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Santrumpos

AAT, alfal-antitripsinas;

APC, antigena prezentuojanti lastelé (angl. antigen presenting cell);
AZ, alogeninis Zmogaus serumas;

BSA, jaucio serumo albuminas (angl. bovine serum albumin);

CD, pavirSiaus zymuo (angl. Cluster of differentiation);

DAPI, 4,6 -diamidino-2-phenylindole (DNR dazas);

DC, dendritinés lastelés;

EGF, epiderminis augimo faktorius (angl. epidermal growth factor);
EKL, embrioninés kamieninés lgstelés;

ERK, angl. extracellular signal-regulated kinases;

FBS, fetalinis verSelio serumas (angl. fetal bovine serum);

FGF, fibroblasty augimo faktorius (angl. fibroblast growth factor);
HAT, histony acetiltransferazeé;

HDAC, histony deacetilazé;

HGF, hepatocity augimo faktorius;

HKL, hemopoetinés kamieninés lastelés;

IDO, indoleamine 2,3-dioxygenase;

IFN-y, interferonas-y (angl. interferon-v);

IGF, insulino augimo faktorius (angl. insulin-like growth factor);
IL, interleukinas (angl. interleukin);

iPL, indukuotos pluripotentinés lastelés;

KFE, kolonijy formavimo efektyvumas;

KL, kamieninés Iastelés;

MHC, pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas (angl.

histocompatibility complex);
MKL, mezenchiminés kamieninés lastelés;
MMP, matrikso metalo proteazes;

NGF, nervinis augimo faktorius (angl. nerve growth factor);
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NK, naturaltis naikintojai (angl. natural killer);

PBS, fosfatinés druskos tirpalas;

PDGF, trombocity augimo faktorius (angl. platelet derived growth factor);
PD-MKL, pieninio danties mezenchiminés kamieninés lastelés;

PFA, paraformaldehidas;

PGE-2, prostaglandinas E2;

PGR, polimerazin¢ grandininé reakcija;

PKC, proteino kinaze C;

PKD, proteino kinazé D;

PPAR, angl. peroxisome proliferator-activated receptor;

R-MKL, riebaly mezenchiminés kamieninés Igstelés;

SDS-PAGE, SDS poliakrylamido gelio elektroforez¢;

TGF, transformuojantis augimo faktorius (angl. transforming growth factor);
Th, pagalbiniai T limfocitai (angl. T helper);

TLR, angl. toll-like receptor;

TNF, auglio nekrozés faktorius (angl. tumor necrosis growth factor);

Treg, reguliaciniai T limfocitai;

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

2DE, dvikrypté elektroforezé.



1. [IVADAS

Suaugusio organizmo mezenchiminiy kamieniniy lasteliy (MKL) terapija yra
bandymai parod¢, kad MKL gali biiti s€ékmingai panaudotos pazeisty audiniy
regeneracijai ir uzdegiminio proceso slopinimui. Siuo metu vykdoma vir§ §imto
klinikiniy bandymu, grindziamy MKL panaudojimu. Vis délto lauktas terapinis
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy efektas dar nepasiektas. Siuo metu néra aiskus
gydomaji poveiki turin€iy lasteliy likimas terapijos metu, nepilnai iSnagrinéti
MKL dauginimosi, diferencijavimosi | skirtingy tipu audinius, migracijos
mechanizmai, nezinoma visy sekretuojamy molekuliy sudétis. Baziniy Ziniy stoka
trukdo sukurti standartizuota ir efektyvia, MKL savybémis paremta, terapija.
Kadangi apie 85 % klinikiniy tyrimy atlickama su laboratorijoje padaugintomis
lasteliy kultiromis, ypatinga svarba MKL savybéms turi tinkamy auginimo salygu
parinkimas. Sékmingai padauginti mezenchimines kamienines lasteles iki terapijai
pakankamo kiekio trukdo ne tik ziniy apie lasteliy biologija trikumas, bet ir MKL
padauginimo protokoly jvairové, susijusi su sunkiai standartizuojama auginimo
terpés sudétimi, skirtingomis MKL donoro organizmo savybémis ir nevienodomis
auginimo salygomis (nevienodas auginimo indy plastikas, persé¢jimuy daznumas,
lasteliy tankis ir kt.). Siekiant surasti tinkama MKL padauginimo biida, kuris ne
tik nepabloginty, bet galbiit ir pagerinty jau nustatytas terapijai svarbias savybes,
bitina nustatyti kaip ir kokiu budu auginimo salyguy pakeitimas veikia
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy funkcijas.

