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SANTRUMPOS

AMH - (angl. anti-mullerian hormone)- antimiulerinis hormonas

Amhr - antimiulerinis hormono receptorius

Bcl-2 - (angl. B-cell lymphoma 2)- B lasteliy limfomos 2 genas/baltymas

CAR - chimerinis antigeno receptorius

Ccndl — (angl. cyclin D1)- ciklinas D1

CD —(angl. cluster of differentiation) — diferenciacijos antigenas

DAPI - 4'-6-diamidino-2-fenilindolas

Fshr - (angl. follicle-stimulating hormone receptor)- folikulus stimuliuojan¢io hormono receptorius
Gja -(angl. gap junction alpha-1 protein)- tarpinés gijos genas

HKL - hematopoetinés kamieninés Igstelés

HLA - (angl. human leukocyte antigen)- zmogaus leukocity antigenas

Hsp70 —(angl. heat shock protein 70)- Siluminio $oko baltymas 70

MHC -(angl. major histocompatibility complex) - didysis audiniy suderinamumo kompleksas
Mki67 - (angl. marker Of Proliferation Ki-67) - proliferacijos zymeklis Ki-67

MKL - mezenchiminés kamieninés 1gstelés

mTOR - (angl. the mammalian target of rapamycin)- zinduoliy rapamicino taikinys

NK Iastelés — natiiralios 1astelés zudikés

p27 - (angl. cyclin-dependent kinase inhibitor, CDKN1B )- nuo ciklino priklausomas kinazés
inhibitorius

Pcna - (angl. proliferating cell nuclear antigen)- proliferuojancios lgstelés branduolio antigenas
PK — periferinis kraujas

PKN — prieslaikinis kiauSidziy nepakankamumas

PKVL — periferinio kraujo vienbranduolés Iastelés

PRP — (angl. Platelet Rich Plasma)- trombocitais praturtinta plazma

RL-kPGR - realaus laiko kiekybiné polimerazés grandininé reakcija



IVADAS

Su nevaisingumu susiduria vis daugiau Seimy. Kas SeSta pora pasaulyje yra susidiirusi su
nevaisingumo problemomis (t. y. apie 10-15 % visy Seimy). Pakartotinai su nevaisingumu susiduria
net 10-25% pory, nes negauna tinkamo, veiksmingo gydymo. Lietuvoje nevaisingumas taip pat
didéja, yra apie 50 000 nevaisingy $eimy, o kiekvienais metais §is skai¢ius padidéja apie 2000. Sis
spartus didéjimas rodo, jog Siuo metu esamos ir pricinamos procediiros néra visiSkai efektyvios.
Nevaisingumas jtakoja daug daugiau nei galimybe pastoti, bet ir bendravima, psichologine, fizing
bikle. Sio sutrikimo prieZastys gali biiti jvairios, ta¢iau daznai pasitaikanti yra prieslaikinis kiaugidziy
nepakankamumas (PKN), kuris apibtudinamas kaip kiausidziy funkcijos ir folikuly atsargos
kiauSidése praradimas, kiausidziy reprodukcinio potencialo sumaz¢jimas ir PKN paliecia ~4%
motery visame pasaulyje. Gydant nevaisingumg yra taikoma pakaitiné hormony terapija, kuri gali
palengvinti simptomus bei sumazinti ilgalaikiy pasekmiy rizika, bet ji galutinai neatkuria kiausidziy

funkcijos ir vaisingumo, todél yra ieSkoma naujy, perspektyvesniy gydymo budy.

Pastaraisiais metais lasteliy terapija laikoma novatorisku jvairiy ligy, ypa¢ autoimuniniy ligy,
gydymo buidu. Lasteliy terapija yra ypac svarbi serganciyjy kraujo onkologinémis ligomis, solidiniy
naviky gydymui, o tai taip pat ir regeneracinéje medicinoje atstatant pazeistas jvairiy organy lasteles.
Vis daugiau jrodymy rodo, kad periferinis kraujas (PK) gali buti alternatyvus
kamieniniy/progenitoriniy lasteliy Saltinis tinkantis klinikiniam naudojimui. Periferinio kraujo
vienbranduolés Igstelés apima pogrupius i§ limfoidinés linijos (T lgstelés, B lgsteles, NK 1astelés) ir
mieloidinés linijos (monocitai, dendritinés 1gstelés), taip pat galima aptikti ir kamieniniy lagsteliy.
Taciau iki Siol periferinio kraujo kamieniniy/progenitoriniy lasteliy biologinés savybés néra visiskai

suprantamos, todé¢l labai svarbu tirti jy savybes bei suprasti jy taikymo terapijoje galimybes.

Darbo tikslas - jvertinti periferinio kraujo vienbranduoliy Igsteliy terapinj potencialg

kiausidziy funkcijai prieslaikinio kiausidziy nepakankamumo gyviny modelyje.

Darbo uzdaviniai:

1. Charakterizuoti periferinio kraujo vienbranduoles lgsteles, jvertinti jy augimo potencialg.

2. lvertinti periferinio kraujo Igsteliy terapinj poveikj eksperimentiniame nevaisingumo

modelyje in vivo.

3. Nustatyti su folikulogenezés procesu susijusiy geny ir baltymy raiSkos pokycius peliy

kiausidziy ir gimdos audiniuose.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Prieslaikinis kiauSidziy nepakankamumas

Prieslaikinis kiausSidziy nepakankamumas (PKN; sinonimai — prieSlaikinis kiausidziy
iSsekimas, prieslaikiné menopauze, hipergonadotropiné amenor¢ja, hipergonadotropinis
hipogonadizmas, pokastracinis sindromas) atsiranda, kai moters kiauSidés nustoja normaliai
funkcionuoti nesulaukus 40 mety. Kai taip nutinka, kiauSidés negamina jprasto hormono estrogeno

kiekio arba reguliariai neisskiria kiausineliy.

Yra du PKN tipai. Pirmas tipas (afolikulinis) yra visiskas kiaugidziy folikuly ideikvojimas. Si
forma randama pacientuose, serganciuose PKN, kuri susijusi su lytiniy liauky disgeneze,
chromosomy aberacijomis ir lyties vystymosi sutrikimais. Kiausidziy folikuly truikumas atsiranda dél
to, kad lytinés lastelés nesugeba vystytis arba jy néra. Antro tipo (folikulinés) PKN folikulinés
strukttros iSsaugomos kiausSidése, todel vis tiek galimas indukuotas arba spontaniskas kiauSidziy

funkcijos grizimas.

Folikulogenezé, tai yra sudétingas ir organizuotas procesas, kai bresta kiausides folikulai.
Folikulogenezés pirminiai komponentai yra somatinés lastelés bei nesubrendg¢ ovocitai, kurie, augant
folikului, palaipsniui bresta, didéja. Sio proceso metu mazi, uzuomazginiai folikulai auga etapais ir

pasiekia galutinj ketvirtajj lygj, tuomet virsta piisliniais (tretiniais) kiauSidés folikulais.

Grauziky folikulogenezé labai panasi ] Zmogaus organizme vykstancia folikulogeneze, todél jie

tampa labai patraukus modelis nevaisingumo tyrime (1 pav.).

1.1.1. Kiausideés ir gimda

Kiau$idés yra mazos, ovalo formos liaukos, esancios abiejose gimdos pusése, kurias laisvai
vadinamus kiauSialgstémis). KiauSidése yra tikstanciai folikuly, mazy, skyscio uzZpildyty maiseliy,
kuriuose yra po vieng nesubrendusj kiausinélj. Esamy folikuly skai¢ius daug pasako apie vaisingumo
bukle, todél jy tikrinimas gali padéti diagnozuoti ir gydyti nevaisingumg. Reaguojant j didéjantj
gonadotropino, atpalaiduojanc¢io hormono (GnRH), kiekj kiausidés gamina hormonus, kaip estrogena
ir progesterona, kurie kontroliuoja menstruacinj ciklg ir néStuma. Taip pat kiauSidése yra kiausSinéliy
lastelés arba oocitai, kurie pradeda vystytis gimdoje (Clevelandclinic.org, 2022). Antimiulerinis
hormonas (AMH) yra glikoproteinas, kurj gamina prieSantraliniy ir mazyjy antraliniy folikuly

granulozés lastelés. AMH priklauso peptidy augimo ir augimo diferenciacijos faktoriy grupei. Jo
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koncentracija mazéja su amziumi, todél jis yra labai svarbus vaisingumo sumazéjimo, jskaitant
prieslaikinj kiauSidziy nepakankamuma, zymuo. Pacientams, sergantiems PKN, AMH lygis yra labai

mazas arba nereikSmingas (Jankowska K., 2017).

Ovuliacija
Atranka ir
dominavimas
Ciklinis
o idarbinimas
Pradinis
idarbinimas Grafo
folikulai
TORC Antralinis
, Jiy "‘v". &
e | Aktyvina_| el N
BMP4/BMP7, &G
LIF, bFGF . \ ® / @@ %
| Pirminis smogus (2-5 ¥
Pinnapradis\q V\® ® mm)
AMH | Ziurke (0.2-
0.4 mm) Atretiskas
PTEN, FOX0O3a,
AMH
Zmogus 14d
= =120 d. 71 d. .
] —
=30 d. 2-3d.
Ziurké 28d.
Inhibitoriai Aktyvatoriai

1 pav. KiausidZiy folikuly gyvavimo ciklas (Mcgee E.A., & Hsueh A.J., 2000).

Dar vienas svarbus reprodukcinés sistemos organas yra gimda, kurioje vyksta vieno ar keliy
embriony ir vaisiaus vystymasis iki gimimo. Gimda yra j hormonus reaguojantis lytinis organas, kurio
gleivinéje yra liauky, kurios atsakingos uz embriono maitinima. Zmogaus gimdos reprodukciné
funkcija yra priimti apvaisinta kiausialaste — zigota, kuri keliauja kiausintakiu (Clevelandclinic.org,
2022). Chemoterapiniai vaistai, radioterapija gali reikSmingai pakenkti gimdos funkcijai ir sukelti
daugybe pasekmiy tokiy kaip nevaisingumas, persileidimas, vaisiaus augimo apribojimus, vaisiaus

nepakankamumasir kt.

1.1.2. Prieslaikinio kiauSidziy nepakankamumo etiologija

Priezastys, sukelian¢ios PKN ar kitus kiausidziy pazeidimus, sutrikimus:

1. Genetinés anomalijos ir veiksniai, lemiantys PKN moterims, svyruoja nuo reikSmingy

chromosomy anomalijy, submikroskopiniy chromosomy delecijy ir dubliavimosi bei DNR sekos
8



variacijy genuose, kurie kontroliuoja daugybe biologiniy procesy. Prieslaikinis kiauSidziy
nepakankamumas gali turéti genetiniy priezasCiy, tokiy kaip Turnerio sindromas, trapusis X
sindromas (FMR1 genas) arba 1a tipo pseudohipoparatiroidizmas (GNAS1 genas). PKN gali biiti

siejamas su kitomis ne endokrininémis ir endokrininémis ligomis (Rrc.com, 2019).

2. Sisteminiai sutrikimai, turintys jtakos kiausidziy funkcijai: piktybinés hematologinés ligos;
nepiktybinés hematologinés ligos; jgimtos medziagy apykaitos klaidos (Rrc.com, 2019).
Pastebéta, kad kai kurie sisteminiai sutrikimai yra susij¢ su ankstyvu kiauSidziy funkcijos

susilpnéjimu arba vystymosi defektu.

3. Agresyvios operacijos, chemoterapija ir daugybé specifiniy vaisty (skydliaukés, epilepsijos, tam
tikry receptiniy nesteroidiniy vaisty nuo uzdegimo (NVNU), vartojamy artritui gydyti,
neuroleptiniai vaistai nuo psichozés) kelia grésme¢ moters vaisingumui. Folikuly skaiciaus
sumaz¢jimas po chemoterapijos gali sukelti reprodukcinio potencialo sumaz¢jima, kiausidziy
nepakankamuma ir menopauz¢ pra¢jus daugeliui mety po onkologinio gydymo net ir pacientams,

kuriems kiidikystéje buvo taikoma chemoterapija (Bedoschi G, Navarro P.A., Oktay K., 2016).

