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SANTRUMPOS
ANG - (angl. angiopoietin) — angiopoetinas;
CaR — kalcio jony receptorius;
CD — (angl. cluster of differentiation) — diferenciacijos antigenas;
DNR — deoksiribonukleortigstis;
EKL — embrioninés kamieninés lastelés;
EPO - eritropoetinas;
FCS — (angl. fetal calf serum) — fetalinis verSeliy serumas;
FGF — (angl. fibroblast growth factor) — fibroblasty augimo faktorius;
G-CSF — (angl. granulocyte-colony stimulating factor) — granuliocity kolonijas
stimuliuojantis faktorius;
GFP — (angl. green fluorescent protein) — zaliai fluorescuojantis baltymas;
GM-CSF — (angl. granulocyte-monocyte colony stimulating factor) -
granuliocity ir monocity kolonijas stimuliuojantis faktorius;
HA — (angl. hemagglutination assay) —hemagliutinacijos tyrimas;
HIF — (angl. hypoxia-inducible factor) — hipoksija sukeliantis faktorius;
HKL — hemopoetinés kamieninés lastelés;
HLA (angl. human leucocyte antigens) — zmogaus leukocity antigenai;
ICAM - (angl. intercellular adhesion molecule) — tarplastelinés adhezijos
molekulé;
IL — interleukinai;
IFN — interferonai;
KC — kauly &iulpai;
LFA — (angl. lymphocyte function-associated antigen) — su limfocity funkcija
susijes antigenas;
LIF — (angl. leukocyte inhibitory factor) — leukocitus inhibuojantis faktorius;
MAPK — (angl. mitogen-activated protein kinase) — mitogenu aktyvinama
proteinkinazg;
MCF — (angl. monocyte cytotoxicity-inducing factor) — monocity

citotoksiskuma indukuojantis faktorius;



M-CSF — (angl. monocyte-colony stimulating factor) — monocity kolonijas
stimuliuojantis faktorius;

MHC - (angl. major histocompatibility complex) — pagrindinis audiniy
suderinamumo kompleksas;

MIF — (angl. macrophage migration inhibitory factor) — makrofagy migracija
inhibuojantis faktorius;

MIP — (angl. macrophage inflammatory protein) — makrofagy uzdegiminis
baltymas;

MMP — (angl. matrix metalloproteinase) — matrikso metaloproteinazé;

OPG — (angl. osteoprotegerin) — osteoprotegerinas;

OPN — (angl. osteopontin) — osteopontinas;

PBS — (angl. phosphate buffered saline) — fosfatinis buferinis tirpalas;

PI-3K — (angl. phosphoinositide-3 kinase) — fosfatidilinozitolio-3 kinazg;

PGF — (angl. platelet growth factor) — trombocity augimo faktorius;

PKC — (angl. proteinkinase C) — baltymo kinaz¢ C;

RANKL - (angl. receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) —
branduolio faktoriaus kB ligando receptoriaus aktyvatorius;

SDF-1 — (angl. stromal cell-derived factor-1) — stromos lasteliy faktorius;

Sca-1 — (angl. stem cell antigen 1) — kamieniniy lasteliy antigenas;

S1P — (angl. sphingosine-1-phosphate) — sfingozin-1-fosfatas;

TGF — (angl. transforming growth factor) — ransformuojantis augimo faktorius;
TLR — (angl. Toll-like receptor) — ,,toll-like* receptorius;

TNF — (angl. tumor necrosis factor) — naviko nekrozés faktorius;

TPO — (angl. thrombopoietin) — trombopoetinas;

VCAM - (angl. vascular cell adhesion molecule) — kraujagysliy lasteliy
adhezijos molekulé¢;

VEGF — (angl. vascular endothelial growth factor) — kraujagysliy endotelio
augimo faktorius;

VLA — (angl. very late activation antigen) — vélyvasis aktyvavimo antigenas.



1. [VADAS

Siuo metu pasaulyje pladiai atlickami kamieniniy lasteliy tyrimai
suteikia bei prapletia zinias apie Siy lasteliy panaudojimo terapijoje bei
regeneracinéje medicinoje perspektyvas. Pastaruoju metu daugéja duomeny,
irodan¢iy teigiama kamieniniy lasteliuy poveiki ne tik pazeisty organy
struktiiros, bet ir ju funkcijy atstatymui. Keliama prielaida, jog kiekvienam
funkciskai neveikliam organui galéty biti taikoma lasteliné terapija.
Embrioniniy kamieniniy Iasteliy naudojimas terapijai dél jvairiy techniniy,
politiniy ir etiniy priezas¢iy yra nepriimtinas, todél kaip alternatyva Siuo tikslu
gali buti naudojamos suaugusio organizmo hemopoetinés kamieninés lastelés
(HKL). Jos dél savo proliferaciniy savybiy ir prieinamumo yra ypac¢ tinkamos,
o atlikty moksliniy tyrimy duomenys tai patvirtina. Nustatyta, kad i§ HKL gali
vystytis ne tik kraujo Iastelés, bet ir nehemopoetiniy audiniy lastelés. Nepaisant
to, tebelieka daugybé neatsakyty klausimy apie transplantuoty kamieniniy
lasteliy elgesi ir funkcijas in vivo.

Pagrindinis hemopoetiniy kamieniniy Iasteliy Saltinis suaugusiame
organizme yra kauly Ciulpai. I$ juy iSskirtos kamieninés lastelés $iuo metu jau
naudojamos transplantacijai. Nors ju populiacija organizme yra labai nedidelé,
kiekviena diena $ios lastelés pagamina milijonus subrendusiy kraujo lasteliy ir
ju pirmtaky. Be to, HKL skaiCius esant poreikiui, t.y. atsiradus audiniy ar
organy pazeidimams, netekus daug kraujo, vykstant uzdegiminiams procesams
padidéja. Siy lasteliy identifikavimas ir i§skyrimas dél joms badingy zymeny
neapibréztumo yra pakankamai sudétingas. Tuos pacius Zymenis gali turéti ir
kitos kauly ¢iulpy lastelés, o ju raiska gali skirtis tarp jvairiy gyviiny rasiy bei
kisti vystymosi eigoje. Nustatyta, kad kauly ¢iulpy lastelés yra heterogeniskos.
Norint gauti kuo grynesnes hemopoetiniy lasteliy frakcijas, tinkamas naudoti,
pvz., transplantacijoje, jas iSskiriant tarpusavyje turi biiti derinami keliais
parametrais besiskiriantys metodai. Tinkamuy zymeny deriniy parinkimas
leidzia identifikuoti ir iSskirti hemopoetiniy kamieniniy lasteliy populiacijas,

kurias véliau buty galima tikslingai panaudoti pazeidimo atstatymui. Taciau



néra bendro sutarimo, kuri populiacija tinkamiausia Igstelinei terapijai vieno ar
kito pazeidimo atveju. Taigi pavirSiaus zymeny nustatymas bei hemopoetiniy
kamieniniy lasteliu populiaciju gavimas ir ju tyrimai in vivo yra svarbls
tolesniam selektyviam HKL pritaikymui terapijoje.

Zinoma, kad migracija — tai neatsiejama kraujodaros lasteliy savybeé,
kurios déka jos palieka kauly Ciulpus, persikelia i audinius ir/arba grizta atgal i
kauly &iulpus. Sis procesas vadinamas fiziologine hemopoetiniy lasteliu
migracija. Nustatyta, kad kamieninés lastelés gali migruoti i paZeidimo vieta
audinyje, ta¢iau migracijos mechanizmai dar néra aiskiis. Kadangi patologiniai
procesai, kuriems numatoma taikyti lasteliy terapija, paprastai yra lydimi
uzdegiminiy reakcijy, tai ypac svarbu issiaiskinti kamieniniy lasteliy migracija
uzdegimo metu bei ju poveiki uzdegimui. Duomeny apie kamieniniy lasteliy
itaka uzdegiminiam procesui triiksta, o migracijos tyrimy rezultatai, gauti
taikant skirtingus pazeidimo modelius (kepenu, inksty ir kt.), yra prieStaringi.
Manoma, kad fiziologinés bei transplantuoty kamieniniy lasteliy migracijos
procesus reguliuoja bendri mechanizmai, taciau stinga nuoseklaus migracijos
kinetikos ivertinimo, o atskiry tyrimy rezultatai prieStarauja vieni kitiems. Iki
Siol neaisku, per kiek laiko transplantuotos kamieninés lastelés numigruoja i
pazeidimo vieta, kur jos lokalizuojasi ir { kokia aplinka patenka. NeZinoma,
kiek transplantuoty HKL migruoja { pazeidimo vieta, kiek ju patenka i kitus
organus, ir kaip kinta transplantuoty lasteliy kiekiai uzdegimo metu. Siame
darbe atlikti transplantuoty hemopoetiniy kamieniniy lasteliy migracijos
tyrimai uzdegimo metu prisideda prie kamieniniy lasteliy migracijos
désningumuy iSaiSkinimo patologiniy procesy metu, kas yra ypaé svarbu
uztikrinant saugy ir efektyvy kamieniniy lasteliy taikyma klinikingje
praktikoje.



DARBO TIKSLAS

Istirti  peliy kauly Ciulpy hemopoetiniy kamieniniy lasteliy
prieSuzdegimini poveiki bei migracija BALB/c peliy kontaktinio hiperjautrumo

modelyje in vivo.

DARBO UZDAVINIAI

1. ISgryninti ir identifikuoti BALB/c peliy kauly ciulpy hemopoetiniy
kamieniniy lasteliy populiacija;

2. Nustatyti iSskirty populiaciju prieSuzdegimini poveiki BALB/c peliu
kontaktinio hiperjautrumo modelyje in vivo;

3. lvertinti transplantuoty BALB/c peliy hemopoetiniy kamieniniy lasteliy
migracijos kinetika;

4. Kiekybiskai jvertinti hemopoetiniy kamieniniy lasteliy migracija 1

pazeidimo vieta ir kitus organus.

MOKSLINIS NAUJUMAS

ISgryninta ir identifikuota BALB/c suaugusiuy individy kauly ciulpy
hemopoetiniy kamieniniuy lasteliy populiacija. Parodyta, kad iSgryninta lin
HKL populiacija pasizyméjo hemopoetinéms kamieninéms lasteléms biidingy
zymeny raiSka (CD117 ir Sca-1). Pirma karta buvo jvertintas hemopoetiniy
kamieniniy lasteliy prieSuzdegiminis poveikis BALB/c peliu kontaktinio
hiperjautrumo modelyje in vivo. Nustatyta, kad i$skirtos hemopoetinés lasteliy
linn HKL, lin', lin- HKL kartu su lin" populiacijos pasizyméjo efektyviu
prieSuzdegiminiu poveikiu ir statistiSkai reikSmingai slopino edema.
Efektyviausiai (iki 66%) pédos edema slopino HKL populiacija. Pirma karta
buvo istirta HKL populiacijos migracijos kinetika BALB/c peliy kontaktinio

hiperjautrumo modelyje in vivo. Nustatyta, kad Sios populiacijos lastelés jau po



1 val. aptinkamos tiriamu peliy paZeistoje pédoje ir kepenu histologiniuose
preparatuose, kiek véliau jos aptinkamos bluznyje. Pirma karta atlikti HKL
populiacijos kiekybiniai migracijos kinetikos tyrimai BALB/c peliy
kontaktinio hiperjautrumo modelyje in vivo. Nustatyta, kad esant uzdegimui
pédoje vyksta transplantuoty HKL antriné migracija i$ kauly ¢iulpy i bluznies
hemopoetines niSas. Parodyta, kad Sios populiacijos lastelés selektyviai
migruoja | uzdegimo vieta pazeistoje pédoje. Transplantuoty lasteliy kiekis
pédos edemos méginiuose buvo daugiau nei 1000 karty didesnis lyginant su

nepaveikta péda.

GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Transplantuotos BALB/c peliy kauly ¢iulpy hemopoetinés kamieninés
lastelés pasizymi efektyviu prieSuzdegiminiu poveikiu ir slopina pédos
edema.

2. Transplantuotos kauly ¢iulpy hemopoetinés kamieninés lastelés selektyviai
migruoja 1 uzdegimo zidinj pazeistoje pédoje.

3. Uzdegimo metu sumazéja transplantuoty hemopoetiniy kamieniniy lasteliu

migracija i plaucius, kepenis, bluznj ir kauly ¢iulpus.

10



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. SUAUGUSIO ORGANIZMO KAMIENINES LASTELES

Kamieninéms Iasteléms, nepaisant to, i§ kokio Saltinio iSskirtos, yra
budingos S$ios iSskirtinés savybés — ilgalaikis savaiminis atsinaujinimas,
nediferencijuotos buisenos palaikymas ir gebéjimas formuoti skirtingy tipy
specializuotas lasteles (Dzierzak ir Enver, 2008). Embrioninés kamieninés
lastelées (EKL), iSskirtos i§ embriono blastocistos stadijos gali formuoti
daugiausiai specializuoty lasteliy tipy. Taciau Siu lasteliy tyrimai ir
panaudojimas medicinoje iki Siol yra grieztai ribojami dél etiniy problemy bei
duomeny apie diferenciacijos krypti lemiancCius veiksnius tritkumo.
Alternatyva EKL yra suaugusio organizmo kamieninés lastelés (Gennero ir kt.,
2006).

Suaugusio organizmo audiniuose esancios negausios kamieniniy lasteliy
populiacijos palaiko homeostazg bei dalyvauja pazeidimo regeneracijoje
(Pawitan, 2009). Siy lasteliy nuolatinio savaiminio atsinaujinimo, proliferacijos
bei diferenciacijos procesus reguliuoja jas supanti specifiné mikroaplinka.
Skirtingy audiniy mikroaplinka ir nulemia unikalias juose esanc¢iy kamieniniy

lasteliy savybes bei diferenciacijos kryptis (Jones ir Wagers, 2008).

2.1.1. Suaugusio organizmo kamieniniy Igsteliy nisSos

Kamienininiy lIasteliy savybiy palaikymas ir iSgyvenimas yra
reguliuojamas ju mikroaplinkos signaly. Si aplinka, kurioje saveikauja didelé
grupé lasteliniy bei molekuliniy faktoriy, lemian¢iy kamieniniy lasteliy blisena,
ivardijama kaip kamieniniy lasteliu niSa (Walker ir kt., 2009). Nisa — tai
anatominis darinys, pateikiantis kamieninéms lasteléms signalus sekretuojamy
ir pavirSiaus molekuliy pavidalu, kontroliuojantis kamieniniy lasteliy
proliferacija, apsprendziantis dukteriniy lasteliy lemti bei saugantis kamienines
lasteles nuo i$sekimo ir zuties (Jones ir Wagers, 2008).

Kamieniniy lasteliy niSos yra gana skirtingos, kaip ir kamieninés

lastelés, kurias jos palaiko. Suaugusiame organizme kamieninés lastelés
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aptinkamos daugumoje audiniy. Pagrindiné juy funkcija audiniuose yra pakeisti
senstancias, negyvas ar pazeistas lasteles (Walker ir kt., 2009). Tyrimai rodo,
jog egzistuoja skirtingos kamieniniy lasteliu funkcinés grupés, specializuotai
palaikancios tam tikro audinio unikalias funkcijas (Dzierzak ir Enver, 2008).
Nisu svarbg pabrézia duomenys, rodantys, kad jos sutrikdymas yra pagrindiné
daugelio patologiniy procesy, siejamy su audiniy degeneracija, senéjimu ar
vézio atsiradimu, priezastis (Corre ir kt., 2007). Nuolatinis kamieniniy lasteliy
atsinaujinimas, kontroliuojamas niSos mikroaplinkoje esan¢iy faktoriy,
uztikrina normaly organizmo funkcionavima (Jones ir Wagers, 2008). Nisa —
tai sudétinga kompleksiné struktiira, pasizyminti skirtingomis ypatybémis,
priklausanc¢iomis nuo to, kokiame organizme ar audinyje ji yra. ISskiriami trys
pagrindiniai kriterijai, apibtidinantys bendrus niSos pozymius: 1) vidiniai niSos
signalai reguliuoja kamieniniy lasteliy atsinaujinimo, savybiy palaikymo ir
i8gyvenimo procesus; 2) adhezinés saveikos tarp nisos lasteliy, tarplastelinio
matrikso ir kamieniniy lasteliy iSlaiko kamienines lasteles niSoje; uztikrina
tinkama niSos signaly veikima; 3) erdvinis niSos lasteliy i$sidéstymas
orientuoja kamienines lasteles niSoje ir taip uZztikrina juy asimetrini dalijimasi
(Yamashita ir kt., 2005). Kamieniniy lasteliy nisa suteikia struktiirinj bei trofini
palaikyma, topografing informacijaq ir atitinkamus fiziologinius signalus, taip
reguliuodama kamienines lasteles tiek stuburiniuose, tiek bestuburiuose (Jones
ir Wagers, 2008).

Kamieniniy lasteliy niSy identifikavimas ir charakterizavimas yra gana
sudétingas procesas, kadangi paciy kamieniniy lasteliy organizme yra labai
mazai, o tinkamy zymeny kamieniniy lasteliy identifikavimui in vivo daznai i§
viso néra (Walker ir kt., 2009). Nepaisant to, nemazai pasiekta identifikuojant
kamieniniy lasteliy niSas, jos nustatytos jvairiuose audiniuose ir organuose.
Lyginant tarpusavyje zinomas kamieniniy lasteliy niSas buvo suformuluota
hipotetiné niSos sudétis. Pagal ja niSa sudaro: kamieninés lastelés; stromos
pagalbingés lastelés — saveikauja su kamieninémis lastelémis ir tarpusavyje per
pavirSiaus receptorius, gap jungtis ir tirpius faktorius; tarplastelinio matrikso

baltymai — suteikia struktiira, saranga ir mechaninius signalus; kraujagyslés —
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nesioja sisteminius signalus ir yra perdavimo kanalas uzdegimo bei kity
cirkuliuojanciy lasteliy patekimui | ni$a; nervinés jungtys — gali perduoti
nuotolinius signalus. Kiekviena niSa nebitinai yra sudaryta i§ auksciau
iSvardinty sudedamuyjy daliy (Jones ir Wagers, 2008).

Kamienines lasteles bei ju niSa veikiantys signalai yra: sekretuojami
faktoriai (metaboliniai, humoraliniai, niSos lasteliy sekretuojami faktoriai);
nerviniai; fiziniai (lasteliy adhezija, mechaniniai kontaktai); strukttriniai
(erdviniai ryS$iai, saranga).

Komunikacija niSos viduje yra svarbi tinkamam kamieniniy lasteliy
funkcionavimui bei apsprendzia kamieniniy lIgsteliy atsinaujinimo dazni.
Sekretuojami baltyminiai faktoriai, mazos molekulés ir jonai taip pat yra
svarbiis niSos signaly perdavime. Sekretuojami niSos faktoriai gali veikti
lokaliai vienos ar dviejy lasteliy atstumu arba difunduoti niSoje ir tiesiogiai
veikti kamienines lasteles. Sekretuojami augimo faktoriai taip pat veikia
kamieniniy lasteliy elgsena. Manoma, jog signalo perdavimo keliai jvairiose
kamieniniy lasteliy niSose ar skirtinguose audiniuose skiriasi (Jones ir Wagers,
2008). Tiriant Siuos kelius zinomose kamieniniy lasteliy niSose buvo nustatytas
signaliniy kaskady konservatyvumas, taciau pastebéta, kad ta pati signaliné
seka skirtinguose audiniuose esanciose niSose gali turéti skirtingas pasekmes
(Dzierzak ir Enver, 2008). Tiriant skirtingas lasteliu populiacijas buvo irodytas
svarbus Wnt/B-katenino signalo perdavimo kelio vaidmuo kamieniniy lasteliy
igyvenimui nidoje. Sis kelias veikia savaiminio atsinaujinimo, diferenciacijos
krypties pasirinkimo, proliferacijos bei diferenciacijos eiga (Niemann, 2006).
Wnt signalinio kelio komponentai sudaro didele sekretuojamu baltymu,
saveikaujanciy su lasteliy pavirSiaus receptoriais bei tarplastelinés medziagos
molekulémis, Seimg. B-kateninas Wnt signaliniame kelyje atlieka efektoring
funkcija perduodant signala (Nusse ir kt., 2008). Kartu su Wnt/B-katenino
signaliniu keliu kamieniniy lasteliy atsinaujinimo procesus niSoje veikia ir
Notch bei Hedgehog signaliniai keliai. Notch kelias aktyvinamas saveikaujant
lastelés pavirSiuje ekspresuojamam ligandui ir kaimyninés lastelés pavirSiaus

Notch receptoriui. Tyrimai rodo, kad Sis signalinis kelias svarbus niSoje
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esan¢iy kamieniniy Iasteliy vystymosi, diferenciacijos, apoptozés procesuy
reguliavimui tiek iprastinémis salygomis, tiek esant patologijai (Chiba, 2006).
Hedgehog signalo perdavimo kelio reguliuoja kamieniniy lasteliy funkcijas, jie
ypa¢ svarbus kamieniniy lasteliy palaikymui niSoje bei diferenciacijos
kontrolei (Gao ir kt., 2009). Pusiausvyra tarp kamieniniy lasteliy savaiminio
atsinaujinimo ir diferenciacijos procesy niSoje palaiko ir BMP signalinis kelias.
Jo komponentai priklauso transformuojancio augimo faktoriaus beta (TGF-p)
baltymy Seimai. BMP kelio baltymai kontroliuoja kamieniniy lasteliy
savaiminj atsinaujinimg veikdami proliferacini pajéguma, apoptozg bei
diferenciacija (Zhang ir Li, 2005). Be pagrindiniy signalo perdavimo keliy,
veikian¢iy kamieniniy lasteliy palaikyma niSoje, procesu reguliavime
dalyvauja ir kiti netiesioginiai signalai, kuriy poveikis néra gerai zinomas ir
reikalauja i§samiy tyrimy (Morrison ir Spradling, 2008).

Kamieniniy Iagsteliy adhezija prie pagalbiniy stromos lasteliy ar
pamatinés laminos yra svarbi reguliuojant kamieniniy lasteliy elgesi bei
palaikant kamienines Iasteles niSos pateikiamy signaly jtakoje. Tarplasteliniai
kontaktai, tokie kaip adherentiniai susijungimai, formuojasi kaip vieno tipo
saveikos tarp membraniniy baltymy kaderiny. Siy kaderiny jungéiy netekimas
yra siejamas su kamieniniy lasteliy netekimu (Song ir kt., 2002). Kaderiny
veikiama lasteliy adhezija palengvina HKL asociacija su osteoblastais (per N-
kadering) ir yra siejama su tinkamu raumeny kamieniniy lasteliy iSsidéstymu
ant raumeniniy fibriliy (per M-kaderina) (Zhang ir kt., 2003). Taciau tyrimy
duomenys, gauti tiriant peliy kamieniniy lasteliy nisas, vercia abejoti kaderiny
svarba. Pelése M-kaderinas neaptiktas, ir jokie su tuo susij¢ raumeninio
audinio vystymosi bei regeneracijos sutrikimai nepastebéti (Hollnagel ir kt.,
2002). Fenotipiskai identifikuotose kauly Ciulpy HKL N-kaderino ekspresija
neaptikta, o hemopoetinis aktyvumas kauly ciulpuose aptiktas zonose, kur
esancios lastelés neekpresuoja N-kaderino. NeaiSku, kuriose kamieniniy
lasteliy niSose specifiniai kaderinai yra svarbiis ir kokiomis aplinkybémis jie
gali buti pakei¢iami ekspresuojant kitus kaderinus ir/ar kitas adhezijos

molekules (Kiel ir kt., 2007).
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Tiriant suaugusio organizmo nisas buvo pastebéta stipri integriny raiska,
kuri gali biiti naudojama kaip Zymuo nustatant audiniy kamienines lasteles.
Manoma, jog integrinai taip pat gali biiti svarblis palaikant kamienines lasteles
prie bazinés laminos (Jones ir Wagers, 2008). Nustatyta, kad integrinas a6 yra
gausiai ekspresuojamas bazaliniy keratinocity epidermyje ir naudojamas kaip
zymuo atskiriant odos kamienines lasteles (Ito ir kt., 2005). Taciau jo vaidmuo
kamieniniy lasteliy palaikyme néra jrodytas. Gausi 1 integrino raiska biidinga
daugelio audiniy kamieninéms lasteléms, iskaitant plauko folikulo kamienines
lasteles, HKL kauly ¢iulpuose bei raumens kamienines lasteles (Wagers ir kt.,
2002; Sherwood ir kt., 2004). Bl integrino svarba adhezijai ir jtaka
kamieninéms lasteléms skirtinguose audiniuose nevienoda. Lasteliy adhezija
tarp kamieniniy ir niSos Iasteliy yra konservatyvus kamieniniy Iasteliy
palaikymo bruozas, biidingas tiek Zinduoliams, tiek kitiems organizmams.
Specifinés jungtys ir adhezijos molekulés jvairiose niSose skiriasi. Manoma,
jog tai gali veikti specializuotas, audiniams specifines funkcijas (Jones ir
Wagers, 2008).

Kamieniniy lasteliy adhezija su lasteliniais ir tarplastelinio matrikso
komponentais niSoje suteikia mechaninius signalus kamieninéms lasteléms,
kurie veikia kamieniniy lasteliy funkcija. Specifinis santykinis mikroaplinkos
elastingumas ar standumas gali tiesiogiai veikti ir kamieniniy lasteliu
diferenciacijos krypti. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy tyrimuose in vitro
parodyta, jog substrato elastingumas, panasus { smegeny audinio, skatino
neuroning diferenciacija. Tuo tarpu elastingumas, panasus i kaulinio audinio,
skatino diferenciacija osteoblasty kryptimi. Vidutinio elastingumo substratai
skatino diferenciacija raumenine kryptimi. Manoma, kad mikroaplinkos
elastingumas, kartu su tirpiais faktoriais, geba veikti kamieniniy lasteliy
diferenciacijos krypti (Engler ir kt., 2006). In vivo tyrimais parodyta, jog
mikroaplinkos elastingumo pokyciai, sukelti pazeidimy, ligos ar senéjimo,
veikia audiniy kamieniniy lasteliy regeneracinj aktyvuma ir pajéguma (Jones ir
Wagers, 2008). Lastelinés saveikos nisoje iki Siol néra gerai istirtos, zinoma tik

nedidelé¢ dalis signalo perdavimo keliy, kuriuos jie veikia.
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Nustatyta, kad palaikant atitinkama kamieniniy lasteliy kieki yra
svarbus tikslus erdvinis kamieniniy lasteliy iSsidéstymas niSos lasteliy
atzvilgiu. Orientuotas jungimasis su mikroaplinkos lastelémis ar tarplasteliniu
matriksu per jvairias jungtis, arba asimetrinis faktoriy pasiskirstymas niSoje
veikia kamieniniy lasteliy orientacija dalijimosi metu, kas galimai apsprendzia
skirtinga dukteriniy lasteliy likima po pasidalijimo (Jones ir Wagers, 2008).

Apibendrinus, kamieniniy lasteliy niSos atliekamos funkcijos galima
teigti, kad niSa uztikrinta kamieniniy lasteliy atsinaujinima ir iSgyvenima;
kontroliuoja kamieniniy lasteliy funkcionavima ir ju kieki; orientuoja
kamienines lasteles niSoje, skatindama asimetrini ju dalijimasi; iSlaiko
kamienines lasteles niSoje; suteiktia struktiirini, trofini palaikyma, topografing
informacija ir atitinkamus fiziologinius signalus; palaiko kamieniniy lasteliu
balansa tarp saves atnaujinimo ir diferenciacijos; saugo nuo galimo naviko
susiformavimo. NiSa atspindi kompleksa ir dinamini vientisuma, kurioje
susieta daugybé faktoriy, atlieckanciy kamieniniy lasteliy skaiCiaus bei
funkcijos kontrole (Jones ir Wagers, 2008; Morrison ir Spradling, 2008).