Viena i$ svarbiausiy ir heterogeniSkiausiy auginimo terpés sudétiniy daliy yra
serumas. Lasteliy padauginimui §iuo metu dazniausiai yra naudojama auginimo
terpé¢ su fetaliniu verSelio serumu (FBS). Kadangi tai yra gyvulinés kilmés
komponentas, jo naudojimas terapijai skirty MKL auginimui kelia potencialy
pavoju, susijusi su tarpruSiniu Zinomy ir dar nenustatyty ligy perneSimu ir

imuninio atsako prie§ FBS baltymus sukélimu. Dél Sios priezasties daugéja



tyrimy, kurivose, kaip alternatyva fetaliniam verSelio serumui, rekomenduojama
naudoti zmogaus serumga ar beseruming auginimo terpe. Kei¢iant auginimo terpés
sudét] siekiama kompleksiskai jvertinti lasteléje atsirandancius pokyc¢ius, kurie
gali biiti svarbiis MKL funkcijoms. Naujausiuose skirtingy laboratoriju atliktuose
darbuose yra lyginamas serumuy poveikis mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
proliferacijai, diferenciacijai ir imunosupresijai. Pirminiai duomenys parodé, kad
FBS naudojimui puiki alternatyva gali biiti terpé su Zmogaus serumu. Nezitirint to,
Siame serume tirty mezenchiminiy kamieniniy lasteliy ir auginty terp¢je su FBS
savybés nebuvo identiskos. Iki §iol nezinoma, kas nulemia Siuos skirtumus ir kiek
jie gali biti svarbiis terapiniam MKL panaudojimui.

Auginamy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy svarbi savybé yra populiacijos
heterogeniSkumas. MKL savybémis daZniausiai pasizymi tik tam tikra dalis
lasteliy, o kita populiacijos dalis gali turéti skirtingas savybes. Jau seniai Zinoma,
kad retai iSsétos kauly ¢iulpy MKL formuoja kolonijas, sudarytas i§ skirtingu
greiiu auganéiy lasteliy . Siy subpopuliacijy savybés skiriasi tiek gebéjimu
diferencijuotis, tiek pavirSiaus zymeny ekspresija bei proteominiu profiliu.
Daugelyje laboratorijy atlikti kauly ¢iulpy MKL populiacijos tyrimai padéjo
geriau suprasti lasteliy savybiy poky¢ius ir ilgo juy kultivavimo galimybes. Misu
atlikty MKL populiaciju tyrimy objektas buvo kito potencialaus MKL $altinio —
pieninio danties pulpos kilmés mezenchiminés kamieninés lastelés (PD-MKL). Iki
siol dar nebuvo atlikta Sio MKL Saltinio populiacijos analizé, taigi ir jos
priskyrimas mezenchiminiy kamieniniy lasteliy grupei galéjo remtis tik
proliferacijos ir diferenciacijos duomenimis. Palyginamieji PD-MKL kultiiros ir
Jos 18 vienos lastelés kilusiy klony proteomos tyrimai, taip pat pavirSiaus zymeny,
diferenciacijos ir proliferacijos analizé parodé Sio Saltinio lasteliy savybes ir ju
panasuma i kity audiniy mezenchimines kamienines lasteles.

Terapijai ypatingai svarbi mezenchiminiy kamieniniy lasteliy savybé yra ju
migravimas | pazeista vieta. Jau nustatyta, kad uzdegimo metu organizme
i§skiriami mediatoriai, chemokinai ir specifiniai faktoriai yra svarbis lasteliy

migracijai. Vienas i$ pagrindiniy uzdegiminés aplinkos komponenty yra neutrofily



gaminamos serino proteinazeés, kurios remodeliuoja ekstralastelini matriksa, taip
pat reguliuoja daugelio uzdegimui svarbiy citokiny ir juy receptoriu aktyvuma .
Natiiralus neutrofily gaminamy serino proteinaziy inhibitorius yra antiproteinazé
alfal-antitripsinas (AAT), kurio koncentracijos padidéjimas yra susijgs su
uzdegimine organizmo biisena . Taciau iki $iol dar nebuvo jokiy AAT poveikio
mezenchiminéms kamieninéms lasteléms tyrimy.

Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy tyrimai paprastai yra skirti Siy lasteliy
panaudojimui terapijoje. Kartu jie leidzia geriau suprasti fundamentinius
organizmo funkcionavimo principus ir pavieniy lasteliy veiklos reguliavima.
Siame darbe atlikti auginimo terpés serumo poveikio riebalinés kilmés MKL
tyrimai ir pieninio danties pulpos MKL populiacijos ir funkciniy savybiy analizé
leis geriau suprasti MKL padauginimo in vitro galimybes ir Siy Iasteliy

funkcionavimo mechanizmus.

Darbo tikslas

Ivertinti Iasteliy padauginimui naudojamos auginimo terpés serumo itaka
riebalinio audinio mezenchiminiy kamieniniy lasteliy augimo grei¢iui, pavirSiaus
zymenims, diferenciacijai ir baltymy ekspresijai bei istirti pieninio danties pulpos
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy populiacijos savybes ir ju atsaka i uzdegimui

buidinga alfal-antitripsina.



Darbo uZdaviniai

Nustatyti terpéje su fetaliniu verSelio serumu, alogeniniu Zzmogaus serumu ir
sintetiniu ~ serumo  pakaitalu auginty zmogaus riebalinio audinio
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy pavirSiaus Zymenu ekspresijos, augimo
greicio ir gebéjimo diferencijuotis skirtumus.

Nustatyti skirtingu rasiy serumuy jtaka su adipogenine ir osteogenine
diferenciacijomis susijusiu genu (PPARy, Msx2, osteopontino) transkripcijai
riebalinio audinio mezenchiminése kamieninése lastelése.

. lvertinti ir palyginti baltymy ekspresijos visuma riebalinio audinio
mezenchiminése kamieninése lastelése, augintose skirtingais serumais
praturtintose terpése.

. IStirt1 1§ Zmogaus pieninio danties pulpos i$skirty mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy ir i§ Sios kultiros kilusiu klony morfologijos, proliferacijos,
diferenciacijos, pavirSiaus Zzymenuy ekspresijos bei baltymu ekspresijos
ypatumus.

Nustatyti zmogaus alfal-antitripsino subfiziologinés, fiziologinés ir
uzdegiminés koncentraciju poveiki pieninio danties pulpos mezenchiminiy

kamieniniy lasteliy augimo greiciui ir migracijai.

Mokslinis naujumas

[Stirtas auginimo terpés jvairiy riiSiy serumy (fetalinio verSelio serumo (FBS),

zmogaus alogeninio serumo (ZS), sintetinio serumo pakaitalo Ultroser G) poveikis

riebalinio audinio mezenchiminiy kamieniniy lasteliy (R-MKL) auginimo greiciui

ir diferenciacijai. Nustatyta, kad R-MKL, augintos su sintetiniu serumo pakaitalu,

pasizyméjo didesniu augimo grei¢iu ir stipresne diferenciacija, nei lasteles,

augintos terpéje su FBS ir ZS.

Iki Siol dar nebuvo informacijos apie bazing Msx2, PPARy ir osteopontino

geny ekspresija skirtingos sudéties terpése auginamose nediferencijuotose

mezenchiminése kamieninése lastelése. Gauti rezultatai parodé, kad auginimo
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terpés serumo sukelti R-MKL gebéjimo diferencijuoti skirtumai yra tiesiogiai
susij¢ su tirty Msx2, PPARy ir osteopontino geny transkripcijos lygiu
proliferuojanciose lastelése.

Riebalinio audinio mezenchiminiy kamieniniy lasteliu pavirSiaus Zymeny
ekspresijos tyrimai atskleidé CD146 Zymens ekspresijos priklausomybe nuo
serumo sudeties. Iki Siol $i savybé buvo pastebéta tik i§ kauly Ciulpy iSskirtose
MKL, o riebalinio audinio mezenchiminése kamieninése lastelése dar nebuvo
tyrinéta. Analizuojant tirty serumy jtaka CD146 ekspresijai nustatyta, kad R-MKL
populiacija, auginta terpéje su FBS, turéjo daugiau CD146 teigiamy lasteliy nei
terpéje su HS. Terp¢je su sintetiniu serumo pakaitalu Ultroser G augintos R-MKL
CD146 neekspresavo.

