trumpas
nekoduojanc¢ias RNR sekas (mikro RNR), chromating modifikuojancius
baltymus (PRC1 ir PRC2 kompleksai), histony modifikacijas bei DNR
metilinimg. Siame darbe tyréme VVKL riebalinés, kaulinés, raumeninés ir
nervinés diferenciacijos epigeneting reguliacija, taip pat siekéme palyginti
Sios reguliacijos profilius sveiky néStumy ir néStumy su vaisiaus patologija
VVKL (1 lentelé).

Siame darbe tyringjome mikro RNR (miR) raiskos poky¢ius VVKL
diferenciacijy metu. miR — tai trumpos 20-25 nukleotidy ilgio nekoduojancios
RNR sekos, kurios reguliuoja geny raiska potranskripciniame lygyje, taip miR
reguliuoja lasteliy proliferacijos, diferenciacijos, senéjimo ir kitus procesus.
Taip pat miR reguliuoja ir epigenetinéje reguliacijoje dalyvaujanciy baltymy,
tokiy kaip DNR (de)metilazés, histony (de)acetilazés ir (de)metilazes,
Polikombo komplekso baltymai, raiSkg (Sato ir kt., 2011). Viena i§ miisy
pasirinkty miR seky miR-17 skatina lasteliy proliferacija ir palaiko jy
kamieniskumg bei blokuoja diferenciacija, taip pat parodyta, jog §i miR
tiesiogiai slopina ALP aktyvuma ir mineralizacijg (Li ir kt., 2011; Kang ir
Hata, 2015). Musy tyrimuose visy indukuoty diferenciacijy metu miR-17
raiska reikSmingai sumazéjo (1 ir 2 publikacijos), taip pat nustatéme, jog
kaulinés bei nervinés diferenciacijos metu miR-17 raiSka labiau sumazéjo
sveiky néstumy nei néstumy su vaisiaus patologija VVKL. Zinoma, kad miR-
21 funkcionuoja kaip kaulinés diferenciacijos jungtukas (Kang ir Hata, 2015;
Sun ir kt, 2015), ta parodé ir miisy tyrimuose nustatyta reikSmingai padidéjusi
miR-21 raiska kaulinés diferenciacijos metu ir stipresnis raiSkos padidéjimas
pastebétas sveiky néStumy VVKL (2 publikacija), raumeninés ir nervinés
diferenciacijos metu miR-21 raiska isliko beveik nepakitusi, o riebalinés
diferenciacijos metu reik§mingai sumazéjo. Taip pat nustatéme, kad miR-34a
ir miR-146a raiskos profiliai tirty diferenciacijy metu buvo panasiis, kuomet
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ju raiska riebalinés ir kaulinés diferenciacijos metu reikSmingai Sumazgjo (2
publikacija), 0 raumeninés ir nervinés diferenciacijos metu $iy miR raiska
reikSmingai padidéjo (1 publikacija), taip pat nustatéme, jog Siy miR raiska
stipriau padidéja néStumy su vaisiaus patologija VVKL méginiuose, tik ne
toks rySkus skirtumas pastebétas tiriant miR-146 raiskg nervinés
diferenciacijos metu. Kity mokslininky darbuose nustatyta, kad miR-34a ir
miR-146a funkcionuoja kaip kaulinés diferenciacijos slopikliai (Chen ir kt.,
2014; Huszar ir Payne, 2014), taciau Sios miR nervinéje diferenciacijoje ir
neurity formavimesi vaidina labai svarby vaidmenj (Aranha ir kt., 2011,
Nguyen ir kt., 2018).

1 lentelé. Epigenetiné reguliacijoje dalyvaujanciy veiksniy pokyciai VVKL
diferenciacijos jvairiomis kryptimis metu (pagal 1 ir 2 publikacijas).