Hemopoetiniy kamieniniy lasteliy niSa viena svarbiausiy suaugusiame
organizme. Jai skiriamas didelis démesys, tiriant hemopoetiniy kamieniniy

lasteliy migracija bei panaudojima terapijoje.

2.1.2. Hemopoetiniy kamieniniy Igsteliy nisa

Suaugusiame organizme hemopoezé vyksta kauly ciulpuose, nors
hemopoetinio streso metu hemopoezé gali vykti kepenyse ar bluznyje (Kiel ir
Morrison, 2008). Zinduoliy kaulas sudarytas i$ jvairaus diferenciacijos laipsnio
kaulo lasteliy, kolageno fibriliy ir mineraly, tokiy kaip kalcis ir fosforas,
sankaupy. Kaulo vidy uzpildo kauly ¢iulpai bei kraujagyslés. HKL ir pirmtakai
tarpsta tarp kauly Cciulpuy stromos lasteliy, t.y. ivairaus pobidzio tiek
hemopoetinés, tieck nehemopoetinés kilmés lasteliy populiaciju (Taichman,
2005). Manoma, kad i§ kauly ciulpuose esanc¢iy mezenchiminiy kamieniniy
lasteliuy vystosi dauguma stromos lasteliy: chondrocitai, osteoblastai,

fibroblastai, adipocitai, endotelio lastelés ir miocitai (Yin ir Li, 2006).
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Skirtingai nei kity kamieniniy lasteliy nisy, HKL niSos vieta, lasteliné sudétis ir
su tuo susij¢ signalai dar néra tiksliai nustatyti. Toks neapibréZtumas siejamas
su HKL migraciniu judrumu. HKL jprastinémis fiziologinémis salygomis
nuolat iSeina i§ niSy i cirkuliacija ir i§ cirkuliacijos grizta atgal i niSas (Kiel ir
Morrison, 2008). Dél tokio HKL judrumo ju niSos tyrimas yra gana sudétingas
ir neretai prieStaringas (Taichman, 2005). Nustatyta, jog apie 60 % kauly
¢iulpuose esanciy HKL yra netoli kraujagysliy, apie 20% Salia kaulo endotelio,
likusioji dalis iSsibars¢iusi po visus kauly cCiulpus (Kiel ir kt., 2007).
Anatominis HKL iSsidéstymas suteiké pagrinda teiginiams apie galima
dvejopo pobiuidzio HKL nisy egzistavima kauly ¢iulpuose, kur nisa, i$sidésciusi
salia kaulo endotelio, pavadinta kauline, o esanti greta kraujagysliy —
kraujagysline (Yin ir Li, 2006). Dalis tyréju HKL iSsidéstyma paciuose kauly
Ciulpuose ir Salia kraujagysliy sieja su HKL migraciniu aktyvumu, tokiu biidu
palaikydami vien tik kaulinés niSos idéja (Jones ir Wagers, 2008).

Salia kaulo endotelio, sudaryto daugiausiai i§ osteoblasty, aptiktos HKL
leido numanyti galima Siy dvieju lasteliy tipy saveika bei osteoblasty itaka
HKL funkciju reguliavime (Taichman, 2005). Nustatyta, kad osteoblastai
gamina eilg hemopoetiniy augimo faktoriy. Tyrimuose su peliu osteoblasty
linjjomis nustatyta G-CSF, M-CSF, GM-CSF, IL-1, IL-6 ir kity faktoriy
produkcija (Taichman ir Emerson, 1998). Tiriant Zmogaus osteoblastus
nustatyta, kad jie sekretuoja G-CSF, M-CSF, GM-CSF, IL-1B, IL-6, IL-7, LIF,
OPG, RANKL, SDF-1, TNF-0, VEGF faktorius (Hofbauer ir kt., 2000). Siy
lasteliu sasajas sustiprino faktas, jog osteoklastai, besiformuojantys i$
hemopoetiniy pirmtaky, atlieka itin svarby vaidmenj kauly rezorbcijoje. Taip
pat buvo pastebéta, jog egzistuoja HKL koncentracijos gradientas tarp kaulo
endotelio ir centrinés arteriolés, kuris artéjant link kraujagyslés mazéja. Savo
ruoztu atvirkstinis gradientas, didéjantis tolstant nuo kaulinio endotelio,
pastebétas tiriant brestanéius granuliocitus (Taichman, 2005). Gauti tyréju
duomenys rodo, jog hemopoetiniai pirmtakai, besiformuojantys kaulinio
endotelio aplinkoje, migruoja link kraujagysliy, kur jie proliferuoja ir

diferencijuojasi (Heissig ir kt., 2002). Galima osteoblasty jtaka HKL nustatyta
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eksperimentuose su peliy linijomis, turinéiomis genetines mutacijas. Parodyta,
kad osteoblasty pazeidimas yra tiesiogiai susijgs su HKL netekimu (Visnjic ir
kt., 2004). Panasiuose bandymuose su kraujagysliy endotelio lastelémis
parodyta, jog pazeidus kraujagysliy endotelio lasteles, hemopoez¢ nutriiksta
(Avecilla ir kt., 2004). Sasajos tarp HKL ir kraujagysliy endotelio kauly
¢iulpuose rodo galima kraujagyslinés niSos egzistavima (Kiel ir kt., 2005). Tai
sustiprino teiginius apie galima dvejopo pobtidzio HKL nisy egzistavima kauly
Ciulpuose.

Literatiiroje daznai pateikiamas HKL skirstymas pagal gebéjima vykdyti
hemopoezg (repopuliacini aktyvuma) i ilgalaikes HKL ir trumpalaikes HKL.
Teigiama, kad ilgalaikées HKL geba palaikyti hemopoez¢ nuo keliy ménesiy ar
per visg individo gyvenima, jos turi ilgalaiki repopuliacini aktyvuma. Tuo
tarpu trumpalaikés HKL geba palaikyti hemopoezg kelias ar keliolika savaiciy,
ju repopuliacinis aktyvumas yra trumpalaikis (Christensen ir Weissman, 2001).
llgalaikés HKL jvardijamos kaip HKL esancios ramybés bilisenoje, o
trumpalaikés — kaip aktyvios arba suzadintos HKL (Passegue ir kt., 2005).
Manoma, kad su ilgalaikémis HKL siejama kauliné niSa geba palaikyti HKL
ramybés biisenoje ir uztikrina pakankama HKL kiekj, tuo tarpu kraujagysliné
nisa, siejama su trumpalaikémis HKL, palaiko HKL ir jy pirmtaky proliferacija
ir vélesng diferenciacija (Visnjic ir kt., 2004). Kraujagysliné niSa, manoma, yra
palankesné kamieniniy lasteliy proliferacijai bei diferenciacijai dél geresniy
mitybiniy salygu, deguonies kiekio, augimo faktoriy ir dél galimybés
subrendusioms hemopoetinéms lasteléms greitai patekti i cirkuliacija (Kopp ir
kt., 2005). Uz kauly ciulpy riby, t. y. bluznyje bei kepenyse, esancios
kraujagyslinés nisos gali palaikyti kauly ¢iulpy niSos funkcijas esant jvairioms
stresinéms situacijoms (Kiel ir Morrison, 2008). Be to, kraujagysliné niSa
palengvina HKL migracija per endoteli (Lapidot ir kt., 2005). Palikusios
kauling nisa HKL mobilizuojasi kraujagyslinéje nisoje, patenka i kraujagysles,
kur cirkulivodamos kraujotakoje biina nuolatingje saveikoje su endotelio
lastelémis. Palyginus ilgalaikiy HKL ir mobilizuoty i§ kaulinés niSos HKL

(trumpalaikiy) savybes, pastebéta, kad mobilizuotos HKL pasizymi geresnémis
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proliferacinémis savybémis negu ilgalaikés HKL. Taigi HKL, priklausomai
nuo aplinkybiy, gali biiti tiek kaulingje, tiek kraujagyslinéje niSose.

Su kamieniniy Iasteliy ir niSos saveika taip pat susij¢ jvairios signalo
perdavimo ir adhezijos molekulés, kurios suteikia niSoms specifines
charakteristikas. Gerai zinomos signalinés molekulés bei ju ligandai,
dalyvaujantys hemopoetinés niSos reguliavime, yra: SCF/c-kit, Jagged/Notch,
angiopoetinas-1/Tie2 (Ang-1/Tie2) ir kalcio jony receptorius (CaR). Be to,
zinoma, jog Wnt, BMP, FGF, hedgehog, TPO, IL-3 ir IL-6 signalinés
molekulés yra svarbios hemopoetinés nisos reguliacijai (Yin ir Li, 2006). SCF
per c-kit receptoriy veikia HKL proliferacija ir iSgyvenima. Taip pat SCF/c-kit
saveika svarbi HKL aktyvacijai bei atsipalaiduojant HKL 1§ niSos (Heissig ir
kt., 2002). Nustatyta, kad Notch yra ekspresuojamas primityvigju HKL, tuo
tarpu jo ligandas Jagl — osteoblasty ir stromos lasteliy pavirSiuje. Parodyta,
kad Notch aktyvavimas palaiko HKL ir pirmtakus nediferencijuotoje biisenoje,
taip veikdamas hemopoetiniy kamieniniy ir lasteliy pirmtaky populiacijy
pagauséjima (Yin ir Li, 2006). Osteoblastai ekspresuoja Ang-1, tuo tarpu HKL
ir endotelio Iastelés — Tie2. Ang-1 skatina HKL adhezija prie osteoblasty, taip
veikdamas HKL palaikyma ramybés buisenoje (Arai ir kt., 2004). CaR padeda
iSlaikyti HKL kaulinio endotelio aplinkoje. Nustatyta, kad hemopoetinés
kamieninés lastelés neturincios CaR po transplantacijos negalédavo issilaikyti
kaulinéje niSoje (Adams ir kt., 2006). Su HKL veiklos reguliacija yra susije
BMP ir Wnt signalo perdavimo keliai. Osteoblasty pavirSiuje yra stebima
BMP-4 raiska, taciau néra zinomas jo receptorius HKL pavirSiuje. Wnt
signalinis kelias svarbus kamieniniy lasteliy atsinaujinimui, ta¢iau nezinoma,
kurios niSos lastelés gali ekspresuoti Wnt molekules (Staal ir Clevers, 2005).
Panastis duomenys gauti ir su FGF ir hedgehog signalo perdavimo keliais.
Parodyta, kad in vitro $iy keliy faktoriai stimuliuoja HKL, tac¢iau nejrodyta, jog
jie buty sintetina niSos lastelés (de Haan ir kt., 2003). IL-3 ir IL-6 kartu su TPO
gali veikti kamieniniy lasteliy proliferacija ir diferenciacijg, taciau néra
duomenuy, kad jie buty sintetinami kaulinéje ar kraujagyslingje niSose (Jenkins

ir kt., 2005).
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Nustatyta, kad HKL niSy funkciju palaikymui svarbi N-kaderino/B-
katenino, VCAM/integriny ir osteopontino/B;-integrino (OPN/ B; integrino)
adheziné saveika. Sios molekulés svarbios tiek kamieniniy lasteliy islaikymui
niSos aplinkoje, tiek jy migracijai (Yin ir Li, 2006). N-kaderinas ir B-kateninas,
orientuodami kamienines lastes niSoje, veikia kamieniniy lasteliy asimetrini
dalijimasi (Muguruma ir kt., 2006). VCAM/integriny ir OPN/ B, integrino
adhezinés saveikos siejamos su migracija kauly ¢iulpuose link kraujagysliy
endotelio bei su migracija per endotelini (Nilsson ir kt., 2005). Tiksli adhezijos
molekuliy funkcija néra zinoma. Pastebéta, kad kamieniniy lasteliy adheziniai
ry$iai su niSos lastelémis koreliuoja su lastelés ciklo kontrole. Manoma, kad
tokia koordinacija reikalinga dinaminei kamieniniy lasteliy reguliacijai (Yin ir
Li, 2006). Transkripcijos faktorius c-Myc reguliuoja HKL ir ju niSos saveikas,
taip veikdamas HKL palaikyma ramybés biisenoje, proliferacija ir
diferenciacija. c-Myc ekpresijos padidinimas yra tiesiogiai susijes su HKL
i8¢jimu 18 niSos, tuo tarpu c-Myc ekspresija mazina proliferacija slopinantys
faktoriai, tokie kaip TGF-B. Po kamieniniy lasteliy pasidalijimo dukteriné
lastelé, ekspresuojanti mazus kiekius c-Myc, is§laikoma ramybés blisenoje nisos
aplinkoje; suaktyvéja N-kaderino ir integriny produkcija. Tuo tarpu dukteriné
lastelé, ekspresuojanti didesnius kiekius c-Myc, pradeda iSeiti i§ niSos, ir
adhezijos molekuliy produkcija slopinama (Wilson ir kt., 2004). Is&jusiy i§
kaulinés niSos HKL patekima i kraujagysling nisa veikia FGF-4 ir chemokinai,
tokie kaip SDF-1. VE-kaderinas skatina megakariocity pirmtaky adhezija
kraujagyslin¢je niSoje (Avecilla ir kt., 2004). Parodyta, kad FGF-4 pagerina
megakariocity pirmtaky adhezija kraujagyslinéje niSoje, tuo tarpu SDF-1
veikia kaip chemoatraktantas. FGF-4 ir SDF-1 taip pat veikia padidéjusia
adhezijos molekuliy raiSka VLA-4 megakariocity pavirSiuje ir VCAM-1
kraujagyslés endotelio pavirSiuje. HKL lastelés ekspresuoja FGF receptorius: -
1, -2 ir -3. Nustatyta, kad FGF skatina HKL atsinaujinima bei proliferacija.
Manoma, kad kauly ciulpuose yra nuo kaulinés link kraujagyslinés niSos
did¢jantis FGF gradientas, kuris veikia HKL ir pirmtaky patekima {
kraujagysling nisa (Kopp ir kt., 2005). Nustatyta, kad HKL pavirSiuje
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ekspresuojamas CXCR4 ir integrinai tai pat veikia HKL migracija kauly
Ciulpuose. Tyrimais jrodyta, kad SDF-1 ir jo receptorius CXCR4 reguliuoja
HKL i8éjima i kaulinés niSos ir kauly ¢iulpy bei sugrizima atgal i kauling nisa.
Jie yra svarbiis ir HKL i§gyvenimui bei proliferacijai (Kollet ir kt., 2007).
SDF-1 nuolatos ekspresuojamas osteoblastuose, endotelyje bei kitose stromos
lastelése. Osteoblasty pavirSiuje ekspresuojamas SDF-1 kartu su N-kaderinu
bei B-aktinu padeda iSlaikyti HKL kaulinéje niSoje (Muguruma ir kt., 2006).
Kraujagysliy endotelio Iasteliy ekspresuojamas SDF-1 skatina su E- ir P-
selektinais susijusia migracija per endoteli. VLA-4 ir LFA-1 taip pat siejami su
migracija per endoteli, bei migracija kauly ciulpuose link kaulinés niSos.
Padidéjusi SDF-1 ekspresija osteoblasty pavirSiuje skatina HKL grizima i
kauling nisa (Kopp ir kt., 2005). Klinikinéje praktikoje HKL mobilizacijai
placiai naudojamas G-CSF sumazina SDF-1 ekspresija osteoblasty pavirSiuje ir
padidina sSDF-1 kiekj cirkuliacijoje. G-SCF reguliuoja SDF-1 lygi veikdamas
proteolitinius fermentus (elastaze, katepsing G, MMP-2, MMP-9 ir kt.) ir gali
veikti jo transkripcija (Katayama ir kt., 2006).

Pazymétina, kad osteoblasty populiacija kauly ciulpuose yra gana
heterogeniska tiek morfologiskai (verpstiskos kaulo endotelio lastelés, ovaliis
osteocity pirmtakai ir kt.), tiek pagal pavirSiaus molekuliy ekspresijg. Nustatyta
tik N-kadering savo pavirSiuje ekspresuojanciy osteoblasty saveika su HKL.
Manoma, jog HKL ir skirtingy tipy pirmtakai toje pat niSoje gali saveikauti su
skirtingomis osteoblasty subpopuliacijomis, arba netgi atvirks¢iai — HKL
saveika su skirtingy subpopuliaciju osteoblastais galéty veikti skirtingy
hemopoetiniy pirmtaky formavimasi. Taigi nustatyta tik nedidelé dalis
reguliaciniy molekuliy bei sgveiky, veikian¢iy HKL ju niSoje. Mazai duomeny
apie procesus vykstanCius HKL niSoje esant uzdegimui ar kitiems
patologiniams procesams. Pati HKL niSa, jos sudétis, reguliuojami procesai ir

ju mechanizmai Siuo metu tebelieka tyrimy bei diskusijy objektu.
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2.1.3. Hemopoezés schema: klasikiné ir alternatyvi

Kraujo Iastelés apima labai skirtingus lasteliy tipus, besiskiriancius savo
atlickama funkcija. Jas vienija tai, jog visos kraujo lastelés vystosi i$
hemopoetiniy kamieniniy Iasteliy (HKL). Absoliuc¢ios daugumos kraujo
lasteliu gyvavimo trukmé yra trumpa. HKL yra bitinos nuolatiniam
hemopoetiniy multilinijiniy pirmtaky papildymui bei vélesniam ju virsmui {
atskiras hemopoetines linijas (Orkin ir Zon, 2008). Kiekviena HKL turi
potencialg generuoti milziniSkus kiekius kraujo lasteliy mety metus ar net
desimtmecius (Smith, 2003). Vienintelé pelés HKL per gyviino gyvenimo
trukme potencialiai gali atstatyti visa hemopoeting sistema (Orkin ir Zon,
2008).

Ilgus metus kraujo lastelés buvo klasifikuojamos remiantis
morfologiniais kriterijais. IstoriSkai susiklosté, jog XX amziaus pradzioje
mikroskopiniy tyrimy déka buvo nustatyta, jog eritrocitai, trombocitai,
monocitai ir granuliocitai diferencijuojasi kauly Ciulpuose. Taigi eritrocitai bei
trombocitai kartu su fagocituojanc¢iomis lastelémis buvo priskirti mieloidinei
lasteliy linijai. Tuo tarpu limfocitai, aptikti limfoje bei histologiniuose
bluznies, Ciobrialiaukés ir limfmazgiy preparatuose, buvo priskirti limfoidinei
linijai. Antroje XX puséje, atsirandant vis naujiems eksperimentiniams
duomenims, schema buvo detalizuojama. Atsirado klasikinis dichotominis
hemopoezés modelis, kuriame kraujo lastelés buvo suskirstytos 1 dvi
pagrindines linijas: limfoiding ir mieloiding (Smith, 2003). Ilgainiui S$is
klasikinis modelis {vairiy autoriy buvo modifikuojamas, taciau jo dichotominé
koncepcija nekito. Pagal ji limfoidinei linijai priskiriamos: NK lastelés, T ir B
limfocitai, mieloidinei — monocitai (makrofagai; Kupferio; Langerhanso;
dendritinés lastelés), neutrofilai, eozinofilai, bazofilai, eritrocitai, trombocitai ir
osteoklastai.

Klasikiniu hemopoezés modeliu buvo remiamasi daugiau nei 30 mety,
taCiau pastebéta, jog jis nebegali paaiskinti naujausiy atradimy hemopoezés
srityje (Kawamoto ir kt., 2010). Atlikus tyrimus buvo nustatyti atskiri

mieloidines ir T lasteles bei mieloidines ir B Iasteles generuojantys pirmtakai
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(Kawamoto ir kt., 1999). Pirmtaky, generuojanciy tik T ar tik B lasteles,
aptikta nebuvo ir tai prieStaravo {sivyravusiai klasikinei dichotominei
hemopoezés schemai. Buvo keliamos prielaidos apie mieloidinio gebéjimo
i§saugojima po bendros T/B linijos atsiskyrima { T ir B linijas.

2001 metais pirma karta buvo pasiiilyta mieloidinio hemopoezés
modelio koncepcija (Katsura ir Kawamoto, 2001), teigianti, jog HKL
pirmiausiai iSsiskiria | bendra mieloidinj-eritroidini (CMEP) pirmtaka ir bendra
mieloidinj-limfoidini (CMLP) pirmtaka. T ir B limfocitai kildinami i§
mieloido-limfoidinés linijos pirmtakuy, praéjus tarpinéms T-mieloidinio bei B-

mieloidinio pirmtaky stadijoms (2.1.1 pav).

A Klasikinis modelis B Altematyvus modelis
@ (@i.
@E< . (CMEP) .
(CMEP) . R .
@@
D
(MBP)

2.1.1 pav. Klasikinio (A) ir alternatyvaus (B) hemopoezés modeliy shemos.
A) Klasikiniame hemopoetinés kamieninés lastelés (HKL) visu pirma
diferencijuojasi | bendra mieloidoeritroidiniy pirmtaky (CMEP) ir bendra
limfoidiniy pirmtaky (CLP) linijas. E, M, T, B zZymi pirmtakus pasiZymincius
eritroidiniu, mieloidiniu, T ir B proliferacine galimybe atitinkamai. B)
Alternatyviame modelyje HKL diferencijuojasi { bendra mieloidoeritroidiniy
pirmtaky (CMEP) ir bendra mielolimfoidiniy pirmtaky (CMLP) linijas.
Mieloidinio diferenciavimo galimybé islicka po CMLP atsiskyrimo i T ir B
pirmtaky linijas (pagal Kawamoto ir kt., 2010).

Tai vienas esminiy skirtumy nuo klasikinio hemopoezés modelio, kur T

ir B limfocitai priskiriami vienai linijai, nebeturin¢iai mieloidinio potencialo.
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Naujai sitilomame modelyje mieloiding diferenciacijos galimybg islaiko visos
pirminés pirmtaky linijos: T, B lasteliy ir eritroidiné (Kawamoto ir kt., 2010).
Kitas svarbus skirtumas nuo klasikinés hemopoezés schemos yra
lasteliy statuso nustatymas. Klasikinéje hemopoezés schemoje kraujo Iastelés
yra priskiriamos dviems pagrindinéms linijoms, taciau galutinés diferenciacijos
lastelés  traktuojamos vienodai. Mieloidiniame modelyje sitloma, jog
mieloidiné yra hemopoetiniy prototipas, tuo tarpu eritroidinés, T ir B lastelés
atstovauja specializuotas lasteles (2.7.2 pav). Remiantis mieloidine koncepcija,
hemopoezé gali buti apibtidinama kaip vystymasis | eritroidines, T ir B
lasteles, paremtas prototipine vystymosi programa mieloidiniy Iasteliy

generavimui (Kawamoto ir kt., 2010).

A Klasikinis modelis B Alternatyvus modelis

B s Baz:inn’:_-. ~ Specializnota
Micloiding _ % g protolipme ©
@ | ® @
Limfoidine @ ¢ |
@ | ®
L2/ 3

2.1.2 pav. Klasikinio (A) ir alternatyvaus (B) hemopoezés
modeliy linijy hierarchinis vertinimas. A) Klasikiame modelyje
eritrodiné (E), mieloidiné (M), T ir B linijos vertinamos
lygiaverciai. B) Alternatyviame modelyje eritroidiné, T ir B
linijos vertinamos kaip specializuotos, tuo tarpu mieloidiné kaip
baziné-prototipiné linija (pagal Kawamoto ir kt., 2010).

Prototipinei mieloidinei lastelei yra budingi pagrindiniai gynybiniai
mechanizmai: fagocitoz¢ ir mobilumas. Tuo tarpu specializuotos Iastelés igyja
naujus mechanizmus, juy baziniai mechanizmai daugiau ar maziau yra
modifikuojami arba visai i§jungiami. Tokiu pavyzdziu galéty buti B lastelé. Jos

fagocituojantis aktyvumas nors ir sumazgjes, taCiau iSlikes, sustipréjegs
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sugeb¢jimas pateikti antigena, naujai atsiradgs gebéjimas atpaZzinti specifines
antigenines determinantes.

Nuo 2001 mety, kai buvo pasiiilyta mieloidinés hemopoezés schema, vis
daugéja tyrimy duomeny, paremianciu naujaja hipotezg, kuriy klasikiné
hemopoezés schema paaiskinti negali. Nustatyta, jog ankstyvieji limfoidiniai
pirmtakai kauly ciulpuose islaiko mieloidini potenciala (Igarashi ir kt., 2002).
Sis potencialas islicka ir Giobrialiaukéje esandiose dendritinése bei NK
lastelése (Vosshenrich ir kt., 2006). In vivo atlikti tyrimai rodo, jog ~30%
Ciobrialiaukéje esanciy makrofagy ir zymi dalis granuliocity atsiranda i$
Ciobrialiaukéje esanciy T lasteliu pirmtaky (Wada ir kt., 2008). In vitro
parodyta, jog mieloidiniai pirmtakai gali iSsivystyti i§ HKL tiesiogiai, tac¢iau
nenustatyta, kad jie iSlaikyty T ir/ar B potenciala (Takano ir kt., 2004).
Mieloidinés lastelés, jskaitant granuliocitus, dazniausiai iSsivysto i§ mielo-
limfoidinio pirmtako, reCiau i§ eritro-mieloidinio (Yoshida ir kt., 2006).
Nustatyta, kad ankstyvieji B lasteliy pirmtakai gali funkcionuoti kaip {prastiniy
dendritiniy lasteliy pirmtakai virusiniy infekcijy atveju (Nagai ir kt., 2006). B
lasteliy pirmtakiy virsmas ne i B lasteles yra tiesiogiai susij¢s su organizmo
risimi, suzadinimu bei infekcijomis (Kawamoto ir kt., 2010). Linijy
i§siskyrimas yra palaipsnis procesas, o savybiy atsiradimas/iSnykimas
nesiremia principu: viskas arba nicko (Pelayo ir kt., 2006).

Siuo metu toks mieloidinis hemopoezés modelis vis dar lieka diskusijy
objektu. Diskutuojama, ar i§vis gali egzistuoti pagrindiné hemopoezés taisyklé,
tuo tarpu supaprastinti hemopoezés modeliai gali iSkreipti realybg.
Postuluojama, kad transplantuoty HKL gebéjimas diferencijuoti |
nehemopoetinés sistemos lasteliy tipus, yra beveik neribotas, kas gali visiskai
pakeisti dabartini hemopoezés modeli. Toks HKL savybiy neapibréztumas
rodo HKL ir ju pirmtaky lankstuma hemopoezés metu, kas svarbu taikant jas
terapijoje. Tuo galima pasinaudoti taikant terapija, koreguojant naudojamy
lasteliy grynuma bei heterogeniskuma, kas palengvinty lasteliy, reikalingy

terapijai, gavima, bei padidinti lastelinés terapijos sauguma ir efektyvuma.

25



2.1.4. Hemopoetiniy kamieniniy Igsteliy Zymenys

Atliekant hemopoetiniy kamieniniy lasteliy tyrimus susiduriama su
problema — HKL atpazinimu. Tai lemia keletas veiksniy: iSskiriama keletas
tipy HKL; itin nedidelé $iy lasteliu populiacija bei §ios populiacijos daznis
bendroje lasteliu populiacijoje; vizualiai HKL neimanoma atskirti nuo
daugumos kraujo ar kity jas supanciy subrendusiy lasteliy. Siuo metu labiausiai
paplitgs HKL atskyrimo ar identifikavimo biidas yra paremtas Iasteliy
pavir§iaus zymeny raiSka. HKL diferencijuojantis kinta ir jy pavirSiaus zymeny
ekspresija (Musina ir kt., 2004). Vieny zymeny lastelés diferenciacijos metu
raiSka atsiranda, kity raiSka nutriksta arba jvyksta zymis raiskos lygio
pokyc¢iai. Taigi remiantis pavirSiaus zymeny raiSka, yra imanoma nusakyti
lastelés diferenciacijos laipsni.

Literatiiroje yra apraSyta daug zymeny, naudojamy HKL atpazinimui ir
iSskyrimui. Dauguma juy yra pavirSiaus baltyminés molekulés, kurios
nustatomos naudojant zymétus monokloninius antikiinus, likusioji dalis
nustatoma metaboliniais Zymenimis-dazais.