Lasteliy kultirose, auginamose terpése su skirtingais serumais, yra
ekspresuojamas skirtingos sudéties baltymy rinkinys. Atlikus proteominius
tyrimus buvo nustatyta skirtingomis salygomis auginamy R-MKL ekspresuojamy
baltymu visuma. Analizuojant baltymy ekspresijos tyrimo rezultatus, daugiausiai
skirtumy nustatéme terpéje su sintetiniu serumo pakaitalu Ultroser G augintose
lastelése. Sis rezultatas patvirtino Siame tyrime gautus diferenciacijos geny
transkripcijos ir pavirSiaus zymeny ekspresijos duomenis, rodancius ypatinga
sintetinio serumo poveiki R-MKL.

Tiriant MKL populiacijos sudétj, misy grupé pirmoji atliko i§ Zmogaus
pieninio danties pulpos isskirty mezenchiminiy kamieniniy lasteliy (PD-MKL)
klony kompleksing analiz¢. ISanalizavus PD-MKL klonuy morfologija, augimo
greit] ir gebéjima diferencijuoti, buvo isskirtos triju tipy populiacija sudaranciy
lasteliy grupés. Pirma karta atlikti PD-MKL kiekybiniai baltymy ekspresijos
tyrimai atskleidé tipinius mezenchiminiy kamieniniy lasteliy baltymu profilius ir
parodé¢ atskiry klony ekspresuojamy baltymu sudéti.

Tiriant lasteliy migravimo mechanizmus, iki Siol dar nebuvo naudotas alfal-
antitripsino (AAT) poveikio tyrimas nei pieninio danties pulpos MKL, nei kito

audinio mezenchiminéms kamieninéms lasteléms. Nustatéme, kad uzdegiminés
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AAT koncentracijos aktyvina pieninio danties pulpos mezenchiminiy kamieniniy

lasteliy augima ir migracija.

Ginamigji teiginiai

1. Serumo kilmé ir sudétis yra kritiSkai svarbiis reguliuojant zmogaus riebalinio
audinio mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy funkcines savybes.

2. IS zmogaus pieninio danties pulpos galima isskirti lasteliy populiacijas, kurios
pagal savo morfologija, funkcines savybes bei ekspresuojamy baltymy sudéti
yra giminingos kity audiniy mezenchiminéms kamieninéms lasteléms.

3. Alfal-antitripsino baltymas stimuliuoja mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
augima ir migracija in vitro, todél gali veikti, kaip organizmo audiniy

regeneracija reguliuojantis veiksnys.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Kamieniniy lasteliy savybés

Kamieniniu lasteliy savoka vartojama apibtdinant Iasteles, pasizymincias
totipotentine, pluripotentine ir multipotentine diferenciacija. Siy tipy lastelés yra
svarbios embriogenezei, audinio vystymuisi ir regeneracijai bei organogenezei.
Kamieninés Iastelés (KL) turi unikalia savybe tam tikra laika daugintis
nediferencijuotoje biisenoje (self renewing) ir, gavus atitinkama signala,
diferencijuotis i ivairiy tipy audinius [Mitalipov and Wolf, 2009; Weissman et al.,
2001]. Gebéjimas diferencijuotis yra svarbi KL charakteristika. Totipotentinéms
lasteléms priskiriamos zigotos lastelés, i§ kuriy formuojasi ne tik embrionas, bet ir
ekstraembrioniniai audiniai (placenta). Totipotentiniy lasteliy néra pavyke
kultivuoti dirbtinémis salygomis, nes jos savo savybes praranda po 34 zigotos
pasidalijimy blastomeros stadijoje [Mitalipov and Wolf, 2009]. Blastocistos
stadijoje susiformuoja pluripotentini pajéguma turincios lastelés. Pluripotentinés
lastelés sugeba diferencijuotis 1 visy gemaliniy lapeliy (mezodermos, ektodermos,
endodermos) audinius. Be Sios savybés, iSskirtinis ju bruozas yra telomerazinis
aktyvumas, dél kurio ijmanomas ilgalaikis ju kultivavimas in vitro [Carpenter et
al.,, 2003]. Pluripotentinéms lasteléms priskiriamos embrioninés kamieninés
lastelés (EKL), kurios yra iSskiriamos i§ blastocistos vidinés lasteliy masés (inner
cell mass, ICM), epiblasto kilmés kamieninés lastelés ir primordialinés gemalo
lastelés. [ atskira grupe galima iSskirti indukuotas pluripotentines lasteles (iPL),
kuriy pluripotentiSkumas yra indukuotas in vitro naudojant genetines
manipuliacijas ar cheminius poveikius. iPL pasizymi EKL biidingomis savybémis,
taCiau jy pritaikomumas terapiniams tikslams dar yra diskutuotinas [Ralston and
Rossant, 2009].