Diferenciacija
Riebaliné Kauliné Raumeniné Nerviné
Epigenetinis veiksny

miR-17 | l | |
. miR-21 ~ ~
Mikro RNR miR-32a i I 7 1
miR146a | ! 1 )
Atviro HahiperAc ! ! ! !
chromatino | H3K9ac ! ! ! !
modifikacijos | H3K4me3 ! ! l !
ir baltymai HDAC1 1 1 1 !
Uzdaro H3K9me3 ! ~ ! !

chromatino | H3K27me3
modifikacijos 1 T T i
PRC1 BMI1 l | | |
SUZ12 1 1 1 !
PRC2 EZH2 | ! | |
ONR DNMT1 | l 1 !
metilinimas DNMT3a net!rta net!rta 1 1
DNMT3b netirta netirta 1 1

Diferencijuojant kamieninéms lgsteléms aktyvuojama specifiniy linijai
geny raiska ir slopinama kamieniskumg palaikanciy geny raiska, tokj geny
raiSkos persitvarkymg reguliuoja chromating modifikuojantys baltymai,
histony modifikacijos, DNR metilinimas. Riebalinés ir kaulinés
diferenciacijos metu vykstantys epigenetiniy veiksniy raiSkos pokyciai
vertinti 9-aja diferenciacijos diena (2 publikacija), o raumeninés ir nervinés
diferenciacijos metu — 5-3ja ir 12-3ja diferenciacijos dieng (1 publikacija),
iStyrus visy tirty baltymy lygius ir jy modifikacijas reikSmingy skirtumy tarp
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sveiky néstumy ir néStumy su vaisiaus patologija VVKL nenustatéme, taciau
pastebéjome, jog Siy veiksniy raiSka nezymiai keitési diferenciacijy metu.

Geny transkripcinj aktyvuma lemia chromatino konformacija, kuri gali
buti atvira (euchromatinas) arba uzdara (heterochromatinas), o tai lemia
histony modifikacijos, kurios taip pat skirstomos ] aktyvinancias ir
slopinancias. Tyrimy metu nustatéme, jog visy tirty diferenciacijy metu
aktyviy histony modifikacijy H4hiperAc, H3K9ac ir H3K4me3 lygis buvo
reikSmingai sumazgjes, sumazéjo ir heterochromatino modifikacijos
H3K9me3 raiska (tik kaulinés diferenciacijos metu $is sumazéjimas
nezymus), taciau padidéjo slopinanéios H3K27me3 modifikacijos kiekis (1 ir
2 publikacijos). Taip pat nustatéme, jog raumeninés ir nervinés diferenciacijy
metu histony modifikacijy raiSkos mazéjimas vyksta palaipsniui, tik
H3K27me3 raiska ankstyvosios diferenciacijos metu sumazéja, o vélyvuoju
diferenciacijos laikotarpiu padidéja. Literatiiroje skelbiama, kad pilnai
diferencijavusiuose adipocituose H3K4me3 Kkiekis adipocitiniy geny
promotoriuose labai Zemas (Musri ir kt. 2006), taciau taip pat yra duomeny,
jog riebalinés diferenciacijos metu specifiniy geny raiskos aktyvacija siejama
su H3K27 demetilinimu bei padidéjusiu H3K9 acetilinimu (Noer ir kt., 2009).
Kaulinés diferenciacijos metu vyksta visuminis H3K9ac kiekio sumazéjimas
bei H3K9me2 padidéjimas ir nepakitgs Dbivalentiniy modifikacijy
H3K4me3/H3K27me3 kiekis, o specifiniy ,,05te0* geny raiskos aktyvinimas
siejamas su H3K9 acetilinimu, bet nepakitusiu H3K9me2 kiekiu (Tan ir kt.,
2009; Hakelien ir kt., 2014). Taciau misy tyrimy metu gauti rezultatai parodé
kitokig tendencija, kuomet visuminis H3K4me3 kiekis sumazéja, o
H3K27me3 padidéja (2 publikacija). Raumeny lasteliy specializacijos metu
geny raiSkos aktyvacija siejama su H3K9 demetilinimu bei H3K27
hipometilinimu (Sincennes ir kt., 2016). Misy gauti duomenys rodo, jog
VVKL raumeninés diferenciacijos metu vyksta H3K9me3 kiekio
sumaz¢jimas, tac¢iau H3K327me3 lygis sumazéja 5-3ja diferenciacijos diena,
0 12-3j3 dieng stebimas padidé¢jimas (1 publikacija). Nervinése kamieninése
lastelése tolimesnei diferenciacijai reikalingy geny promotoriai pasiZymi
bivalentinémis modifikacijomis (H3K4me3 ir H3K27me3), Iasteléms
pradéjus diferencijuoti nespecifiniy geny promotoriai slopinami H3K27me3,
o specifiniy geny promotoriai pasizymi aktyvinanc¢ia H3K4me3 modifikacija
arba iSlieka bivalentiniai (Burney ir kt., 2013).