Hemopoetinés kamieninés lastelés neturi subrendusioms kraujo
lasteléms charakteringy pavirSiaus zymeny arba ju raiSka labai skiriasi.
Subrendusiy lasteliy Zymenys vadinami linijiniais Zymenimis. Tokiy zymeny
kompleksai apima nuo 8 iki 14 pavirSiaus baltyminiy zymeny, charakteringy
eritrocity, T lasteliy, B lasteliy, NK lasteliy, monocity bei granulocity
lasteléms. Zmogaus HKL atskyrimui daZniausiai naudojami linijiniai Zymenys
— tai glikoforinas A, CD2, CD3, CD8, CDI14, CD15, CD16, CD20, CD56 ir
CD66b; peliy — CD2, CD3, CD4, CDS5, CD8, NK1.1, B220, TER-119, Gr-1.
Tiek peliy, tick zmogaus lasteliy frakcija, iSgryninta naudojant linijinius
zymenis, pagal Siuos zZymenis yra neigiama ir apibréZiama kaip lin neigiama
(lin") (angl. lineage negative). Priklausomai nuo naudotos linijiniy Zymeny
kombinacijos, lin" Iasteliy populiacijoje biina nuo 20 iki 500 karty daugiau
HKL, nei negrynintoje populiacijoje (Wognum ir kt., 2003). Kiti pavir§iaus
zymenys, naudojami HKL identifikavimui, yra: pelés — Sca-1, CD34, CD38,
CD90.1(Thyl.1), CD117(c-kit), AA4.1, CD150, MHC I, CD43, CD27, FGFR,
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VEGFR2; zmogaus — CD34, CD38, CD90, CD43, CD45R0O, CD59, CD109,
CD117, CD133, CD166, KDR, HLA DR. Placiau aptarsime atpazinime bei
gryninime naudojamus pavirSiaus zymenis: CD34, CD38, c-kit ir Sca-1.

CD34 - lasteliy pavirSiaus glikoproteinas, tarplastelinés adhezijos
faktorius. CD34 naudojamas kaip primityviy zmogaus hemopoetiniy lasteliy
zymuo, taciau zinoma, kad HKL potencialu pasizymi ir CD34" Iasteliy
populiacija (Alison ir kt., 2006). CD34" HKL naudojamos tick atlickant
autologines, tiek alogenines transplantacijas. Nustatyta, kad jos greitai atstato
kraujodara, reciau pasireiskia transplantanto prie$ Seimininka reakcija lyginant
su nefrakcionuotomis kauly ¢iulpy ar periferinio kraujo lastelémis (Guo ir kt.,
2003). Ilga laika CD34 buvo pagrindinis zymuo atrenkant HKL
transplantacijoms, kuris Siuo metu vis dar tebenaudojamas klinikinéje
praktikoje (Alison ir kt., 2008). Tyrimais parodyta, jog atskiriant CD34" HKL
galima atmesti primityvesnes t.y. ramybés busenoje esanc¢ias HKL (Bonnet,
2002). Nustatyta, kad dauguma peliy HKL yra CD34" (Guo ir kt., 2003).
Taciau ramybés blisenoje esancios peliu hemopoetinés lastelés turi CD34,
taCiau kiek skirtingai nei Zzmogaus HKL. CD34 Zymens raiska peliy HKL
pavirSiuje priklauso ne tik nuo vystymosi stadijos, bet ir nuo lastelés
aktyvacijos biisenos (Wognum ir kt., 2003). Manoma, kad CD34 neturincios
peliu HKL yra ramybés bisenoje, tuo tarpu CD34 turinc¢ios HKL yra
suzadintos, joms budingas aktyvus saves atnaujinimas. Tai labiau panasu {
lanksCia pusiausvyra nei | hierarchini susiskirstyma (Alison ir kt., 2006).
Kadangi CD34 yra nepastovus zymuo HKL pavirSiuje, tai pastaruoju metu
mokslinéje praktikoje ji naudoti vengiama kaip pagrindini HKL Zymeni.

CD38 - glikoproteinas, cikliné ADP ribozés hidrolazé. Dalyvauja
lasteliy adhezijoje, signalo perdavime, kalcio reguliavime. Ilga laika, kartu su
CD34, CD38 buvo vertinamas kaip svarbus HKL. Zzymuo. Buvo manoma, jog
zmogaus HKL yra neigiamos pagal CD38, o peliu kauly ¢iulpu HKL pasizymi
Sio zymens raiSka (Higuchi ir kt., 2003). Manoma, kad panasiai kaip ir CD34
atveju pelése CD38 raiska yra susijusi su HKL aktyvacijos biisena. Nustatyta,
kad aktyvintos HKL turi CD38, o griztant HKL | ramybés biisena CD38 raiska
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yra slopinama (Tajima ir kt., 2009). Dél raiskos svyravimy, susijusiy su HKL
aktyvacija, CD38 retai naudojamas mokslin¢je praktikoje kaip pagrindinis
Zymuo.

CDI117 (c-Kit) - tirozino kinazés receptorius, dalyvaujantis lasteliy
diferenciacijoje, proliferacijoje, o taip pat jvairiu medziagy sekrecijoje. HKL
ekspresuojancios c-Kit receptoriy po transplantacijos dalyvauja ilgalaikiame
hemopoezés atstatyme. Iki dviejy tre¢iuyju CD34" kauly iulpy lasteliy turi §j
zymenj. Su c-Kit receptoriumi saveikauja kamieniniy lasteliy faktorius SCF,
kurio biologinés funkcijos, susijusios su savaiminiu HKL atsinaujinimu,
padeda HKL isgyventi in vitro.

Sca-1 — pavirSiaus baltymas, dalyvauja HKL savaiminio atsinaujinimo,
aktyvavimo bei vystymosi procesuose Vienas dazniausiai naudojamy zZymenuy
peliu HKL identifikavimui, priklauso Ly-6 antigeny Seimai. Sca-1 Zymens
raiSka jvairuoja tarp skirtingy peliu linijy. C57BL/6J linijoje jo raiska yra ypac
didel¢, tuo tarpu BALB/c — kur kas mazesné (Alison ir kt., 20006).

Taip pat HKL atpazinimui naudojami jvairis metaboliniai Zymenys-
dazai. Dazniausiai jie naudojami kombinuojant kartu su antikiinais pries
pavirSinius lasteliy zZymenis. HKL identifikavimui naudojami metaboliniai
zymenys: rodaminas 123 — dazo mitochondrijas (Spangrude ir Scollay, 1990);
hoechst33342 — nusako dazo iSstimimo aktyvuma (Goodell ir kt., 1996);
pyronin-Y — dazo RNR (Gothot ir kt., 1997); BAAA — nustato
aldehiddehidrogenazés aktyvuma (Storms ir kt., 1999).

Dél raiskos svyravimy ir ty paciy zymeny raiskos kity lasteliy pavirSiuje
identifikuojant HKL nesiremiama kuriuo nors vienu zymeniu. Identifikuojant

HKL naudojami keletas zymeny bei jvairtis zymeny deriniai.

2.1.5. PavirSiaus Zymeny deriniai naudojami hemopoetiniy kamieniniy
Igsteliy identifikavimui

Nors HKL yra bene geriausiai iStyrinétos kamieninés lastelés, taciau
vienintelis Zymuo, kuriuo remiantis biity galima atpazinti jas, néra aptiktas.

HKL gryninimui taikomos jvairios atskyrimo strategijos besiremiancios
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skirtingais zymenimis. Dazniausiai HKL ir/ar lasteliy-pirmtakiy atpazinimui
magnetinio lasteliy atskyrimo ir/ar tékmeés citometrijos metodais rememasi
lasteliy pavir§iaus molekuliy deriniais. Siuo metu Zinomi beveik visy
tolimesnés HKL diferenciacijos stadijy turimi pavirSiaus Zymenys, ir remiantis
jais norimos lastelés gali bti i$skiriamos i§ kauly ¢iulpy ar periferinio kraujo
(Challen ir kt., 2009). Nuolatos pranesama apie naujus HKL atpazinimui
naudotinus Zymenis

Placiausiai paplitusi HKL atskyrimo strategija yra paremta skirtingu
lasteliy fenotipu. HKL biidinga c-kit bei Sca-1 Zymenuy ekspresija ir tai, kad
Sios lastelés neekspresuoja linijiniy zZymeny. Minéti kriterijai apibtdina taip
vadinama KLS (c-kit, Lin ir Sca-1 Zymeny trumpinys) populiacija, kurios
budingiausias bruozas — labai geras hemopoezés atstatymas. Manoma, jog
kauly ¢iulpu KLS populiacija néra homogeniska. Ja sudaro ilgalaikés HKL,
trumpalaikés HKL bei hemopoetiniai pirmtakai (Okada ir kt., 1992; Challen ir
kt., 2009).

Nors naudojama daug ir jvairiy HKL atskyrimo strategiju, taciau beveik
visas jas biity galima suskirstyti { dvi grupes: pirmajai priskiriamos tos, kurios
kaip atskyrimo pagrinda naudoja KLS identifikavima, antrajai — tos, kurios
nenaudoja. Siekiant iSgryninti HKL ir/ar iSskirti specifines hemopoetiniy
lasteliy-pirmtakiy populiacijas, KLS kombinacija praturtinama papildomais
zymenimis ir/arba tiesiog skiriasi Sca-1 ir/ar c-kit démeny ekspresija.

Siekiant gauti grynesnes peliu HKL populiacijas naudojamos zymeny
kombinacijos: FIk2'CD34'KLS (Kiel ir kt., 2007); CD150°'CD48 CD41'KLS
(Goodell ir kt., 1996); CD45™lin Rhodamine'“SP (Dykstra ir kt., 2006);
SP*'S (Adolfsson ir kt., 2001); CD90.1"°“KLS (Morrison ir Weissman, 1994);
CD90.1""lin"Sca-1"Rhodamine'™” (Kim ir kt., 1998); CD34”°"KLS (Osawa ir
kt., 1996); CD150'CD48CD244  (Kiel ir kt., 2005). Autoriy, atskyrime
besiremenciuy $iais zZymeny deriniais, teigimu ju naudojamomis atskyrimo
strategijomis galima gauti beveik homogeniskas HKL populiacijas. Tokiy
skirtingy atskyrimo strategiju, kuriy déka, kaip teigiama, galima atskirti HKL

populiacija, atsiradimo priezastis gana paprasta. [vardindami atskirta
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populiacija kaip HKL dazniausiai autoriai remiasi atskirtyju populiaciju
savybémis, tokiomis kaip: letaliai apSvitinty peliy hemopoezés atstatymu ar
proliferacinémis bei diferenciacinémis savybémis in vitro.

N¢ vienas i§ §iuo metu naudojamy zymeny neturéty biiti siejamas su
kuria nors esmine HKL funkcine savybe, kadangi zymenys gali varijuoti
priklausomai nuo genetiniy aleliy, individo amziaus, linijos (peliu ar kity
laboratoriniy gyviny), vystymosi stadijos ar lasteliu aktyvacijos, ir Sie
skirtumai pasireiSkia netgi rusies viduje (Challen ir kt., 2009). Juo labiau
zymeny raiSkos skirtumai isSryskéja tarp rasiy, pvz.; tarp zmogaus ir pelés. Be
to, galima izvelgti ir konservatyviy ir/ar analogisky zymeny. Naudojamy HKL
atpazinimui Zymeny {vairavimas apsunkina eksperimentiniy duomeny
vertinima bei ju palyginima su literatiiros duomenimis.

Siuo metu itin grynos zmogaus HKL naudojamos praktiskai beveik
iSimtinai tik eksperimentinéje praktikoje, tuo tarpu klinikinéje praktikoje
naudojamos nefrakcionuotos kauly ciulpy lastelés arba atskyrimui naudojami
vienas ar du Zymenys, iskaitant placiausiai taikoma CD34. Tokia su Zmogaus
HKL panaudojimu susijusi situacija tik apsunkina gryninimo strategijos
pasirinkima. Susiklos¢iusi klinikiné praktika skatina HKL tyrimus, kuriuose
HKL nagrin¢jamos ne itin grynose ir/ar homogeniSkose populiacijose. Tokios
aplinkybés 1§ dalies apsprendé ir Siame darbe naudotos populiacijos

pasirinkima.

2.1.6. Hemopoetiniy kamieniniy Igsteliy savybés

Hemopoetinés kamieninés lastelés pasizymi tam tikromis savybémis,
kuriy derinys, kaip ir pusiausvyra tarp ju, apibiidina kamienines lasteles (Gazit
ir kt., 2008). Viena isskirtiniy kamieniniy lasteliy, iskaitant HKL, savybiy yra
gebéjimas ,,pasirinkti“ kontroliuojamo dalijimosi pobudi: simetrini arba
asimetrini. Be to laibai svarbu, kad kamieninés lastelés pakliista reguliuojamai
migracijai bei senéjimo ir apoptozés mechanizmams. Yra palaikoma

pusiausvyra tarp dalijimosi pobiuidzio, migracijos, sen¢jimo ir apoptozés

30



(Martinez-Agosto ir kt., 2007). Palaikoma pusiausvyra apsprendzia HKL kieki
bei paplitima organizme (Gazit ir kt., 2008). Savybiy charakteristikos apibrézia
esminius kriterijus, kuriais remiantis apibiidinamos HKL (Martinez-Agosto ir

kt., 2007).

2.1.6.1. HKL saves atnaujinimas ir diferenciacija

Pusiausvyra tarp kamieniniy ir diferencijuoty lasteliy yra itin svarbi
ilgalaikiam funkciniam audiniy gyvavimui (Martinez-Agosto ir kt., 2007). Si
pusiausvyra uztikrinama kamieninéms lasteléms ,,pasirenkant kontroliuojamo
dalijimosi pobiidi — simetrinj arba asimetrinj.

Iprastinémis salygomis kamieniniy lasteliy dalijimasis biina asimetrinis,
t.y. pasidalijus viena dukteriné Iastel¢ iSlaiko tokias pat savybes kaip ir
motininé, kita — pasuka diferenciacijos keliu, vyksta hemopoezés procesas
(Smith, 2003). Kamieniniy lasteliy savyb¢ save atnaujinti apibiidinama kaip
sugeb¢jimas pasidalijus generuoti savo kopija su tokiu pat arba labai panaSiu
potencialu (Alison ir kt., 2008). Tai esminé kamieniniy lasteliy savybeé,
kadangi labiau diferencijuoti pirmtakai saves atnaujinti nebegali. Saves
atnaujinimas yra svarbus, nes uztikrina diferencijuoty lasteliy produkcija viso
organizmo gyvavimo metu. HKL atveju tai nenutriikstama kraujo lasteliy
gamyba.

Kitas galimas dalijimosi pobiidis — simetrinis. Po tokio pasidalijimo
susidaro dvi dukterinés Iastelés, turin¢ios vienoda potenciala, t.y. po dalijimosi
susidaro dvi kamieninés lastelés arba dvi lastelés, praradusios saves
atnaujinimo gebéjima ir pasukusios diferenciacijos keliu. Simetrinio dalijimosi
metu kamieninés lastelés gali pagausinti arba sumazinti savo populiacija. Itin
svarby vaidmenj apsprendziant dalijimosi pobiidi bei ji palaikant vaidina

kamieniniy Iasteliy nisa (Martinez-Agosto ir kt., 2007).

2.1.6.2. Hemopoetiniy kamieniniy lqsteliy plastiSkumas
Nepaisant placiai atliekamy kamieniniy lasteliy tyrimuy, jie vis dar tebéra

pradingje stadijoje ir tik pradedama suprasti, kaip kamieninés Iastelés veikia
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organizmo pusiausvyros palaikyma. Egzistuoja daugybé reguliaciniy
mechanizmy, susijusiy su pazeisty ar seny audiniy lasteliy pakeitimu naujomis.
Daugéja duomenuy, jrodanciy, jog regeneracinés lasteliy terapijos taikymas gali
atstatyti ir organy funkcijas. Siuo tikslu naudojamos kamieninés lastelés turéty
sugebéti diferencijuotis | organui specifines lasteles su jam budingomis
funkcinémis savybémis. Dél ijvairiy techniniy, politiniy ir etiniy priezasCiy
embrioniniy kamieniniy Iasteliy panaudojimas Siuo tikslu yra nepriimtinas,
todel ieSkoma alternatyvos — kity kamieniniy lasteliy, sugebanciy
diferencijuotis ir proliferuoti | tam tikras subrendusias lasteles. HKL dél savo
proliferaciniy savybiy ir priecinamumo yra itin tinkamos lastelinei terapijai, o
moksliniy tyrimy duomenys $i teigini patvirtina.

Kaip ir kitos kamieninés lastelés HKL geba diferencijuotis | kur kas
platesni audiniy spektra, nei buvo manoma anksciau. Postuluojama, kad
transplantuoty HKL  transdiferenciacinis  pajégumas, t.y. geb¢jimas
diferencijuoti | nehemopoetinés sistemos lasteliy tipus, yra beveik neribotas,
kas gali wvisiSkai pakeisti dabartini hierarchini hemopoezés modeli.
Eksperimentiniuose tyrimuose, atliktuose su dalinai ar visiskai grynomis HKL
populiacijomis, buvo parodytas ju gebéjimas diferencijuotis | skirtingo tipo
lasteles: raumenines (Jackson ir kt., 2001; Orlic ir kt., 2001), kepeny (Lagasse
ir kt., 2000), odos, plauciy, inksty bei zarnyno (Krause ir kt., 2001). Pastaryju
mety tyrimai alogeniniy HKL transplantacijos srityje rodo, kad donoro lastelés
yra aptinkamos beveik visuose recipiento audiniuose. Tai palaiko prielaida, jog
kiekvienam funkciSskai neveikliam organui galéty buti taikoma Iasteliné
terapija (Rovo ir Gratwohl, 2008).

Maza to, iSkelta prielaida, jog HKL néra galutinai ar negriztamai
uzprogramuotos diferencijuotis | hemopoetines lasteles. Tam tikromis
aplinkybémis HKL gali dalyvauti ir nehemopoetinio audinio lasteliu
regeneracijoje ar jo funkcijy atstatyme. Taigi iSkelta hipotezé, jog kamieniniy
lasteliy lemtis yra ,plastiska®“ arba permaininga. Reikalui esant leidzianti
kamieninéms lasteléms keisti savo lemti, kaip atsaka i audiniy pazeidimo-

regeneracinius signalus. Kamieniniy lasteliu gebéjimas perzengti savo linijos
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barjera buvo pavadintas platiSkumu ir siejamas su transdiferenciacija. Nors Sie
terminai jvairiy autoriy vartojami skirtingai, taciau, ju teigimu, pilnas klinikinis
kamieniniy lasteliy potencialas gali buti atskleistas tik tiriant suaugusio
organizmo kamienines Igsteles (Gennero ir kt., 2006).

Kita dalis mokslininky abejoja tokiu kamieniniy lasteliu sugebéjimu
perzengti savo linijos barjera. Ju manymu, HKL gali susilieti su
nehemopoetinémis lastelémis ir tokiu budu imituoti ju virsma. Taigi kalbant
apie plastiSkuma verta aptarti chimerizma, transdiferenciacija bei susiliejima
(Rovo ir Gratwohl, 2008).

Chimerizmas (mozaikizmas). Tyrimuose, atliktuose dar septintame
deSimtmetyje, buvo suliejami dvieju skirtingy peliu linijy ankstyvos stadijos
embrionai. Gautos pelés turéjo abiems peliy linijjoms biidingy lasteliy, kadangi
ankstyvoje vystymosi stadijoje atsidiirusios kartu téviniy peliy lastelés bendrai
diferencijavosi i ivairius organus. Kad dalyvauty organy formavime, Sioms
lasteléms nereikéjo susilieti ar transdiferencijuoti. Tokios pelés vadinamos
chimeromis, jos turi skirtingos kilmés Iasteles, kurioms biidinga jprasta
chromosomy sudétis ir normalus kariotipas, nebent sulieti embrionai turéjo XX
ir XY lasteles (Zech, 2005).

Transplantacingje medicinoje vartojamas terminas miSrus chimerizmas
apibtidina lastelinj fenomena, kuomet transplantato recipientas tarp savo
lasteliy turi ir organo donorui budingy lasteliy (Rovo ir Gratwohl, 2008).
Alogeninés HKL transplantacijos atveju miSrus chimerizmas iprastai
apibréziamas kaip situacija, kurioje viena hemopoetiniy lasteliy dalis
priskiriama recipientui, kita — donorui. Terminas miSrus nehemopoetinis
chimerizmas  vartojamas  alogeniné¢je = HKL  transplantacijoje,  kai
nehemopoetines lastelés recipiente gali biiti tiek recipiento, tiek donoro kilmés
(Reed ir kt., 2007). MiSraus chimerizmo priezastys gali buti kelios:
fetomaternalinis mikrochimerizmas, transdiferenciacija, plastiSkumas ir
susiliejimas (Rovo ir Gratwohl, 2008).

Mikrochimerizmo atveju genetiSkai besiskirian¢iy nuo Seimininko

lasteliy aptinkama labai mazai. Dazniausiai pasitaikantis yra fetomaternalinis
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mikrochimerizmas. Kai vaisiaus kilmés lastelés yra aptinkamos motinos
organizme (Reed ir kt., 2007). Nustatyta, jog vaisiaus kilmés lastelés motinos
organizme cirkuliuoja ar iSlieka audiniuose iki 38 mety (Evans ir kt., 1999).
Teigiama, kad moters, kuri buvo néscia, audiniuose galima aptikti vaisiaus
lasteliuy, jskaitant ir kamienines lasteles (Rovo ir Gratwohl, 2008). Tokios
chimerinés lasteliy populiacijos gali pasizyméti skirtingomis biologinémis
savybémis, skirtingai nei lasteliy populiacijos, iSskirtos i§ vyry ar nickada
kudikiy nesilaukusiy motery (Bianchi ir Fisk, 2007). Kur kas retesnis yra
transmaternalinis mikrochimerizmas, atsirandantis tarp dvieju (ar daugiau)
neidentisky dvyniy, esanciy motinos organizme (Rovo ir Gratwohl, 2008). Be
to, mikrochimerizmas buvo nustatytas ir pacientuose su pazeistu imunitetu,
kuriems dél traumos buvo atliktas kraujo perpylimas (Reed ir kt., 2007).

Lasteliy susiliejimas. Genetiskai GFP Zymétas transgeniniuy peliy kauly
Ciulpy lasteles in vitro sumaisSius su embrioninémis kamieninémis lastelémis,
nedidelé dalis kauly Ciulpy lasteliy susilieja su embrioninémis kamieninémis
lastelémis, dél ko atsiranda lastelés jvairiu laipsniu ekspresuojancios abiejy
suliety lasteliy genus. Susidaro skirtingos kilmés chromosomy mozaika, gautos
lastelés perima dali embrioniniy kamieniniy lasteliy fenotipiniy savybiy, nors
toks perémimas yra gana atsitiktinis. Fenotipinés savybés priklauso nuo to,
kieno genai po susiliejimo nuslopinami (Terada ir kt., 2002). Lasteliy
susiliejimas daugialasCiuose organizmuose vyksta ir iprastinémis salygomis.
Susiliejant kiauSinéliui ir spermatozoidui apvaisinimo metu, susiliejant
mioblastams daugiabranduoliy miofibriliy formavimosi metu ar formuojantis
osteoklastams (Rovo ir Gratwohl, 2008). Lasteliy susiliejimas stebimas ir
ivairiomis patologinémis salygomis: po lasteliy pazeidimo, virusiniy ar
bakteriniy infekciju metu ar esant piktybiniam lasteliy augimui (Zech, 2005).
Manoma, jog spontaninio susiliejimo tikimybé svyruoja nuo 1:100 iki
1:1000000, priklausomai nuo lasteliy tipo ir aplinkos veiksniy (Terada ir kt.,
2002).

Lasteliy susiliejimas galéty paaiskinti dali rezultaty, gauty tiriant

pazeisty audiniy atstatyma kauly ¢iulpy kamieninémis lastelémis (Medvinsky
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ir Smith, 2003). Buvo parodyta, kad kauly ciulpy kamieninés Iastelés
spontaniskai susilieja in vitro su neurony pirmtakais, o in vivo — su kepeny
hepatocitais, Purkinje neuronais smegenyse, kardiomiocitais Sirdyje, dél ko
susiformuoja daugiabranduolés lastelés (Alvarez-Dolado ir kt., 2003).
Remiantis tyrimy duomenimis, kauly Ciulpu kamieninés lastelés gali perimti
lasteliy recipienciy fenotipa (Ying ir kt., 2002).

Plastiskumas ir transdiferenciacija. Hemopoetiniy kamieniniy lasteliy
gebéjimas diferencijuotis { raumens lasteles néra ypac stebinantis reiskinys,
kadangi hemopoetinés ir raumeninés lastelés kilusios i§ to paties gemalinio
lapelio — mezodermos (Peault ir kt., 2002). Maza to, toks procesas gali biti
dvikryptis. Apibudinant kamieniniy lasteliy geb&jima diferencijuotis i to paties
ar kito gemalinio lapelio kilmés lasteles dazniausiai vartojami skirtingi
terminai. Bendro sutarimo vis dar néra. Vieny autoriy darbuose terminas
kamieniniy lasteliy plastiSkumas vartojamas kaip bendrinis pavadinimas,
apibudinantis gebé¢jima diferencijuotis 1 kito audinio lasteles. Tuo tarpu
terminas transdiferenciacija yra vartojamas apibiidinant procesa, kurio metu
kamieninés lastelés diferencijuojasi i kito audinio lgsteles, neatskiriant, jos
kilusios i$ to paties ar kito gemalinio lapelio (Zech, 2005). Kiti autoriai termina
kamieniniy lasteliy plastiSkumas vartoja tiek apibiidinant gebé¢jima
diferencijuotis | kito audinio lasteles, tiek kalbant apie procesa, kurio metu
vyksta tokia diferenciacija. Dazniausiai plastiSkumu apibréziamas kamieniniy
lasteliu gebéjimas diferencijuotis i to paties gemalinio lapelio kilmés audinio
lasteles, o transdiferenciacija — { kito gemalinio lapelio kilmés audinio Iasteles
(Rovo ir Gratwohl, 2008).

In vitro nustatyta, kad transdiferenciacija siejasi su signalais
branduolyje, pakeicianciais geny raiSkos pobudi (Reyes ir kt., 2001; Collas,
2003). Tai susij¢ su branduolio struktiros ir chromatino komponenty
pertvarkomis branduolyje vykstant DNR ir chromatino kovalentinei
modifikacijai bei chromatino ir geny reorganizacijai. Sio proceso metu
slopinama {prastiné¢ geny ekspresija. Transdiferenciacijos, dediferenciacijos ir

kamieniniy lasteliy plastiSkumo molekuliniai veiksniai gali buti traktuojami
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kaip nukrypimas, vykstantis jprastinés lasteliy diferenciacijos metu (Rovo ir
Gratwohl, 2008). Epigenominis genuy reguliavimo lygis paprastai padeda
palaikyti transkripciniy programy stabiluma ir perdavima. Kai epigenominiai
komponentai pazeidziami, numatyta Iasteliné programa gali pakisti kita
vystymosi kryptimi (Rizzino, 2007).

PlastisSkumo ir transdiferenciacijos priezastys néra aiskios, manoma, kad
tai galéty buiti siejama su salygomis, atsirandanciomis organizme pazeidimuy
metu. Kaip pirminis gynybinis atsakas pazeidus audini vyksta nekrotiniy
lasteliy pakeitimas kamieninémis. Audinio kamieniniy lasteliy istekliams
i§sekus, cirkuliuojancios kamieninés lastelés yra skatinamos atstatyti audinio
kamieniniy lasteliy populiacija ir dalyvauti audinio atstatyme. Taigi
cirkuliuojancios kamieninés lastelés gali tarnauti kaip atsarginé pagalbos
sistema. Trumpalaikis jos veikimas pagerina regeneracija, taciau ilgalaikis
cirkuliuojanc¢iy kamieniniy lasteliy itraukimas gali bliti pavojingas ir yra
siejamas su augliy formavimusi (Korbling ir Estrov, 2003). Tyrimai, atlikti po
alogeniniy HKL transplantacijy, parodé, kad donoro lastelés didesniu ar
mazesniu tankiu yra identifikuojamos beveik visuose recipiento audiniuose,
i8skyrus plauko folikulus (Rovo ir Gratwohl, 2008).Vis tik HKL plastiSkumas
bei geb¢jimas transdiferencijuoti itin svarblis nehemopoetinio audinio

pazeidimy regeneracijoje.