Gastruliacijos metu susiformuoja trys embrioniniai lapeliai, sudaryti is

multipotentiniy (multi — daug) lasteliy. Susiformavusio organizmo jvairiuose
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audiniuose taip pat randamos multipotentinés kamieninés lastelés. Suaugusio
zmogaus KL yra nediferencijuotos Iastelés, randamos jvairiose niSose. Priimta
manyti, kad suaugusio zmogaus KL budingas multipotentiSkumas, nors kai kurie
autoriai suaugusiame organizme randa nedideli kieki pluripotentiniy lasteliy,
pasizyminéiy EKL savybémis [Zuba-Surma et al., 2009]. Multipotentiniy
suaugusio zmogaus KL grupe sudaro hemopoetinés kamieninés lastelés (HKL),
specifinés audinio kamieninés lastelés, pvz., nervinio, epiderminio, raumens ir kt.
audiniy kamieninés lastelés ir visame organizme paplit¢ mezenchiminés
kamieninés lastelés (MKL). Suaugusio zZmogaus skirtingy tipu KL organizme
atlicka jvairias funkcijas, kurios yra susijusios su atskiro audinio funkcija,
regeneracija arba bendru organizmo homeostazés palaikymu. Vienos placiausiai
nagrinéty hemopoetinés kamieninés lastelés yra gyvybiskai svarbios kraujotakos ir
imuninés sistemy funkcionavimui. Kauly ¢iulpuose esanc¢ios HKL diferencijuojasi
1 leukocitus, eritrocitus ir trombocitus ir taip palaiko tinkama ju kieki organizme
homeostazés ar uzdegimo metu [Carlesso and Cardoso, 2010]. Specifiniy audiniui
KL funkcija dazniausiai susijusi su regeneracija ir pasireiskia diferencijavimusi i
organui ar audiniui budingy tipy lasteles. Visy tipu KL veikimas yra
koordinuojamas sekretuojamomis biologiskai aktyviomis molekulémis ir
tarplasteliniais kontaktais. Audinio paZzeidimo vietoje padidéja skirtingy lasteliy
gaminamy citokiny koncentracija, kurie aktyvina HKL kilmés imuninio atsako
lasteliy diferenciacija, proliferacija ir migracija, bei audinio KL diferenciacija ir
migracija 1 paZeista vieta. Tuo tarpu mezenchiminés kamieninés lastelés yra
susijusios ir su imuniniu atsaku, ir su audinio regeneracija. Pirmiausia organizme
MKL buvo rastos kauly Ciulpuose. Kauly ¢iulpuose esancios MKL, dar vadinamos
kauly ¢iulpy mezenchiminémis stromos lastelémis, yra ypatingai svarbios HKL
diferenciacijai ir proliferacijai [Battiwalla and Hematti, 2009]. Vélesni tyrimai
parodé, kad MKL gali biiti iSskirtos ir 1§ daugelio kity audiniy. Pagal dabarting
samprata MKL yra Salia kraujagysliy esancioje (perivaskulingje) niSoje ir,
gavusios atitinkama tirpiy biologiSkai aktyviu molekuliy signala, geba migruoti {