4. Kita priezastis gali buti autoimuninis procesas, kurj sudaro antikiiny prie$§ kiauside gamyba.
Pacientams, sergantiems PKN, gali iSsivystyti gretutinés autoimuninés ligos, tokios kaip
autoimuninis tiroiditas (Hashimoto liga), autoimuninis antinks¢iy nepakankamumas (Addisono
liga), 1 tipo diabetas, celiakija, albinizmas, reumatoidinis artritas, sisteminé raudonoji vilklige ir
sunkioji miastenija. PKN gali buti autoimuninio poliglandulinio sindromo (APS) dalis

(Jankowska K., 2017).

5. Greiciausiai kai kurios virusinés infekcijos yra PKN priezastis. Kitos galimos prieZastys yra
tuberkuliozé, maliarija ir Sigeliozés infekcija. Rikymas taip pat yra vienas i§ pagrindiniy veiksniy,
lemianciy ankstyvg PKN. Taciau Sios konkrecios prieZasties atsiradimas priklauso nuo pacios

moters (Jankowska K., 2017).

PKN turi rimty pasekmiy sveikatai. Trumpalaikés pasekmés gali biiti vazomotoriniai
simptomai, tokie kaip kar$¢io pylimas, naktinis prakaitavimas, Sirdies plakimas ar galvos skausmas.
Ilgalaiké PKN rizika sveikatai yra nevaisingumas, osteoporozé, Sirdies ir kraujagysliy bei
neurologinés ligos ir padidéjusi ankstyvos mirties rizika. Pacienciy, serganéiy PKN, natiiralaus
pastojimo tikimybé yra 5-10 proc. Taip pat turintys $j sutrikima patiria fizinj, psichologinj
diskomfortg (Podfigurna-Stopa A et al. 2016).



1.1.3. Prieslaikinio kiau§idziy nepakankamumo simptomai, dignostika ir gydymas

Pagrindinis nespecifinis PKN pozymis — oligomenoréja (retos ménesinés) arba amenoréja
(ménesiniy nebuvimas). Amenor¢ja gali biiti pirminé arba antrin€, suaugusios moterys dazniausiai

skundziasi nevaisingumu.

Klinikingje praktikoje dazniausiai vadovaujamasi Siais PKN diagnostikos kriterijais kaip
amzius, amenoréja — >4 ménesiai, FSH kickio kraujyje padidéjimas, estradiolio kraujyje kiekio
sumazéjimas. Papildomai gali bati atlikti tyrimai kaip antimiulerinio hormono tyrimas (rodo

kiausidziy rezervag), ultragarsiné diagnostika.

Standartiniy PKN gydymo metodiky néra. Kiekvienai pacientei gydymas parenkamas
individualiai ir gali buti pasitilyta pakaitine (estrogeny ir progestiny) hormony terapija. Jeigu
kiausidziy rezervas néra visiskai i$sekes, galima bandyti stimuliuoti ovuliacijg ir taikyti jvairius

pagalbinio apvaisinimo metodus.

Siuo metu yra ir nejtrauky j gydymo gaires metodiky PKN gydymui. Viena i§ jy yra
trombocitais praturtintos plazmos (PRP) injekcijos. Procesas vyksta suleidziant trombocitais
praturtintg plazma (PRP) tiesiai j kiauSides, kad biity skatinamos esamos kamieninés Iastelés gaminti
geresnés kokybés kiauginélius. Siuo metu atliekami moksliniai tyrimai, siekiant jvertinti PRP gydymo

efektyvuma (Orthoinfo.aaos.org, 1995).

1.2. Nevaisingumas

Nevaisingumas yra biikle, kai vyras ar moteris negali pastoti dél reprodukcinés sistemos
problemy. Nevaisingumas gali biiti pirminis arba antrinis. Pirminis nevaisingumas yra tada, kai kas
nors negali pastoti. Antrinis nevaisingumas yra tada, kai kas nors anks¢iau pastojo, bet dabar nebegali
(Nhs.uk, 1948).

Nevaisingumas yra prieslaikinio kiau$idziy nepakankamumo pasekmé, taiau jis taip gali

atsirasti ir dél kity priezasc¢iy kaip:

e Policistiniy kiausidziy sindromas (PCOS).
e Skydliaukes problemos — tiek pernelyg aktyvi skydliauke, tiek nepakankama skydliaukés veikla

gali uzkirsti kelig ovuliacijai.
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e Gimdos kaklelio problemos - kai vyksta ovuliacija, gleivés gimdos kaklelyje tampa plonesnés,
todél spermatozoidai gali lengviau pro jj plaukti. Jei yra gleiviy problemy, gali buti sunkiau
pastoti.

e Miomos - ne véziniai augliai, vadinami fibroidais gimdoje arba aplink jj, gali turéti jtakos
vaisingumui. Kai kuriais atvejais jie gali neleisti apvaisintam Kiausiniui prisitvirtinti gimdoje.

e Endometriozé - yra buklé, kai kitose vietose, pavyzdziui, kiausidése, pradeda augti mazi gimdos
gleivinés gabaléliai (endometriumas), tai gali pazeisti kiauSides ar kiauSintakius ir sukelti
vaisingumo problemy.

e Vaistai ir gydymas - kai kuriy rasiy vaistai ir gydymas gali turéti jtakos vaisingumui (pvz.,
chemoterapija) (Nhs.uk, 1948).

Yra 3 pagrindiniai vaisingumo gydymo tipai:

e Vaistai;

e chirurginés procediiros;

e pagalbinis pastojimas, jskaitant intrauterinj apvaisinima (IUI) ir apvaisinima in vitro (IVF);
e hormony terapija (gydymas hormonais yra skirtas skatinti kiausinéliy brendima ir ovuliacijg)

(Nhs.uk, 1948).

1.3. Lastelémis pagrjstos kiausidziy atnaujinimo ir nevaisingumo gydymo strategijos

Kol kas nevaisingumo atvejy tik daugéja, tai rodo, jog nei vienas i§ esamy gydymo metody,
procediiry néra uztikrintai efektyvus, todél ieSkoma naujy biidy kovoti su $ia biikle arba bandoma
pritaikyti jau esamas gydymo strategijas. Pastaraisiais metais vis daugiau démesio sulaukia lasteliy
terapija, kuri yra zmogaus Igsteliy transplantacija, siekiant pakeisti arba atstatyti pazeistus audinius ir
(arba) Iasteles. Naudojant naujas technologijas, novatorisSkus produktus ir neribotg vaizduote, daug
skirtingy lasteliy tipy gali buti naudojamos kaip jvairiy ligy ir bikliy terapijos arba gydymo dalis
(Aabb.org, 2016). Pasitelkiant Sig terapija gali biiti naudojamos jvairios lastelés (hematopoetinés
kamieninés lgstelés (HKL, angl. Hematopoietic stem cells, HSC), raumeny kamieninés Igstelés,
mezenchiminés kamieninés Igstelés, limfocitai, dendritinés Igstelés) priklausomai nuo to, kg norima
gydyti. Kol kas naudojamos lasteliy terapijos yra: kamieniniy kraujo Igsteliy transplantacija arba
kauly ¢iulpy transplantacija — kamieniniy Igsteliy infuzija po auksty doziy chemoterapijos, taikoma
gydant kai kurias onkohematologines ligas ir agresyvius solidinius navikus; T-lasteliy perkélimo
terapija (CAR T lIasteliy terapija) - tai yra vézio imunoterapijos gydymo biidas, kurio metu
naudojamos imuninés lgstelés, vadinamos T Igstelémis, kurios yra genetiSkai modifikuotos

laboratorijoje, kad jos galéty veiksmingiau nustatyti vezio lasteliy naikinimo vieta (Aabb.org, 2016).
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Daugybé¢ tyrimy su gyviinais parodé didele kamieniniy Igsteliy nauda neveiksmingy kiausidziy
atsistatymui. Kaip rodo tokie tyrimai, gydymas kamieninémis lastelémis gali sukelti hormony lygio
atstatyma, folikuly aktyvavima, kiausidziy angiogeneze ir funkcijy atktirima. Tuo tarpu molekuliniai
tyrimai atskleidé, kad kamieniniy Igsteliy funkcija daugiausia priklauso nuo jy parakrininiy veiksmy,
kurie gali sukelti daugybe kiauSidziy angiogenezés skatinimo ir lasteliy funkcijy reguliavimo
tyrimai parodé, kad po kamieniniy lasteliy transplantacijos PKN pacientams gali pasireiksti
menstruacinis ciklas ir net pastojimas, taiau tokiy atvejy skaius yra mazas. Tik laboratoriniais
poveikj, ji tikrai gali biiti naudinga daugiau pacienty. Be to tam, reikalingi tinkami, standartizuoti
kamieniniy lgsteliy transplantacijos metodai (Wang MY, Wang YX, Li-Ling J, Xie HQ., 2022),
(Navakauskiené R ir kt., 2023).

1.3.1. Periferinio kraujo vienbranduolés Igstelés

Hematopoeting sistema uztikrina reguliuojama pilno subrendusiy kraujo kiineliy komplemento
gamybg periferingje kraujotakoje (Fliser D., 2011). Visos kraujo lastelés yra kilusios i8
primityviausios kraujodaros lastelés, vadinamos multipotentine hemopoetine kamienine Iastele

(Jagannathan-Bogdan M, Zon L1., 2013).

Hematopoeting sistemg sudaro organai ir audiniai, pirmiausia kauly ¢iulpai, bluznis, tonzilés ir
limfmazgiai, dalyvaujantys kraujo gamyboje. Kietieji kraujo komponentai susidaro hematopoezés
blidu, tai yra nuolatinis, reguliuojamas kraujo lasteliy susidarymas. Yra trys pagrindinés
hematopoezés funkcijos, jskaitant deguonies tickima, hemostazg ir Seimininko apsauga (RN.com,

2016).
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2 pav. Hematopoetiné sistema (Pulsenotes.com. London, UK: Pulsenotes. Adresas:
https://www.pulsenotes.com/).

Lasteliy komponentai, kuriuos galima iSskirti i§ Zzmogaus periferinio kraujo, yra eritrocitai
(raudonieji kraujo kiineliai), leukocitai (baltieji kraujo kiineliai) ir trombocitai. Taip pat galima
surinkti plazma, skysta periferinio kraujo komponenta, ir tai yra priemon¢, per kurig Sios kraujo
lastelés cirkuliuoja organizme. Labai dinamiSka periferinio kraujo lasteliy sudétis ir jos svarba tiriant
imuning sistemg kartu su neinvaziniais ir lengvai prieinamais baltyjy kraujo kiineliy populiacijos
rinkimo metodais padaré ja pladiausiai naudojama sistema tyrimams ir terapijos kirimui. Zmogaus
periferinio kraujo populiarumas moksliniuose tyrimuose yra dél baltyjy kraujo kiineliy populiacijos,
ypac periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy (PKVL), kurios apima pogrupius i$ limfoidinés linijos
(T Iasteles, B lasteles, NK Igstelés) ir mieloidinés linijos (monocitai, makrofagai, dendritinés lastelés).
Sie leukocitai yra esminiai jgimto ir adaptyvaus imuninio atsako komponentai ir yra pagrindiniai

daugelio Igsteliy terapijy, tokiy kaip CAR-T, kiirimo blokai (Criver.com, 1947).