2.2. KAMIENINES LASTELES IR UZDEGIMAS

Uzdegimas — tipiSkas patologinis procesas, susiformaves vykstant
evoliucijai kaip apsauginé prisitaikomoji organizmo reakcija | patogeninius
faktorius, kuriuos butina lokalizuoti, sunaikinti ir paSalinti, likviduojant
uzdegimo padarinius (Vane ir Botting, 1987). Tai stiprus fiziologinis stresas,
veikiantis daugeli organy sistemy ir lydimas Zenkliy energetinio metabolizmo,
imuninés funkcijos bei Sirdies ir kraujagysliy homeostazés pakitimy (Bone,
1991). Uzdegimo metu pakenkto organo ar audinio plote vyksta pakitimai.
Sutrikus kraujo ir limfos apytakai, iSsiplétus kraujagysléms ir padidéjus

kraujopliidziui atsiranda patinimas, o padidéjus kraujagysliy pralaidumui
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vykstanti skys¢iu, plazmos baltymu ir leukocity eksudacija (uzdegiminé
edema) sukelia paraudimg ir audinio temperatiiros pakilima. UZ tai atsakingi
uzdegimo zidinyje susikaup¢ — histaminas, bradikininas, prostaglandinas,
komplemento komponentai ir kiti mediatoriai. Pakinta lasteliy struktiira ir
funkcijos, o jungiamojo audinio paZeidima uzdegimo zidinyje sustiprina i$
aktyvinty neutrofily atsipalaidave laisvieji deguonies radikalai bei lizosominiai
fermentai. Taigi uzdegimo Zidinyje mobilizuojamos specifinés ir nespecifinés
apsaugos reakcijos. Skatinama kamieniniy lasteliy migracija { uzdegimo zidinj,
ju diferenciacija i prieSuzdegimines lasteles bei dalyvavimas uzdegimo
slopinime (Sehmi ir kt., 2003). Atlikti moksliniai tyrimai rodo, kad | pazeidimo
vieta atkeliavusios kamieninés lastelés dalyvauja pazeisto audinio
regeneracijos procesuose (Coulombel, 2003; Direkze ir kt., 2003; Kahn ir kt.,
2004; Malgieri ir kt., 2010). Be to, HKL dalijantis ir diferencijuojantis {
efektorines Iasteles yra nuolat atnaujinamos imuninés sistemos lastelés (Jaiswal
ir Weissman, 2009).

Uzdegimas, remiantis skirtingais kriterijais, gali biiti: Giminis ir
létinis (pagal laika), pavirSinis ir gilus (pagal audinio paZeidimo laipsni),
specifinis ir nespecifinis (pagal imuninio atsako tipa), greito ir 1éto tipo
hiperjautrumas (pagal efektorini mechanizma). Imuniniy reakcijy sukelti
pazeidimai ir autoimuninés reakcijos paprastai vadinami padidéjusio jautrumo
reakcijomis. Padidéjusio jautrumo reakciju klasifikacija pagrista efektoriniy
mechanizmy, atsakingy uz lasteliy ir audiniy pazeidimus, ypatumais (Plitz ir
kt., 2003). Tai IgE (greito tipo padidéjusio jautrumo) reakcijos, antikiiny,
nukreipty prie§ lasteliy pavirSiaus ar audiniy antigenus reakcijos, imuniniy
kompleksy ir sensibilizuoty T limfocity (léto tipo padidéjusio jautrumo)
reakcijos. Pirmasis 1éto tipo padidéjusio jautrumo reakcija dar 1882 metais
pasteb¢jo tuberkuliozés sukéléjo atradéjas Robertas Kochas (Black, 1999).
Kontaktinio hiperjautrumo reakcija — tai léto tipo padidinto jautrumo reakcija,
sukeliama sensibilizuoty T limfocity reakcijos i antigena (Tajima ir kt., 2009).
Pagal vystymosi etapus skiriamos dvi kontaktinio hiperjautrumo reakcijos

fazés: 1) sensibilizacijos, kai T limfocitai susiduria su cheminiu
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alergenu/haptenu ir diferencijuojasi | specifines atminties lasteles; 2)
efektoriné, kai pakartotino kontakto su alergenu/haptenu metu pasireiskia
klinikiniai simptomai. Atliekant eksperimentus dazniausiai naudojami
kontaktinio  hiperjautrumo  reakcijos  induktoriai = yra  haptenai:
dinitrofluorbenzolas,  oksozolonas  bei trinitrochlorbenzolas.  Siomis
medziagomis sukelta peliy pédos edema yra populiarus moksliniuose
tyrimuose naudojamas létinio uzdegimo modelis in vivo.

Remiantis literatiiros duomenimis, kontaktinio hiperjautrumo reakcija
sukelia pro oda | derma patekes antigenas. Susidariusi antigeno ir odos baltymy
kompleksa atpazista Langerhanso lastelés (Black, 1999). Pastarosios,
patekusios i limfmazgius, virsta dendritinémis lastelémis ir pateikia antigeng T
limfocitams. Sie proliferuoja, diferencijuojasi ir virsta pagalbines T (Th)
lastelémis bei atminties lastelémis. Kontaktinio hiperjautrumo reakcijai itin
svarbios yra Th lastelés, kurios palieka limfini mazga, yra nuneSamos i oda,
kur reaguoja su jos pavirSiuje esanciais antigenais. Th atpaZzista antigena, kuri
pateikia Langerhanso lastelés kartu su ju pavirSiuje esan¢ia MHC II molekule
(Bacci ir kt., 1997; Bouloc ir kt., 1998). Th lastelés, savo pavirSiuje turincios
CD4 diferenciacijos antigenus, atpalaiduodamos citokinus reguliuoja imuninj
atsaka (Girolomoni ir kt., 2001; Gomariz ir kt., 2001). Th1 subpopuliacijos
lasteliy sekretuojamas TNF-o didina prostacikling produkuojanciy fermenty
ekspresija kraujagysliy endotelio lastelése. Prostaciklinas sukelia kraujagysliy
i§siplétima bei kontroliuoja imunokompetentiniy lasteliy pristatyma 1
uzdegimo zidinj. Be to, Th1 i§skiriamas IFNy sukelia ICAM-1 ir HLA II klasés
molekuliy ekspresija keratinocity membranose bei juos aktyvina. Keratinocitai
pradeda iSskirti uzdegima sukelian¢ius citokinus ir tokiu biidu palaiko
uzdegima.

Thl limfocity produkuojami citokinai stimuliuvoja B lasteles, todél
formuojasi plazminés antikiinus produkuojandios lastelés. Sie citokinai
stimuliuoja ir citotoksines T lasteles bei sutelkia aktyvintus makrofagus
sensibilizacijos/uzdegimo vietoje. Aktyvinti makrofagai iSskiria uzdegima

palaikancius citokinus, tokius kaip IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a, bei aktyvina

38



fagocitoze (Azuma ir Ohura, 2002). Literatiiroje skelbiami kamieniniy lasteliy
tyrimy duomenys, gauti taikant jvairius eksperimentinius modelius, rodo, kad
esant audinio ar organo pazeidimui, kamieninés lastelés selektyviai migruoja {
pazeidimo zona, dalijasi ir diferencijuojasi, sudarydamos toje vietoje nauja
audini (Malgieri ir kt., 2010; Manieri ir Stappenbeck, 2010). Pastebétas
teigiamas transplantuoty kamieniniy lasteliy poveikis sisteminiy autoimuniniy
ligy atveju (Zhou ir kt., 2008; Sun ir kt., 2009; Gu ir kt., 2010; Sun ir kt.,
2010), regeneruojant kepenis (Ribeiro, 2009), atstatant kaulini audini (Lee ir
kt., 2010), neurodegeneraciniy, Sirdies ir kity ligy atvejais (Dantuma ir kt.,
2010; Vertes, 2010; Wolfe, 2010). Taigi moksliniai darbai, susij¢ su
kamieniniy lasteliy poveikio uzdegimui tyrimais, yra vykdomi pakankamai

intensyviai, taciau tebelicka nemazai klausimy, i kuriuos dar reikia atsakyti.

2.3. KAMIENINIU LASTELIU MIGRACIJA

Kamieninés lastelés dalyvauja organogenezéje, lasteliy kaitoje ir
pazeidimy atstatyme. Kiekvienai §iy funkciju bitinas kamieniniy Iasteliy
judéjimas (migracija), kuris apibréziamas kaip orientuotas ar nukreiptas
lasteliy judéjimas | tam tikra organizmo vieta. Kamieniniy lasteliy migracija
svarbi tieck embriogenezei, tiek jprastiniam suaugusio organizmo
funkcionavimui. ISskiriami du kamieniniy lasteliy migracijos pobtdziai:
“homingas” (i§ angl. homing — grizimas namo ar namy suradimas) ir
tarplasteliné migracija (Laird ir kt., 2008). “Homingas” apibréziamas kaip
procesas, kurio metu kamieninés lastelés kartu su krauju keliaudamos
organizme atpazista specifines molekules ir pradeda saveikauti su kraujagysliu
endotelio lastelémis, esan¢iomis tam tikrame organe. Siuo metu geriausiai
iStirtas yra HKL ,,homingas®, taciau nustatyti désningumai gali buti taikomi ir
kity tipy kamieninéms lasteléms, pavyzdziui, ivestoms mezenchiminéms
kamieninéms lasteléms ar metastazuojanc¢ioms vézio kamieninéms lasteléms
(Burger ir Kipps, 2006). Kamieniniy lasteliy kelioné kraujagysliy sistema kartu
su krauju yra pasyvus procesas, taciau prie§ ,,hominga* ir po jo vyksta aktyvios

migracijos etapas. Jo metu kamieninés lastelés i§ savo niSos keliauja iki
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kraujagysliy ir per juy sienele pasiekia kraujotaka bei i§ kraujotakos pereina {
organg. Gebéjimas atpazinti organui specifines kraujagysles ir po atpazinimo
vykstanti stipri adhezija yra butini kamieniniy lasteliy peréjimui | organa
(Smart ir Riley, 2008). Vykstant ,,homingui* biidingos nuoseklios receptoriaus-
ligando saveikos. ISskiriamos maziausiai trys tokiy saveiky etapai: pirminio
sukibimo, stimuliavimo ir prikibimo. Pirminis sukibimas vyksta saveikaujant
pirminéms adhezijos molekuléms (selektinams ir a4-integrinams). Jis pasizymi
sparCia saveikos kinetika ir dideliu tamprumu, tafiau yra trumpalaikis.
Stimuliavimo metu prisikabinusias lasteles ir ju membraninius receptorius
veikia tirplis ir pavirSiniai chemoatraktantai. Prikibimas vyksta saveikaujant
antrinéms adhezijos molekuléms (dazniausiai B2- ir a4- integrinams), kurios
saveikauja su imunoglobuliny superSeimos ligandais kraujagysliy endotelio
pavirSiuje (Laird ir kt., 2008).

Tarplasteliné kamieniniy lasteliy migracija vyksta del ju gebé¢jimo
atpazinti tarplastelinéje erdveje esancius signalus bei jiems paklusti. Skirtingai
nuo “homingo” tarplastelinei migracijai reikalingas aktyvus ameboidinis
judéjimas, kuris nepriklauso nuo kraujotakos. Tarplasteliné migracija
geriausiai iStirta skeleto raumenyse, tiriant raumeniniy kamieniniy lasteliy ir
pirmtaky migracija (Smart ir Riley, 2008). Raumeny regeneracinis potencialas
siejamas su specifiniais miogeniniais pirmtakais. Jie i$sidést¢ ant miofibriliy
bazinés membranos per adhezijos molekules (M kadering, Pl integrina) kaip
satelitinés lastelés, iprastiniu atveju esancios ramybés biisenoje. Pazeidimo
atveju sekretuojamas SDF-1 moduliuoja satelitiniy lasteliy saveika su bazine
membrana, veikdamas pavir§inio SDF-1 ir CXCR4 (C-X-C tipo chemokiny
receptorius 4) saveika. Satelitinés lastelés gali atkibti, migruoti | pazeidimo
zidini bei dalyvauti Salia esanciy fibriliy atstatyme (Laird ir kt., 2008).
Satelitiniy lasteliy aktyvacija, migracija ir susiliejimas siejami su raumeninio
audinio atsinaujinimu ir regeneracija. Migracija audinyje apsprendzia aktyvus
ameboidinis jud¢jimas tarplastelingje erdvéje (Smart ir Riley, 2008).

Tiriant nukreipta migracija i paZeista audini nustatyta, jog dalis

mechanizmy yra tokie pat, kaip ir vykstant ,,homingui* | kauly ciulpus, o
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vertinant tarplasteling migracija vadovaujamasi migracijos raumeniniame
audinyje principais. Manoma, jog daugelio kamieniniy lasteliy mobilizacijos ir
,»homingo* mechanizmai gali sutapti (Laird ir kt., 2008). Nors yra duomeny,
jog migracija { tam tikrus pazeistus organus gali nulemti visiskai kiti migracija

reguliuojantys mechanizmai (Stroo ir kt., 2009).

2.3.1. Hemopoetiniy kamieniniy Igsteliy migracija ir fiziologiné
recirkuliacija

Kontroliuojama HKL migracija yra iprastinés hemopoezés dalis
suaugusiame organizme. Migracija uZztikrina subrendusiy kraujo lasteliy
pasklidima ir yra butina jy funkcijai uztikrinti. Pastaryjy mety tyrimai rodo,
kad kontroliuojama HKL migracija suaugusiame organizme yra ne tik jprastas
reiSkinys, bet ir svarbi HKL savybé (Laird ir kt., 2008). Didzioji dauguma
HKL aptinkamos kauly ciulpuose, taciau nedidelé ju dalis gali biiti nuolat
aptinkama cirkuliacijoje. Kraujyje cirkuliuojan¢ios HKL funkciSkai ir
fenotipiskai buvo identifikuotos tiriant periferiniy kraujo Iasteliy
transplantacija, ir eksperimentuose su parabiotinémis pelémis, kai chirurginiu
blidu buvo sujungiama skirtingy individuy kraujotaka (Wright ir kt., 2001;
Massberg ir kt., 2007). Tyrimai su parabiotinémis pelémis parodé, jog
cirkuliuojancios HKL gali greitai prigyti kito individo kauly ciulpuose ir
palaikyti hemopoezg. Pabréztina, kad toks prigijimas nebuvo susij¢s su
uzdegimu dél chirurginés intervencijos. Be to, nebuvo stebimas hemopoetiniy
lasteliy kiekio sumazéjimas viename ar abiejuose individuose (Wright ir kt.,
2001). Tokie duomenys sustiprina teiginius apie HKL iprasting-fiziologing
cirkuliacija. Fiziologinés peliy HKL cirkuliacijos tyrimai in vivo atskleidé
neijtikéting Siy lasteliy keliong po organizma. HKL i§ kauly Ciulpy patenka i
kraujotaka, i$ jos i ivairius audinius (kepenis, inkstus, plaucius ar kitus). IS
audiniy HKL pereina i limfa, o i$ jos grizta atgal | kraujotaka, i kaulu ¢iulpus
ar kartoja savo keliong po organizma (Massberg ir kt., 2007). Fiziologing HKL
recirkuliacija buty galima suskirstyti 1 sekancCius santykinius etapus:

mobilizacija ir i$¢jima | kraujotaka; “hominga”; tarplasteling migracija;

41



prigijima/repopuliacija arba sugrizima i cirkuliacija; sugrizima i kauly Ciulpus
arba pakartotinj i§¢jima i cirkuliacija.

HKL mobilizacija ir ,hominga“ reguliuoja tos pacios molekulés
(citokinai, chemokinai ir proteazés), tik skiriasi ju veikimo eiliSkumas.
Mobilizacija apibtidinama tarplasteliniy adheziniy kontakty tarp HKL ir niSos
lasteliy praradimu bei pavirSinio SDF-1 ir CXCR4 saveikos sutrikdymu.
,Homingui“ blidingas tarplasteliniy adheziniy rysiy formavimas ir pavirsinio
SDF-1 bei CXCR4 saveikos formavimas (Smart ir Riley, 2008). HKL i$¢jimas
i§ ju niSos kauly c¢iulpuose vyksta nuolatos, skirtingai nei kity kamieniniy
lasteliy, kuriy i$éjimas i niSos tiesiogiai siejamas su atsaku i audinio
pazeidima. HKL mobilizacija skatina: niSos lasteliy pavirSiuje ekspresuojamo
SDF-1 koncentracijos sumaz¢jimas ir tirpaus SDF-1, kurj i cirkuliacija i$skiria
kiti audiniai, koncentracijos kauly ¢iulpuose padidéjimas (Laird ir kt., 2008).
Pirmuoju atveju kauly ciulpy lasteléms ir neutrofilams i§skyrus proteolitinius
fermentus (CD26, elastazg, proteinazg-3, katepsing K-G) yra suardomas HKL
niSos lasteliu ekspresuojamas SDF-1 ir inaktyvinamas HKL pavirSiuje
ekspresuojamas CXCR4. Tirpus SDF-1 skatina niSos aplinkoje esancias
lasteles sekretuoti MMP-9, kas sukelia SCF atpalaidavima. SCF kartu su
proteinaze-3 skatina HKL proliferacija bei palaipsni i§¢jima i$ niSos aplinkos.
IS niSos iSeinanc¢iy HKL judéjima veikia transendotelinis SDF-1 gradientas
(Kollet ir kt., 2006). HKL mobilizacija i$ kauly ciulpy siejama su ijvairiy
citokiny (G-CSF, GM-CSF, Flt-3 ligandu, EPO, SCF), augimo faktoriy
(VEGF, ang-1, PGF) ir chemokiny (SDF-1, IL-8, GRO-B, MIP-2) poveikiu.
Veikiant citokinams HKL mobilizacija savo pika pasiekia po 5-6 dieny, tuo
tarpu chemokinai mobilizacija skatina nuo 30 min iki keliy valandy (Smart ir
Riley, 2008).

Manoma, kad HKL migracija per endoteli, vykstant mobilizacijai,
“homingui” ar i§¢jimui i§ periferinio audinio i cirkuliacija, yra sutampantys
procesai, kuriuose skiriasi migracijos kryptis ir su tuo siejami lasteliy bei
faktoriy pokyciai. Transendoteliné migracija geriausiai charakterizuota tiriant

HKL “hominga” atgal { kauly ¢iulpus (2.3.1 pav.). Aprasant hemopoetiniy
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kamieniniy lasteliu migracija remiamasi “homingo” i kauly Ciulpus

mechanizmu.

Kauly ¢iulpai

2.3.1 pav. Hemopoetiniy kamieniniy lasteliy “homingas” | kauly
Ciulpus. A) pirminis prisikabinimas vyksta HKL saveikaujant su
endotelio lasteliy pavirSiuje esanciais E ir P selektinais. SDF-1 aktyvina
CXCR4 ekspresuojancias lasteles. Inicijuojamos VLA-4/VCAM-1 ir
LFA-1/ICAM-1 saveikos. (B) Lastelés, neekspresuojanios ar
nepakankamai ekspresuojancios CXCR4, atkimba nuo endotelio ir grizta i
cirkuliacija. (C) Kaip atsakas { SDF-1 vyksta prikibusiy lasteliy peréjimas
per endotelj, sukeltas VLA-4/VLA-5 saveikos su fibronektinu. (D) HKL
pasiekia savo niSa, ekspresuojancia tam tikras adhezijos molekules, SDF-
1 ir augimo faktorius (pagal Peled ir kt., 2000).

Hemopoetiniy kamieniniy Igsteliy “homingas” gali vykti ir { jvairius
periferinius audinius bei organus, kur galima HKL diferenciacija mieloidine ar
nehemopoetiniam audiniui specifine kryptimi. HKL diferenciacija mieloidine
kryptimi periferiniame audinyje siejama su TLR2 ir TLR4 aktyvavimu, tuo
tarpu diferenciacijos audiniui specifine kryptimi faktoriai mazai Zinomi ir tokia
galima diferenciacija diskutuotina. HKL periferiniuose organuose ar
audiniuose gali i$bati iki 36 val. Jei diferenciacijos signaly néra, vyksta nuo
sfingozin-1-fosfato (S1P) priklausomas HKL i$¢jimas { limfing sistemg. S1P

koncentracija limfoje yra auksta, tuo tarpu audinyje S1P nuolat skaidomas S1P
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liaziy. HKL i$¢jimas i audinio yra skatinamas didéjancio S1P gradiento. IS
limfinés sistemos HKL patenka atgal { kraujotakq (Laird ir kt., 2008). HKL
,homingas® | periferinius audinius ir galimi diferenciacijos procesai kol kas yra
menkai istirti. Nustatyta, kad esant audinio ar organo pazeidimui, kamieninés
lastelés selektyviai migruoja i pazeidimo zona, dalijasi ir diferencijuojasi
(Malgieri ir kt., 2010; Manieri ir Stappenbeck, 2010). Néra vieningos
nuomonés apie galimus migracijos mechanizmus periferiniame audinyje, o
HKL transdiferenciacinis pajégumas, nors ir nustatytas tyrimais in vivo, licka
diskutuotinas.Grizusios atgal | kraujotaka HKL gali grizti ir | kaulu ciulpus
arba pasilikti cirkuliacijoje. Ivykus “homingui” kauly ciulpuose, HKL gali
grizti 1 savo niSa arba iSeiti atgal i kraujotaka. Pakartotinis HKL i$¢jimas {
cirkuliacija yra siejamas su laisvy nisuy buvimu kauly ¢iulpuose. Tokio HKL
klajojimo po organizma biologinis racionalumas néra aiSkus. Manoma, kad
cirkuliuojancios HKL gali biiti greitos vietinés imuniniy ir uzdegiminiy lasteliy
gamybos Saltinis. Be to, HKL cirkuliavimas padeda iSvengti perteklinio ju
susikaupimo kauly Ciulpuose, taip veikdamas bendra Siy lasteliy kieki

organizme (Laird ir kt., 2008).

2.3.2. Kamieniniy lgsteliy migracijos reguliavimas

Chemokinai  ir  uzdegiminiai = chemoatraktantiniai  citokinai,
saveikaujantys su septyniy viju membraniniais receptoriais, susietais su G
baltymais, yra pagrindiniai lasteliu judéjimo reguliatoriai (Schier, 2003).
Iprastai chemokinai gali jungtis prie keliy receptoriy, o Sie receptoriai su
daugiau nei vienu chemokinu. ISimtis SDF-1 ir CXCR4 saveika. Nustatyta, jog
SDF-1 jungiasi iSskirtinai tik su CXCR4 (Kucia ir kt., 2005). Toks saveikos
specifiSkumas yra siejamas su unikalia biologine funkcija. Manoma, jog SDF-
1/CXCR4 asis yra pagrindinis kamieniniy lasteliy migracijos reguliatorius
(Smart ir Riley, 2008). Teisingas SDF-1/CXCR4 aSies veikimas yra esminis
veiksnys nukreiptam HKL ,homingui*“/prigijimui kauly ciulpuose po
transplantacijos. SDF-1/CXCR4 saveika taip pat svarbi reguliuojant CXCR4"
HKL, pirmtaky, pre-B ir T limfocity migracija (Kucia ir kt., 2005). Tyrimuy
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metu nustatyta, kad funkcionalus CXCR4 yra ekspresuojamas jvairiy audiniy
kamieniniy lasteliy, jskaitant nervines, skeleto raumens, Sirdies raumens,
kepeny ir epitelio lasteles, pavirSiuje (Laird ir kt., 2008). CXCR4 gali biiti
vertinamas kaip universalus kamieniniy lasteliy Zymuo, ekspresuojamas tiek
embrioniniy kamieniniy lasteliy, tiek suaugusio organizmo specifiniy audiniy
kamieniniy Iasteliy (Kucia ir kt., 2005). Ivairiy organy/audiniy kamieninés
lastelés, savo pavirSiuje turin¢ios funkcionaly CXCR4, paklista SDF-1
gradientui. Organizmo vystymesi SDF-1 yra vienas 1i§ svarbiausiy
motomorfogeniniy faktoriy ir chemoatraktanty ne vien HKL, bet ir
nehemopoetinéms, CXCR4 turin¢ioms, kamieninéms lasteléms bei lasteléms
pirmtakéms (Smart ir Riley, 2008). CXCR4 svarbus kamieniniy lasteliy
migracijoje vystymosi metu, esant audiniy pazeidimui ar vykstant ju
regeneracijai, jo ekspresija reguliuojama trankripcijos faktoriy, siejamy su
organy vystymusi, audiniui btdingais PAX genais, su stresu/hipoksija ir
audiniy pazeidimais siejamais faktoriais (NF-xB, HIF-1, gliukokortikoidais,
lizofosfatidilcholinais, TGF-B, VEGF, IFN-a ) bei {vairiais interleukinais (IL-
2, IL-4, IL-7). Per CXCR4 ir su juo susieta G baltyma yra aktyvinami jvairls
signaly perdavimo keliai. Ju aktyvavimas reguliuoja kamieniniy lasteliy:
judéjima (PI-3K; MAPK p42/44); chemotaksi (MEK, fosfatazés); adhezija
(Fak ir kt.); sekrecija (PKC-{, NF-kB) (Kucia ir kt., 2005). Nustatyta, jog SDF-
1 ekspresuoja kauly ciulpu endotelio lastelés, fibroblastai ir osteoblastai,
Sirdies raumens, kepeny, smegeny bei inksty stromos ir endotelio lastelés
(Smart ir Riley, 2008). Chemoatraktanty, tokiy kaip SDF-1, sekrecija audinio
pazeidimo vietoje sukuria palankias salygas kamieniniy lasteliy migracijai link
pazeidimo ir tokiu btidu skatina audinio regeneracija (Laird ir kt., 2008). SDF-
1/CXCR4 saveika reguliuoja HKL islaikyma niSoje, migracija ir mobilizacija
tiek jprastinémis fiziologinémis salygomis, tiek esant pazeidimui (Lapidot ir
kt., 2005)

Kol kas mazai zinoma apie SDF-1/CXCR4 saveikos reguliacija in vivo
ir tik pradedamas suprasti {vairiy biologiniy mechanizmy poveikis. Nustatyta,

kad SDF-1/CXCR4 a$i moduliuoja jvair@is faktoriai, kurie veikia: CXCR4
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raiskos lygi lasteliy pavirsiuje (SCF, IL6, HIF-1); CXCR4 N-terminalinio galo
modifikacija  (gliukozaminogliukanai); SDF-1 ekspresija ir biologini
pricinamuma  audiniuose  (heparinas, uzdegiminés/audiniy  pertvarkos
molekulés); kirpdami SDF-1 ir CXCR4 (MMP, CD26, dipeptidilpeptidaze-4,
serino proteazés); heterologing inaktyvacija per CCRS receptoriy (MIP,
RANTES); CXCR4 inkorporacija lipidiniame sluoksnyje (Kucia ir kt., 2005).
Manoma, kad SDF-1/CXCR4 saveika atlieka svarbiausig vaidmenj
HKL migracijos reguliacijoje. Nors yra duomeny, kad SDF-1/CXCR4, galbiit,
néra vienintelis reguliacinis mechanizmas. Tiriant HKL migracija inksty
pazeidimo modelyje nustatyta, jog SDF-1/CXCR4 saveikos blokavimas
nesutrikdo jvesty HKL migracijos i pazeidimo vieta (Stroo ir kt., 2009).
Kamieniniy lasteliy migracijos reguliavimas iki $iol menkai suprastas. Triiksta
duomeny apie reguliacinius mechanizmus. Priestaringy duomenys apie tai kaip
elgiasi kamieninés lastelés in vivo, per kiek laiko jos migruoja i patologini

zidini, { kokius kitus organus ir audinius jos migruoja.