pazeista vieta, sekretuoti imunini atsaka reguliuojanc¢ias molekules ir/ar
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diferencijuotis | audinio lasteles [Prockop, 2009]. Taigi mezenchiminés
kamieninés lastelés tiesiogiai susijusios tiek su imuninio atsako reguliavimu, tiek
su audinio regeneracija. Sios MKL savybés padeda organizmui palaikyti
homeostazeg ir gydyti nedidelius pazeidimus, taciau esant dideléms pazaidoms
MKL kiekis gali bati nepakankamas. Be to, organizmui senstant MKL kiekis
stipriai mazéja [Caplan, 2009]. Siekiant panaudoti MKL gydomaji poveiki
susirgimy metu yra bandoma terapiniais tikslais padauginti autologines ar
alogenines MKL ex vivo. Nors jau vyksta nemazai klinikiniy tyrimy, taciau
nevienareik§miai jy rezultatai dazniausiai susij¢ su ex vivo auginimo skirtingu

poveikiu MKL savybéms [Salem and Thiemermann, 2010].

2.2. Mezenchiminés kamieninés lastelés

2.2.1. Mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy savybés

Mezenchiminés kamieninés lastelés, pasiZyminc¢ios panaSiomis savybémis,
yra iSskirtos 1§ daugelio audiniy (kauly Cciulpy, riebaly, odos, sausgyslés,
sinovijaus membranos ir kt.) [da Silva Meirelles et al., 2006]. I$ audinio i$skirtos
lastelés apibiidinamos kaip MKL pagal ju morfologija, pavirSiaus molekules ir
funkcines savybes. Skirtingos kilmés MKL pasizymi panaSiomis dauginimosi,
diferenciacijos ir MKL bidingy pavirSiaus Zymenuy ekspresijos savybémis.
Dazniausiai randami skirtumai susij¢ su §iy savybiy iSraiskos laipsniu. Lyginant
kauly ¢iulpy kilmés MKL su danties pulpos MKL (PD-MKL) nustatytas pastaruju
didesnis proliferacinis ir klonogeninis aktyvumas, lengviau indukuojama
osteogeniné diferenciacija [Huang et al., 2009]. Riebalinio audinio MKL
adipogeninis aktyvumas didesnis nei kauly ¢iulpy MKL [Liu et al., 2007].

Viena i$ placiausiai paplitusiy lasteliy charakteristiky yra lastelés pavirSiaus
zymeny (CD) ekspresija. Naudojant specifinius pavirSiaus Zymenis yra nustatomas
lastelés tipas ir diferenciacijos laipsnis. Sie Zymenys daZnai biina susije su lastelés
signalo perdavimu (receptorius ar ligandas) arba atlieka kitas funkcijas, tokias

kaip lastelés adhezija. Kadangi pavirSiaus Zymenys néra biidingi tik vienam
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lasteles tipui ir ju ekspresija gali kisti priklausomai nuo lastelés ciklo ar

aktyvacijos, MKL charakterizavimui paprastai naudojama keliy Zzymeny

kombinacija. Tarptautiné lasteliy terapijos bendrija (,,International Society for

Celular Therapy*, ISCT) i$skyré tris minimalius kriterijus [Dominici et al., 2006],

pagal kuriuos MKL, isskirta i§ kauly Ciulpy ar kity mezenchiminiy audiniy, in

Vitro turi pasizyméti Siomis savybémis:

1) Esant standartinéms kultivavimo salygoms lastelés turi lipti prie auginimo
indo dugno;

2) Ekspresuoti CD73 (ecto — 5 — nucleotidase), CD90 (Thy-1) ir CD105
(endoglin) pavirSiaus Zymenis ir neturéti CD34, CD45, CD11b ar CD14,
CD19 ar CD79a ir HLA-DR Zymenuy;

3) Pasizyméti  gebéjimu  diferencijuotis  osteogenine,  adipogenine ir

chondrogenine kryptimis.