Nustatéme, kad VVKL diferenciacijy metu Polikombo slopinancio
komplekso 1 (angl. Polycomb repressive complex 1, PRC1) baltymo BMI1
bei Polikombo slopinancio komplekso 2 (angl. Polycomb repressive complex
2, PRC2) baltymy SUZ12 ir EZH2 (1 ir 2 publikacijos) kiekis reik§mingai
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sumazéjo. Zinoma, kad PRC2, kurj sudaro EZH2 (histony metiltranferaze) ir
SUZ12 (palaiko EZH2 veikimg), diferenciacijos metu inicijuoja su
kamieniskumu ir proliferacija susijusiy baltymy raiskos slopinimg kartu su
PRCI ir BMII, kurie palaiko uzdarg chromatino baseng (Richly ir kt., 2011).
Misy gauti rezultatai atitinka ir kity mokslininky paskelbtus duomenis,
rodancius, jog kaulinés diferenciacija gali biiti siejama su sumazgéjusiu
PRC1/2 baltymy kiekiu (Wei ir kt., 2011), o riebalinés diferenciacijos metu
BMI1 komplekso sumazéjimas nustatytas kauly Ciulpy kamieniniy lasteliy
diferenciacijos metu (Hu ir kt., 2019). Taip pat skelbiama, kad Polikombo
kompleksy baltymai dalyvauja ir raumeninéje bei nervin¢je diferenciacijose,
EZH2 ir BMI1 reguliuoja raumeniniy geny raiska (Caretti ir kt., 2004; Asp ir
kt., 2011) ir valdo neurogenezés procesus (Corley ir Kroll, 2015; Shan ir kt.,
2017) jvairiuose organizmo vystymosi etapuose.

Epigenetinéje geny raiskos reguliacijoje taip pat dalyvauja tokie fermentai
kaip histony deacetilazés (HDAC) ir DNR metiltransferazés (DNMT). Mes
iStyréme HDACI1 ir DNMT]1 baltymy kiekio bei DNMT3a ir DNMT3b geny
raiskos poky¢ius. Siame darbe nustatéme, kad visy diferenciacijy metu
HDAC1 bei DNMT1 kiekiai reik§mingai mazéja (1 ir 2 publikacijos). Kaip ir
misy gauti rezultatai, literatliroje yra duomeny, jog riebalinés ir kaulinés
diferenciacijos metu HDACI kiekis sumazéja (Yoo ir kt., 2006; Lee ir kt.,
2006). Tokia pati tendencija pastebima ir raumeninés bei nervinés
diferenciacijos metu, kuomet specifiniy geny raiskos aktyvacija yra siejama
su DNMT1 ir HDACI sumazéjimu (Laker and Ryall, 2016; Jang ir kt., 2018).
Tirdami de novo metiltransferaziy DNMT3a ir DNMT3b geny raiska
raumenings ir nervinés diferenciacijos metu nustatéme tam tikrus raiskos
skirtumus sveiky néStumy ir néStumy su vaisiaus patologija VVKL.
Raumeninés diferenciacijos metu abiejy tirty metiltransferaziy geny raiska
palaipsniui didéjo ir stipresnis raiSkos did¢jimas nustatytas néStumy su
vaisiaus patologija VVKL. Nervinés diferenciacijos metu taip pat nustatyta
reikSmingai did¢janti DNMT3b raiska, tik intensyvesnis padidéjimas
nustatytas sveiky néStumy VVKL, o DNMT3a raiska diferenciacijos pradzioje
buvo labiau iSaugusi nei diferenciacijos pabaigoje ir stipresnis raiskos
didéjimas nustatytas néstumy su vaisiaus patologija VVKL (1 publikacija).
Literatiroje Zinoma, kad tiek DNMT3a, tieck DNMT3b atlicka labai svarby
vaidmen] raumeninés ir nervinés lasteliy diferenciacijos metu reguliuojant ir
jtvirtinant geny raiskos profilius (Watanabe ir kt., 2006; Hatazawa ir kt.,
2018).