Periferinio kraujo vienbranduolés Igstelés (PKVL) yra jvairios specializuotos imuninés 1gstelés,
kurios veikia kartu, kad apsaugoty miisy kiinus nuo kenksmingy patogeny. Jy vieta periferiniame
kraujyje yra reikSminga, nes jie veikia kaip apsaugos nuo infekcijy ir ligy linija. Periferinio kraujo
vienbranduolés Igstelés (PKVL) yra maZziau tankios nei kitos miisy periferingje kraujotakoje esancios
lastelés, pvz. raudonieji kraujo kiineliai ir granulocitai. Daugelis miisy imuniniy lasteliy yra PKVL,
iskaitant limfocitus (T lastelés, B lgstelés ir NK 1gstelés), monocitus ir dendritines lgsteles (Puckrin

Z., 2022). Tiek zmogaus B, tiek T lastelés yra suspensinés, nors jos isreiskia keleta adhezijos
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molekuliy, kurias naudoja audiniy nukreipimui ir chemotaksiui (Guess T., 2016). NK 1astelés taip pat
suspensinés, nors gali pasizyméti adheziném savybém, kai j kultlirg pridedama IL-2 (Lonza.com,
1897). Monocitai auga kaip suspensiniy ir limpanciy lasteliy miSinys, o prilipusiy lasteliy dalis
priklauso nuo auginimo terpés ir dirgikliy (Thermofisher.com, 1956). Dendritinés lgstelés taip pat
gali biiti jvairios priklausomai nuo jvairiy veiksniy, bet limpancios lgstelés yra grynesnés nei

suspensinés (Yi H.,; Lu G., 2012).

PKVL atsiranda kauly ¢iulpuose i§ hematopoetiniy kamieniniy Igsteliy (HKL). HKL yra visy
Imunings sistemos kraujo Igsteliy statybiné medziaga. Kai jie patiria procesa, vadinamg hematopoeze,
ir diferencijuojasi | skirtingas lasteles, jie sukuria dvi skirtingas linijas - mieloiding ir limfoiding.
PKVL apima tam tikras mieloidines ir limfoidines Igsteles, ypa¢ tas, kurios turi vieng apvaly
branduolj. Kadangi HKL i8sivysto j skirtingus limfocitus, dendritines Igsteles ir monocitus, jie padeda

sustiprinti prisitaikancig ir jgimta imunine sistemg (Akadeum.com).

Per pastaruosius 50 mety PKVL tapo vis svarbesni klinikiniuose tyrimuose. PKVL turi bati
aukstos kokybés, grynumo ir gyvybingumo, kad biity galima naudoti klinikiniy tyrimy aplinkoje,
taciau jie yra trapts ir gali buti paveikti keliy veiksniy. Viena i$ jy augancio populiarumo priezas¢iy
yra ta, kad PKVL reikalingi norint sukurti genetiskai modifikuotas Igsteles (CAR-T, CAR-NKir t.t.),
naudojamas lasteliy ir geny terapijoje (Puckrin Z., 2022).

Kiekviena i§ PKVL Igsteliy populiacijy atlieka svarby vaidmenj kuriant ir palaikant veiksminga
imuninj atsakg. Dél Sios priezasties mokslininkai gali jas panaudoti tirdami imuniniy lasteliy elgsena,
kai jos yra veikiamos kenksmingy patogeny, ligos progresavimg Zzmogaus organizme ir veiksnius,
turinCius jtakos ilgalaikiam imunitetui. PKVL naudojamos daugybéje sriciy, jskaitant: uzkre€iamos
ligos; vakciny, vaisty kiirimas; imunologija; individualizuota medicina; tiriant pirminj kraujo ir su
krauju susijusiy organy vézj; toksikologija; transplantacijos terapija; ligos modeliavimas

(Akadeum.com).

Be vertés, kurig jos teikia mokslo pazangai, Sios lgstelés taip pat naudojamos medicinos
reikméms. PKVL nuo seny laiky naudojamos medicinoje perpilant donorinj kraujg ligoniams. Taciau
pastaruoju metu buvo pradétos naudoti ir pacientams, kuriems gali prireikti pagalbos, kurios negalima
suteikti tradiciniais metodais. Tai apima genomo redagavimo technologijos naudojima imuninéms
lasteléms pritaikyti individualiai medicinai ir vézio gydymui. Mokslininkai prad¢jo taikyti geny ir
baltymy terapija tam tikriems pacientams, kurie jau iSnaudojo kitas galimybes, gydyti

(Akadeum.com).
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1.3.2. Periferinio kraujo vienbranduoliy lgsteliy pavir§iaus Zymenys

Lastelés pavirSiaus zymuo (CD antigenas, angl. cluster of differentation, CD) yra baltymai
lastelés membranoje, biidingi tam tikrai lgsteliy subpopuliacijai, jy diferenciacijos stadijai ar
aktyvacijos busenai. CD antigenai yra molekulés, i§ pradziy apibréztos kaip esancios leukocity
lastelés pavirSiuje ir atpazjstamos specifiniy antikiingy molekuliy, tac¢iau dabar apimancios kai kurias

tarplagstelines molekules ir molekules, esancias kitose nei leukocity lgstelése (Creativebiomart.net).

CD3 antigenas susideda i§ penkiy skirtingy polipeptidiniy grandiniy, kuriy molekuliné mase
svyruoja nuo 16 iki 28 kD. CD3 turi keturias skirtingas nekintamas grandines: CD3 gama, CD3 delta,
CD3 epsilon ir CD3 zeta. Imunologijoje CD3 buidingas T-Igsteléms ir veikia kaip koreceptorius, kuris
padeda suaktyvinti citotoksing T-1gstele veikdamas pavirSiaus baltyma, antigeny receptoriy (angl. T-
cell receptor, TCR). OKT3, anti-CD ir antik@inas, nukreiptas prie§ CD3 ¢, buvo kliniSkai patvirtintas
naudoti zmonéms imunosupresijai sukelti solidiniy organy transplantacijoje atmetimo prevencijai ir
gydymui (Norman 1995). CD3 geny defektai yra viena i§ sunkaus kombinuoto imunodeficito (SCID),
kuris yra autosominis recesyvinis sutrikimas, kuriam budingas sunkus T lasteliy gamybos arba

funkcijos defektas, priezas¢iy (Sinobiological.com, 2016).

CD4 antigenas yra T limfocity antigeno receptoriaus komponentas ir Zmogaus imunodeficito
viruso koreceptorius, glikoproteinas, randamas lasteliy, tokiy kaip T lgstelés, monocitai, makrofagai
ir dendritinés lgstelés, pavirSiuje. CD4 yra koreceptorius, padedantis T Igsteliy receptoriui (TCR).
TCR kompleksas ir CD4 jungiasi prie skirtingy antigeng pateikianc¢ios MHC II klasés molekulés
sri¢iy. CD4 ekstralastelinis D1 domenas jungiasi prie II klasés MHC B2 srities (Sinobiological.com,
2016).

CD5 baltymas yra I tipo transmembraninis glikoproteinas, randamas timocity, T limfocity ir B
limfocity pogrupio pavirSiuje. UZkoduotame baltyme yra trys SRCR domenai ir jis gali veikti kaip
receptorius, reguliuojantis T-lasteliy proliferacija. Alternatyvus sujungimas lemia kelis transkripto
variantus, koduojancius skirtingas izoformas. Reguliuoja T-lgstelg/B-lasteliy saveika, slopina TCR
tarpininkaujamg signalizacijg (Elisa-kits.de, 1993).

CD7 yra transmembraninis baltymas, kuris yra imunoglobuliny super$eimos narys. Sis
baltymas randamas ant timocity ir subrendusiy T lgsteliy. Jis vaidina esminj vaidmenj T-lIgsteliy
sgveikoje ir T-lgsteliy/B-lasteliy sgveikoje ankstyvojo limfoidinio vystymosi metu (Elisa-kits.de,
1993).

CD8 yra transmembraninis glikoproteinas, kuris tarnauja kaip T-lasteliy receptoriaus (TCR)

koreceptorius. Kartu su TCR, CD8 bendras receptorius vaidina T Igsteliy signalizacija ir padeda
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citotoksinei T Ilgsteliy ir antigeny sgveikai. Kaip ir TCR, CDS8 jungiasi prie pagrindinés
histokompatibilumo komplekso (MHC) molekulés, taciau yra specifinis MHC 1 klasés baltymui
(Elisa-kits.de, 1993).

CD9 antigenas koduoja transmembraninés ketvirtos superSeimos narj, dar zinomg kaip
tetraspaniny Seimg. Tetraspaninai yra lgstelés pavirSiaus glikoproteinai su keturiais
transmembraniniais domenais, kurie sudaro multimerinius kompleksus su kitais 1gstelés pavirSiaus
baltymais. Uzkoduotas baltymas veikia daugelyje Iasteliy procesy, jskaitant diferenciacija, adhezija
ir signalo perdavima, o §io antigeno ekspresija vaidina lemiama vaidmenj slopinant vézio lasteliy

judrumg ir metastazes (Elisa-Kits.de, 1993).

CD16 yra diferenciacijos molekuliy sankaupa, randama natiiraliy lasteliy zudiky, neutrofily,
polimorfonukleariniy leukocity, monocity ir makrofagy pavirSiuje. Jis gali biiti naudojamas Siy
lasteliy populiacijoms izoliuoti naudojant antiktinus, nukreiptus prie§ CDI16, naudojant
fluorescenciniu biidu aktyvintg lasteliy riiSiavimg arba magnetiniu biidu aktyvinta lasteliy riiSiavima.
CD16 ekspresuojamas ant NK lgsteliy, aktyvuoty monocity/makrofagy ir nattraliy Zudiky, T Igsteliy
(Elisa-kits.de, 1993).

CD31 taip pat Zinoma kaip trombocity endotelio Igsteliy adhezijos molekulé (PECAM-1), yra
baltymas, kurj zmogaus organizme koduoja PECAML1 genas, randamas 17 chromosomoje. PECAM-
1 randamas trombocity, monocity, neutrofily ir kai kuriy tipy T Igsteliy pavirsiuje ir sudaro didelg
endotelio Igsteliy tarplgsteliniy jungciy dalj. Uzkoduotas baltymas yra imunoglobuliny super§eimos
narys ir greic¢iausiai dalyvauja leukocity transmigracijoje, angiogenezéje ir integrino aktyvavime

(Elisa-kits.de, 1993).

CD34 antigenas gali turéti jtakos kamieniniy lgsteliy prijungimui prie kauly ciulpy
tarplgstelinés matricos arba stromos lgsteliy. CD34 yra jprastai naudojamas Zzmogaus kraujodaros
kamieninéms/pirmtakinéms lasteléms identifikuoti ir i§skirti, kad biity galima kliniskai naudoti kauly
Ciulpy transplantacijai, taCiau jo funkcija Siose lastelése licka sunkiai suprantama (Elisa-Kits.de,

1993).

CD44 antigenas yra lastelés pavirSiaus glikoproteinas, dalyvaujantis lasteliy saveikoje, lasteliy
adhezijoje ir migracijoje. Tai yra hialurono riigSties (HA) receptorius ir taip pat gali sgveikauti su
kitais ligandais, tokiais kaip osteopontinas, kolagenai ir matricos metaloproteinazés (MMP). Sis
baltymas dalyvauja jvairiose lasteliy funkcijose, iskaitant limfocity aktyvavima, recirkuliacijg ir
nukreipimg, hematopoez¢ ir naviko metastazes. CD44 ekspresuojamas daugelio tipy
limfohematopoetinés kilmes lastelése, jskaitant eritrocitus, T ir B limfocitus, natiiralias zudikes
lasteles, makrofagus, Kupferio Igsteles, dendritines Igsteles ir granulocitus (Elisa-kits.de, 1993).
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CD45 baltymy tirozino fosfatazeé, receptoriy tipas, C, taip pat zinomas kaip PTPRC, yra
fermentas, kurj zmonése koduoja PTPRC genas, kuris i$ pradziy buvo vadinamas leukocity bendruoju
antigenu (LCA). CD45 antigenas yra unikalus ir visur esantis membranos glikoproteinas,
ekspresuojamas beveik visose kraujodaros lastelése, iSskyrus brandzius eritrocitus (Elisa-Kits.de,
1993).

CD56 antigenas koduoja lgsteliy adhezijos baltyma, kuris yra imunoglobuliny superSeimos
narys. UZzkoduotas baltymas dalyvauja Igsteliy sgveikoje, taip pat lgstelés ir matricos sgveikoje
vystymosi ir diferenciacijos metu. Irodyta, kad uzkoduotas baltymas dalyvauja nervy sistemos
vystyme ir lastelése, dalyvaujanciose T lgsteliy ir dendritiniy Igsteliy, kurios atlieka svarby vaidmenj

imuninés sistemos stebéjime, plétrai (Elisa-kits.de, 1993).