Mezenchiminés kamieninés lastelés paprastai 1§ audinio iSskiriamos
nenaudojant selekcijos pagal biidinga pavirSiaus zymenj. Taciau net ir be atrankos
MKL populiacija yra gana homogeniska ir sudaryta i§ >95 % CD73, CD90 ir
CD105 lasteliy ir ne daugiau nei 2 % lasteliy, ekspresuojanciy CD34, CDA45,
CDI11b ar CDI14, CD19 ar CD79a ir HLA-DR. Nezitrint to, MKL kultiiros
atskiros subpopuliacijos pasizymi nevienodomis savybémis [Phinney, 2007].
Viena i§ seniausiai zinomy MKL savybiy yra koloniju formavimas, kurj lemia
greitai besidalijanciy lasteliy subpopuliacija. Jau ankstyvieji tyrimai parodé, kad
MKL kulttra, turinti dideli kolonijy formavimo efektyvuma (KFE), geba
nediferencijuotoje biisenoje greitai dalintis ir pasizymi didesniu gebéjimu
diferencijuotis [Friedenstein et al., 1976]. Bandant charakterizuoti kolonijas
formuojancias lasteles yra ieSkoma tik joms budingy pavirSiaus zymeny. Kelios
laboratorijos, naudodamos standartizuotus iSskyrimo protokolus, prie teigiamuy
zymeny taip pat priskyré CD271 (low-affinity nerve growth receptor), MSCA-1
(mesenchymal stem cell antigen-1), CD56 (NCAM) [Battula et al., 2009; Buhring
et al., 2009]. Atrinkta MKL CD271 teigiama populiacija pasizyméjo buidingomis
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kamieniniy lasteliy savybémis, tac¢iau buvo nustatyta, kad ji ekspresavo ir HLA-
DR (pagal ISCT kriterijus yra neigiamas MKL zymuo) [Parolini et al., 2008;
Soncini et al., 2007]. Kitas spéjamas MKL teigiamas zymuo yra CD146, kuris
budingas subendotelinéms lasteléms, gebanc¢ioms diferencijuotis osteogenine,
adipogenine ir chondrogenine kryptimis [Tarnok et al., 2010]. Buvo nustatyta, kad
lastelés, turin¢ios PDGF receptoriy ir CD146 pavirSiaus zZymeni, pasiZymi
didesniu klonogeniSkumu ir diferenciacine geba [Schwab and Gargett, 2007].
Pazymétini CD49a, STRO-1, CD200 MKL bidingi teigiami Zymenys, kurie buvo
naudojami atrinkti MKL nuo kity audinio lasteliy skyrimo metu [Buhring et al.,
2009; Stewart et al., 2003]. Nezitarint vis didé¢jancio atrandamy MKL budingy
pavirSiaus zymeny skai¢iaus, bandymai gauti ,,Svaria“ kamieniniy lasteliy kultiira
néra sékmingi. Manoma, kad MKL populiacija in vitro yra hierarchiskai
susiskirsCiusi ir, priklausomai nuo salygu, ju savybés griztamai arba negriztamai
keiCiasi. Remiantis §iuo metu vykdomy naujy, MKL budingy, pavir§iaus Zzymeny
paieskos rezultatais, bus galima geriau suprasti MKL prigimti ir in vitro
kultivavimo jtaka juy savybéms.

Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy charakterizavimas pagal pavirSiaus
Zymenis yra patogus, greitas ir salyginai paprastas metodas, taiau vien juo
remiantis negalima spresti apie MKL savybes. Viena i§ problemy yra tai, kad
minéti pavirSiaus Zymenys gali biiti biidingi ir kito tipo lasteléms. IStyrus ivairiy
audiniy kilmés MKL (kauluy ciulpu, riebaly, virkstelés kraujo) 22 pavirSiaus
zymeny ekspresija ir palyginus su diferencijuoty fibroblasty pavirSiaus Zymenimis
skirtumy nebuvo rasta. Atskirti MKL nuo morfologiSkai panaSiy fibroblasty
linijos pavyko tik atlikus diferenciacijos eksperimentus, kai MKL sékmingai
diferencijavosi osteogenine, adipogenine ir chondrogenine kryptimis, o
fibroblastai diferenciacijos pozymiu nerodé [Wagner et al., 2005]. Deja, in vitro
diferenciacija sunku standartizuoti del lasteliy populiacijos heterogeniskumo ir
protokoly nevienodumo. Eksperimentai, kuriuose lyginant MKL savybes su
skirtingy audiniy fibroblasty savybémis buvo nustatyti fibroblasty diferenciacijos

pozymiai, gali rodyti tiek Sios kultliros uzterStuma kamieninémis lastelémis, tiek
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skirtingy diferenciacijos metodu nevienoda itaka lasteléms [Covas et al., 2008].
Taigi minimaliis MKL apibtidinimo kriterijai yra naudingi, taciau bitina iStirti ir
kitus Sioms lasteléems biidingus poZymius.