Literatliros apzvalgoje pateikti duomenys rodo, kad transplantacijai
naudojamos ivairios kamieniniy lasteliy populiacijos, taciau néra bendro
sutarimo, kuri populiacija tinkamiausia terapijai. Be to, Siy populiacijuy
iSskyrimas yra pakankamai sudétingas dél Zymeny neapibréztumo, dél to
tarpusavyje turi biiti derinami keliais parametrais besiskiriantys metodai. Ypac
truksta duomeny apie skirtingy HKL populiacijy savybes in vivo esant
ivairioms patologijoms, kurios paprastai lydimos uzdegimo. Neaisku kaip
uzdegimas veikia kamieniniy lasteliy migracija ir kaip kamieninés lastelés
veikia uzdegima. Siy lasteliy migracijos tyrimai esant uzdegimui svarbis

saugesnei ir efektyvesnei lastelinei terapijai.
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3. METODAI

3.1. LABORATORINIAI GYVUNAI

Bandymai su laboratoriniais gyvinais atlikti VMTI Inovatyvios
Medicinos Centro Imunologijos departamento Laboratoriniy gyviiny veisimo,
auginimo ir tyrimu centre. Leidimas darbui su laboratoriniais gyviinais buvo
gautas i§ Lietuvos laboratoriniy gyviiny naudojimo etikos komisijos, leidimo
Nr. 0160 (2007m). Eksperimentams naudojome 7 savaiciy (22-24g) BALB/c
linijos peles. Gyviinai buvo laikomi specialiuose narvuose, esant pastoviai
temperattrai (23£1°C) ir 55% santykinei oro drégmei. Pelés buvo maitinamos

iprastu pasaru ir girdomos vandeniu ad libidum.

3.2. KONTAKTINIO HIPERJAUTRUMO REAKCIJA

Kontaktinio  hiperjautrumo  reakcija ~ buvo  sukeliama  24-
dinitrofluorbenzenu (DNFB, Sigma, JAV) pagal Hiltz (1990) su tam tikromis
modifikacijomis. DNFB tirpalas acetono ir alyvuogiy aliejaus (santykiu 4:1)
pagrindu buvo ruoSiamas prie§ pat naudojima. Pelés sensibilizuojamos jtrinant
DNEFB tirpalu ( 20 pl 0.5% ) desinio Sono 1x1 cm odos plota, kuriame pasalinti
plaukai. Pragjus 2-3 dienoms po sensibilizacijos, i peliy deSing péda buvo
ivedama po 10 pl 0.3% DNFB tirpalo edemai sukelti. Pra¢jus 24 val. po
injekcijos, peléms i uodegos vena buvo suSvirk§¢iamos tiriamos lastelés.
Neigiamos kontrolés peléms suleista 100 pl PBS | uodegos vena, teigiamos
kontrolés — prednizolono (100 mg/kg gyviino masés) i peritoneuma. Poveikis
pédos edemai vertinamas lyginant to paties individo DNFB paveiktos ir

sveikos pédy svoriy skirtumus.

3.3. PELIU KAULU CIULPU LASTELIU ISSKYRIMAS

Peliu kauly ciulpu lastelés buvo isskiriamos pagal Juopperi (2007)
metoda, taikant tam tikras modifikacijas. Pelei atlickama cervikaliné
dislokacija. Ji dezinfekuojama 70% etanolio tirpalu. Steriliais {rankiais

preparuojami ilgieji uzpakaliniy galtiniy kaulai (Slaunikauliai ir blauzdikauliai).
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Kaulai dedami i sterilia Petri Iékstele ir 3 kartus plaunami 5 ml PBS su 3%
FCS (Biological Industries, Izraelis); paruosto tirpalo pH 7.2. Abu kauly galai
nukerpami ir Ciulpy lastelés iSskiriamos perfuzijos biudu. Gauta lasteliy
suspensija skiedziama iki 5 ml tuo paciu buferiu ir centrifuguojama 300 xg 10
min. Supernatantas pasalinamas. Nuosédos plaunamos 3 kartus 5 ml to paties
buferio, centrifuguojant po 300 xg 5 min. Atlikus plovima, nuosédos
suspenduojamos 2 ml to paties buferio. Skai¢iuojama lasteliy koncentracija ir
gyvybingumas.

Lasteliy  koncentracijos ir  gyvybingumo nustatymas. Lasteliy
koncentracija ir gyvybingumas buvo nustatomi pagal standartines metodikas,
naudojant lasteliuy skaic¢iavimo kamera su Neubauerio tinkleliu. Skaiciavimai
atlikti  Sviesiniu mikroskopu. Lasteliy gyvybingumas buvo nustatomas
remiantis negyvuy lasteliy memranos pralaidumu vitaliniam dazui, naudotas
tripano mélio tirpalas (0.4%) (Sigma, JAV). Negyvos lastelés dazosi mélyna
spalva.

Lasteliy frakcionavimas tankio gradiente. Kauly Ciulpy lastelés tankio
gradiente buvo frakcionuojamos pagal Juopperi (2007) metoda, taikant tam
tikras modifikacijas. Peliy kauly ¢iulpy HKL iSgrynintos frakcionuojant kauly
iulpy lasteles Percol™ tankio gradiente (1,087g/ml). [ centrifugini
mégintuvelj jpilama po Sml paruosto Percol (1.077-1.081-1.087 g/ml) tirpalo,
ant virSaus atsargiai uzneSama 5Sml paruostos lasteliy suspensijos RPMI-1640
terpéje (ne daugiau nei 2x10” last/ml). Centrifuguojama 1200xg 30 min. Tarp
faziy esanti lasteliy frakcija surenkama Pastero pipete ir plaunama 3 kartus
RPMI-1640 terpéje, centrifuguojant 300xg 10 min. Lastelés suspenduojamos
PBS su 3% FCS. Skai¢iuojamas lasteliy gyvybingumas ir koncentracija.

3.4. LIN' LASTELIU FRAKCIJOS ISSKYRIMAS

Pagal linijinius Zzymenis neigiamos lastelés (lin") buvo atskiriamos
naudojant magnetinj lasteliy atskyrimo metoda (MACS — angl. Magnetic cell
sorting), pagal ,,.BD™ IMag Cell Separation* (BD Biosciences, JAV)

technologija, naudojant “Mouse hematopoietic progenitor (stem) cell
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enrichment set — DM” (BD Biosciences, JAV), vadovaujantis gamintojo
rekomendacijomis. Po frakcionavimo tankio gradiente gauta Iasteliy suspensija
skiedziama Saltu lasteliy Zyméjimo buferiu iki galutinés 2x107 last/ml

k™ antikiiny tirpalo (0,25 pg/10°

koncentracijos. [pilama “Mouse BD Fc Bloc
lasteliy) ir inkubuojama 15 minuc¢iy lede. SumaiSoma su biotinilinty
monokloniniy antikiny prie§ subrendusiy hemopoetiniy lasteliy linijinius
zymenis (CD3e; CDI11b; CD45R/B220; Ly-6G ir Ly-6C (Gr-1); TER-
119/erythroid cells (Ly-76)) miSiniu (5 pl/ 10° lasteliy), inkubuojama 15 min
lede. Zymétos lastelés plaunamos 10 karty jas skiedziant BD Imag™ buferiu. 7
min centrifuguojama esant 300xg, supernatantas nusiurbiamas. Nuplautos
lastelés inkubuojamos su streptavidinu konjuguotomis DB Imag magnetinémis
dalelemis (5 pl/10° lasteliy). SumaiSoma ir 30 min laikoma 6°C — 12°C
temperatiiroje. Suspensija, jeigu reikia, skiedziama BD IMag™ buferiu iki
galutinés 2 — 8x10 last/ml koncentracijos. Zymétos lastelés perkeliamos {
mégintuvél] ir 8§ minutéms istatomos | BD [IMagnet™ magneta. NeiSimant
mégintuvélio i magneto, Pastero pipete nusiurbiamas supernatantas, t. y.
neigiama frakcija (lin"). Ji perkeliama i naujus mégintuvéelius ir grazinama | DB
IMagnet prietaisa 6 min. Pastero pipete nusiurbiamas supernatantas.
Meégintuvéliai su lin neigiama frakcija perkeliami i leda. Skai¢iuojamas lasteliy

gyvybingumas ir koncentracija.

3.5. LASTELIY POPULIACLJU IDENTIFIKAVIMAS TEKMES CITOMETRIJOS
METODU

Peliu kamieniniy lasteliy pavirSiaus struktiiry identifikavimas buvo
atliekamas tékmés citometrijos metodu pagal Suzuki (Suzuki ir kt., 2001).

Isskirtos lastelés plaunamos PBS tirpale centrifuguojant 3 kartus 300xg
po 5 min. Supernatantas paSalinamas, lastelés resuspenduojamos PBS tirpale,
turin¢iame 2% FCS. Dviejy spalvy tékmés citometrijos analizei naudojami
fikoeritrinu (PE) ir fluoresceinizotiocianatu (FITC) zyméti monokloniniai
antiktinai prie§ peliy pavirSiaus antigenus: CD34 (CD34-PE) (Santa Cruz
Biotechnology, JAV); CD38 (CD38-PE)(Santa Cruz Biotechnology, JAV);
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Sca-1 (Scal-PE)( Abcam, Cambridge, UK); CD117 (CD117-FITC)(Chemicon
International, JAV). Naudotos monokloniniy antikiiny poros: CD34-
PE/CD117-FITC; CD38-PE/CD117-FITC; Scal-PE/CD117-FITC. ParuoSiama
suspensija, kurios koncentracija 2x10° last/ml. Pridedama po fluoresceino
izotiocianatu ir fikoeritrinu Zyméty antiktiny. Inkubuojama 30 min tamsoje 2 —
8 °C temperatiiroje. Lastelés plaunamos du kartus PBS tirpalu. Tyrimas atliktas
tekmés citometru FACSCalibur™ flow cytometer (Becton Dickinson, JAV).
Kontrolei naudoti nespecifiniai atitinkamy izotipiniy kontroliy antikiinai:
ziurkés 1gG2a, zyméti FITC (BD Biosciences, JAV) ir ziurkés 1gG2a, Zyméti
PE (Chemicon International, JAV).

3.6. LASTELIU DAZYMAS PKH67 DAZU

Isskirtos 1§  kauly cCiulpy lin® lastelés buvo dazomos Zaliai
fluorescuojanciu  PKH67 dazu (Sigma, JAV) vadovaujantis gamintojo
rekomendacijomis. Paruoiama 1x10’ lasteliy/ml suspensija. Centrifuguojama
300xg 5 min. Supernatantas pasalinamas. Nuosédos suspenduojamos 1 ml
komercinio skiediklio (Diluent C). Paruosiamas 4x10° mol/l PKH67 dazas.
Atsargiai sumaiSoma 1 ml lasteliu suspensijos ir 1 ml paruosto daZzo.
Inkubuojama 5 min periodiSkai pamaisant. Po inkubavimo reakcija stabdoma
pridedant 2 ml FCS. Pridedama 4 ml RPMI-1640 terpés. Centrifuguojama
400%g 10 min. Supernatantas pasalinamas. Lastelés plaunamos 3 kartus 10 ml
RPMI-1640 terpés su 10% FCS, centrifuguojama 400xg 10 min. Po paskutinio
plovimo lastelés suspenduojamos reikiamame kiekyje PBS. Skai¢iuojamas

lasteliy gyvybingumas ir koncentracija.

3.7. HISTOLOGINIU PREPARATU PARUOSIMAS

Tam tikrais laiko intervalais po lasteliy transplantacijos, tyrimams buvo
imamos peliy audiniy biopsijos: pédos edemos, sveikos pédos, bluznies ir
kepeny. Audiniy gabaléliai, prie§ pjaustyma kriotomu, laikyti -70° C
temperatiiroje. UzSaldyti audiniai pjaustymui paruosti naudojant O.C.T. jungini

— glikoliy ir dervy vandeninio tirpalo preparata (Tissue-Tek) (Sakura, NE).
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Kriotomu atlickami 4 — 5 mikrometry storio pjliviai, tyrimui imamas kas
desimtas pjuvis. Biopsijy pjiiviai uzdedami ant objektinio stikliuko ir kambario
temperatiiroje (20-22°C) dziovinami 1 val tamsoje. Histologiniai preparatai
uzdengiami stikleliu, naudojant 1-2 laSus cianoakrilatiniy klijy. Preparatai
paruo$ti bendradarbiaujant su Valstybiniu patologijos centru. Histologiniy
preparaty analizé atlikta fluorescenciniu mikroskopu Nikon TE2000U.

Kontrolei naudoti sveikos pédos histologiniai preparatai.

3.8. CITOKINY KIEKIO NUSTATYMAS

Citokiny nustatymui buvo naudojami ELISA rinkiniai: “TNF-a Mouse,
ELISA Biotrak System” ir “Interleukin-10 Mouse, ELISA Biotrak System”
(Amersham Biosciences, Didzioji Britanija). Imunofermentiné analizé atlikta
vadovaujantis gamintojo nurodymais.

Citokiny kiekiai peliy kraujo serume buvo nustatyti praéjus 48 val. po
lasteliy ~ suSvirkStimo. Imunofermentiné reakcija vykdyta polistirolo
mikroplokstelése su imobilizuotais specifiskais antikiinais prie$ peliy citokinus
(IL-10, TNF-a).

a) IL-10 atveju, | antikiinais padengtus mikroploksteliy Sulinélius
ineSama po 50 ul komercinio buferio, standartiniy bei serumo pavyzdziy.
Inkubuojama 3 val. kambario temperatiiroje. 3 kartus plaunama PBS buferiu,
pridedama 50 pl antikiiny, konjuguoty su biotinu, ir inkubuojama 1 val.
kambario temperatiiroje. 3 kartus plaunama PBS buferiu, pridedama 100 pl
streptavidino-krieny peroksidazés konjugato ir inkubuojama 30 min. 3 kartus
plaunama PBS buferiu, pridedama 100 pl tetrametilbenzidino dihidrochlorido
(TMB) substrato ir inkubuojama 30 min. tamsoje. Reakcija stabdoma 100 pl 2
N H,SO,.

b) TNF-o atveju, i mikroplokstelés Sulinélius pridedama po 50 pl
komercinio buferio, standartiniy ir serumo pavyzdziy bei 50 ul antikiiny,
konjuguoty su biotinu. Inkubuojama 2 val. kambario temperatiiroje. 3 kartus
plaunama PBS buferiu, pridedama 100 pl streptavidino-krieny peroksidazés

konjugato ir inkubuojama 30 min. 3 kartus plaunama PBS buferiu, pridedama
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100 pl TMB substrato ir inkubuojama 30 min. tamsoje. Reakcija stabdoma 100
ul 2 N H,SO,.

Optinis tankis 450 nm bangos ilgyje buvo matuojamas Sunrise (Tecan,
Svedija) ploksteliy skaitytuvu. Serumo pavyzdziy citokiny koncentracija

apskai¢iuojama remiantis standartinémis kreivémis.

3.9. FLUORESCENTISKAI ZYMETU LASTELIU MIGRACIJOS TYRIMAS

Fluorescenciniu dazu zyméty lin” HKL migracijos tyrimuose pelés buvo
suskirstytos 1 4 grupes po 5 individus (n=5). Grupés sudarytos remiantis pédos
edemos sukélimu (sukelta arba nesukelta pédos edema) ir susvirksty lasteliy
zyméjimu (ivestos zymeétos arba nezymétos lin”® HKL). Tiriamoms peléms {
uodegos veng buvo suivirks¢iama po 10° lin” HKL. Pragjus 48 val. po lasteliy
susvirkstimo, peléms atlikta cervikaliné dislokacija. Sveriamos uzpakaliniy
galiiniy pédos, imamos kepeny, bluznies, sveikos ir pazeistos pédos biopsijos.
Atlikti 3 nepriklausomi eksperimentai.

Fluorescenciniu dazu zyméty lin” HKL migracijos kinetikos tyrimuose
pelés suskirstytos 1 14 grupiy po 5 individus (n=5). Grupés sudarytos remiantis
pédos edemos sukélimu (sukelta arba nesukelta pédos edema) ir skirtingu
biopsiju émimo (praé¢jus tam tikram laikui po lasteliy susvirkstimo) laiku
(biopsijos imtos 7 laiko intervalais po lasteliy ivedimo) (4.3.1 lentelé).
Tiriamoms peléms | uodegos vena buvo transplantuojama po 10° lin" HKL.
Praéjus 1, 4, 8, 12, 24, 48 ir 72 valandoms po lasteliu susvirkstimo, peléms
buvo atlickama cervikaliné dislokacija, imami peliy kepeny, bluznies, sveikos

ir pazeistos pédos audiniy méginiai. Atlikti 3 nepriklausomi eksperimentai.

3.10. MIGRACIJOS KIEKYBINIS TYRIMAS POLIMERAZINES CIKLINES
REAKCIJOS METODU

Kiekybiniuose lin® HKL migracijos kinetikos tyrimuose peléms buvo
transplantuojamos i prieSingos lyties peliy iSskirtos lin® HKL Iastelés
(pateléms buvo transplantuotos lastelés, iSskirtos 1§ patinéliy). Pelés

suskirstytos i 14 grupiy po 5 individus (n=5). Grupés, kaip ir zyméty PKH67
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lin" HKL migracijos kinetikos eksperimente, sudarytos remiantis pédos edemos
sukélimu (sukelta arba nesukelta pédos edema) ir skirtingu biopsiju émimo
laiku. Tiriamoms peléms | uodegos vena buvo tran splantuojama po 10° lin
HKL. Praéjus 1, 4, 8, 12, 24, 48 ir 72 valandoms po lasteliy ivedimo, peléms
buvo atlickama cervikaliné dislokacija, imami kauly ¢iulpy, bluznies, kepenu,
plauciy, inksty, sveikos ir pazeistos pédos audiniy méginiai. Atlikti 3

nepriklausomi eksperimentai.

3.10.1. Biopsijy medzZiagos paruoSimas DNR iS§skyrimui.

Meéginiy is peliy kauly ciulpy paruosimas. Nukirpus pelés Slaunikaulio galus
buvo atliekama perfuzija 500ul TE buferinio tirpalo. Tolimesniam DNR
atskyrimui naudota 200ul lasteliy suspensijos.

Meéginiy is peliy audiniy paruoSimas. Bluznies, kepenu, plauciy, inksty,
sveikos ir pazeistos pédos audiniy pavyzdziai buvo ruoSiami naudojantis
TissueLyser2 homogenizatoriumi. 40 — 50 mg audinio patalpinama i specialius
mégintuvélius kartu su 4,5 mm skersmens plieniniu rutuliuku. Uzpilama 400l
TE buferinio tirpalo. Purtoma 2 min 30 Hz dazniu. Tolimesniam DNR
atskyrimui naudota 200ul lasteliy homogenizato.

3.10.2. DNR i$skyrimas iS Igsteliy

DNR buvo isskiriama i$ lasteliy naudojant ,,Genomic DNA purification
kit* rinkinj ir vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis.

Ant 200 pl paruostos lasteliy suspensijos uzpilama 400 pl lizés buferinio
tirpalo ir inkubuojama vandens voneléje 10 min 65 °C temperatiroje. Po
inkubavimo ineSama 600 pl chloroformo ir centrifuguojama 10000 aps/min
grei¢iu 2 min. Vandeniné faz¢, esanti virSuje, perkeliama i nauja mégintuveli,
idedama 800 pl precipitacijos buferinio tirpalo ir centrifuguojama 10000
aps/min grei¢iu 2 min. Supernatantas pasalinamas, nuosédos istirpinamos 100
ul 1,2 M NaCl. Po to jneSama 300 ul 3alto etanolio ir laikoma -20 °C
temperatiiroje 10 — 20 min. Etanolis nupilamas, susidariusios nuosédos

iStirpinamos 50 pl dejonizuoto vandens.
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DNR koncentracija nustatyta matuojant absorbcija (A) 260 nm bangos
ilgyje. ISskirtos DNR grynumo jvertinimui absorbcija buvo matuojama 260
(Agep) 1r 280 (Asg) nm bangos ilgiuose. DNR grynumas nustatomas
apskaiciuojant Ag ir Ajgy absorbeiju santyki. DNR grynumas laikomas
pakankamu, jeigu Azg : Azgo > 1,5. Matavimai atlikti Synergy 2 (Biotek)
ploksteliy skaitytuvu.

3.10.3. Realaus laiko polimeraziné cikliné reakcija

Realaus laiko polimeraziné cikliné reakcija (QPCR) buvo atlickama
naudojant Rotor-Gene 6000 (Corbet Research) rotorini analizatoriy. Naudoti
pradmenys ir zondai (pagal Wang ir kt., 2002) parinkti pelés TSPY (angl.
mouse testis-specific Y-encoded protein) pseudogenui ir pelés B-aktinui aptikti.
Meéginiuose buvo nustatinéjami TSPY pseudogeno kiekiai, ji turi tik i$
patinéliy iSskirtos lastelés (aptinkamas Y chromosomoje). Amplifikuoto TSPY
specifinio produkto kiekiai buvo normalizuojami tikrinant [-aktino
(aptinkamas patinéliy ir pateliy lastelése) specifinio produkto amplifikavima.
Specifinio produkto aptikimui naudoti FAM (karboksifluoresceinas) Zyméti
zondai specifiski TSPY ir B-aktino pradmeny produktams (3.1 lentelé).

Realaus laiko polimerazinés ciklinés reakcijos produkty amplifikavimui
su FAM zymétais zondais buvo naudojamas ,,ABsolute Blue* qPCR miSinys
(Thermo scientific). Kiekvieno pradmens galutiné koncentracija reakcijos
misinyje buvo 200 uM, zondo — 100 uM. Reakcijos atliktos 15 ul reakcijos
misinio tiryje. Buvo vykdoma 40 temperatiriniy cikly su pasirinkta
termociklerio temperatiirine programa (3.2 lentelé). Kiekvienoje reakciju
grupéje naudotos skirtingy koncentraciju teigiamos kontrolés (BALB/c
patin¢éliy DNR, nuo 0,0001 iki 200 ng), neigiamos kontrolés (PCR reagentai be
DNR; PCR reagentai su BALB/c pateliy DNR), bei kalibraciniai méginiai
(ivairios koncentracijos BALB/c patinéliy ir pateliy DNR kombinacijos
bendras kiekis 100 ng, santykiai nuo 1/10 iki 1/100 000). Tiriamieji méginiai
dubliuojami, atlikti du nepriklausomi bandymai. Susidariusio produkto kiekis

tvertinamas kiekvieno ciklo metu matuojant specifing zondo fluorescensija
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(suzadinimas 470+10 nm; detekcija 510+5nm). Produkto dydis tikrinamas

agarozes

gelyje.

Kiekybin¢ duomeny normalizacija atlikta lyginamojo

skai¢iavimo metodu (angl.-comparative quantification), naudojant Rotor-Gene

programing iranga (Wilhelm ir kt., 2003; Skern ir kt., 2005). Remiantis

kalibraciniy ir standartiniy kreiviy duomenimis, pagal p-aktino produkta buvo

normalizuojama TSPY produkto fluorescencija ir lyginant su standartais

i§skai¢iuojama santykiné koncentracija.

3.1 lentelé. Naudoti pradmenys ir zondai.

Genas Pradmuo Zondas

TSPY tiesioginis:
5-GAG AAC CAC CTT GGT GAT TCT 5'-/56-FAM/-TCC TGG
CT-3" ATC-/ZEN/-AGA GTG
atvirkstinis: GCT TAC CCA GG-
5" -TCC TTG GGC TCT TCA TTA TTC /3IABKFQ/-3"
TTA AC-3°

B- tiesioginis:

aktinas 5'-ACG GCC AGG TCA TCA CTA TTG- 5'-/56-FAM/-CAA CGA
3 GCG-/ZEN/-GTT CCG
atvirkstinis: ATG CCC T-
5" -CAA GAA GGA AGG CTG GAA /3IABKFQ/-3"
AAG A-3°

3.2 lentelé. Realaus laiko polimerazinés ciklinés reakcijos
temperatiiriné programa.
Temperatiirinés programos

Temperatira Trukmé

etapas °O) (min)
DNR pirmin¢é denattiracija 95 15
B Kartojama
DNR denatiracija 95 0,25
40 karty
Pradmeny prisikabinimas 60 1
DNR sintezé 72 0,5

3.10.4. Standartiniy kreiviy sudarymas
Standartiniy kreiviy sudarymui buvo naudojama i§ BALB/c peliy kauly
¢iulpy vienbranduoliy lasteliy i$skirta DNR. Lasteliy gavimas apraSytas 3.3
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skyriuje. DNR i$skyrimui naudota 2x10° lasteliu, suspenduoty TE buferyje.
DNR i$skyrimo procediira aprasyta 3.10.2 skyriuje.

Standartiniai miSiniai sudaryti sumai$ius DNR, isSskirta i§ BALB/c
linijos patin¢liy ir pateliy, santykiu nuo 1:100000 iki 1:10. Buvo nustatomas
TSPY ir B-aktino geny specifiniy amplifikavimo produkty kiekiai. Tiriamieji
meéginiai dublivojami, atlikti du nepriklausomi bandymai. Susidariusio
produkto kiekis jvertinamas kiekvieno ciklo metu matuojant specifing zondo
fluorescensija. Produkto dydis tikrinamas agarozés gelyje. Duomeny
apdorojimas atliktas naudojant Rotor-Gene programing jranga. Kiekvienoje
reakciju grupéje naudota teigiama kontrolé (BALB/c patinéliy DNR, nuo
0,0001 iki 200 ng) ir neigiamos kontrolés (PCR reagentai be DNR; PCR
reagentai su BALB/c pateliy DNR). I§ gauty duomeny sudarytos standartinés
kreivés, véliau naudotos nustatant patinéliy ir pateliy DNR santykius

tiriamuose meginiuose.

3.11. STATISTINE DUOMENU ANALIZE

Visi Siame darbe atlikti eksperimentai buvo pakartoti tris kartus, jeigu
nenurodyta kitaip. Eksperimentiniy duomeny analizé buvo atlickama
naudojantis SigmaPlot (v11.0) programa. Kiekybiniai duomenys pateikiami
kaip aritmetiniai vidurkiai £ standartiné paklaida. Dviejyu imc¢iu duomeny
patikimumai jvertinti taikant nesuporuoty dviejy imciy Stjudento testa.

Rezultatai laikyti statistiSkai patikimais, kai P<0,05.
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4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe atlikty tyrimy tikslas - itirti hemopoetiniy kamieniniy
lasteliy prieSuzdegiminj poveiki bei migracija in vivo uzdegimo metu. Darbe 1§
bendros BALB/c peliy kauly Cciulpy lasteliy populiacijos iSgryninta ir
identifikuota hemopoetiniy kamieniniy lasteliy populiacija. IStyréme atskirty ir
identifikuoty lasteliy populiaciju prieSuzdegimini poveiki BALB/c peliy
kontaktinio hiperjautrumo modelyje in vivo, vertinome poveiki pédos edemai
bei uzdegiminiy citokiny koncentracijai kraujo serume. Taip pat iStyréme
transplantuoty HKL migracija BALB/c peliy kontaktinio hiperjautrumo
reakcijos modelyje bei kiekybiskai jvertinome ju migracija { uzdegimo zidini
pédoje ir nepazeistus organus, praéjus 1, 4, 8, 12, 24, 48 ir 72 val. po HKL
ivedimo. Atlikome histologing analizg, kiekybiniam vertinimui taikéme realaus

laiko polimerazinés grandininés reakcijos metodq. Bendra atlikty tyrimy

™

schema pateikta 4. 1.1 paveiksle.