IStyrus epigenetinius pokycius riebalinés, kaulinés, raumeninés ir nervinés
diferenciacijos metu sveiko né$tumo ir né$tumo su vaisiaus patologija VVKL,
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galime teigti, jog epigenetiné diferenciacijy reguliacija vyksta vienodai abiejy
Saltiniy VVKL. Visuotinis chromatino persitvarkymas, histony modifikacijy
poky¢iai vyksta universaliai visy diferenciacijy metu, o mikro RNR raiska
pasizymi tam tikru specifiSkumu diferenciacijoms.

2.3.Sveiky ir polihidramniono néstumy VVKL nerviné diferenciacija

Tolimesniuose doktorantiiros metu atliktuose tyrimuose pasirinkome
pladiau panagrinéti treciojo néStumo trimestro (32 savaité) néStumy su
vaisiaus patologija VVKL, tokios Iastelés tyrimams iSskirtos 1§
polihidramniono néStumy VV. Kaip jau minéta 2.1 skyriuje, polihidramniono
néstumy VVKL pasizyméjo aktyviu oksidaciniu fosforilinimu bei Zemu
mitochondrijy membranos potencialu, o tokios lgsteliy charakteristikos gali
biti siejamos su prastesniu diferenciacijos potencialu trimis gemaliniy lapeliy
kryptimis (Schieke ir kt., 2008; Tsogtbaatar ir kt., 2020). Todé¢l tolesni tyrimai
buvo atliekami lyginant sveiky ir polihindramniono néstumy VVKL
diferenciacijos potenciala nervine (ektodermos) kryptimi.

2.3.1. Lasteliy morfologiniai poky¢iai diferenciacijos metu

Abiejy Saltiniy VVKL buvo indukuotos diferencijuoti nervine kryptimi
keturiais skirtingais protokolais, j kuriy sudét] jeina jvairios su neurogeneze
siejamos signalinés molekulés — 8-Bromadenozino 3',5'-ciklinis adenozino
monofosfatas (8-Br-cAMP), 3-izobutil-metilksantinas (IBMX), kalio
chloridas (KCI) ir retinoiné rugstis (RA) bei trofiniai veiksniai — smegeny
neurotrofinis veiksnys (BDNF) ir nervy augimo veiksnys (NGF) (2 lentelé).
VVKL diferenciacija vykdyta 3 dienas.

2 lentelé. Nervinés diferenciacijos indukcijai naudotos medziagos ir jy funkcijos
(pagal 4 publikacija).

Protokolas | Induktorius | Funkcija

Signaliné molekulé, kuri per baltymy kinazg A

Lir 11 cAMP aktyvuoja nerviniy geny raiska, stimuliuoja neurity
susidaryma (Zhang ir kt., 2011).

Fosfodiesteraziy slopiklis, apsaugantis cAMP nuo
degradavimo (Shahbazi ir kt., 2016).
Neurotrofinas, dalyvaujantis nervinéje

Iir BDNF diferenciacijoje per MAPK, PLC ir PI3K
signalinius kelius (Lim ir kt., 2008).
Neurotrofinas, dalyvaujantis nervingje

Iir il NGF diferenciacijoje per MAPK, PLC ir PI3K
signalinius kelius (Martorana ir kt., 2018).
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2 lentelés tesinys
Protokolas | Induktorius | Funkcija
. Skatina membranos depoliarizacijg (Rienecker ir
I, Iir 11 KCI kt., 2020).
L Dalyvauja ankstyvoje neurogenezéje ir nervingje
' I v RA diferenciacijoje, stabdo proliferacija, aktyvuoja
specifiniy geny raiska (Janesick ir kt., 2015).
Y N2 priedas Komer.c_uys priedas, skirtas nervinés diferenciacijos
indukcijai.