CD73 antigenas ekspresuojamas ne tik T limfocituose, bet ir B lgstelése, makrofaguose ir
granulocituose. Jis taip pat iSreiSkiamas tam tikruose smegeny regionuose. Baltymas inicijuoja arba
padidina ankstyva T-lasteliy aktyvacijos fazg ir gali veikti kaip svarbus netiesioginio neurony
pazeidimo tarpininkas sergant infekcinémis ir imuninémis centrinés nervy sistemos ligomis. CD73
ekspresuoja daugelis lgsteliy: stromos lasteles ir endotelio lasteles, taip pat infiltruojancios imuninés

lastelés (Elisa-kits.de, 1993).

CD90 antigenas koduoja lasteles pavirSiaus glikoproteing ir yra imunoglobuliny superSeimos
baltymy narys. UZzkoduotas baltymas dalyvauja lasteliy adhezijoje ir Igsteliy komunikacijoje
daugelyje lasteliy tipy, bet ypa¢ imunings ir nervy sistemos lastelése. Uzkoduotas baltymas placiai
naudojamas kaip hematopoetiniy kamieniniy lgsteliy zymeklis. CD90 ekspresuojamas kamieninése
lastelése, iskaitant mezenchimines kamienines lasteles, hematopoetines kamienines lasteles ir
keratinocitines kamienines lIgsteles, ir jvairiu lygiu ne limfoidiniuose audiniuose, tokiuose kaip

fibroblastai, neuronai ir aktyvuotos endotelio lastelés (Elisa-Kits.de, 1993).

CD106 antigenas yra Ig superSeimos narys ir koduoja lastelés pavirSiaus glikoproteina,
ekspresuojamg citokiny aktyvuoto endotelio. Sis I tipo membraninis baltymas tarpininkauja leukocity
ir endotelio lgsteliy adhezijai bei signalo perdavimui ir gali turéti jtakos arterosklerozés ir
reumatoidinio artrito vystymuisi. CD106 antigeno yra ant aktyvuoty endotelio lasteliy, audiniy
makrofagy, dendritiniy lasteliy ir kauly Ciulpy fibroblasty. Jis dalyvauja limfocity, monocity ir
eozinofily sukibime su aktyvuotu endoteliu (Elisa-kits.de, 1993).

CD116 yra granulocity-makrofagy kolonijas stimuliuojancio faktoriaus, kuris skatina baltyjy
kraujo kiineliy gamyba, receptorius. CD116 pirmiausia yra ant neutrofily, eozinofily ir
monocity/makrofagy, taip pat yra ant CD34+ progenitoriniy Igsteliy (mieloblasty) ir eritroidiniy bei
megakariocity linijy pirmtaky, taciau tik jy vystymosi pradzioje (Elisa-kits.de, 1993).
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CD146, taip pat zinomas kaip melanomos Igsteliy adhezijos molekulé (MCAM) arba lgstelés
pavirSiaus glikoproteinas MUCI1S, yra lasteliy adhezijos molekulé, Siuo metu naudojama kaip
endotelio lasteliy linijos zymeklis. CD146 buvo aptiktas daugumoje lasteliy tipy, iskaitant
kraujagysles sudarancias Igsteles (endotelio, pericity ir lygiyjy raumeny lgsteles), epitelj, fibroblastus,

mezenchimines kamienines lgsteles ir limfocitus, i§skyrus eritrocitus (Elisa-Kits.de, 1993).

CD166 antigenas koduoja aktyvuotg leukocity Iasteliy adhezijos molekule (ALCAM), taip pat
7inoma kaip CD166, kuri yra imunoglobulino receptoriy po$eimos narys. Sis baltymas jungiasi prie
T lasteliy diferenciacijos antigeno CD6 ir yra susijes su lasteliy adhezijos ir migracijos procesais
(Elisa-kits.de, 1993).

CD184 yra septyniy transmembraniniy domeny G baltymo susietas pavirSiaus receptorius.
CD184 i§ pradziy buvo apibidintas kaip Zmogaus imunodeficito viruso-1 (ZIV-1) patekimo
koreceptorius, susietas su pavirsiniu CD4-gp120 kompleksu pries ZIV-1 patenkant j tikslines lasteles.
Kraujyje CD184 yra labai ekspresuojamas neutrofiluose, monocituose, dendritinése lastelese, NK

lastelése, B Igstelése ir T lgstelése, taip pat trombocituose (Beckman.com, 2011).

HLA-ABC yra pagrindiniai histokompatibilumo komplekso (MHC) I klasés antigenai. MHC 1
klasés molekulés (MHC-I) yra lastelés pavirSiaus atpazinimo elementai, iSreikSti beveik visose
somatinése lastelése. Sios molekulés ima peptidy, susidaranéiy lasteléje, méginius ir signalizuoja apie
lastelés fiziologing bliseng imuninés sistemos efektorinéms lasteléms — tiek T limfocitams, tiek
natliralioms Zudikéms (NK) Igsteléems. Visos MHC 1 klasés molekulés turi konservuotus
monomorfinius domenus, taciau joms taip pat biidingas didelis alelinio polimorfizmo laipsnis. MHC
molekulés vaidina pagrindinj vaidmenj imuniniame atsake. Jie dalyvauja T lasteliy brendime, T
limfocity aktyvavime pateikiant ksenogeninius peptidus arba alogeniniame atsake. HLA-ABC yra
»klasikines* MHC I klasés molekulés ir yra iSreikStos daugumos branduoliniy zmogaus Igsteliy tipy

pavirSiuje (Beckman.com, 2011).

HLA-DRA yra vienas 1§ MHC II klasés alfa grandinés paralogy. Pagrindin¢ II klasés
histokompatibilumo komplekso (MHC) molekuliy funkcija yra CD4(+) T-limfocitams pateikti
apdorotus antigenus, kurie daugiausia gaunami i§ egzogeniniy S$altiniy. Taigi MHC II klasés
molekulés yra labai svarbios antigenui specifinio imuninio atsako inicijavimui. Si MHC II klasés
molekulé yra heterodimeras, susidedantis i§ alfa ir beta grandinés, kurios abi yra pritvirtintos prie
membranos. Si molekulé ekspresuojama jvairiy antigena pristatandiy lasteliy, tokiy kaip B limfocitai,
dendritinés Igstelés ir monocitai/makrofagai, pavirSiuje ir atlieka pagrindinj vaidmen] imuningje
sistemoje ir atsake, pateikdama peptidus, gautus i§ ekstralgsteliniy baltymy, ypac i§ patogeny, j T

lasteles (Genecards.org, 1997).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos

Bandomosios pelés: NOD.CB17-Prkdc scid/Rj pelés ( JANVIER LABS, Prancizija),
busulfanas (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Vokietija); ciklofosfamidas (Baxter Oncology
GmbH, Vokietija); 1-3% izofluranas (Isoflurin, Vetpharma, Ispanija); PKVL; PBS tirpalas (paruosti

naudotos tabletés (Life technologies, Jungtiné Karalysté)).

Lasteliy skyrimas i§ kraujo: PBS tirpalas (paruosti naudotos tabletés (Life technologies,
Jungtiné Karalysté)); Ficoll-Paque PREMIUM (Cytiva, Uppsala, Svedija).

Lasteliy auginimas: StemSpan™ SFEM Il (StemSpan™ Serum-Free Expansion Medium I,
STEMCELL Technologies, Vankuveris, Kanada); Mesenchymal Stem Cell Growth medium (ATCC,
Manasas, Virdzinija); antibiotikai pencilinas ir streptomicinas (Gibco, Life Technologies, JAV)

Tekmes citometrija: PBS tirpalas (paruosti naudotos tabletés (Life technologies, Jungtiné
Karalysté)); galvijy serumo albuminas (BSA, Gibco, Life Technologies, JAV); monokloniniai
anikiinai (Biolegend, JAV ir Exbio, Czechia)(1 lentel¢).

RNR iSskyrimas: Quick-DNA/RNA™ Miniprep rinkinys (Zymo Research, Irvine, CA,

Jungtinés Valstijos).

kDNR sintezé: LunaScript® RT SuperMix rinkinya (New England Biolabs, Ipswich, MA,

Jungtinés Valstijos).

Geny raiSkos jvertinimas RL-KPGR metodu: Luna® Universal g°PCR Master Mix rinkinys
(New England Biolabs, Ipswich, MA, JAV); pradmeny sekos (2 lentelé).

Baltymy analizé naudojant Western blot: RIPA buferis (Biocompare, Piety San Franciskas,
JAV); NaF, Na3, VaO4, PIC, PMSF (Sigma-Aldrich, Sent Luisas, Misiiris, JAV); benzonazé (Sigma-
Aldrich, Sent Luisas, Misiiris, JAV); SDS lizés buferis (Sigma-Aldrich, Sent Luisas, Mistris, JAV);
EveryBlot Blocking buferis (BIO-RAD, Japonija); antikiinai (Santa Cruz Biotechnology, JAV; Cell
Signaling Technology, JAV; Abcam, UK; Advansta, JAV)(3 lentelé); tween (PBST gamybai) (BIO-
RAD, Japonija); Clarity Western ECL substratg (BIO-RAD, Japan).

Fluorescentiné mikroskopija: 4% paraformaldehidas, Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich, Sent
Luisas, Mistris, JAV); galvijy serumo albuminas (BSA, Gibco, Life Technologies, JAV); anti-pelés
IgG (H + L) (Advansta, JAV); Alexa Fluor® 594 antikiinai (1:400) (Invitrogen); DAPI tirpalas

(Invitrogen).
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Giemsa dazymas: naudotas Giemsa Stain Kit (Abcam, Kembridzas, Jungtiné Karalyst¢).

[B-galaktozidazés metodas: P—Galactosidase Assay Kit (Agilent Technologies, La Jolla,

1 lentelé. Monokloniniai antikiinai.

Kalifornija), PBS tirpalas (paruosti naudotos tabletés (Life technologies, Jungtiné Karalyst¢)).

mAKk pagal CD Konjiiguotas mAK pagal CD Konjiiguotas
klasifikacija fluorochromas klasifikacija fluorochromas
BMSC (Biolegend, JAV) APC CD5 (Biolegend, JAV FITC
CD106 (Biolegend, JAV) APC CD56 (Biolegend, JAV) APC
CD116 (Biolegend, JAV) PE CD56(Biolegend, JAV) PE
CD146 (Exbio, Czechia) PE CD7 (Biolegend, JAV FITC
CD16 (Biolegend, JAV) APC CD73 (Biolegend, JAV) FITC
CD166 (Biolegend, JAV) APC CD8 (Exbio, Czechia) APC
CD184 (Exbio, Czechia) PE CD9 (Biolegend, JAV) FITC
CD3 (Biolegend, JAV) PE CD90 (Biolegend, JAV) APC
CD31 (Biolegend, JAV) 488 HLA ABC (Biolegend, JAV) 488
CD34 (Biolegend, JAV) FITC HLADR (Biolegend, JAV) 488
CD4 (Exbio, Czechia) APC CD45(Biolegend, JAV) FITC
CD44(Exbio, Czechia) FITC
2 lentelé. Pradmeny sekos.
G Pradmeny seka (5° — 3°) Produkto Pradmeny prilydymo
enas L S
ilgis (bp) temperatiira (°C)
Pcna F: TTGCACGTATATGCCGAGACC 183 60 °C
R: GGTGAACAGGCTCATTCATCTCT
Mki67 F: ATCATTGACCGCTCCTTTAGGT 104 60 °C
R: GCTCGCCTTGATGGTTCCT
Ccndl F: GCGTACCCTGACACCAATCTC 183 60 °C
R: CTCCTCTTCGCACTTCTGCTC
Amh F: GCAGTTGCTAGTCCTACATC 353 60 °C
R: TCATCCGCGTGAAACAGCG
Amhr F: GTATCCGCTGCCTCTACAGC 105 60 °C
R: AGCCTGGCTCATCACTGTCT
Boll F: TTGTCAATCCGGCCATTTGC 178 60 °C
R: CCGTATCTTGGGCCACTTGT
Fshr F: AGTTGCATGGCATGTGTGAT 303 60 °C
R: CATCACTGGGAACACCACG
Mvh F: GAGAACACATCTACAACTGGTGG 164 60 °C
R: CCTCGCTTGGAAAACCCTCT
Gja F: AACCTTGACTTCCGAGCAGA 178 60 °C
R: CTTGGGGAACAAAGGAATCA
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3 lentelé. Specifiniy baltymy atpazinimui naudoti antikiinai.