4.1.1 pav. Hemopoetiniy kamieniniy lgsteliy (HKL) tyrimy schema.
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4.1. LASTELIU POPULIACIJU ISSKYRIMAS IR IDENTIFIKAVIMAS

Kauly ciulpy lastelés yra heterogeniskos, atskiros ju populiacijos gali
diferencijuotis | skirtingas Iasteles ir audinius. Hemopoetiniy lasteliy
iSskyrimas yra pakankamai sudétingas, nesutariama kokia populiacija
tinkamiausia terapijai. Pagal pavirSiaus Zymenis hemopoetiniy lasteliy
populiacijas galima identifikuoti ir iSskirti bei véliau tikslingai panaudoti vieno
ar kito pazeidimo atstatymui. PavirSiaus Zymeny nustatymas bei hemopoetiniy
kamieniniy lasteliy ir pirmtaky populiacijy gavimas yra svarbus jy selektyviam
pritaikymui terapijoje.

Kauly ciulpuose yra kelios skirtingos lasteliy populiacijos.
Hemopoetinés kamieninés lastelés juose tesudaro 0.1-3%  bendros
populiacijos, likusioji dalis — subrendusios hemopoetinés lastelés, ju pirmtakai,
kauly ¢iulpy stromos lastelés ir nedidelé dalis, iki 0,01% nuo stromos lasteliy,
mezenchiminés kamieninés lastelés (Jones ir McGonagle, 2008).
Hemopoetiniy kamieniniy lasteliy gryninimas ir identifikavimas remiasi
diferenciacijos antigeny raiSka. Naudojant specifinius antikiinus galima atskirti
net labai mazas Iasteliy populiacijas (Challen ir kt., 2009). Preparatyviai
i8skirtus nedidelius lasteliy kiekius galima padauginti in vitro ir, sukiirus
atitinkama mikroaplinka, diferencijuoti norima kryptimi bei panaudoti lasteliy
migracijos ir terapinio poveikio tyrimuose in vivo.

Darbo metu i§ BALB/c peliy kauly Ciulpy isskyréme lasteles ir jas
identifikavome tékmés citometru (4./.2 pav.). Gauti rezultatai parodé, kad
27.73+8.69% lasteliu yra CD38'CD117", 40.43+15.57% yra CD34'CD117", o
21.9443.17% yra teigiamos pagal Scal ir CD117 (4.1.1 lentelé).
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Bendra kauly ¢iulpy populiacija
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4.1.2 pav. CD Zymeny pasiskirstymas kauly ciulpy Igstelése. Bendroje kauly
&iulpy (2-4), lin” (6-8) ir linCD117" (10-12) populiacijose. Izotipiné kontrolé -
ziurkiy IgG2a (FITC) ir IgG2a (PE) antiktinai (1, 5, 9). CD38 ir CD117
zymeny raiska (2, 6, 10), CD34 ir CD117 zymeny raiska (3, 7, 11), Sca-1 ir
CD117 zymeny raiska (4, 8, 12).
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4.1.1 lentelé. Kauly ¢iulpy lasteliy frakcijy pasiskirstymas pagal
CD34, CD38, CD117 ir Scal pavirSiaus Zymenis.

Lasteliy pavirsiaus Lasteliy populiacija (%)
Zymenys Bendra
kauly lin® linCD117"
Ciulpy
CD38'CDI117 7.17£2.92 2.1620.57 11.78+0.84
CD38'CD117" 27.73£8.69  27.39+7.54  32.59+5.74
CD38CDI117 29.97£11.82  21.52+1.74  15.11£1.68
CD34'CD117 30.50+9.41  13.79+7.53  18.57+7.45
CD34CDI117" 1.19+£0.05 3.9240.43 3.59+40.84
CD34°CD117 27.88+£6.38  9.194+4.69 9.32+410.23
Scal 'CDI17 31.20£0.93  9.91+3.64 16.2943.22
Scal 'CD117" 21.94+3.17

Scal CD117" 2844023  833+2.00  9.4242.36
Scal’ CD117 -8.4611.43 13.35+2.34

Reiksmiy vidurkis =+ standartinis nuokrypis; n=7; CD -
diferenciacijos antigenas; lin — linijiniai Zymenys; Scal — kamieniniy
lasteliy antigenas 1.
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Misy darbe hemopoetiniy kamieniniy lasteliy atskyrimas i$ bendros
peliuy kauly ciulpy suspensijos buvo atlieckamas centrifugavimo tankio
gradiente (1.087g/ml) ir magnetinio lasteliy frakcionavimo, panaudojant
antikinus prie§ peliy hemopoetiniy lasteliy pirmtaky antigenus, metoduss.
Literatiiros duomenimis po centrifugavimo tankio gradiente dauguma HKL
lieka vienbranduoliy lasteliy frakcijoje, gaunama nuo 2 iki 5 karty grynesné
HKL frakcija (Juopperi ir kt., 2007). HKL atskiriant tankio gradiente (nuo
1.064 iki 1.087 g/ml) bendroje kauly ¢iulpy vienbranduoliy Iasteliy frakcijoje
HKL sudaro apie 1-3% (Civin ir kt., 1996), tuo tarpu mezenchiminés
kamieninés lasteleés tik - 0.0001-0.01% (Dazzi ir kt., 2006). Lasteliy frakcija,
i8sidésc¢iusi 1.081-1.087 g/ml tankyje, paSalinus subrendusias hemopoetines
lasteles (teigiamas pagal linijinius zymenis), atstaté hemopoeze letaliai
apsvitintose pelése bei pasizyméjo ilgalaikiu repopuliaciniu aktyvumu (praéjus
6 ménesiams peliy recipienciy periferiniame kraujyje 91% lasteliy buvo
donorinés kilmés). Kitos frakcijos (1.064-1.075, 1.075-1.081, >1.087g/ml),
pasalinus subrendusias hemopoetines lastelés, nepasizyméjo arba pasizyméjo
kur kas silpnesniu hemopoezés atstatymu letaliai apSvitintose pelése ir neturéjo
ilgalaikio repopuliacinio aktyvumo (pra¢jus 6 ménesiams periferiniame
kraujyje donorinés kilmés lasteliy nebuvo aptinkama). Itin praturtintos HKL
populiacijos gaunamos surenkant lasteliy frakcija iSsidésciusia 1.081-1.087
g/ml tankyje (Juopperi ir kt., 2007).

Lasteliy atskyrimui mes naudojome nanodaleles su monokloniniais
antiklinais prie§ subrendusiy hemopoetiniy lasteliy liniju zymenis, kurie
paprastai yra difrencijuoty arba pradéjusiy diferencijuoti hemopoetiniy lasteliy
pavirSiuje. Lastelés, kurios $iy zymeny turi labai mazai arba iSvis neturi,
vadinamos lin neigiamomis (lin"). Literatiiros duomenimis linijiniy zZymeny
nebuvimas budingas hemopoetinéms kamienininéms ir pirmtakinéms lasteléms
(Mikkola ir Orkin, 2006). Su teigiama pagal Siuos zZymenis frakcija pasiSalina
difrencijuotos arba pradéjusios diferencijuoti hemopoetinés lastelés, tokios
kaip T limfocitai, B limfocitai, monocitai/makrofagai, granulocitai, eritrocitai

ir ju pirmtakai. Neigiama pagal naudotus linijinius Zymenis frakcija sudaro
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nediferencijuotos hemopoetinés lastelés, t.y. lin" (lin, angl. — lineage markers)
populiacija. Miisy darbe po frakcionavimo neigiamoje frakcijoje liko
3.54¢1.5%, o teigiamoje frakcijoje — 96.5+£1.5% lasteliy. Neigiamoje frakcijoje
lieka ne tik HKL, bet ir primityviausios lastelés pirmtakés. Norint gauti labai
grynas lasteliy frakcijas, teigiama ir neigiama selekcija derinamos tarpusavyje
(Wognum ir kt., 2003). Taciau ne visos hemopoetinés kamieninés lastelés turi
vienodas pavirSiaus zymenuy kombinacijas. Kartais ankstyvosios kamieninés
lastelés neturi c-kit receptoriaus (Baum ir kt., 1992). Be to, néra vieno
specifinio pavirSiaus Zymens, kurj turéty iSimtinai hemopoetinés kamieninés
lastelés, todél identifikuojant nustatomi Zymeny deriniai.

Musy atskirtos 1.087 g/ml tankio gradiente mononukleary frakcijos
populiacijy atskyrimui naudotos magnetinégs BD™ Imag nanodalelés buvo
pagamintos 1§ biodegraduojancios matricos, todél ju pasalinti i§ tirpalo
nereikéjo, toliau buvo galima atlikti tékmés citometrijos analizg ir iStirti miisy
atskirtos lin" populiacijos pavirSiaus Zymeny raiska (4.1.2 pav.). Tékmés
citometru nustatéme, jog CD38 ir CD117 zymenis lin~ populiacijoje turéjo
27.39+£7.54% lasteliy, CD117 ir CD34 73.92+11.79%. Sca-1 Zymenj lin°
populiacijoje turéjo 83.2742.92% lasteliy, CD117 — 81.69+3.22%. Abu
zymenis Sca-1 ir CD117 turéjo 73.36+4.96% lasteliu (4.1.1 lentelé).

Panaudojus specifiniais antikiinais padengtas nanodaleles, i$ lin™ lasteliy
populiacijos teigiamos selekcijos biidu buvo atskirta linCD117" populiacija.
Tiriant pasiskirstyma pagal pavirSiaus zymenu raiSka nustatyta, kad
32.59+£5.74% turéjo CD38 ir CD117, 68.5249.85% - CD34 ir CDI117, o
60.94+1.43% - Scal ir CD117 (4.1.1 lentelé). Pazymétina, kad po atskyrimo
teigiamoje lin'CD117" frakcijoje gaunama maziau nei 0.1% lasteliy nuo bendro
kauly ¢iulpuy lasteliy kiekio.

Visoms hemopoetinéms lasteléms, tame tarpe ir hemopoetinéms
kamieninéms lasteléms, biidinga CD117 raika. Iki dvieju tre¢daliy CD34"
zmogaus kauly Ciulpy Iasteliy ekspresuoja §i zymeni. CD117 yra susijes su

HKL atsinaujinimu, i§gyvenimu, proliferacija ir diferenciacija. Sios savybés
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svarbios efektyviam lasteliy panaudojimui terapijoje (Edling ir Hallberg,
2007). Sca-1 — vienas dazniausiai naudojamuy zymeny peliuy HKL
identifikavimui (Alison ir kt., 2006). Sis Zymuo taip pat gali biiti naudojamas ir
peliy kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy identifikavimui, taciau
skirtingomis aplinkybémis. IS peliy kauly ¢iulpy isskirtos mezenchiminés
kamieninés lasteléms nepasizymi Sca-1 raiska, taciau auginant jas in vitro (po
10-12 perséjimo) Sis Zymuo nustatytas. Be to autoriai nurodo, kad kolagenazé,
naudojama MKL i8skyrimui i§ kauly ¢iulpy, gali indukuoti Sca-1 raiSka (Hegyi
ir kt, 2010; Morikawa ir kt., 2009). Labiau diferencijuotiems peliy
hemopoetiniams  pirmtakams, tokiems kaip megakariocity-eritrocity,
granulocity-makrofagy ir bendriems mieloidiniams pirmtakams, Sca-1 Zymens
raiSka nebiidinga (Akashi ir kt., 2000). Masy isskirta lin~ Iasteliy populiacija
pasizyméjo auksta CD117 ir Sca-1 zymeny raiska (73.3624.96%) ir neturéjo
linjjiniy Zymenu (lin" lastelés). Tokios populiacijos lasteles galima priskirti
KLS (c-kit, lin" ir Sca-1 trumpinys) populiacijai. Kity autoriy analizuojamoje
peliu HKL “Soningje populiacijoje” (angl. side population, SP) apie 85%
lasteliy buvo CD117 lin'Sca-1", ta¢iau Sioje populiacijoje buvo rasta iki 25%
lin" lasteliy (Challen ir kt., 2009). Remiantis literatiiros duomenimis, peliy
kauly ciulpy KLS populiacija néra homogeniska, ja sudaro ilgalaikés HKL,
trumpalaikés HKL bei primityvieji hemopoetiniai pirmtakai (Okada ir kt.,
1992; Challen ir kt., 2009). I§ lin- hemopoetiniy kamieniniy lasteliy
populiacijos isskirtoje 1in'CD117" populiacijoje nustatéme hemopoetinéms
kamieninéms lasteléms biadingu zymeny raiskos sumazéjima. Si populiacija
sudaré iki 0.1% bendros kauly ciulpu lasteliy populiacijos. Atskirtoje lin’
CD117"  populiacijoje  nustattme CD117 (71.86+5.68%) ir Sca-1
(77.231£4.32%) zymeny raiska bei abu Zymenis turinciy lasteliy (60.94+5.43%)
kiekio sumazéjima. Tai rodo hemopoetiniy kamieniniy lasteliy kiekio
sumazéjima Sioje populiacijoje.

Primityvios peliuy hemopoetinés lastelés gali ekspresuoti CD34
pavir§iaus molekulg, tadiau kiek skirtingai, nei Zmogaus hemopoetinés

kamieninés lastelés. Peliy kauly ciulpy ilgalaikéms HKL budinga CD38

63



zymens raiSka (Higuchi ir kt., 2003). CD34 ir CD38 zymeny raiska peliy HKL
pavirSiuje priklauso ne tik nuo vystymosi stadijos, bet ir nuo lastelés
aktyvacijos biisenos (Wognum ir kt., 2003). Manoma, kad CD34 neturincios
HKL yra ramybés biisenoje, tuo tarpu CD34 turin¢ios HKL yra suzadintos,
joms budingas aktyvus saves atnaujinimas (Alison ir kt., 2006). Atskiriant
peliy ilgalaikes HKL isskiriamos CD34 neturincios lastelés (Kiel ir kt., 2007),
tuo tarpu atskiriant trumpalaikes HKL ir primityviuosius hemopoetinius
pirmtakus atrenkamos CD34 turincios lastelés (Yang ir kt., 2005). Panasts
poky¢iy désningumai biidingi ir peliy HKL CD38 raiskai. CD38 turincios peliy
HKL yra ramybés blisenoje, tuo tarpu CD38 neturin¢ios HKL yra suzadintos.
Tai labiau panasu i lankscia pusiausvyra nei | hierarchinj susiskirstyma (Alison
ir kt., 2006). Auksta CD34 Zymens raiSka misy atskirtose lin"™ HKL ir lin’
CD117" populiacijose (77 ir 72%) rodo aktyvinta HKL biisena atskirtose
populiacijose. Miisy gauti duomenys parodeé, kad lin” HKL populiacijoje CD38
neturinciy lasteliy dalis yra didesné nei 70%, tai reiskia, kad Sioje populiacijoje
esan¢ios HKL yra suzadintoje biisenoje. Didel¢ (daugiau nei 85%) CD34
zymenj turiniy lasteliy dalis miisy atskirtoje lin® HKL populiacijoje tai
patvirtina. Tuo tarpu misy atskirtoje linCD117" populiacijoje nustatytos
CD38" ir CD34" lasteliy populiacijos (55% ir 70%) tik dalinai patvirtina teigini
apie Sioje populiacijoje esanciy HKL buvima aktyvintoje biisenoje.

PavirSiaus zymeny nustatymas bei hemopoetiniy kamieniniy lasteliy ir
pirmtaky populiaciju gavimas yra svarbiis sékmingam kamieniniy lasteliy
panaudojimui klinikingje praktikoje. Kadangi CD117 yra susijes su HKL
atsinaujinimu, iSgyvenimu, proliferacija ir diferenciacija (Edling ir Hallberg,
2007), o Sca-1 dalyvauja HKL savaiminio atsinaujinimo, aktyvavimo bei
vystymosi procesuose (Alison ir kt., 2006), tokiomis savybémis pasizymincios
lastelés gali biiti efektyviai panaudojamos terapijoje.

Atlikti tyrimai parodé, kad bendroje kauly ¢iulpy populiacijoje HKL
budingus zymenis — CD117 ir Sca-1 — turéjo apie 22% Iasteliy, o atskirtoje lin°
HKL populiacijoje Siuos Zymenis turin¢iy lasteliy dalis buvo daugiau nei 3

kartus didesné (daugiau nei 73%). IS lin® HKL populiacijos atskirtoje lin°
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CD117" populiacijoje HKL biidingus Zymenis turinéiy lasteliy dalis sumazéjo
daugiau nei 12%. Apibendrinant galime teigti, kad misy atskirta peliy kauly
¢iulpy linn HKL populiacija pasizyméjo auksta peliu kauly ciulpy HKL
budingy zymeny (CD117 ir Sca-1) raiska bei neturéjo hemopoetiniy linijiniy
zymenuy. Remiantis miisy gautais duomenimis ir lyginant juos su literatliroje
apraSytais, galime teigti, kad misy iSskirta peliy kauly ciulpy lin® HKL
populiacija yra priskirtina KLS populiacijai, kuria sudaro ilgalaikés HKL,
trumpalaikés HKL bei hemopoetiniai pirmtakai (Okada ir kt., 1992; Challen ir
kt., 2009). Auksta CD34 Zymens raiska (daugiau nei 85%) ir CD38 neturinciy
lasteliy dalis (daugiau nei 70%) miisy atskirtoje lin” HKL populiacijoje rodo,
kad dauguma Sioje populiacijoje esan¢iy HKL yra aktyvintoje biisenoje, t.y.
trumpalaikés HKL. Taigi misy atskirtoje peliy kauly ciulpy lin® HKL
populiacijoje dauguma sudaré trumpalaikés HKL, likusioji dalis - ilgalaikés
HKL ir ankstyvieji hemopoetiniai pirmtakai.

Atsizvelge 1 gaunamy po ayskyrimo lasteliy kiekius (apie 3.5%) ir
auksta peliy kauly Ciulpy hemopoetinéms kamieninéms lasteléms biidingy
zymeny (CD117 ir Sca-1) raiSka tolesniems tyrimams pasirinkome lin® HKL

populiacija.

4.2. ISSKIRTU POPULIACIJU PRIESUZDEGIMINIO POVEIKIO [VERTINIMAS IN
Vivo

Uzdegimas — tai evoliucijos eigoje susiformaves patologinis procesas.
Jo metu pakenkto audinio plote vyksta progresuojantys pakitimai: pakinta
lasteliy strukttira ir funkcijos, uzdegimo zidinyje mobilizuojamos specifinés ir
nespecifinés apsaugos reakcijos. Literatliroje pateikiami duomenys rodo, kad
létinis uzdegimas zalingai veikia ilgalaikiy HKL aktyvuma (Zhao ir kt., 2010).
Taciau iki Siol neiSaiSkinti mechanizmai uzdegimo metu reguliuojantys HKL
palaikyma. Kadangi susirgimai, kuriems numatoma taikyti lasteliy terapija,
paprastai yra lydimi uzdegimo (Schwarting ir kt., 2008; Zhao ir kt., 2010;
Mueller ir kt., 2011), manome, kad kamieniniy lasteliy prieSuzdegiminio

poveikio tyrimas yra svarbus ir tikslingas. Remiantis literattiros duomenimis,
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po Sirdies ar neuroniniy iSeminiy pazeidimy transplantuotos HKL skatina
audinio atstatyma. HKL ir pirmtakai gali mazinti uzdegima po iSeminio
smegeny pazeidimo, mazina perifering imuning aktyvacija ir skatina
neuroapsauga po iSeminio insulto (Schwarting ir kt., 2008). Duomeny apie
sisteminius skirtingy hemopoetiniy lasteliu populiaciju prieSuzdegiminius
tyrimus aptikti nepavyko.

Siekdami i$siaiskinti atskirty ir identifikuoty hemopoetiniy lasteliy
populiacijy prieSuzdegiminj poveiki tyréme Siy populiacijy itaka pédos edemai
BALB/c peliy kontaktinio hiperjautrumo modelyje in vivo. Tyréme bendros
kauly &iulpy, lin” HKL ir lin" lasteliy populiaciju priesuzdegimini poveiki, kurj
nustatéme jverting lastelémis paveiktos ir sveikos tos pacios pelés uzpakaliniy

galliniy pédy svoriy skirtuma.

4.2.1. Bendros kauly Ciulpy populiacijos prieSuzdegiminis poveikis

Rezultatai, gauti tiriant bendra kauly Ciulpy lasteliy populiacija (4.2.1
pav.) parodé, kad skirtingos $ios populiacijos lasteliy koncentracijos (2x10°;
10% 10° lasteliv/pelei), praéjus 48 val. po ivedimo, prieSuzdegiminiu poveikiu
nepasizymi (nenustatyti zymesni pédy svoriy skirtumo sumaz¢jimai lyginant su
kontroline grupe). Sios lastelés pédos edemos neslopino, o ivedus 10° ir 10°
lasteliy buvo stebimas statistiSkai nereik§mingas edemos padidéjimas.

Manome, kad prieSuzdegiminis poveikis nepasireiské del per mazo
santykinio kamieniniy lasteliy kiekio transplantuotoje bendroje kauly ciulpu
lasteliy populiacijoje, o Sioje populiacijoje esancios diferencijuotos stromos
lastelés galé¢jo veikti edemos padidéjima. Todél tolimesniems tyrimams
pasirinkome i§ bendros peliu kauly ciulpy lasteliy populiacijos iSskirta lin®
HKL populiacija.
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4.2.1 pav. Bendros kauly ciulpy lasteliy populiacijos prieSuZdegiminis
poveikis BALB/c peliy kontaktinio hiperjautrumo modelyje. 1) 2x10°
lasteliu/pelei; 2) 10° lasteliu/pelei; 3) 10° lasteliu/pelei; 4) Neigiama kontrolé -
100l HBSS; 5) Teigiama kontrolé - prednizolonas (100 mg/kg gyvino
svorio); n=10 grupéje. Rezultatai pateikti kaip duomeny vidurkiai + SN.
*P<0.05 lyginant su neigiama kontrole.

4.2.2. Skirtingy koncentracijy lin- HKL populiacijos prieSuzdegiminis
poveikis

Ivertinome  skirtingy  koncentraciju  linn  HKL  populiacijos
prieSuzdegimini poveiki BALB/c peliy kontaktinio hiperjautrumo reakcijos
metu. Nustatéme, kad pragjus 48 val. po lasteliy ivedimo visos tirtosios
koncentracijos (5x106; 10% 10° lasteliu/pelei) efektyviai ir statistiSkai
reikSmingai (lyginant su neigiama kontrole) slopino edema (4.2.2 pav.).
Remiantis literatiros duomenimis, tiriant HKL poveiki uzdegimui bei
migracijg jvairiuose pazeidimo modeliuose (inksty, smegenu, kepenu, kauly
&iulpy) buvo naudojamos nuo 1x10° iki 3x10 lasteliy pelei koncentracijos
(Daldrup-Link ir kt., 2005; Colvin ir kt., 2007; Schwarting ir kt., 2008; Stroo ir
kt., 2009). Musy tirtoji 10° lasteliw/pelei lin” HKL koncentracija net 1,28 karto
efektyviau nei prednizolonas inhibavo edema. Todél vélesniuose skirtingy
populiacijy prieSuzdegiminio poveikio ir lin® HKL migracijos tyrimuose

naudojome 10° lasteliy/pelei koncentracija.
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4.2.2 pav. lin" HKL populiacijos prieSuZdegiminis poveikis BALB/c peliy
kontaktinio hiperjautrumo modelyje. 1) 5x10° lasteliu/pelei; 2) 10°
lasteliu/pelei; 3) 10° lasteliu/pelei; 4) Neigiama kontrolé - 100ul HBSS; 5)
Teigiama kontrolé - prednizolonas (100 mg/kg gyviino svorio); n=10 grupéje.
Rezultatai pateikti kaip duomeny vidurkiai + SN. *P<0.05 lyginant su
neigiama kontrole.

4.2.3. lin” HKL ir lin* populiacijy priesuZdegiminis poveikis

Istyre iskirty lin” HKL, lin", linn HKL kartu su lin"(1:10) lasteliy
populiacijy prieSuzdegimini poveiki BALB/c peliy pédos edemai kontaktinio
hiperjautrumo reakcijos metu nustatéme, kad visos tirtos lasteliy populiacijos
efektyviai ir statistiSkai reikSmingai slopino edema (4.2.3 pav.). Lyginant su
neigiama kontrole, pédos edema, veikiant skirtingomis hemopoetiniy lasteliy
populiacijomis, sumazéjo nuo 1,4 iki beveik 3 karty. Efektyviausiai (net iki
66%) edema buvo inhibuojama veikiant lin”- HKL populiacija (4.2.3 pav.; 3).
Nustatéme, kad miisy i$skirta lin" populiacija slopina pédos edema (4.2.3 pav.;
2). Lyginant su neigiama kontrole, ji buvo 31% mazesné. Tadiau lin"
populiacija, praturtinta 10% lin- HKL, 18% efektyviau slopino pédos edema
(4.2.3 pav.; 1), nors lyginant su lin- HKL populiacijos priesuzdegiminiu
poveikiu, lin~ populiacija veiké dvigubai silpniau. Miisy tyrimy duomenys,
gauti tiriant skirtingas kauly ¢iulpy hemopoetines populiacijas, parodé¢, kad Siuy
populiacijy prieSuzdegiminio poveikio efektyvumas yra tiesiogiai susijgs su

santykiniu populiacijoje esanciy lin® HKL kiekiu. Panasiy duomeny apie keliy
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skirtingy hemopoetiniy lasteliy populiacijuy prieSuzdegiminio poveiko tyrimus
mokslinéje literatiiroje neaptikome, nors atskiros $iy Iasteliy populiacijos buvo
tiriamos taikant jvairius pazeidimo modelius (Dalakas ir kt., 2005; Loebinger ir
Janes, 2007; Stroo ir kt., 2009; Zhao ir kt., 2010; Mueller ir kt., 2011).
Nepaisant jau atlikty moksliniy tyrimy, hemopoetiniy kamieniniy lasteliy
funkcionavimas uzdegimo metu néra gerai zinomas, o atlikty tyrimy duomenys

yra priestaringi.
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4.2.3 pav. Hemopoetiniy lasteliy populiacijy: lin- HKL, lin", lin- HKL +
lin® (1:10), 10° lasteliy/pelei koncentracijos prieSuZdegiminis poveikis
BALB/c peliy pédos edemai kontaktinio hiperjautrumo reakcijos atveju.
1) lin” HKL + lin"; 2) lin"; 3) lin HKL; 4) Neigiama kontrolé - 100ul HBSS;
5) Teigiama kontrolé - prednizolonas (100 mg/kg gyvino svorio); n=10.
Rezultatai pateikti kaip duomeny vidurkiai = SN. *P<0.05 lyginant su
neigiama kontrole.