Indukavus diferenciacija jvertinome lasteliy morfologinius poky¢ius ir
pastebéjome, kad sveiky nésStumy VVKL nervinéms lgsteléms budingi
pozymiai buvo ryskesni nei polihidramniono néstumo VVKL (4 pav). Siuos
lasteliy virsmus jvertinome ir kiekybiskai matuodami susidariusiy neurity ilgj
ir neuritus formuojanciy lasteliy daznj diferencijuotoje kulturoje. Nustatéme,
jog ilgiausius neuritus formavo sveiko néstumo VVKL indukuotos I-0jo
protokolo (8-Br-cAMP, IBMX, KCI, RA) diferenciacijos terpe (mediana
78,695 um), o didziausias diferenciacijai bidinga morfologija pasizyminciy
lasteliy daZnis nustatytas I11-0jo protokolo (8-Br-cAMP, IBMX, BDNF, NGF,
KCl, RA) terpe indukuoty sveiky néstumy VVKL diferencijuotoje kultiroje
(0,95/1) (4 publikacija).

| protokolas Il protokolas Il protokolas IV protokolas

Sveikas
néstumas

Polihidramniono
néstumas

) = IS . W2 o %]
4 pav. Sveiky ir polihidramniono néStumy VVKL morfologija nervinés
diferenciacijos metu. VVKL indukuotos diferencijuoti naudojant skirtingy medziagy
kombinacijas — | protokolas: cAMP, IBMX, RA, KCI; Il protokolas: BDNF, NGF,
RA, KCI; 111 protokolas: cAMP, IBMX, BDNF, NGF, RA, KCI; 1V protokolas: N2

priedas, RA. Mastelis — 400 um (pagal 4 publikacija).

Lasteliy indukuotos diferenciacijos metu pastebéjome, kad indukavus
abiejy Saltiniy VVKL III-ojo protokolo induktoriy kombinacija, morfologiniai
pokyciai jvyksta labai greitai. Po indukcijos pradzios praé&jus tik 3-ims
valandoms lasteliy kulttiroje buvo galima matyti nerviniy Igsteliy morfologija
pasizymin¢ias VVKL. Siuos pokyéius vizualizavome pasitelkiant
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imunofluorescencing mikroskopija ir nustatéme rysky citoskeleto baltymy,
tokiy kaip B-tubulinas Ill, vimentinas, F-aktinas, persitvarkymg ir nervinio
zymens NCAMI persiskirstyma lastelése (4 publikacija).

2.3.2. Geny raiskos poky¢iai diferenciacijos metu

Nors polihidramniono néstumo VVKL morfologiniai poky¢iai nervinés
diferenciacijos metu nebuvo ryskis, atlikome specifiniy geny raiskos tyrimus
indukuojant diferenciacija visy keturiy protokoly terpémis. IStyrus nerviniy
pirmtaky zymeny (SOX2, NES, NEURODL1 ir VIM), diferencijuoty post-
mitotiniy nerviniy lgsteliy zymeny (NSE, NCAM1, NCAM2, GAD1, TPH1,
TPH2, MAP2 ir SYP), glijos zymeny (GFAP ir S100B), (neuro)trofiniy
veiksniy (BDNF, NGF, NTF3, NTF4, VEGFA, TGFB1, HBEGF) ir jy
receptoriy (NTRK1, NTRK2, NTRK3, FGFR1 ir PDGFRA) geny raiska,
nustatéme, jog sveiko néstumo VVKL specifiniy nervinei diferenciacijai geny
raiska aktyvuota intensyviau, i$skyrus glijos Zymenis (GFAP ir S100B), kuriy
didesné raiska nustatyta polihidramniono VVKL (4 publikacija) (5 pav.).
Visomis diferenciacijos indukcijos salygomis ypatingai stipriai aktyvuota
NEUROD1 geno, koduojancio transkripcijos veiksni aktyvuojanti
neurogenezés programg lastelése (Pataskar ir kt., 2016), raiska. Taip pat
stipriai aktyvuota ir diferenciacijg stimuliuojancio veiksnio NCAM1 (Shin ir
kt., 2002) geno raiska, kuria galimai aktyvavo NEUROD1, kadangi NCAM1
yra tiesioginis §io transkripcijos veiksnio taikinys (Osborne ir kt., 2013).
Susumavus duomenis jvertinome, jog II-ojo protokolo induktoriy
kombinacija, j kurios sudétj jeina BDNF, NGF, KCl ir RA, geriausiai inicijavo
VVKL specializacijos nervine kryptimi programa. Papildomai iStyréme $io
protokolo terpe indukuoty lgsteliy jony kanaly HCN2 ir KCNJ2 geny raiska,
kuri sveiky néstumy VVKL iSaugo smarkiau (4 publikacija).
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5 pav. Sveiky ir polihidramniono néstumy VVKL geny raiSkos aktyvacija lasteles
indukuojant diferencijuoti nervine kryptimi bei naudojant skirtingas induktoriy
kombinacijas. Tirta nerviniy pirmtaky zymeny, diferencijuoty post-mitotiniy nerviniy
lasteliy zymeny, glijos Zymeny, (neuro)trofiniy veiksniy ir jy receptoriy geny raiska.
Paryskintos rodyklés nurodo stipriau aktyvuota geny raiska atitinkamoje tirty geny