Antikunai
Pirminiai Antriniai
PCNA (Santa Cruz Biotechnology, JAV) Goat-a-mouse IgG(H+L) HRP Conjugate
BCL2 (Cell Signaling Technology, JAV) Secondary Antibody (Advansta, JAV)
mMTOR (Cell Signaling Technology, JAV) Goat-a-rabbit IgG(H+L) HRP Conjugate

Fosfo-mTOR (Cell Signaling Technology, JAV) | Secondary Antibody (Advansta, JAV)
FOXO03a (Cell Signaling Technology, JAV)
Fosfo-PTEN (Cell Signaling Technology, JAV)
Tubulinas (Cell Signaling Technology, JAV)
p27 (Santa Cruz Biotechnology, JAV)

Hsp70 (Cell Signaling Technology, JAV)
H2AX (Abcam, UK)

2.2. Metodai
2.2.1. Lasteliy skyrimas i§ periferinio kraujo

Periferinis kraujas skiedZiamas su 1x PBS santykiu 1:1 ir Svelniai pilamas ant Ficoll-Paque
PREMIUM gradiento tirpalo, centrifuguojama 400xg, 30 min., KT°. Vienbranduoliy Igsteliy frakcija
(viduring¢) Svelniai perkeliama ] kita mégintuvélj. Lastelés plaunamos kelis kartus 1x PBS ir toliau

naudojamos eksperimentuose.

Darbui su zmogaus hematopoetinémis lastelémis yra gautas bioetikos leidimg (VRBTEK, No
158200-16-824-356). Donory biologiné medziaga yra gauta juos informavus apie Kraujo

panaudojimg ir gavus jy sutikimg. Darbui buvo panaudotas 8 donory kraujas.

2.2.2. Periferinio kraujo vienbranduoliy limpanciy Igsteliy auginimas

Periferinio kraujo vienbranduolés lastelés auginamos StemSpan™ SFEM Il terp¢je
(StemSpan™ Serum-Free Expansion Medium I, STEMCELL Technologies) ir Mesenchymal Stem
Cell Growth terpéje (ATCC) su antibiotikais (100 U/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino)
termostate esant +37°C ir 5% CO2.

2.2.3. Fluorescentiné mikroskopija

Lastelés buvo fiksuotos 4% paraformaldehidu 10 minuciy, 15 minuciy 0,1% Triton™ X-100
membranos pralaidukui padidinti ir 1 valandg kambario temperatiiroje blokuojamos 1% BSA.
Lastelés buvo pazenklintos pelés monokloniniu antikiinu (CD56, CD63, CD68) ug/ml 0,1 % BSA,
inkubuojamos 4°C temperatiiroje per naktj, o po to pazymétos anti-pelés IgG (H + L) Alexa
Fluor® 488 antikiinais (1:400) (Invitrogen) 45 minutes kambario temperatiiroje. Branduoliai buvo

nudazyti 300 nM DAPI tirpalu (Invitrogen). Nuotraukos buvo uzfiksuotos 63 karty didinimu.
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2.2.4. Giemsa dazymas

Lastelés 3 min. laikomos metanolyje, tuomet 20 min. praskiestame Giemsa tirpale (25 mL
Giemsa tirpalo sumaisyta su 275 mL buferinio tirpalo), po to 1 min. buferiniame tirpale, tada 2 min.

plaunamos béganciu vandeniu ir 3 min. dziovinamos.

2.2.5. B-galaktozidazés metodas

Nuimama terpé, tuomet plaunama 2 kartus su PBS tirpalu. Tuomet uzpilama 200 pL fiksacijos
buferio ir inkubuojama 6-7 min. (RT®). Po inkubacijos vél plaunama 3 kartus su PBS tirpalu. Tada

jdedama 200 pL staining mix ir inkubuojama per naktj be COx.

2.2.6. Tékmeés citometrija

Vienam tyrimui buvo surinkta apie 0,05 x 10° lasteliy. Lastelés du kartus plaunamos 1X PBS
su 1% galvijy serumo albuminu (BSA) ir centrifuguojama 500 g, 5 min. +4°C. Lastelés
resuspenduojamos 50 puL PBS + 1% BSA tirpale, pridedamas atitinkamas kiekis antikiiny prie$
specifinj pavirSiaus Zymenj (visi antikiinai pateikti 1 lenteléje) ir méginiai laikomi 30 minuciy tamsoje
+4°C temperatiiroje. Lastelés du kartus plaunamos PBS + 1% BSA ir galiausiai analizuojamos
naudojant Guava®easyCyte™ 8HT tékmés citometrijos prietasg (Millipore, Burlington, MA,

Jungtinés Valstijos), gauti duomenys analizuojami InCyte 2.2.2 kompiuterine programa.

2.2.7. RNR isskyrimas

RNR buvo iSgauta i§ peliy gimdos ir kiauSidziy audiniy naudojant Quick-DNA/RNA™
Miniprep rinkinj (Zymo Research, Irvine, CA, Jungtinés Valstijos), o RNR grynumas ir koncentracija
buvo iSmatuoti naudojant spektrofotometrg NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Jungtinés

Valstijos).

2.2.8. kDNR sintezé

KDNR sintez¢é atlikta naudojant komercinj LunaScript® RT SuperMix rinkinj (New England
Biolabs, Ipswich, MA, Jungtinés Valstijos) pagal gamintojo parengta naudojimo instrukcija.
Reakcijai buvo imta 1 pg iSskirtos RNR. Kiekvienam meéginiui paruosta neigiama kDNR kontrolé, i

kurig buvo nedéta atvirkStinés transkriptazés fermento.
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2.2.9. Geny raiskos jvertinimas RL-KPGR metodu

RL-kPGR atliktas naudojant Luna® Universal gPCR Master Mix (New England Biolabs,
Ipswich, MA, JAV) rinkinj pagal gamintojo parengta naudojimo instrukcija. Pirmiausia paruostas
bendras reakcijos miSinys be matricos, kuris sudarytas i§ 0,25 uM specifiniy tiesioginiy ir 0,25 uM
atvirks$tiniy pradmeny (pradmeny sekos pateiktos 2 lenteléje), 5 pL ,,Luna Universal gPCR Master
Mix“ ir vandens be nukleaziy iki 10 pL. MiSinys iSpilstytas | mégintuvélius po 8 pl ir pridéta
ankstesniame etame (2.2.6. skyrius) susintetintos po 2 uLL 10 karty skiestos KDNR, po 2 uLL 10 karty
skiestos neigiamos kDNR kontrolés arba po 2 puL. vandens be nukleaziy (tai neigiama kontrolé¢ be
matricinés DNR, skirta pradmeny ir kity reagenty Svarumo jvertinimui). Mégintuvéliai sudéti j Rotor-
Gene 6000 termociklerj (Corbett Life Science, QTAGEN, Hilden, Vokietija). Naudojant Rotor-Gene
6000 programg nustatytos atitinkamos reakcijos salygos (4 lentel¢).

4 lentelé. RL-kPGR reakcijos salygos.

Reakcijos etapai Temperatiira Laikas Cikly skai¢ius
Pradiné denatiiracija +95°C 60 sek. 1
DNR matricos +95°C 15 sek.
denatiiravimas 40-45
Kopijos ilginimas +60°C 30 sek.
Islydymas +60-95°C* jvairus 1

* Lydymosi kreiviy nustatymui; temperatiira kyla palaipsniui.

Kiekybinis geny raiSkos pokyciy jvertinimas taikant AACt metoda. Geny raiSkos
duomenys, gauti po RT-kPGR, apskai¢iuoti normalizuojant gautus rezultatus (Ct vertes) pagal
kontroliniy geny raiska:

AACt = ACt (tiriamo geno) - ACt (kontrolinio geno)
RQ (santykiné geno raika) = 244¢

Skaiciavimai atlikti naudojant kompiutering programa Microsoft Office Exel 2023.

2.2.10. Bandomosios pelés

NOD.CB17-Prkdc scid/Rj pelés buvo jsigytos i§ JANVIER LABS, Pranciizija. Visi gyviinai
turéjo laisva prieigg prie maisto (Scobis Uno, Mucedola) ir vandens (sterilaus). Litinio ciklo etapy
steb¢jimui buvo daromi maksties tepin¢liai. Tyrimo su gyvinais eksperimento planas apibendrintas
3 pav. Gyvinai buvo suskirstyti 1 dvi grupes. Viena grupé buvo kontroliné: viena kontroliniy peliy

dalis buvo veisiama su peliy patinais 2—3 savaites, ir buvo stebimas gebéjimas pastoti. Kitai
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kontroliniy peliy daliai eksperimento pabaigoje buvo renkamas kraujas antimiulerinio hormono
(AMH) matavimui, organai tolimesniems molekuliniams tyrimams (geny ir baltymy raiska). Kitai
grupei buvo sukeltas prieslaikinis kiausidziy nepakankamumas (PKN) naudojant 30 mg/kg busulfano
(Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Vokietija) ir 120 mg/kg ciklofosfamido (Baxter Oncology
GmbH, Vokietija) injekcijas | pilvapléve. Tokios pelés laikomos sterilizuotomis kadangi negali
pastoti. Si grupé buvo pavadinta kontroline PKN grupe (suleista tik fiziologinio tirpalo), i§ kuriy viena
dalis peliy buvo veisiama su peliy patinais 2—3 savaites ir stebétas néStumo daznis, o kita dalis buvo
panaudota tolimensniems molekuliniams tyrimams. Trec¢ia grupé-sukélus PKN buvo atlikta PKVL
injekcija j kiauSide, kaip nurodyta toliau. Pelés buvo anestezuotos jkvépus 1-3% izoflurano
(Isoflurin, Vetpharma, Ispanija), buvo padarytas nedidelis odos pjuvis, kad per pilvo ertme biity
galima patekti j kiauSid¢. Tada mazdaug 20 pL lasteliy suspensijos, turin¢ios 0,5 x 106 PKVL PBS
tirpale, buvo Svirks¢iama ] kaire kiauSide. Pragjus savaitei po lasteliy injekcijos, gyviinai buvo
suskirstyti | dvi grupes: vienos pelés buvo poruotos su peliy patinais 2—3 savaites, o kita dalis peliy

buvo panaudota molekuliniams tyrimams.

0 diena 14 diena
o . C ; Organyrinkimas .
Kontroline grupé AMH matavimas serume 28 diena
: Pastojimo
Poravimas jvertinimas
Odiena 14 diena
v ; Organy rinkimas .
L. X y AMH matavimas serume 28 diena
Kontroliné PKN grupeé Chemoterapija W rastojimo
(PKN sukelimas) Poravimas jvertinimas
. odi i i
PKN + PKVL grupé ‘ena 7 diena 14 diena
V \_/ ; Organy rinkimas .
AMH matavimas serume 28 diena
Chemoterapija Lasteliy (PKVL) terapija W rastojimo

(PKN sukelimas)

Poravimas

jvertinimas

3 pav. Bandomuyjy peliy tyrimo schema. Pirma peliy grupé - kontrolin¢ (nieko nedaryta); antra
grupé kontroliné PKN (prieslaikinis kiausidziy nepakankamumas) grupé - sukeltas PKN naudojant
chemoterapinius vaistus, trecia grupé - PKN+PKVL grupé, kuriai po PKN sukélimo buvo atlikta
PKVL lasteliy terapija i kiausSide.

Tyrimai su bandomosiomis pelémis atlikti Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro

Biochemijos instituto Biologiniy modeliy skyriuje (gavus Lietuvos Respublikos Valstybinés maisto
ir veterinarijos tarnybos leidimus kodas Nr. G2-173, patvirtinimo data 2019-05-20), suteikiancius

teise vykdyti eksperimentus su gyviinais. Visi eksperimentai ir reikalingos procediiros atliktos
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laikantis bandomuyjy gyviny gerovés rekomendacijy, nurodyty Direktyvoje 2010/63/ES, ir darbo su
bandomaisiais gyviinais reikalavimy, reglamentuoty VMVT direktoriaus 2012 m. spalio 31 d.

isakymu Nr. B1-866.