Literatliroje yra duomeny, kad tiriant neurologinius iSeminius
pazeidimus buvo pastebétas prieSuzdegiminis HKL poveikis. Nustatyta, kad
transplantuotos HKL slopina periferini imunini atsaka bei maZina imuniniy
lasteliy infiltracija paZzeidimo vietoje (Schwarting ir kt., 2008). Zmogaus
virkstelés kraujo HKL sutrikdo CD8+ limfocity mobilizacija i§ bluznies bei
pasizymi prieSapoptoziniu poveikiu (Newcomb ir kt., 2006). Tiriant
neurologinius pazeidimus nustatyta, kad jvestos HKL mazina uzdegiminiy

citokiny receptoriy trankripty kieki bluznyje esanciose lastelése bei sutrikdo
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jose esan¢iy imuniniy geny trankripcija (Schwarting ir kt., 2008). Nustatyta,
kad HKL pavirsiuje esanc¢io TLR aktyvavimas skatina su hemopoeze susijusiy
trankripcijos aktyvatoriy slopinima, ilgalaikés HKL kauly ciulpuose
skatinamos iSeiti i§ ramybés biisenos (Zhao ir kt., 2010). Panasu, kad esant
pazeidimui cirkuliuojanc¢ios HKL, moduliuodamos imunini atsaka, geba
mazinti uzdegima pazeidimo vietoje. Taip biity galima paaiskinti misy tirtos
linn HKL populiacijos prieSuzdegimini poveiki, pasireiskiantj pédos edema
slopinanciu efektu peliy kontaktinio hiperjautrumo modelyje. Kita vertus
cirkuliuojan¢ios HKL gali biiti Saltiniu vietinei imuniniy efektoriniy lasteliy
gamybai ir taip dalyvauti uzdegimo slopinime. Nustatyta, kad TL receptoriaus
aktyvavimas pazeidimo vietoje esan¢iy HKL pavirSiuje skatina juy
diferencijacija | imunines efektorines lasteles (Jaiswal ir Weissman, 2009). Tai
taip pat padéty paaiskinti masy iSskirtos lin- HKL populiacijos teigiama
priesuzdegiminj poveiki pédos edemai. Nors lin" lasteliy populiacijos poveikis
ir buvo kur kas silpnesnis lyginant su lin- HKL populiacija, taciau labiau
diferencijuoty hemopoetiniy Iasteliy jvedimas slopino pédos edema peliy
kontaktinio hiperjautrumo modelyje. Diferencijuoty ar besidiferencijuojanciy
lin" populiacijos lasteliu patekimas i pazeista péda galéjo padidinti efektoriniy
imuniniy lasteliy, dalyvaujanciy uzdegimo slopinime, skaitlinguma. Silpnesnis
lin" populiacijos poveikis pédos edemos inhibicijai paai$kinamas lasteliy
heterogeniSkumu  Sioje  populiacijoje ir silpnesnémis proliferacinémis
savybémis. Galbut lint+ ir lin- populiacijose esanc¢iy mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy edema slopinantis poveikis in vivo be $iy lasteliy padauginimo in vitro

yra mazai tikétinas.

4.2.4. lin” HKL ir lin* populiacijy poveikis citokiny kiekiams peliy kraujo
serume

Zinoma, kad uzdegimo metu paZeistame audinyje aktyvinama citokinu,
chemokiny ir proteolitiniy fermenty produkcija, kas gali padidinti audinio
pazeidima (Emsley ir Tyrrell, 2002). Citokinai, tokie kaip TNF-a, IL-1 ir IL-8,

dalyvauja uzdegimo reguliavime sustiprindami uzdegima pazeistame audinyje.
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Jie skatina leukocity infiltracija i uzdegimo zidini (Bemeur ir kt., 2005).
Nustatyta, kad prouzdegiminis monocitymakrofagy, T ir NK Iasteliy
produkuojamas citokinas TNF-a veikia kaip uzdegimo mediatorius (Wellen ir
Hotamisligil, 2005). Makrofagy sintetinamas IL-10 atlicka prieSuzdegiminio
citokino vaidmenj (Gomariz ir kt., 2007) — slopina prouzdegiminiuy citokiny
gamyba, saugodamas audini nuo galimy pernelyg intensyviy uzdegiminiy
procesy (Hallenbeck, 2002). Kadangi $iy uzdegimo reguliatoriy (TNF-q ir IL-
10) kiekiai kraujyje yra svarbiis rodikliai vertinant uzdegima, mes sickéme
ivertinti skirtingy hemopoetiniy lasteliy populiacijy itaka Siy citokiny kiekiams
kontaktinio hiperjautrumo modelyje.

Miisy atlikti tyrimai parodé, kad visy skirtingomis hemopoetiniy lasteliu
populiacijomis paveikty peliy kraujo serume TNF-o koncentracija buvo nuo
1.2 iki 3.5 karto mazesné, nei neigiamos kontrolinés grupés peliu kraujyje
(4.2.4 pav). Tuo tarpu IL-10 koncentracija buvo nuo 1.3 iki 3.6 karto didesné.
Remiantis literatiiros duomenimis, po fetaliniy kepeny HKL transplantacijos
stebimas TNF-o kiekio sumazéjimas ir IL-10 koncentracijos padidéjimas
(Biziuleviciene ir kt., 2007). Kity autoriy darbai rodo, kad esant CNS
pazeidimui transplantuotos kamieninés lastelés sumazina TNF-a ir padidina
IL-10 kiekius pazeidimo regione, bei sumazina neuroninius pazeidimus,
atsirandancius uzdegimo metu (Liu ir kt., 2009). Misy darbe nustatyti Siy
citokiny kiekiai lastelémis paveikty peliy kraujyje parod¢, kad uzdegiminiai
procesai kontaktinio hiperjautrumo modelyje, jvedus skirtingas hemopoetiniy
lasteliu populiacijas, yra slopinami. Citokiny koncentracijos poky¢iai peliy
kraujo serume ivedus skirtingas hemopoetiniy lasteliy populiacijas (lin” HKL,
lin", lin" HKL + lin" (1:10)) kontaktinio hiperjautrumo reakcijos metu, praéjus
48 val. po lasteliy (10° lasteliu/pelei) {vedimo, yra proporcingi pédos edemos
inhibicijai pragjus 48 wval. po atitinkamy hemopoetiniy lasteliy (106
lasteliu/pelei) populiacijy jvedimo. Tai patvirtina i§skirty lin” HKL, lin’, lin"
HKL kartu su lin" populiacijy prieSuzdegiminj poveiki. Mes nustatéme, kad
maziausi citokiny kiekiy pokyciai, kaip ir poveikis pédos edemai, nustatyti

peliy, kurioms buvo transplantuotos lin" populiacijos lastelés, kraujo serume.
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TNF-a koncentracija jame buvo 1.2 karto mazesné, o IL-10 — 1.3 karto
didesn¢, lyginant su nustatytais Siy citokiny kiekiais neigiamos kontrolinés
grupés peliy kraujyje. Zymiausi $iy citokiny poky¢iai nustatyti peliu, kurioms
buvo ivestos lin- HKL populiacijos lastelés, kraujyje. TNF-a koncentracija
jame buvo 3.5 karto mazesné, o IL-10 — 3.6 karto didesné, negu neigiamos
kontrolinés grupés peliu kraujyje. Si populiacija taip pat pasizyméjo
efektyviausiu edema slopinanciu poveikiu. Nustatyti citokiny koncentracijos
poky¢iai, ivedus skirtingas hemopoetiniy lasteliy populiacijas, patvirtina Siy

populiacijy priesuzdegimini poveiki.
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4.2.4 pav. Hemopoetiniy lasteliy populiacijy: lin-, lin+, lin- kartu su
lin+(1:10), poveikis citokiny TNF-a ir IL-10 koncentracijai BALB/c
peliy kraujo serume kontaktinio hiperjautrumo reakcijos metu, praéjus
48 val. po lasteliy ot lasteliy/pelei) jvedimo. Neigiama kontrolé - 100pul
PBS; Teigiama kontrolé - prednizolonas (100 mg/kg gyviino svorio).
Rezultatai pateikti kaip vidurkiai = SN. Pazyméti duomenys rodo skirtumo
nuo neigiamos kontrolés reik§minguma: *P<0.01; **P<0.001.

Sistemiskai jvesty HKL prieSuzdegiminis aktyvumas gali biti siejamas
su netiesioginiu ju poveikiu uzdegimui, tac¢iau galimas ir tiesioginis HKL
dalyvavimas uzdegimo slopinime. Literatiroje yra duomeny apie
transplantuoty HKL lokalizacija pazeidimo vietoje kepenu, smegeny, inksty,
plauciy pazeidimo modeliuose (Dalakas ir kt., 2005; Loebinger ir Janes, 2007;
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Schwarting ir kt., 2008; Stroo ir kt., 2009). Kita vertus klinikiniuose alogeniniy
HKL transplantacijy tyrimuose donorinés kilmés lastelés buvo aptinkamos
beveik visuose recipiento organuose ir audiniuose (Rovo ir Gratwohl, 2008;
Mueller ir kt., 2011). Gali bati, kad cirkuliuojanc¢ios HKL, esant pazeidimui,
pasizymi dvejopu poveikiu: moduliuoja imunini atsaka ir tarnauja Saltiniu
vietinei efektoriniy imuniniy lasteliy gamybai pazeidimo vietoje. Tokiu budu
slopinamas uzdegimas ir skatinama audinio regeneracija.

Hemopoetiniy kamieniniy lasteliy prieSuzdegiminis poveikis néra
pakankamai suprastas ir reikalauja iSsamesniy tyrimy tiek esant uzdegimui dél
pazeidimy, tiek esant patologiju veikiamam chroniskam uzdegimui. Norédami
nustatyti galima musy tirtos lin- HKL populiacijos prieSuzdegiminio poveikio
pobiidi, nusprendéme istirti Siy lasteliy migracija BALB/c peliy kontaktinio

hiperjautrumo reakcijos modelyje.

4.3. TRANSPLANTUOTU HEMOPOETINIUY KAMIENINIU LIN" POPULIACIJOS
LASTELIU MIGRACIJA

Hemopoetiniy kamieniniy lasteliy migracija { pazeistus periferinius
audinius ir galimi juy diferenciacijos procesai kol kas yra menkai iStirti.
Literatiiroje apraSyti duomenys leidzia manyti, kad HKL ir ju pirmtakai geba
tiesiogiai dalyvauti uzdegime (Jaiswal ir Weissman, 2009). Manoma, kad
uzdegimo vietoje HKL gali diferencijuotis mieloidine ar audiniui specifine
kryptimis. HKL diferenciacija mieloidine kryptimi periferiniame audinyje,
manoma, yra susijusi su TLR aktyvavimu, tuo tarpu diferenciacija audiniui
specifine kryptimi, nors ir nustatyta tyrimais in vivo, lieka gin¢ytina (Laird ir
kt., 2008). Periferiniame audinyje esanc¢iy hemopoetiniy kamieniniy ir
pirmtakiniy Iasteliy TLR receptoriy aktyvavimas gali paskatinti greita HKL
ir/ar pirmtaky diferenciacija i makrofagus ir/ar dendritines lasteles, kurios yra
esminiai greito imuninio atsako i jvairius patogenus komponentai (Jaiswal ir
Weissman, 2009). Literatiiroje pateikiami transplantuoty lasteliy migracijos ir

kinetikos tyrimy rezultatai néra vienareik§miai. Nesutariama, kur migruoja
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transplantuotos HKL esant pazeidimui, ar migracija link pazeidimo vietos yra

specifing, ir koks laiko tarpas reikalingas migracijai.

4.3.1. HKL migracijos jvertinimas

Misy eksperimenty tikslas buvo nustatyti, kur in vivo migruoja
transplantuotos linm HKL esant paZzeidimui. Sios populiacijos migracijos
tyrimui  pasirinkome BALB/c peliu kontaktinio hiperjautrumo modelj.
Tiriamyjy lasteliy membranas pazyméjome nespecifiniu fluorescuojanciu
PKH67 dazu. Norédami issiaiskinti, ar lin” HKL migruoja tik | pazeista audini
ar tam tikra jy dalis migruoja ir { kitus organus, praéjus 48 val. po lasteliy (10°
lin- HKL) susvirkstimo, atlikome pédos edemos, sveikos pédos, kepeny ir
bluznies audiniy histologing analiz¢. Miusy atlikti lin® HKL populiacijos
migracijos tyrimai BALB/c peliy kontaktinio hiperjautrumo modelyje parodé,
kad PKH67 dazu zymétos lin” HKL po 48 val. aptinkamos BALB/c peliy pédos
edemos histologiniuose meéginiuose, tuo tarpu misy tirtuose sveikos pedos
histologiniuose preparatuose zymétos lin® HKL aptiktos nebuvo. Kiti autoriai
tirdami migracija inksty pazeidimo modelyje pastebéjo, kad HKL yra
aptinkamos pazeistame inkste praéjus 24 val. po ju transplantacijos (Stroo ir
kt., 2009). Isanalizave kepeny ir bluznies histologinius preparatus, pragjus 48
val. po lasteliy susvirkstimo, mes pastebéjome juose zZymétas lasteles (4.3.1
pav.), kas rodo transplantuoty lasteliu migracija bei atitinka literatiiroje
aptinkamus duomenis apie lasteliy pasiskirstyma minétuose organuose praéjus
48 val. po hemopoetiniy lasteliy susvirkstimo (Daldrup-Link ir kt., 2005).
Magnetinio rezonanso metodu hemopoetinés kamieninés lastelés buvo aptiktos
peliy limfoidiniuose organuose praéjus 1 ir 24 val. po transplantacijos
(Daldrup-Link ir kt., 2005). Kiti autoriai transplantuoty hemopoetiniy
kamieniniy lasteliy sankaupas kauly ciulpuose aptinka tik po 4-5 dieny
(Askenasy ir Farkas, 2002; Askenasy ir kt., 2002).
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4.3.1 pav. Histologiniai BALB/c peliy audiniy preparatai: pédos edemos (A,
B), bluznies (C, D) ir kepenu (E, F). Biopsijos histologiniam vertinimui
paimtos praéjus 48 val. po zyméty lasteliy jvedimo. DeSinéje fluorescentinés
mikroskopijos vaizdas, kairéje — Sviesinés (originalus didinimas 20x(A-D),
40x(E,F)). Rodyklés nurodo zymétas donorines lastelés.
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[verting gautus rezultatus nustatéme, kad po 48 val. lin- HKL yra
aptinkamos pazeistoje pédoje, bluznyje ir kepenyse. Bluznis ir kepenys gali
biti vertinami kaip tarpiniai migracijos organai, i§ kur vyksta tolesné HKL
migracija. Remiantis literatiiros duomenimis, taikant peliu
ksenotransplantacijos modeli buvo parodyta, kad sistemiskai in vivo jvesti
HKL pirmtakai migruoja i tarpinius organus (bluznj ir kepenis) ir { organg
Htaikini“ — kauly Ciulpus (Daldrup-Link ir kt., 2005). Misy tyrimy metu
zyméty lin- HKL sveikoje pédoje, praéjus 48 val. po ivedimo, aptikta nebuvo.
Tai rodo, kad migracija | pazeista péda néra atsitiktiné, lin”- HKL selektyviai
migruoja | pazeidimo vieta. Literatiroje yra nemazai duomeny apie
transplantuoty kamieniniy lasteliy migracija. Tyrimai in vivo rodo, kad peléms
intravenisSkai jvedus Zymétas hemopoetines kamienines lasteles, jos yra
aptinkamos recipientiniy peliy kauly ciulpuose, bluznyje bei kepenyse
(Askenasy ir kt., 2002; Daldrup-Link ir kt., 2005; Colvin ir kt., 2007).
Eksperimentiniy ar klinikiniy tyrimy metu nustatyta, kad hemopoetinés
kamieninés lastelés gali migruoti | pazeista audinj (Laird ir kt., 2008). HKL
migracija | pazeistas kepenis, inkstus, smegenis, bei kitus organus nustatyta
taikant {vairius pazeidimy modelius (Dalakas ir kt., 2005; Colvin ir kt., 2007,
Schwarting ir kt., 2008; Stroo ir kt., 2009). Pastebéta, kad taikant inksty
pazeidimo modeli vyksta selektyvi kamieniniuy lasteliu migracija | pazeista
inksta (Stroo ir kt., 2009), o taikant uzdegimo modeli nustatyta, kad vaisiaus
kepeny HKL selektyviai migruoja | pédos edema (Biziuleviciene ir kt., 2007).
Manoma, kad HKL migracija reguliuoja SDF-1, kurio koncentracija
pazeistame audinyje uzdegimo metu padidéja (Guo ir kt., 2003). Kepeny
pazeidimo atveju nustatyta, kad HKL ne tik selektyviai migruoja i kepenis, bet
ir dalyvauja ju regeneracijoje (Dalakas ir kt., 2005). Misuy atlikti tyrimai
kontaktinio hiperjautrumo modelyje rodo, kad HKL pasizymi prieSuzdegiminiu
poveikiu — mazina pédos edema. Literatiiroje néra bendro sutarimo apie
galimus mechanizmus veikiancius HKL pazeidimo vietoje. Yra duomeny, kad
audiniy atstatymas gali vykti dél spontaninio HKL susiliejimo su paZzeisto

audinio lastelémis arba transdiferenciacijos (Dalakas ir kt., 2005). Kity autoriy
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duomenys, gauti tiriant Sirdies ir smegeny pazeidimus rodo, kad HKL gali
dalyvauti pazeisto audinio atstatyme skatindamos neoangiogenezg ir
mazindamos pazeisto audinio lasteliy apoptoze¢ (Schwarting ir kt., 2008). Taip
pat parodyta, kad HKL pavirSiuje esancio TLR aktyvavimas gali paskatinti
pazeidimo vietoje esan¢iy HKL spacdia diferenciacija i makrofagus ir
dendritines lasteles, bei tiesiogini ju dalyvavima uzdegime (Jaiswal ir
Weissman, 2009). Tikétina, kad Sie mechanizmai gali veikti kartu pazeidimo
vietoje kaip bendro regeneracijos proceso dalis. Gali biiti, kad pats pazeidimo
pobiidis nulemia vieno ar kito mechanizmo stipresnj pasireiskima pazeidimo
vietoje. Nepaisant to, kokie mechanizmai veikia, po transplantacijos HKL
pasiekia pazeidimo vieta. Taciau néra aisku, per kiek laiko transplantuotos
lastelés patenka | pazeista audini ir kitus svarbius audinius ar organus. [verting
tai, toliau nusprendéme isStirti musy iSskirty lin® HKL lasteliu migracijos

kinetika.

4.3.2. HKL migracijos kinetika

Nuosekliy hemopoetiniy kamieniniy lasteliy migracijos kinetikos tyrimy
duomeny literatiroje mums aptikti nepavyko. Siekdami iSsiaiskinti lin® HKL
migracijos kinetika { pazeista ir kitus audinius BALB/c peliy kontaktinio
hiperjautrumo reakcijos modelyje, atlikome pédos edemos, sveikos pédos,
kepeny ir bluznies audiniy histologing analize praéjus 1, 4, 8, 12, 24, 48 ir 72
val. po zyméty lasteliy (10° lin” HKL) {vedimo (4.3.2 paveikslas).

Misy atlikti HKL migracijos tyrimai parodé, kad jau po 1 val
zymétos lin- HKL yra aptinkamos tiriamuy peliu pédos edemos ir kepeny
histologiniuose preparatuose, tuo tarpu bluznyje Zymétas lasteles aptikome tik
pragjus 4 val. po transplantacijos (4.3.1 lentelé).

Remiantis literatiiros duomenimis, praéjus 1val. po HKL jvedimo,
jos aptinkamos ir kauly Ciulpuose bei periferiniame kraujyje (Colvin ir kt.,
2007). Kity autoriy tyrimai rodo, kad zyméti hemopoetiniy lasteliy pirmtakai
kepenyse ir bluznyje aptinkami ir pra¢jus 1, 4, 24 bei 48 val. po
transplantacijos, o kauly ¢iulpuose — tik po 24val. (Daldrup-Link ir kt., 2005).
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Naudojant inksty pazeidimo modelj nustatyta, kad HKL inkstuose aptinkamos
pragjus 24 val. po transplantacijos (Stroo ir kt., 2009). O vos po 3 val
transplantuoty kamieniniy lasteliy periferiniame kraujyje jau nebeaptinkama
(Colvin ir kt., 2007). Musy atlikti HKL migracijos kinetikos tyrimai parode,
kad lin" HKL kepenyse aptinkamos ir pragjus 48 val. po ivedimo, tuo tarpu
bluznyje ir pédos edemoje jas galima aptikti net ir po 72 val. Visais miisy

tirtais laiko intervalais Zyméty lin- HKL sveikoje pédoje aptikta nebuvo.

4.3.1 lentelée. Donoriniy lasteliy nustatymas sveikos pédos,
pédos edemos, bluZnies ir kepeny histologiniuose preparatuose
po lasteliy transplantacijos praéjus skirtingiems laiko
intervalams.

Valandos 1 4 8 12 24 48 72

Meéginys

Pédos edema + + + + + + +
Bluznis - + + + + + +
Kepenys + + + + + + -
Nepaveikta péda - - - - - - -

(+) - teigiamas; (-) — neigiamas. Eksperimentas kartotas 3 kartus.

Iverting savo gautus rezultatus nustatéme, kad transplantuotos lin”
hemopoetinés kamieninés lastelés BALB/c peliy kontaktinio hiperjautrumo
modelyje pirmiausiai migruoja i pelés pédos edema (kur dalyvauja uzdegimo
slopinime) ir kepenis, kiek véliau jos aptinkamos bluznyje. Kadangi praéjus 72
val. lin” HKL kepenyse jau nebuvo aptinkamos, tai patvirtino prielaida apie Siy
lasteliu migracija i kepenis kaip 1 tarpinj organa, i§ kurio véliau pasiSalinama.
Taciau bluznyje po 4 val. aptiktos lin® HKL joje isSliko iki 72 val. Tai
priestarauja prielaidai, kad transplantuotos HKL migruoja { bluznji, kaip {
tarpini organa,. Literatiiroje yra duomeny, kad esant hemopoetiniam stresui
galima HKL migracija i bluznyje esan¢ias HKL ektopines niSas (Jaiswal ir
Weissman, 2009). Tod¢l peléms sukeltas pédos uzdegimas gal¢jo veikti lin®

HKL migracija i bluznies ektopines HKL niSas, o bluznis Siuo atveju galbiit
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néra tik tarpinis migracijos organas, nes tam tikromis aplinkybémis ji gali biiti
ir dalies HKL migracijos ,.taikinys®. Taciau norint tai patvirtinti reikalingi

i§samesni migracijos tyrimai.

4.3.2 pav. Histologiniai BALB/c peliy audiniy preparatai: pédos edema (A,
B), bluznis (C, D) ir kepenys (E, F). Desinéje fluorescentinés mikroskopijos
vaizdas, kairéje — Sviesinés (originalus didinimas 20x). Rodyklés nurodo
zymétas donorines lasteles (100 um skaléje).
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Visais misy tirtais laiko intervalais zyméty lin® HKL sveikoje pédoje
neaptikome, galime teigti, kad lin” HKL migracija { pazeista péda yra selektyvi.
Misy atlikti tyrimai parodé, kad lin” HKL greitai migruoja | pédos edema
kontaktinio hiperjautrumo modelyje: jau po 1 val. jos aptinkamos pazeidimo
vietoje, kur iSlieka iki 72 val. Tai patvirtina teiginius apie selektyvia jvesty lin’
HKL migracija 1 uzdegimo zidini bei galima tiesiogini juy dalyvavima
uzdegimo slopinime ir pazeisto audinio atstatyme.

Kadangi tiriant histologinius preparatus sunku jvertinti, kiek migravusiy
zyméty lasteliy yra tiriamajame audinyje, o atskiri histologiniai pjuviai
neatspindi migravusiy donorinés kilmés lin- HKL kiekiy tiriamame audinyje,
negalima daryti iSvady apie ivesty lin” HKL kiekiy poky¢ius tyrimo eigoje. Tai

paskatino mus atlikti kiekybinj lin” HKL migracijos kinetikos vertinima.

4.4. TRANSPLANTUOTU HEMOPOETINIU KAMIENINIU LASTELIY LIN
POPULIACIJOS KIEKYBINIS MIGRACIJOS KINETIKOS [VERTINIMAS

Remiantis literatiiros duomenimis, donoro HKL po alogeniniy
transplantacijuy gali biti aptinkamos beveik visuose recipiento organuose bei
audiniuose: CNS, odoje, endotelyje, naguose, kepenyse, Zarnyne, gimdoje,
plauciuose ir raumenyse (Alison ir kt., 2000; Korbling ir kt., 2002; Tran ir kt.,
2003; Cogle ir kt., 2004; Spyridonidis ir kt., 2004). Donorinés lastelés nebuvo
aptiktos tik recipiento plauko folikule (Hong ir kt., 2007). Ivairiy autoriy
duomenimis, donoriniy lasteliy recipiento audiniuose aptinkama nuo 0.04%
(zarnyno epitelyje) iki 72.9% (ranky naguose) (Meignin ir kt., 2004; Imanishi
ir kt., 2007). Taciau Siuose darbuose nebuvo tirta migracijos | audinius
kinetika. Mes iStyréme transplantuoty lin® HKL migracijos kinetika BALB/c
peliy kontaktinio hiperjautrumo reakcijos modelyje ir kiekybiskai jvertinome
transplantuoty lin- HKL migracija i uzdegimo zidinj pédoje ir kitus nepazeistus
organus. Tyrimus atlikome realaus laiko polimerazinés grandininés reakcijos
(RT-PCR) metodu, pries tai sudarg standartines kreives.
Standartiniy kreiviy sudarymas. 18 BALB/c peliy patinéliy isskirta DNR buvo
maiSoma tam tikru santykiu su BALB/c peliy pateliy DNR. Naudojome S$iuos
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patinéliy ir pateliy DNR miSinio santykius: 1:10; 1:30, 1:100; 1:300; 1:1000;
1:3000; 1:10 000; 1:30 000; 1:100 000. RT-PCR metodu nustatéme TSPY
(eancio tik patinéliy Y chromosomoje) ir B-aktino (esancio abieju ly¢iy lasteliu
DNR) geny kiekius méginiuose (4.4.1 pav). Tai atspindi atitinkamy lasteliy
DNR kiekius méginiuose. Taip pat analizavome jvairias patiny ir pateliy DNR
koncentracijas (4.4.2 pav). Sie duomenys reikalingi vélesniam tiriamuyjy
méginiy normalizavimui (pagal p-akting) ir kalibravimui (pagal TSPY) esant
nezinomam BALB/c patin¢liy ir pateliy kilmés DNR kiekiui méginyje.
Siekdami jsitikinti, kad nespecifiniai fragmentai néra amplifikuojami RT-PGR
metu, produkto dydzius analizavome elektroforetiskai agarozés gelyje (4.4.3

pav). Nespecifinés amplifikacijos neaptikome.

Norm. Fluoro.
Norm. Fluoro.

6 18 20 2 24 % 8 31 2 U F B/ 40 B 18 20 2 24 2% 28 31 R MU B B/ A
Cycle Cycle

4.4.1 pav. TSPY amplifikacijos Kkalibraciné kreivé. Skirtingu santykiu
maiSytos pateliy ir patin¢liy DNR amplifikacija pagal TSPY (kair¢je) ir B-
aktino (desinéje) genus. Skaiciai Zymi pavyzdziy, su skirtingu patinéliy DNR
kiekiu, TSPY geno amplifikacija 100 ng patin¢liy ir pateliy DNR miSinio: 1)
1:10; 2) 1:30; 3) 1:100; 4) 1:300; 5) 1:1000; 6) 1:3000; 7) 1:10 000; 8) 1:30
000; 9) 1:100 000.
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4.4.2 pav. Skirtingy koncentracijy DNR amplifikacija: patin¢liy — pagal
TSPY (kair¢je) ir pateliy pagal B-aktino (deSin¢je) genus. Skai¢iai nurodo
DNR kieki: 1) 100 ng; 2) 10 ng; 3) 1 ng; 4) 0.1 ng; 5) 0.01ng.
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Standartines kreives patikrinome analizuodami méginius, kuriuose tam
tikru santykiu pries i$skiriant DNR buvo sumaiSytos patinéliy ir pateliy lastelés
santykiais: 1:10; 1:30, 1:100; 1:300; 1:1000; 1:3000; 1:10 000; 1:30 000; 1:100
000. Kiekybiskai nustatéme TSPY ir f-aktino geny amplifikacija, kuri atspindi
patinéliy ir pateliy DNR kiekius méginiuose. Atlik¢ duomeny apdorojima,
gautus rezultatus palyginome su standartinémis kreivémis (4.4.4 pav).

Po HKL transplantacijos praéjus 1, 4, 8, 12, 24, 48 ir 72 val. éméme
bluznies, inksty, kauly ¢iulpy, plauciy, kepeny, pazeistos ir/arba sveikos pédos
audiniy méginius. Nustatétme TSPY ir B-aktino geny kiekius méginiuose.