grupéje (pagal 4 publikacija).
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Nors charakteringus morfologinius pokycius intensyviau inicijavo cAMP,
IBMX, BDNF, NGF, KCI ir RA induktoriy kombinacija (IlI-as protokolas),
geresni geny raiskos rezultatai nustatyti naudojant tik BDNF, NGF, KClir RA
(l-as protokolas). Pasitelkiant panaSios sudéties diferenciacijos terpg
(dbcAMP, IBMX, EGF, bFGF, NGF, BDNF) Bonaventura ir kolegos
pademonstravo, jog i§ visy tirty kamieniniy lasteliy Saltiniy (kauly ciulpai,
virkstelés kraujas, endometriumas, vaisiaus vandenys), VVKL pasizyméjo
geriausiu diferenciacijos nervine kryptimi potencialu, kuris buvo patvirtintas
ir funkciskai (Bonaventura ir kt., 2015). Kadangi 11-0jo protokolo kombinacija
pasirinkome §j protokolg tolimesniems tyrimams vidulgsteliniy ir
sekretuojamy baltymy lygyje.

2.3.3. Baltymy raiskos poky¢iai diferenciacijos metu

Baltyminiame lygyje tyréme vidulasteliniy baltymy (tarpinis filamentas
Nestin, kamieniniy lgsteliy ir nerviniy progenitoriy transkripcijos veiksnys
Musashil ir transkripcijos veiksnys LIN28a) bei sekretuojamy baltymy
(neurotrofinis veiksnys BDNF bei trofinis veiksnys VEGF) kiekiy pokycius
sveiky ir polihidramniono méginiy VVKL diferenciacijos metu naudojant I1-
o0jo protokolo induktoriy kombinacijg (BDNF, NGF, KCI, RA). Nustatéme,
jog diferenciacijos metu $iy baltymy kiekis reikSmingai did¢ja ir vertinant nuo
nediferencijuotos kontrolés baltymy kiekio padidéjimas didesnis sveiky
néstumy VVKL, tafiau verta paminéti, jog neveiktose polihidramniono
néstumy VVKL nustatytas tirty baltymy kiekis buvo didesnis nei
nediferencijuotose sveiky néstumy VVKL (4 publikacija). Nors misy
eksperimentuose po diferenciacijos tirty trofiniy molekuliy sekrecija padidéja,
Castelli ir kolegos parodé, jog net ir nediferencijuoty VVKL sekretomas per
BDNF signalinius kelius aktyvuoja lasteliy iSgyvenamumo ir slopina
apoptoze skatinancio signalo perdavimg iSemijos/reperfuzijos SH-SY5Y
lasteliy modelyje (Castelli ir kt. 2020).