2.2.11. Baltymy analizé naudojant Western blot metoda

Pelés audiniai sutrinami grustuvéje Saldant juos skystu azotu. Sutrintas audinio gabaliukas
lizuojamas RIPA buferiu (150 mM NaCl, 10 mM EDTA pH 8, 10 mM Tris pH 7,4, 0,1 % SDS, 1%
DOC (deoxycholate), 1 % NP-40) su proteaziy slopikliais (1 ml RIPA buferio - 10 ul slopikliy: 0,5
M NaF, 0,1 M Na3 VaO4, 100X PIC, 0,1 M PMSF). Audiniy lizatas perkeliamas | mégintuvélj ir
kelis kartus prasvirk§¢iamas pro insulininj §virkstg. Lizatas inkubuojamas 2h +4 °C ant vartyklés. Po
inkubacijos | audiniy lizatus pridedama po 1 pl benzonazeés, vél kelis kartus prasvirk§¢iama pro
insulininj §virksta, inkubuota lede 10 min. Audiniy lizatai centrifuguojami 16 000 x g 20 min. +4 °C.
Supernatantas surenkamas, baltymy koncentracija matuojama naudonat PierceTM Detergent
Compatible Bradford Assay Kit (Thermo Fisher Scientific), matavimai atlikti pagal gamintojo
rekomendacijas. Paruosti baltymy méginiai sumaisomi su 2x SDS lizés buferiu (125 mM Tris, pH
6,8,4% SDS, 200 mM DTT, 20% glicerolio ir bromfenolio mélynojo pédsaky) santykiu 1:1. Baltymy

méginiai kaitinami 5 min. 95 °C, centrifuguojami 16 000 x g 5 min. +4°C.

Baltymy méginiai skirstomi 7, 5-15% gradiento poliakrilamido SDS / PAGE gelyje. Véliau
baltymai buvo perkelti ant PVDF membrany ir buvo atliktas Western blot. Pirmiausia membrana
buvo inkubuojama su EveryBlot Blocking Buffer (BIO-RAD, Japan), o po to su pirminiais antikiinais
per naktj 4 °C temperatiiroje. Specifiniy baltymy atpazinimui naudoti antiktinai pateikti 3 lentel¢je.
Po inkubacijos membrana tris kartus plaunama 10 minuc¢iy su PBS-Tween 0,1% tirpalu ir 1 valanda
kambario temperatiiroje inkubuojama su antriniais antikiiniais pateiktais 3 lentel¢je. Tuomet
membrana tris kartus plaunama 10 minuciy su PBS-Tween 0,1% tirpalu ir vieng kartg su PBS tirpalu.
Po plovimo chemiliuminescencinis signalas aptiktas naudojant Clarity Western ECL substratg (BIO-
RAD, Japan) ir Chemi-Doc XRS + sistemg su Image Lab programine jranga (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, Jungtinés Valstijos). Kiti skai¢iavimai buvo atlikti naudojant ,,ImageJ* programing

jrangg (NIH, JAV).

2.2.12. Statistiné analizé

Naudojantis Microsoft Office Exel 2023 programa apskai¢iuoti gauty rezultaty vidurkiai ir
standartiniai nuokrypiai (£SD). Duomeny kitimo patikimumas jvertintas lyginant dviejy, nesuporuoty
im¢iy Stjudento t-testa. Tyrimo metu pasirinkta, kad duomenys statistiskai patikimais laikomi, kai jy
P<0,05 (*).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siuo metu daugelis tyrimy, susijusiy su mezenchiminiy kamieniniy lasteliy terapija
uzdegiminiy ir audiniy pazeidimy atvejais, buvo orientuota j i§ kauly ¢iulpy arba riebalinio audinio
iSskirtas MKL, daugiausia dél to, kad Sie du MKL Saltiniai gerai Zzinomi ir pasiZzymi
imunomoduliuojanciomis savybémis. Savo laboratorijoje parodéme placentos kamieniniy Igsteliy
efektyvumg atstatant nevaisingumag pelése po transplantacijos (Navakauskiené R ir kt., 2023).
Remiantis turimais duomenimis manome, kad yra tikslinga testi tyrimus iStiriant teigiamo Igsteliy,
18skirty 1§ jvairiy Saltiniy, poveikio kiauSidziy ir gimdos audiniui molekulinius mechanizmus ir
nustatyti su folikulogenezés procesu susijusiy geny/baltymy pokyéius. Siame darbe pasirinkome
periferinio kraujo lasteles, nes jos pastaraisiais metais yra sparc¢iai naudojamos kaip inovatyvus

(imunoterapijos) gydymo metodas.

PKVL terapinis potencialas kiausidziy funkcijai prieslaikinio kiausidziy
nepakankamumo gyviuny modelyje

~

Tyrimai in vitro Tyrimai in vivo

PKVL Igsteliy skyrimas i§ Zmoniy-donory gauto PKN

kraujo naudojant Ficoll-Pague PREMIUM oL / (prieslaikinis kiausidZiy
t" nepakankamumas)

J Ficoll-Paque 1

/ PKVL injekcija j kiauSides

[ =
Pirminiy PK Igsteliy auginimas ir charakterizavimas l
(Sviesiné mikroskopija, tékmés citometrija) Peliy gebéjimo pastoti vertinimas
Pirminiy limpanéiy PK Iasteliy auginimas ir Geny raikos pokyciai peliy kiauSidés ir gimdos audiniuocse
charakterizavimas (RNR skyrimas, kDNR sintezé, RL-PGR)

(8viesiné ir fluorescentiné mikroskopija, tékmés citometrija)
Baltymy raiSkos pokyciai peliy kiauSidés audiniuose
(baltymy skyrimas, Western blot)

4 pav. In vitro ir in vivo eksperimenty eiga.

Siame darbe buvo tirtas i§ periferinio kraujo i$skirty vienbrnduoliy Iasteliy poveikis peliy
prieslaikinio kiausidziy nepakankamumo (angl. premature ovarian insufficiency, toliau — PKN)
modeliui. Tyrimo metu buvo charakterizuotos i§ periferinio kraujo iSskirtos Iastelés. Véliau Igstelés
buvo injekuotos j peliy, kurioms buvo sukeltas PKN, kiausides. Buvo nustatyti su folikulogenezés
procesu susijusiy geny bei baltymy raiskos pokyciai in vivo po lasteliy transplantacijos. Taip pat

nustatytas terapinis lgsteliy poveikis atstatyti nevaisinguma (4 pav.).
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Sis tyrimas svarbus lasteliy terapijos PKN atvejy issiaiskinimui ir prisidéjimui prie tolimesniy

PKN gydymo strategijy kiirimo.

3.1. Periferinio kraujo vienbranduoliy lgsteliy i§skyrimas ir charakterizavimas

Periferinio kraujo vienbranduolés Igstelés buvo iSskirtos i§ donory periferinio kraujo
panaudojant Ficoll-Paque PREMIUM gradiento tirpala. Toliau tyrimo eiga buvo suskirstyta keliais
etapais (4 pav.): pirmo etapo uzdavinys - i$skirti ir charakterizuoti Zmogaus pirmines periferinio
kraujo lgsteles, antro etapo uzdavinys - auginti limpancias PKVL ir jas charakterizuoti. ISanalizavus
rezultatus bus pasirinktas vienas tinkamiausias lgsteliy tipas kuris bus naudojamas tolimesniemes in

vivo tyrimams.

3.1.1. Periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy skyrimas ir charakterizavimas

Periferinio kraujo vienbranduolés lastelés buvo mikroskopuojamos $viesiniy mikroskopu.
PKVL pasizymi budinga morfologija ir méginyje galime pamatyti eritrocitus, leukocitus bei
trombocitus (5 pav.). Véliau lastelés buvo charakterizuotos pagal pavirSiaus Zymenis. Tékmés
citometrijos pagalba buvo analizuoti pavirSiaus zymenys: limfocitai (CD3, CD8, CD5, CD4, CD16,
CD44, CD7, CD116, CD9); imuninio atsako Iasteles (HLA-ABC, HLA-DR); mezenchiminés
kamieninés lastelés (MKL); hematopoetinés kamieninés lastelés (CD34); endotelinés/hematopoetinés

lastelés (CD31) (6 pav.).

Nustatéme, kad 68% PKVL turi savo pavirSiuje CD7 antigeng, kuris yra randamas ant timocity
ir subrendusiy T lgsteliy bei vaidina esminj vaidmenj T-lgsteliy saveikoje, T-lasteliy/B-lasteliy
sgveikoje ankstyvojo limfoidinio vystymosi metu. Taip pat 57,5% PVKL turi CD5, kuris, randamas
timocity, T limfocity ir B limfocity pogrupio pavirSiuje, reaguliuoja T-lasteliy proliferacijg ir T-
lastele/B-lasteliy saveika. Pirminés PKVL pasizyméjo CD3 30,34%, HLA-ABC 30,95%, HLA-DR
34,79% ir CD44 31,24%. taip pat nustatéme, kad miisy skirtos Igstelés pasizymi CD56 14,78%, CD8
7,68%, CD4 9,15%, CD116 8,01% ir CD9 9,21% raiska. Nustatéme, kad BMSC, CD8a, CD16,
CD34, CD31 zymeny raiska buvo silpna ir sieké tik 5%. Miisy rezultatai rodo, kad miisy skirtoje
PKVL populiacijoje yra didziausia dalis T limfocity, timocity turin¢iy CD antigeng ir B limfocity.
Zymeny kiekis gali priklausyti nuo kraujo rii§ies, bet taip pat ir nuo donoro. Mes naudojome krauja
i§ 8 donory ir juose skiriasi ty paciy pavirSiniy zymeny raiska, tai galima matyti i$ priedy 1 lentelés,

kur pateikti nesuvidurkinti tékmés citometrijos rezultatai.
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5 pav. Periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy mikroskopinis vaizdas naudojant Sviesinj
mikroskopa: matome eritrocitus (E), leukocitus (L) ir trombocitus (T). Padidinimas 20x, mastelis -
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6 pav. Periferinio kraujo pirminiy lgsteliy pavirSiaus zymeny raiska. Pavir§iaus Zymenys suskirstyti
pagal lgsteliy tipg: [imfocital (CD3, CDE CDL, CDA CDL6, CDA4 CDY7, CD116, CDY); imuninio
atsako lgsteles (HLA-ABC, HLA-DR); mezenchiminés kamieninés lgstelés (BMSC); hematopoetinés
kamieninés Igstelés (CD34); endotelinés/hematopoetinés Igstelés (CD31). Rezultatai pateikiami kaip
vidurkis = S.D.
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3.1.2. Periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy augimas ir gyvybingumas in vitro

Periferinio kraujo vienbranduoles Igsteles auginome StemSpan™ SFEM I terpéje auginimo

flakonuose termostate esant +37°C ir 5% CO», fiksuodami gyvybingas ir negyvybingas lasteles (7
pav.).
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7 pav. Periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy gyvybingumo grafikas. Gyvy lasteliy kiekis
nustatytas Igsteles nudazius 0,2 % tripano meéliu ir nusidaziusiy lasteliy skaiCiy jvertinus
hematocitometru.

Nustatéme kad lasteliy gyvybingumas palaipsniui mazéjo: iSskyrimo dieng gyvybingumas buvo
86-92 %, o po ménesio auginimo gyvybingumas sumazéjo iki 37,50 %. Kadangi auginimo metu
nebuvo | mitybine terpg pridéta jokiy papildomy medziagy (pvz., interleukiny, augimo faktoriy),
manome kad bendrg lasteliy skaiCiaus mazéjimg gali lemti ir tai, kad jvairios periferinio kraujo
lastelés turi skirtingag gyvenimo trukme, pvz. granulocitai (30 min.-7 d.), monocitai (5-7 d.) ir
trombocitai (3-5 d.).