Atlike duomeny apdorojima, gautus rezultatus palyginome su standartinés

kreivés duomenimis.
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4.4.3 pav. Polimerazinés ciklinés reakcijos produkty elektroforetiné
analizé. Gauti TSPY (1-5) ir B-aktino (7-15) genu produkty dydziai atitinka
teoriskai iSskaic¢iuotus (110 ir 103 bp atitinkamai) ; 6 — neigiama kontrolé; M —
zymi DNR dydzio standartus (nuo virSaus 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900,
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp).

12 ™ Cycling A Green-2 (Page 11
: i | R=0g0878
i | Re2=ngarsT
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Norm. Fluoro.

® 18 M 2 24 6 B N RN MU F B 40 Concantration
Cycle

4.4.4 pav. TSPY amplifikacijos kalibracinés kreivés tikrinimas. Skaiciu
pazymétas méginys, iSskirtas i$ lasteliy suspensijos, kurioje patinéliy ir pateliy
lasteliy santykiai: 1) 1:300; 2) 1:1000.
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4.4.1. HKL migracija j bluznj

Tirdami bluznies audinio méginius pasteb¢jome, kad transplantuotos lin®
HKL lastelés po 4 val. yra aptinkamos pateliu recipienc¢iy bluznyje, kur islieka
iki 72 val. (4.4.5 pav) Tai patvirtina anks¢iau misy atlikty migracijos tyrimy su

zymeétomis lin- HKL rezultatus.
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4.4.5 pav. Transplantuotos lin- HKL populiacijos kiekybinis
migracijos kinetikos j bluZznj jvertinimas BALB/c peliy
kontaktinio hiperjautrumo reakcijos modelyje.

Literatiiroje skelbiami duomenys rodo, kad Zyméti hemopoetiniy
lasteliy pirmtakai bluznyje pirma karta aptinkami praéjus 1, 4, 24 ir 48 val. po
transplantacijos (Daldrup-Link ir kt., 2005). Manome, jog gauty rezultaty
skirtumai gali buti susij¢ su skirtingy hemopoetiniy lasteliy populiaciju
panaudojimu. Taip pat nustatéme, kad transplantuoty donoriniy lasteliy kiekiai
sveiky ir paveikty peliy bluznyse skiriasi (4.4.5 pav). Pragjus 4 val. po lin’
HKL transplantacijos, paveiktos pelés (kuriai sukelta pédos edema) bluznyje
aptinkami donoriniy lasteliy pédsakai (< 1:100 000), tuo tarpu sveikos pelés
bluznyje donorinés kilmés lasteliy kiekis buvo daugiau nei 3 kartus didesnis —
1:30 000. Po 8 val donorinés kilmés lasteliy sveikos pelés bluznyje aptinkama

santykiu 1:10 000, ir toks kiekis iSlieka iki 72 val. Esant uzdegimui toks
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donorinés kilmés lasteliy kiekis (1:10 000) bluznyje aptinkamas tik praéjus 12
val. po lin" HKL tranplantacijos. Pragjus 48 val. jy randama net 3 kartus
maziau (1:30 000), o po 72 val. aptinkami tik pédsakai (< 1:100 000).
Manome, kad transplantuoty lin™ HKL kiekiy skirtumus bluznyje skirtingais
laiko intervalais veikia uzdegimas pédoje. Remiantis literatiira, streso metu
HKL i§ kauly ciulpy gali migruoti i bluznies ektopines niSas (Jaiswal ir
Weissman, 2009). Gauti tyrimy duomenys apie transplantuoty lin” HKL kiekiy
pokyc¢ius bluznyje, esant pédos uzdegimui, leidzia manyti, kad vélesnis Siy
lasteliy migravimas | bluznj yra susij¢s su laisvy hemopoetiniy ektopiniy nisu
bluznyje nebuvimu. Po transplantacijos praéjus 12 val., atsiradusios laisvos
niSos paskatino antring lasteliy migracija i bluznj, o dar po 12 val. donorinés
kilmés lasteliy kiekis bluznyje pradéjo mazéti. Toks sumazéjimas gali buti

susijes su nisose esan¢iy lin” HKL sunykimu arba i§éjimu i cirkuliacija.

4.4.2. HKL migracija j inkstus

Tirdami inksty audinio méginius nustatéme, kad transplantuotos lin®
HKL po 1 val. aptinkamos pateliy recipienciy inkstuose, kur jy pédsakai islieka
iki 72 val. (4.4.6 pav).

Remiantis literatiiros duomenimis, taikant inksty pazeidimo modeli
nustatyta, kad jvestos HKL inkstuose aptinkamos po 24 val. (Stroo ir kt.,
2009). Mes po 1 val. inkstuose donorinés kilmés lasteliy aptikome gana gausiai
(1:3000), taciau jau po 4 val. inkstuose ju liko tik pédsakai (< 1:100 000),
kuriuos dar buvo galima aptikti ir pra¢jus 72 val. Toks didelis donorinés kilmeés
lasteliy kiekis inkstuose po 1 val. ir greitas juy pasiSalinamas i inksty rodo, kad
po 1 val. inkstuose buvo aptinkamos kraujotakoje esancios donorinés kilmés
lastelés. Pastebéta, kad praéjus 3 val. po HKL ivedimo, kamieniniy lasteliy
periferiniame kraujyje jau nebeaptinkama (Colvin ir kt., 2007). Donorinés
kilmés lin- HKL kiekiy skirtumy sveiky ir paveikty peliy inkstuose

nenustatéme.
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Meginiu paemimo laikas po lasteliu ivedimo

4.4.6 pav. Transplantuotos lin- HKL populiacijos kiekybinis
migracijos kinetikos | inkstus jvertinimas BALB/c peliy
kontaktinio hiperjautrumo reakcijos modelyje.

4.4.3. HKL migracija | kauly Ciulpus

Misy tirtuose kauly ciulpy méginiuose, praégjus 1 val. po lasteliy
ivedimo, nustatytas didelis transplantuoty lin® HKL kiekis peliy recipienciu
kauly ¢iulpuose (1:300), kur jos iSlieka iki 72 val. (4.4.7 pav). Kity autoriy
duomenys, gauti tiriant lin"Sca-1" hemopoetiniy kamieniniy lasteliy migracija
singeninése C57BL/6J linijos pelése, rodo, kad donorinés lastelés kauly
Ciulpuose aptinkamos po 1, 3 ir 6 val. (Colvin ir kt., 2007). Remiantis miisy
gautais duomenimis, donorinés kilmés Iasteliy kiekiai sveiky ir paveikty
(sukeltas uzdegimas pédoje ) peliy kauly ¢iulpuose tam tikrais laiko intervalais
skiriasi (4.4.7 pav). Pragjus 1 val. po lasteliy jvedimo, donorinés kilmés lasteliy
kiekiai tiek sveikuy, tiek paveikty peliy kauly ¢iulpuose yra vienodi, taciau po 4
val. paveiktose pelése stebimas donorinés kilmés lasteliy sumazéjimas (iki
1:1000), tuo tarpu sveikose pelése jis iSlieka toks pat ir pra¢jus 12 val. Po 12
val. donorinés kilmés lasteliy kiekio sumazéjimas nustatytas tiek paveiktose,
tieck sveikose pelése (1:3000 ir 1:1000 atitinkamai). Sveikose pelése toks

donorinés kilmés lasteliy kiekis iSlieka iki 72 val. Paveiktose pelése po 48 val.
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stebimas donorinés kilmés Iasteliy kiekio padidéjimas (1:1000), jis islieka iki
72 val. Manome, kad donorinés kilmes lin- HKL kiekio mazéjimas kauly
Ciulpuose susijes su nuolatiniu jy i$¢jimu { cirkuliacija,o kiekio svyravimai — su
HKL cirkuliacija. Literatiiroje yra duomeny rodanciy, kad i§ kauly Ciulpy 1
kraujotaka patekusios HKL gali migruoti { ivairius audinius (bluzni, kepenis,
inkstus, plaucius ir pan.). Nesant atitinkamy signaly, HKL i§ audiniy pereina {
limfa, o 1§ jos grizta atgal | kraujotaka, toliau { kauly ¢iulpus arba kartoja savo

keliong po organizma (Massberg ir kt., 2007).
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Donoro ir recipiento DNR santykis meginyje

1 val. 4 val. 8 val. 12val. 24val. 48val. 72val.

Meginiu paemimo laikas po lasteliu ivedimo

4.4.7 pav. Transplantuotos lin- HKL populiacijos kiekybinis
migracijos kinetikos j kauly ¢iulpus jvertinimas BALB/c
peliy kontaktinio hiperjautrumo reakcijos modelyje.

Savo tyrimuose pastebéjome, kad transplantuoty lin® HKL Iasteliy
kiekio sumazéjimas paveikty peliy kauly ¢iulpuose po 12 val. ir padidéjimas po
48 wval. (4.4.7 pav.) atitinka Siy donorinés kilmés lasteliy kiekio bluznyje
padidéjima po 12 val. ir sumazeéjima po 48 val. (4.4.5 pav.) Literatiiroje
pateikiami duomenys teigia, kad dél citotoksiniy veiksniy ar citokiny poveikio
HKL kiekiai peliy periferiniame kraujyje ir bluznyje padidéja. Prie§ vykstant

en masse migracijai i§ kauly Ciulpy i bluzni ir/ar kepenis, kamieniniy lasteliy
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kiekiai padidéja ir paciuose kauly Ciulpuose. Toks HKL ir ju pirmtaky kiekio
padidéjimas bei mobilizacija vyksta infekciju ar kity organizmui stresiniy
situacijy, pvz., uzdegimo, metu, kai biitina greitai generuoti didelius
efektoriniy lasteliy kiekius (Jaiswal ir Weissman, 2009). Misy gauti duomenys
rodo, kad transplantuotos lin® HKL Kkontaktinio hiperjautrumo modelyje
migruoja | kauly cCiulpus. Praéjus 12 val. po transplantacijos, prasideda
uzdegimo veikiama antriné donorinés kilmés lasteliy migracija | bluznies
ektopines HKL ni3as. Po 48 val. lastelés palieka $ias nisas. Siuo metu stebimas
donorinés kilmés Iasteliy kiekio padidéjimas kauly ¢iulpuose leidzia manyti,
kad vyksta 1§ bluznies i$éjusiu lasteliy ,,homingas® i kauly ¢iulpus. Manome,
HKL bluznies ektopines hemopoetines niSas palieka silpstant uzdegimui, o
iS¢jusios 1 cirkuliacija Sios Iastelés migruoja normaliomis fiziologinémis

salygomis jprastu marsrutu, t.y. { kauly ¢iulpus.

4.4.4. HKL migracija | plaucius

Tirdami plau¢iuy méginius nustatéme, kad transplantuotos lin® HKL po 1
val. aptinkamos pateliy recipienciy plaucivose, kur ju pédsakai islieka iki 72
val. (4.4.8 pav.). Pragjus 1 val. donorinés kilmés Iastelés plauciuose
aptinkamos gana gausiai (1:10 000), taciau jau po 12 val. uzdegimo paveiktose
ir po 24 val. sveikose pelése donorinés kilmés lasteliy plauciuose buvo
aptinkami tik pédsakai (< 1:100 000), kurie iSliko ir po 72 val. Po 1 val.
donorinés kilmés lasteliuy kiekiai buvo vienodi, taciau jau po 4 val. uzdegimo
paveiktose pelése buvo stebimas donorinés kilmés lasteliy sumazéjimas (iki
1:30 000), tuo tarpu sveikose pelése jis isliko toks pat iki 12 val. Uzdegimo
paveiktose pelése donorinés kilmés lasteliy kiekio sumazéjimas buvo
nustatytas ir po 8 bei 12 val. (4.4.4 lentel¢). Po 24 val. paveikty ir sveiky peliy
plauciuose donorinés kilmés lasteliy aptikome tik pédsakus (< 1:100 000).
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Meginiu paemimo laikas po lasteliu ivedimo

4.4.8 pav. Transplantuotos lin- HKL populiacijos kiekybinis
migracijos kinetikos j plaucius jvertinimas BALB/c peliy
kontaktinio hiperjautrumo reakcijos modelyje.

Remiantis literatiros duomenimis, { kraujotaka patekusios HKL gali
migruoti | jvairius audinius (kepenis, inkstus, plaucius ar kitus) ir, jei tuose
audiniuose neuzsilaiko, gali grizti atgal { kraujotaka (Massberg ir kt., 2007).
Atlike tyrimus mes nustatéme, kad transplantuotos linm HKL Zzymesniais
kiekiais plauciuose aptinkamos praéjus 1 val. po transplantacijos, kur jos
iSlieka iki 12 val. Atliekant alogenines transplantacijas pastebéta, kad HKL
migruoja | plaucius (Loebinger ir Janes, 2007). Mes nustatéme, kad pragjus
Ival. po transplantacijos paveikty ir sveiky peliy plaucivose lin® HKL kiekiai
yra vienodi, taciau po 4 val. pelése, kurioms sukeltas uzdegimas, $iy lasteliy
aptikome 3 kartus maziau, o po 8 val. — net 10 karty maziau. Tai rodo, kad
uzdegimas pédoje veikia greitesni migravusiy lin” HKL i$¢jima i§ plauciy.
Praéjus 24 val. po Siy lasteliy transplantacijos tiek paveikty, tiek sveiky peliu
plaucivose donoriniy lasteliy buvo aptinkami tik pédsakai. Ilgesnis HKL
uzlaikymas plauciuose nebuvo nustatytas, tai rodo, kad uzdegimo metu

plauciai yra tarpinis migracijos organas.
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4.4.5. HKL migracija j kepenis
Misy tyrimai parod¢, kad transplantuotos hemopoetinés lin- HKL po 1
val. aptinkamos pateliy recipien¢iy kepenyse, kur juy pédsakai islieka iki 72 val.

(4.4.9 pav.).
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4.4.9 pav. Transplantuotos lin- HKL populiacijos kiekybinis
migracijos kinetikos j kepenis jvertinimas BALB/c peliy
kontaktinio hiperjautrumo reakcijos modelyje.

Tai 1§ dalies patvirtina anks¢iau misy gautus rezultatus tiriant Zymety
linn HKL migracija. Atlikti tyrimai parodé, kad zymesni transplantuoty lin®
HKL kiekiai kepenyse aptinkami pra¢jus nuo 1 iki 12 val. po transplantacijos.
Po 24 wval. donorinés kilmés Iasteliy kepenyse aptinkami tik pédsakai.
Remiantis literatliros duomenimis, tiriant donorinés kilmés lasteliu kieki
kepenyse, praéjus 13-867 dienoms po alogeninés HKL transplantacijos, aptikta
nuo 2 iki 7 % donorinés kilmés hepatocity (Korbling ir kt., 2002). Taciau
transplantuoty lasteliy migracija 1 kepenis galéjo paskatinti prie§ alogening
transplantacijq atlickama chemo- ar radioterapija. Remiantis kity moksliniy
tyrimy duomenimis, jvesti Zyméti hemopoetiniuy lasteliu pirmtakai kepenyse
aptinkami praéjus 1, 4, 24 ir 48 val. po transplantacijos (Daldrup-Link ir kt.,
2005). Manome, kad hemopoetiniy lasteliy pirmtaky aptikima kepenyse po 24
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ir 48 val. nulémé didelé transplantuoty lasteliy dozé. Ji, lyginant su miisy
pasirinkta doze, buvo net 30 karty didesné ir sické 3x10 last/pelei. Tokia
transplantuoty lasteliy dozé galéjo lemti Siy lasteliu susikaupima kepenyse.
Mes pastebéjome, kad uzdegimo paveikty ir sveiky peliy kepenyse
transplantuoty lin® HKL kiekiy skirtumai yra aptinkami tik praéjus 4 val. po
transplantacijos (4.4.9 pav.). Paveikty peliy kepenyse §iy lasteliy kiekis buvo
daugiau nei 3 kartus didesnis. Visais kitais tirtais laiko intervalais donorinés
kilmés lasteliy kiekio skirtumy nenustatéme. Tai rodo, kad uzdegimas neturéjo
poveikio transplantuoty lin® HKL i8éjimo i§ kepeny kinetikai. O tai, kad
pragjus 24 val. po transplantacijos $iy lasteliy kepenyse aptinkami tik pédsakai
rodo, kad jose nevyksta ilgesnis HKL uzlaikymas ir patvirtina prielaida, kad

uzdegimo metos kepenys yra tarpinis migracijos organas.

4.4.6. HKL migracija | paZeistg péda

Tirdami pédos edemos méginius nustatéme, kad transplantuotos lin’
HKL, pragjus 1 val. po ju ivedimo, yra aptinkamos peliy recipienciy uzdegimo
paveiktoje pédoje, kur islieka iki 72 val. (4.4.10 pav.). Sveikose pédose visais
tirtais laiko intervalais, tiek paveiktos pelés, tiek sveikos, donorinés kilmés
lasteliy buvo aptinkami tik pédsakai (< 1:100 000). Praéjus 1 val. po lin® HKL
transplantacijos, donorinés kilmés lastelés buvo gausiai aptinkamos pédos
edemos méginiuose (1:100). Lyginant su nepaveikta/sveika péda Siy lasteliy
kiekis buvo daugiau nei 1000 karty didesnis. Tai patvirtina, kad transplantuotos
lin” HKL selektyviai migruoja { uzdegimo zidinj pédoje. Kiti autoriai nustaté
selektyvia HKL migracija | paZeista inksta (Stroo ir kt., 2009), kepenis
(Dalakas ir kt., 2005), bluznj ir kauly ¢iulpus (Kollet ir kt., 2001; Tavor ir kt.,
2004). Analizuodami savo gautus duomenis, pastebéjome, kad pra¢jus nuo 1
iki 48 val. po lin" HKL transplantacijos, Siu lasteliy kiekis pazeistoje pédoje
palaipsniui mazéjo, o nuo 48 val. nebekito. Nors donorinés kilmés lasteliy
kiekis, praéjus 48 val. po transplantacijos, ir sumazéjo 100 karty (lyginant su
nustatytu praéjus 1 val), taciau vistiek iSliko daugiau nei 10 karty didesnis, nei

sveikoje pédoje. Musuy gauti rezultatai, tiriant prieSuzdegimini lin® HKL
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populiacijos poveiki, parodé, kad Sios lastelés efektyviai slopina pédos edema.
Manome, kad palaipsni Siy lasteliy kiekio mazéjima pazeidimo vietoje veiké
uzdegimo slopinimas. Praéjus 72 val. po lin” HKL transplantacijos, $iu lasteliy
kiekiai pazeistoje pédoje iSliko daugiau nei 10 karty didesni, lyginant su

sveikoje pédoje nustatytais.

Paveiktose pelese
111004~ e Sveikose pelese

1/300 A

1/500 -

1/1000 ~

1/3000 ~

1/10000 ~

ZHD0000 4 = e s vy

Donoro ir recipiento DNR santykis meginyje

T T T T T T T
1 val. 4 val. 8 val. 12val. 24val. 48val. 72val

Meginiu paemimo laikas po lasteliu ivedimo

4.4.10 pav. Transplantuotos linn HKL populiacijos
kiekybinis migracijos kinetikos j uzZpakalinés galiinés péda
ivertinimas BALB/c peliy kontaktinio hiperjautrumo
reakcijos modelyje.

Remiantis literatliros duomenimis, donorinés kilmeés Iastelés po
alogeninés HKL transplantacijos yra aptinkamos beveik visuose recipiento
audiniuose (Alison ir kt., 2000; Korbling ir kt., 2002; Tran ir kt., 2003; Cogle ir
kt., 2004; Spyridonidis ir kt., 2004). Audiniy biopsijos buvo imamos praéjus
keletui ménesiy ar net mety po alogeninés transplantacijos, neretai po paciento
donoriniy HKL dalyvavima organy atstatyme. Kadangi dauguma pacienty
pries alogening HKL transplantacija veikiami chemo ar radioterapija, kurios
metu recipiento organuose pazeidziama dalis lasteliy, iSsivysto uzdegimas

(Rovo ir Gratwohl, 2008). Manome, kad toks transplantuoty HKL pasklidimas
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ir prigijimas organizme yra chemo- ar radioterapijos pasekmé. Vertindami savo
gautus rezultatus literatiiroje skelbiamy duomeny Sia tematika kontekste
manome, kad pazeistas nehemopoetinis pédos audinys yra galutinis dalies

transplantuoty lin- HKL migracijos taikinys.

4.4.7. Rezultaty apibendrinimas

Darbo metu i§ bendros BALB/c peliu kauly ciulpu lasteliu populiacijos
centrifugavimo tankio gradiente (1.087g/ml) ir magnetinio Iasteliy
frakcionavimo, panaudojant antikinus prie$ peliu hemopoetiniy lasteliy
pirmtaky antigenus, metodais iSskyréme hemopoetiniy kamieniniy Iasteliy
populiacijas. Atskirta peliy kauly ciulpy lin® HKL populiacija pasiZzyméjo
auksciausia peliu kauly c¢iulpy HKL budingy Zymenu raiska bei neturéjo
hemopoetiniy linijiniy Zymeny. Si populiacija buvo 1in"CD117'Sca-1"
fenotipo. Dauguma lin® HKL populiacijos sudaré trumpalaikés HKL, likusiaja
dalj - ilgalaikés HKL ir ankstyvieji hemopoetiniai pirmtakai.

Kadangi susirgimai, kuriems numatoma taikyti lasteliy terapija,
paprastai yra lydimi uzdegimo — kamieniniy Iasteliy prieSuzdegiminio poveikio
tyrimai yra svarbiis ir tikslingi. Mes iStyréme atskirty ir identifikuoty lasteliu
populiacijy prieSuzdegiminj poveiki BALB/c peliy kontaktinio hiperjautrumo
modelyje in vivo. Rezultatai, gauti tiriant bendra kauly Cciulpu Iasteliy
populiacija, parode, kad ji prieSuzdegiminiu poveikiu nepasizymi. O visos
tirtos lin” HKL populiacijos (5x10% 10°% 10° lasteliu/pelei) efektyviai slopino
edema. Efektyviausiai edema inhibavo 10° lasteliv/pelei doze, kuri 1,28 karto
geriau nei prednizolonas slopino edema. Tokia lasteliu koncentracija buvo
naudota visuose vélesniuose tyrimuose. Istyre i$skirty lin” HKL, lin", lin” HKL
kartu su lin"(1:10) lasteliy populiaciju priesuzdegimini poveiki nustatéme, kad
efektyviausiai (net iki 66%) edema inhibavo lin® HKL populiacija. Gali biiti,
kad cirkulivojan¢ios HKL, esant pazeidimui, pasizymi dvejopu poveikiu:
moduliuoja imuninj atsaka ir tarnauja Saltiniu vietinei efektoriniy imuniniy
lasteliy gamybai pazeidimo vietoje. Tokiu biidu slopinamas uzdegimas ir

skatinama audinio regeneracija. Miisy tyrimy duomenys, gauti tiriant skirtingas
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kauly ciulpy hemopoetines populiacijas, parodé, kad Siu populiaciju
prieSuzdegiminio poveikio efektyvumas yra tiesiogiai susijgs su santykiniu
populiacijoje esanc¢iy HKL kiekiu. O citokiny koncentracijos pokyciai peliy
kraujo serume, ijvedus skirtingas hemopoetiniy Iasteliy populiacijas, yra
proporcingi pédos edemos inhibicijai. Maziausi citokiny kiekiy pokyciai, kaip
ir poveikis pédos edemai, nustatyti jvedus lin" populiacijos lasteles, o Zymiausi
— lin" HKL. Siuo atveju TNF-o koncentracija sumazéjo 3.5 karto, o IL-10
padidéjo 3.6 kartais, lyginant su kontrole.

Taip pat iStyréme transplantuoty lin® HKL migracija BALB/c peliu
kontaktinio hiperjautrumo reakcijos modelyje bei kiekybiskai jvertinome ju
migracija 1 uzdegimo zidinj pédoje ir nepazeistus organus, praéjus 1, 4, 8, 12,
24, 48 ir 72 val. po fluorescentikai Zymeéty lin” HKL (10°) jvedimo. Atlikome
histologing analizg¢, kiekybiniam vertinimui taikéme realaus laiko
polimerazinés grandininés reakcijos metoda. Pastebéjome, kad transplantuotos
linn® HKL, pragjus 1 val. po juy ivedimo, yra aptinkamos uzdegimo vietoje
(pazeistoje pédoje). Sveikose pédose visais tirtais laiko intervalais ju aptikome
tik pédsakus. Praéjus 1 val. po lin- HKL transplantacijos, Siu lasteliy kiekis
pédos edemos méginiuose buvo daugiau nei 1000 karty didesnis negu sveikoje
pédoje. Tai patvirtina selektyvia transplantuoty lin® HKL migracija { uzdegimo
zidinj. Be to, praéjus 1 val. po transplantacijos, lin” HKL zymesniais kiekiais
buvo aptinkamos inkstuose, plauciuose, kepenyse bei kauly Ciulpuose, o kiek
véliau ir bluznyje. Sios lastelés inkstuose isliko iki 4 val., plaudiuose ir
kepenyse iki 12 val., o bluznyje ir kauly ¢iulpuose iki 72 val. Esant uzdegimui,
transplantuoty lin® HKL lasteliu kiekio sumazéjimas peliy kauly ¢iulpuose po
12 val. ir padidéjimas po 48 val. atitinka Siy lasteliy kiekio bluznyje padidéjima
po 12 val. ir sumaz¢jimag po 48 val. Tai rodo, kad kontaktinio hiperjautrumo
modelyje vyksta transplantuoty lin® HKL migracija { kauly ¢iulpus, o praéjus
12 val. po transplantacijos, prasideda uzdegimo veikiama antriné $iy lasteliy
migracija i bluznies ektopines HKL niSas. Po 48 val. lastelés Sias niSas palieka,

o Siuo metu stebimas donorinés kilmes lasteliy kiekio padidéjimas kauly
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Ciulpuose leidzia manyti, kad vyksta i§ bluznies i$¢jusiy lasteliy ,,homingas® {
kauly ciulpus.

Kontaktinio hiperjautrumo reakcijos modelyje transplantuoty lin® HKL
plauciuose, kepenyse, kauly Ciulpuose ir bluznyje ivairiais laiko intervalais
buvo aptinkama iki 30 karty maziau. Uzdegimas sumazino HKL migracija i
Siuos organus, tai gali biiti susij¢ su chemoatraktanty poveikiu pazeidimo

vietoje (pédos edemoje). Lasteliy migracija i sveika péda nebuvo stebima.
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5.ISVADOS

. I8grynintos ir identifikuotos BALB/c peliy kauly ¢iulpy hemopoetiniy
kamieniniy Iasteliy populiacijos. Nustatyta, kad iSskirta lin~ populiacija
pasizymi HKL biidingu, linCD117 Sca-1", fenotipu.

. I8skirtos kauly ciulpy hemopoetiniy lasteliu populiacijos pasizymi
prieSuzdegiminiu poveikiu BALB/c peliu kontaktinio hiperjautrumo
modelyje in vivo. Veiksmingiausiai (iki 66%) edema slopina HKL

populiacija.

. Transplantuoty HKL priesuzdegiminis poveikis pasireiSkia veikiant pro- ir
priesuzdegiminio citokiny kiekius kraujyje. IL-10 koncentracija padidéja, o

TNF-a sumazéja daugiau nei 3 kartus.

. Hemopoetinés kamieninés lastelés selektyviai migruoja i uzdegimo zidini.
Pragjus 1 val. po transplancijos ju kiekis pédos edemoje yra iki 1000 karty

didesnis nei sveikoje pédoje.

. Transplantuoty HKL kiekiy peliy kauly ¢iulpuose ir bluznyje pokyc¢iy laike
désningumai rodo uzdegimo veikiama antring hemopoetiniy kamieniniy

lasteliy migracija.
. Kiekybiniais kamieniniy Iasteliy migracijos tyrimais nustatyta, kad

uzdegimas lemia iki 30 karty silpnesng HKL migracija i plaucius, kepenis,

kauly Ciulpus ir bluzni.
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