Taip pat vertinome sekretuojamy citokiny IL-1f, IL-6 ir IL-10 kiekiy
poky¢ius ir nustatéme, jog abiejy Saltiniy VVKL nepasizymi uzdegima
skatinancio citokino IL-1 ir priesuzdegiminio citokino IL-10 sekrecija, taCiau
pasizymi uzdegima skatinancio citokino IL-6 sekrecija, kuri diferenciacijos
metu sveiky néStumy VVKL sumazéjo, o polihidramniono VVKL
suintensyvéjo, nors Sie skirtumai nereikSmingi (4 publikacija). IL-6 Zinomas
kaip vienas i§ pagrindiniy imuninio ir uzdegiminio atsako dalyviy, taciau
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duomenys rodo, jog Sis citokinas skatina nerviniy kamieniniy lgsteliy
diferenciacija glijos lasteliy kryptimi (Islam ir kt., 2009).

Tyrimy metu nustatéme, kad tik polihidramniono VVKL pasizymi
uzdegima skatinancio citokino TNFa sekrecija, kuri diferenciacijos metu
reikSmingai sumazéja. Taip pat nustatéme, jog citoking koduojancio TNFA
geno raiSka neveiktose VVKL reikSmingai didesné nei polihidramniono
méginiuose, o receptorinio geno TNFR1 raiSka diferenciacijos metu stipriau
iSaugo sveiky néstumy VVKL (4 publikacija). TNFo sekrecija
polihidramniono méginiuose galéty biti sicjama su reikSmingai didesne c-
MYC geno raiska, kadangi zinoma, jog c-MYC skatina TNFa raiska (Liu ir
kt., 2015). Taip pat zinoma, jog TNFa skatina ROS gamyba (Kastl ir kt.,
2014), o CD13 (aminopeptidazeé N) slopina ROS produkcija vézinése lastelése
(Kim ir kt., 2012). Tai patvirtina ir masy tyrimuose gautus duomenis,
parodancius reikSmingai intensyvesng ROS generacija bei mazesng CD13
raiSkg polihidramniono VVKL lyginant su sveiky néstumy VVKL. Tokios
polihidramniono VVKL ypatybés galéty buti paaiskintos visumine
uzdegimine néStumo bisena, kadangi viena i§ polihidramniono gydymo ar
bent komplikacijy iSvengimo strategijy yra nesteroidiniy priesuzdegiminiy
vaisty vartojimas néstumo metu (Hamza ir kt., 2013).

Tyrimais parodéme, kad nervine kryptimi indukuotos diferencijuoti sveiky
ir polihidramniono né$tumy VVKL skiriasi morfologiniais poky¢iais ir geny
raiSkos aktyvumu, taciau yra panasios baltymy raiska ir trofiniy molekuliy
sekrecija. Bet verta pastebéti, jog tik polihidramniono méginiy VVKL
pasizyméjo uzdegima skatinancio veiksnio TNFa sekrecija, tad svarbu tirti
kaip pagerinti tokiy lasteliy savybes, kad Sio Saltinio kamieninés lastelés
galéty biti efektyviai pritaikomos regeneracinés medicinos tikslais.

2.4.Mazyjy molekuliy poveikiy jtaka VVKL savybéms ir nervinés
diferenciacijos potencialui

Epigenetiskai  aktyvios medziagos, dar vadinamos maZosiomis
molekulémis, geba aktyvuoti jvairias lasteliy programas, tarp juy ir
diferenciacija ar dediferenciacija. Tad nusprendéme istirti, kokj poveikj
mazosios molekulés turi sveiky néstumy VVKL kamieniskumo savybéms.
Siame darbe tyréme HDAC slopiklius TSA ir NaBut, kurios, Kaip anks¢iau
nustatyta, skatina somatiniy Igsteliy pluripotenti§kumo indukcijg (Mali ir kt.,
2010; Kretsovali ir kt.,, 2012). Taip pat naudojome jvairiafunkcines
biomolekules VitC ir RA. VitC veikdamas kaip TET baltymy ir histony
demetilaziy kofaktorius pagerina lgsteliy pluripotentiSkumo indukcijos
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efektyvuma (Esteban ir kt., 2010; Wang ir kt., 2011). Taip pat parodyta, kad
VitC stimuliuoja kamieniniy lasteliy pluripotentiskumo indukcijg ir
proliferacijg slopinant p53/p21 (Esteban ir kt., 2010; Zhang ir kt., 2016). RA
veikimas priklauso nuo naudojamos koncentracijos — nedidelée RA
ko