3.1.3 Periferinio kraujo vienbranduoliy limpanciy lasteliy augimas ir charakterizavimas

Pastebéjome, kad kai kurios PKVL limpa prie plastiko ir sudaro kolonijas (8 pav. a), todél
nusprendéme Sias limpancias (adhezines) Iasteles auginti, stebéti jy augimo greitj ir véliau
charakterizuoti tékmés citometrijos metodo pagalba. Prilipusias prie pavirSiaus lasteles 3 savaites

auginome Mesenchymal Stem Cell Growth terpéje flakonuose termostate esant +37°C, 5% CO2 ir
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stebéjome jy augimg bei morfologija (8 pav. b). Tik po 3 savai¢iy buvo pasiektas 80 % konfluencijos

lygis.

CD56 FITC/DAPI ~ CD63 FITC/DAPI

£
¢

CD68 FITC/DAPI

8 pav. Periferinio kraujo vienbranduoliy limpanc¢iy Iasteliy morfologija. a-c lasteliy nuotraukos
darytos naudojant $viesinj mikroskopg (20x padidinimas): a) lgstelés 1-ame pasaze (3 dienos po
auginimo pradzios); b) lastelés 1-ame pasaze (3 savaités po auginimo pradzios); €) — 1-o pasazo
lastelés dazytos Giemsa dazais; d- 2-o0 pasazo lgstelés dazytos [3-galaktozidaze; e-g - lasteliy
fluorescentiné mikroskopija (63x padidinimas) naudojant jvairius pirminius antiktinus (e - CD56
zalia spalva; f - CD63 Zalia spalva, g - CD68 Zalia spalva; branduoliai dazyti DAPI-mélyna spalva).

Morfologiskai lgstelés buvo heterogeniskos, daug lasteliy turi makrofagams biidingg forma,

taciau buvo ir j fibroblastus panasiy lasteliy (8 pav. a-c). Po 3 savaiciy auginimo ir pasiekus 80%
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konfluencijos, lasteles tripsinizavome ir i§sé¢jome j auginimo flakonus. Pastebéjome kad persétos
lastelés auga labai vangial, jy morfologija pasikeité: lastelés smulkios ir apvalios, daug lasteliy atkibo
nuo pavirsiaus. Nudazius lasteles B-galaktozidazés nustatymo metodu, pastebéjome kad Sios Iastelés
turi sen¢jimo pozymius ir dazosi mélynai (8 pav. d). Pasitelkiant fluorescenting mikroskopija buvo
vizualizuoti keliy pavir$iniy molekuliy buvimo vietos (8 pav. e-g). CD56 zymuo, kuris biuidingas
natiiralioms Zudikéms (ang. Natural killer) ir taip pat nervinés kilmés Igsteléms, yra lokalizuotas ne
tik lgstelés pavirSiuje, bet ir Igstelés citoplazmoje. CD63 yra lizosomy membranos glikoproteinas,
kuris po trombocity aktyvacijos perkeliamas ] plazmos membrang, jo taip pat yra monocituose,
makrofaguose ir silpnai ekspresuojamas granulocituose, B ir T lastelése. CD68 yra membraninis
glikoproteinas, daugiausia ekspresuojamas monocity ir makrofagy tarplgstelinése lizomomose ir

maziau ekspresuojamas dendritinése lastelése bei granulocituose.

Tékmés citometrijos metodo pagalba charakterizavome limpancéias lasteles pagal pavirSiaus
Zymenis: limfocitai (CD56, CD16, CD9, CD184); imuninis atsako Igstelés (HLA-ABC, HLA-DR);
mezenchiminés kamieninés Igstelés (CD146, CD73, CD166, CD106, CD90); hematopoetinés
kamieninés lgstelés (CD34, CD45) (9 pav.). Nustatéme, kad 59,27 % limpanciy lgsteliy turi savo
pavirSiuyje HLA-ABC antigeng ir 40,01 % lasteliy turi HLA-DR antigeng. HLA yra bitini
imunoterapijai, jie padeda imuninei sistemai atskirti savo organizmo baltymus nuo baltymy, kuriuos
gamina svetimi jsibrovéliai, pavyzdziui, virusai ir bakterijos. Kity pavir§iaus Zymeny raiska sieké iKi
30% (CD34, CD9, CD56, CD4) ir iki 10 % (CD45, CD184, CD146, CD73).
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9 pav. Periferinio kraujo limpanciy lasteliy pavirSiaus Zymeny raiska. PavirSiaus Zymenys
suskirstyti pagal lgsteliy tipa: imuninis atsako lgstelés
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mezenchiminés kamieninés lgstelés (CD146, CD73, CD166, CD106,
CD90); hematopoetines kamieninés lasteles (CD34, CD45). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis +
S.D.

Apibendrinant galima teigti, jog ka tik i$skirtos periferinio kraujo vienbranduolés lastelés
pasizyméjo biidinga morfologija ir tur¢jo limfocitams biidingus pavirSiaus zymenis pvz. CD5, CD7.
Auginimas in vitro mazina lgsteliy gyvybingumga ir tam, kad Igstelés daugintysi reikalingi papildomi

faktoriai kaip interleukinai ir kt.

Kadangi augimo potencialas yra ribotas, tolimesniame darbe naudojome kg tik i$skirtas ir ne

augintas periferinio kraujo vienbranduoles lgsteles.

3.2. Periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy terapinio potencialo prieslaikinio kiausidziy
nepakankamumo atstatymui po chemoterapijos tyrimas

Atsizvelgiant | tai, kad dazna motery nevaisingumo priezastimi yra prieslaikinis kiausidziy
nepakankamumas (angl. premature ovarian insufficiency, toliau — PKN), kuris charakterizuojamas
kaip kiausidziy funkcijos ir folikuly atsargos kiauSidése praradimas ir pasireiskia ~4% motery iki 40
mety visame pasaulyje bei jvairiy pirminiy ar kamieniniy lgsteliy panaudojimo galimybes
regeneracinéje medicinoje, Siame darbe buvo tirta ar pirminés periferinio kraujo vienbranduolés

lastelés gali biiti naudojamos prieslaikinio kiausidZiy nepakankamumo atstatymui.

Vykdydami tyrimus esame sukéle imunodeficitinems NOD.CB17-Prkdc scid/Rj peléms
nevaisinguma panaudojant chemoterapijai skirtus vaistus ir parodéme, kad kiausidziy funkcija yra
sutrikdyta (sumazéjes antimiulerinio hormono (AMH) kiekis serume, peliy reprodukcija
nefunkcionuoja). Nustatéme, kad kontroliniy peliy grupéje AMH lygis buvo aukséiausias (223-2380
pmol/L), pelés pastodavo jau pirmos savaités eigoje nuo poravimo pradzios ir jy vada buvo 6-12
peliukai. Sukélus peléms prieslaiking kiauSidziy nepakankamuma naudojant chemoterapinius vaistus,
buvo nustatyta kad AMH peliy serume zenkliai sumazéjo iki 17-25 pmol/L (p = 0.03) ir Sios pelés
negal¢jo pastoti 2 meénesius (véliau eksperimento netgséme). Pastebéjome, jog periferinio kraujo
limpancios lastelés auga silpnai, ko priezastys gali biiti jvairios. Pagrindinis terapijos patrauklumas
turi biti jos prieinamumas. Kadangi limpanciy lIgsteliy proliferacijos potencialas néra didelis, todél
Sios lgstelés nebuvo tinkamos in vivo tyrimams ir nebuvo naudojamos. Peléms po chemoterapijos j
kiausides buvo injekuotos pirminés periferinio kraujo vienbranduolés lastelés (PKVL). AMH lygis
labai skyreési tarp peliy ir svyravo tarp 2 ir 108 pmol/L. Taciau poravimosi testo metu nustatéme, kad

Sios pelés negaléjo pastoti.
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Tolimesniame tyrimo etape buvo tirtas pirminiy periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy
poveikis kiausidziy/gimdos audiniui ir nustatyti su folikulogenezés bei apoptozés procesais susijusiy

baltymy ir geny pokyciai (10 pav.).

Pastojimo daznis 100%
0 diena 14 diena

. v 7
Kontroliné grupé AMH serume/ 28 diena
223-238 pmol/L
" v ”
Poravimas
A

! ) Pastojimo daznis 0%
0 diena 14 diena :
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Kontroliné PKN grupé - 17-25 pmol/L iena
-5) Chemoterapija A 4
(n= (PKN sukelimas) Poravimas
2 0 diena i 14 diena
PKN + PKVL grupé 7 diena
v v v AMH serume

(n=5) 28diena Pastojimo daznis 0%

2-108 pmol/L

10 pav. Periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy terapinio potencialo prieslaikinio kiausidziy
nepakankamumo atstatymui po chemoterapijos tyrimas.

Chemoterapija  Lasteliy (PKVL)
(PKN sukelimas) terapija

3.2.1. Geny Pcna, Mki67, Cendl, Amh, Amhr, Boll, Fshr, Mvh, Gja raiskos poky¢iai pelés
kiau$idziy bei gimdos audinyje

Chemoterapijos procesas turi didel; toksiSkumg reprodukcinei sistemai, nes jis turi zalingg
poveikj folikulogenezei, del kurios atsiranda negrjztamas prieslaikinis kiau$idZiy nepakankamumas
(PKN). Tyrimo metu RNR buvo iSskirta i§ kiauSidziy ir gimdos audiniy (kontroliniy, PKN,
PKN+PKVL grupés). Santykiniai geny raiskos pokyciai buvo jvertinti RL-KPGR metodu. Gauti

rezultatai apibendrinti ir pateikti 11 ir 12 paveiksluose.

Kadangi yra zinoma, kad ir zmogaus ir kituose organizmuose PCNA, Ki67, CCND1 baltymai
yra susije su lasteliy proliferacija, nustprendéme palyginti geny Pcna, Mki67, Ccndl raiska pelés

gimdos audinyje.

11 paveiksle pateiktos gimdos audinio santykinés Pcna, Mki67, Ccndl geny raiskos vertés. IS
rezultaty galima matyti, jog gimdos méginyje po chemoterapijos (PKN grupé) visy trijy Pcna, Mki67,
Ccnd1 geny raiSka padidéjo lyginant su kontrole (neveikta). O gimdos audinyje PKN+PKVL grupéje

PCNA geno raiska beveik nepakito lyginant su kontrole, bet sumazéjo lyginant su PKN grupés
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méginiais (11 pav.). Mki67 ir Ccndl sumazgjo lyginant su gimdos kontrole, neveiktomis gimdos
lastelémis (11 pav.).
10 .
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11 pav. Pcna, Mki67, Ccndl geny raiskos poky¢iai peliy gimdos audinyje: kontroliné grupé-
sveikos, neveiktos pelés; PKN-pelés su prieslaikiniu kiauSidZiy nepakankamumu; PKN+PKVL-
PKN pelés po Igsteliy terapijos. Geny raiSkos pokyciai buvo nustatyti atvirkstinés transkripcijos
Kiekybinés polimerazés grandininés reakcijos (RT-gPCR) metodu ir rezultatai apskai¢iuoti
naudojant AACt metoda. (*p < 0,05), rezultatai pateikiami kaip vidurkis + S.D.

Toliau yra analizuojama geny susijusiy su folikuly ar oocity vystymuisi raiska kiausidziy
audiniuose (12 pav.). Nustatyta, jog kiausidziy audiniuose po chemoterapijos keturiy geny Amh, Boll,
Fshr, Mvh raiska sumazéjo, 0 Amhr ir Gja geny raiskos pokyc¢iai buvo nezymis. Kiausidziy
méginiuose po taikytos lasteliy terapijos Amh ir Amhr geny raiska padidéjo, Fshr ir Gja geny raiska
liko nepakitusi lyginant su PKN grupe. Boll ir Mvh raiskos nepavyko nustatyti PKN+PKVL grupéje.

34



2
*

2,5 —_—
2
>t 2
©
e
o 15
)]
z 1 .
2 *
= —
©
o Iﬁ I Iﬂ I@

O i
Amh Ambhr Boll Fshr Mvh Gja

m Kontrolé m PKN PKN+PKVL

12 pav. Amh, Amhr, Boll, Fshr, Mvh, Gja geny raiskos poky¢iai peliy kiauSidés audinyje:
kontrolin¢ grupé-sveikos, neveiktos pelés; PKN-pelés su prieslaikiniu kiausidziy nepakankamumu;
PKN+PKVL-PKN pelés po lasteliy terapijos. Geny raiskos poky¢iai buvo nustatyti atvirkstinés
transkripcijos kiekybinés polimerazés grandininés reakcijos (RT-qPCR) metodu ir rezultatai
apskaiciuoti naudojant AACt metoda. (*p < 05), rezultatai pateikiami kaip vidurkis = S.D.

Apibendrinus galima teigti kad gimdos audiniuose po chemoterapijos visy trijy tirty Pcna,
MKki67, Ccndl geny raiska padidéjo, didziausias pokytis buvo Pcna geno raiska, kuris vaidina esminj
vaidmenj lasteliy proliferacijoje. Taip pat nustatéme ir MKi67 geno raiskos padidéjimag PKN grupéje.
Sio geno raiska yra stipriai susijusi su naviko lasteliy proliferacija ir augimu bei apsaugo nuo
mitoziniy chromosomy agregacijos. Kiausidziy audiniuose po naudotos chemoterapijos Amh, Boll,
Fshr, Mvh geny raiska sumazéjo. Visi §ie tirti genai dalyvauja formuojant pirminius folikulus ir yra
svarbis kiausidziy funkcijos palaikyme.

3.2.2. Baltymuy, susijusiy su folikulogenezés ir lastelés ciklo, apoptozés reguliavimu, raiskos analizé
in vivo

Baltymai buvo isskirti i$ kiausidziy audiniy ir analizuojama jy raiSkos pokyciai kontrolinése,
PNK ir PNK+PKVL grupése, naudojant imuninj tyrimag (Western blot). Nustatéme, kad mTOR ir
fosfo-mTOR (Ser2448) baltymy raiska padidéjo PKN ir PNK+PKVL méginiuose. TOR baltymai
(kinazés) vaidina lemiamg vaidmen;j reguliuojant Igsteliy iSgyvenamuma, metabolizmg, augimg ir
baltymy sintezg, taip pat labai svarbiis folikuly brandimo metu kiauSidése. Misy rezultatai parodo,

kad baltymas mTOR bei jo fosforilinimas didéja PKN modelyje. Literatiroje yra pateikiami
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rezultatai, kai naudojant chemoterapinius vaistus pelés kiausidziy audiniuose mTOR sumazédavo,
bet kiti darbai rodo kad ir padidédavo mTOR raiska (Zaixin Yu, 2019). Rezultatai yra labai
kontroversiski ir néra iki galo aiSkus mTOR vaidmuo kiausSidése nevaisingumo atvejais. Toliau
tyréme baltymy svarbiy apoptozés, lastelés ciklo ir kt. reguliavime. PCNA yra daugelio esminiy
lasteliniy procesy, tokiy kaip DNR replikacija, DNR pazeidimo atstatymas, chromatino strukttiros
palaikymas, chromosomy segregacija ir lasteliy ciklo progresavimas, pagrindas. Mes nustatémé, kad
PCNA baltymo raiska kontrolingje grupéje buvo didesné nei PNK grupéje ir ji isliko tokia pati maza
PKN+ PKVL grup¢je. Kitas baltymas svarbus apoptozés, lgstelés ciklo bei oksidacinio streso
atsparumo reguliavime yra FOXO3a. Nustatémé, kad baltymo raiSka padidéja esant kiauSidziy
nepakankamumui ir toliau iSliko Zema taikant lasteliy tarapija (PKN+ PKVL grupé). Visose grupése
ekspresija beveik vienoda ir didelé¢ buvo Bcl-2, p27 ir H2AX baltymy. Kity baltymy fosfo-PTEN,
tubulino, HSP70 raiskos statistiskai patikimy poky¢iy neradome lyginant skirtingas peliy grupes.

Kontrole ~ PKN PKN+PKVL
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[19]19]18[22[26]15
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HSP70 (55 kDa)

H2AX (10 kDa) :
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Tubulinas (55 kDa) "R R B B -

13 pav. Baltymy raiskos poky¢iai peliy kiausidziy audiniuose. Santykinis baltymy raiskos lygis
buvo jvertintas naudojant ImageJ programa: kontroliné grupé; PKN grupé - pelés kurioms yra
sukeltas kiausidZiy nepakankamumas; PKN+PKVL - PKN peléms buvo injekuotos PKVL
kiausides. Referentinis baltymas - tubulinas.
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ISVADOS

1. Nustatyta, kad periferinio kraujo pirminés lastelés pasizymi limfocitams (CD5, CD7, CD4, CD8,
CD56, CD16) budingais pavirSiaus Zymenimis, ta¢iau auginant in Vitro turi ribotg proliferacinj
potencialg.

2. Parodyta, kad sukélus peléms prieslaikinj kiauSidziy nepakankamuma, pelés prarado gebéjima
pastoti ir kiauSidziy audinio méginiuose sumaz¢jo su folikulogenezés procesu susijusiy geny
raiSka. Amh ir Amhr geny, atlickan¢iy  svarby vaidmenj kiau$idziy funkcionavime,
raiSka padidé¢jo taikant periferinio kraujo vienbranduoliy Igsteliy terapija prieslaikinio kiauSidziy
nepakankamumo modelyje.

3. Pastebéta, kad periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy terapija nezymiai salygojo AMH
padidé¢jima peliy kraujo serume, taciau netur¢jo teigiamo terapinio poveikio eksperimentiniame

nevaisingumo (prieslaikinio kiausidziy nepakankamumo) modelyje in vivo.

Apibendrinant, parodéme kad nors ir daugéja literatiiroje duomeny apie periferinio kraujo lasteliy
naudg regeneracinéje medicinoje, nustatéme kad $ios lastelés turi jtakos geny susijusiy su kiausidés

funkcionalumu, bet neturi teigiamo terapinio poveikio kiausidziy nepakankamumui atstatyti in vivo.
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PKVL terapinis potencialas kiauSidziy funkcijai prieslaikinio kiauSidziy

nepakankamumo gyviiny modelyje

SANTRAUKA

Su nevaisingumu susiduria vis daugiau Seimy. Lietuvoje nevaisingumas taip pat didé¢ja,
kiekvienais metais atvejy padaugéja apie 2000. Sio sutrikimo priezastys gali biiti jvairios, tadiau
daznai pasitaikanti yra prieslaikinis kiausidziy nepakankamumas kuris apibiidinamas kaip kiausidziy
funkcijos ir folikuly atsargos kiauSidése praradimas. Gydant nevaisingumg yra taikoma pakaitiné
hormony terapija, bet ji galutinai neatkuria kiausidziy funkcijos ir vaisingumo, todé¢l yra ieSkoma
naujy, perspektyvesniy gydymo biidy. Pastaraisiais metais lasteliy terapija laikoma novatoriSku
jvairiy ligy, ypa¢ autoimuniniy ligy, gydymo biidu. Vis daugiau jrodymy rodo, kad periferinis kraujas

gali buti alternatyvus kamieniniy/progenitoriniy lasteliy Saltinis tinkantis klinikiniam naudojimui.

Siame tyrime sieckéme jvertinti periferinio kraujo lasteliy augima, charakteristika bei
panaudojimo galimybes lgsteliy terapijoje gydant nevaisinguma. Siekiant jgyvendinti misy iSsikeltus
uzdavinius 1§ periferinio kraujo buvo iSskirtos suspensinés ir limpancios Igstelés. Atlike
charakteriavima su pavirSiaus Zymenimis nustatéme, jog periferinio kraujo pirmines lastelés pasizymi
limfocitams (CD5, CD7, CD4, CD8, CD56, CD16) budingais pavir§iaus Zymenimis, ta¢iau auginant
in vitro turi ribotg proliferacinj potencialg. Taip pat pastebéjome, kad sukélus peléms prieslaikinj
kiauSidziy nepakankamumg, pelés prarado gebéjima pastoti ir kiauSidziy audinio méginiuose
sumazéjo su folikulogenezés procesu susijusiy geny raiska. Amh ir Amhr geny, atliekanc¢iy svarby
vaidmen] kiauSidZiy funkcionavime, raiSka padidéjo taikant periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy
terapija prieslaikinio kiauSidZiy nepakankamumo modelyje. Padaréme i§vadas, kad periferinio kraujo
vienbranduoliy lasteliy terapija nezymiai sglygoja AMH padidéjima peliy kraujo serume, taciau
neturi teigiamo terapinio poveikio eksperimentiniame nevaisingumo (prieslaikinio kiausidziy

nepakankamumo) modelyje in vivo.
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SUMMARY

More and more families are facing infertility. In Lithuania, infertility is also increasing, the
number of cases increases by about 2000 every year. The causes of this disorder can be various, but
the most common is premature ovarian failure, which is defined as the loss of ovarian function and
follicle reserve in the ovaries. Hormone therapy is used to treat infertility, but it does not definitively
restore ovarian function and fertility, so new, more promising treatments are being sought. In recent
years, cell therapy has been considered an innovative way of treating various diseases, especially
autoimmune diseases. Increasing evidence suggests that peripheral blood may be an alternative source

of stem/progenitor cells suitable for clinical use.

In this study, we aimed to evaluate the growth, characteristics and possibilities of use of
peripheral blood cells in cell therapy in the treatment of infertility. In order to achieve our goals,
suspensive and adherent cells were isolated from donor peripheral blood. After characterization with
surface markers, we found that peripheral blood primary cells have surface markers typical of
lymphocytes (CD5, CD7, CD4, CD8, CD56, CD16), but have limited proliferative potential when
cultured in vitro. We also observed that after inducing premature ovarian failure in mice, the mice
lost the ability to conceive and the expression of genes related to the process of folliculogenesis was
reduced in ovarian tissue samples. The expression of Amh and Amhr genes, which play an important
role in ovarian function, was increased by peripheral blood mononuclear cell therapy in a model of
premature ovarian failure. We concluded that peripheral blood mononuclear cell therapy causes a
slight increase in AMH in the blood serum of mice, but does not have a positive therapeutic effect in

an experimental model of infertility (premature ovarian failure) in vivo.
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1 lentelé. Periferinio kraujo pirminiy lgsteliy charakterizavimo t€kmeés citometrijos metodu.

PRIEDAI

CD Donoras Donoras Donoras Donoras Donoras Donoras Donoras Donoras
Zzymuo | Nr.1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 Nr. 6 Nr. 7 Nr. 8
Limfocitali
CD3 5,08% nenustatyta | nenustatyta | 64% 62% 50% 36% 37,96%
CD8 2,41% nenustatyta | 1,8% 18% 7% 16% 12% nematuota
CD56 | 0,83% nenustatyta | nenustatyta | 45% 20% 26% nematuota | nematuota
CD5 nematuota | nematuota | nematuota | 80% 33% 36% 81% nematuota
CD4 2,23% nenustatyta | 0,62% 29% 14% 18% 11% 2,54%
CD16 | 4,08% 0,59% 1,39% nematuota | nematuota | 4% 5% nematuota
CD44 nenustatyta | 41,4% 572% 17% 52% 31% 53% 51,49%
CD7 nematuota | nematuota | nematuota | 61% 47% 79% 85% nematuota
CD116 | nematuota | nematuota | nematuota | 8% 7% 10% nematuota | 7,04%
CD9 17,37% 5,34% 4,92% nematuota | nematuota | nematuota | nematuota | 3,49%
Imuninio atsako lgstelés
HLA- 76,72% 1,69% 14,44% nematuota | nematuota | nematuota | nematuota | nematuota
ABC
HLA- 56,82% nenustatyta | nenustatyta | nematuota | nematuota | 88% 80% 8,69%
DR
Mezenchiminés kamieninés Igstelés
BMSC |2,97% | 0,19%  0,72% | nematuota | nematuota | nematuota | nematuota | nematuota
Hematopoetinés kamieninés lastelés
CD34 | 1,52% | 4,56% | nenustatyta | 4% | 5% | 7% | 3% | nematuota

Endotelinés/hematopoetinés lastelés

CD31 |nematuota | nematuota | nematuota | nematuota | nematuota | nematuota | nematuota | nenustatyta
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