Tobul¢jantys tyrimy metodai suteiké galimybg nustatyti ivairiy tipy lasteliy
savybes nulemianciy molekuliy sudéti. Mezenchiminéms kamieninéms lasteléms
budingy geny ir baltymy ekspresijos nustatymas gali padéti apibiidinti ir reguliuoti
lastelés savybes ir funkcijas. Genominiais ir proteominiais metodais nustatytas
nemazas skai¢ius MKL btdingy baltymy, susijusiu su proliferacijos ir
diferenciacijos procesais [Menicanin et al., 2009; Wagner et al., 2006]. Remiantis
besikaupianciais MKL proteomos tyrimu duomenimis buvo prieita prie i§vados,
kad dél in vitro adaptacijos pirminés kultiros negali biiti lyginamos su vélesniy
perséjimy lastelémis. Jau po antro iSskirty lasteliu persé¢jimo buvo nustatyti
aStuoni nebeekspresuojami baltymai. Vélesniuose perséjimuose (12p) identifikuoti
27 naujai gaminami baltymai [Angelucci et al., 2010]. Lyginant Zmogaus skirtingy
tipy kamieniniy lasteliy RNR ir baltymy ekspresija mikrogardeliy bei
proteominiais metodais gaunami gana prieStaringi duomenys ir nepasiekiamas
patikimas atsikartojamumas [Ivanova et al., 2002; Ramalho-Santos et al., 2002].
Priezastys gali biti jvairios — jau minétas lasteliy populiacijos heterogeniSkumas,
susijes su kamieniniy lasteliy kulttroje atsiradusiais pavieniais progenitoriais ar
diferencijuotomis lastelémis, taip pat nevienodi lasteliy iSskyrimo budai bei
lasteliy auginimo salygos [Wagner et al., 2006].

Standartizavus MKL i8skyrimo i$ audinio ir auginimo protokolus ateityje
kamieninéms lasteléms buidinguy geny ir baltymy ekspresijos tyrimy duomenys gali
biti papildoma MKL charakteristika. Sie duomenys, $alia dabar patvirtinty MKL
savybiy, ne tik padés apibudinti kamienines lasteles, bet ir suteiks informacijos

apie ju funkcines savybes.
2.2.2. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy nisa

Lasteles mikroaplinka organizme sudaro palaikancios Iastelés, kurios

sekretuodamos produktus ir kontaktuodamos viena su kita sudaro salygas lasteliy
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iSgyvenimui ir funkcionavimui [Jones and Wagers, 2008]. Kity, ne MKL,
suaugusio zmogaus audiniui specifiSky kamieniniy lasteliy niSos yra randamos
tame paciame audinyje, pvz., HKL — kauly c¢iulpuose [Zhang et al., 2003],
nervinés KL — galvos smegeny subventrikuliarinéje zonoje [Gould et al., 1999],
epiderminés KL — zinduoliy plauky folikuluose [Braun et al., 2003].
Mezenchiminés kamieninés lastelés, pasiZymincios panaSiomis savybémis, yra
iSskirtos 1§ daugelio audiniy (kauly c¢iulpy, riebaly, odos, sausgyslés, sinovijaus
membranos ir kt.) [da Silva Meirelles et al., 2006]. Kaip jau minéta, jvairiy
audiniy MKL pasizymi tokia pat pavirSiaus Zymeny ekspresija ir gebéjimu
diferencijuotis 1 skirtingy tipy audinius, taciau skirtingo audinio kilmés ar net to
paties audinio skirtingos MKL populiacijos gali turéti nevienoda gebéjima
daugintis ir diferencijuotis [Phinney and Prockop, 2007].

Pagal dabartinius duomenis, MKL lokalizacija in vivo yra susijusi su
kraujagysliu perivaskuline nisa, kurioje esantys pericitai ir yra jvardijami kaip
MKL [da Silva Meirelles et al., 2006; Shi and Gronthos, 2003]. Pericitai (dar
vadinami periendotelio lastelémis, Rouget lastelémis, sienos (mural) Iastelémis,
inkstuose — mezangial lastelémis, kepenyse — Ito lastelémis) yra randami
kapiliaruose, mikrokraujagyslése ir didelése kraujagyslése Salia endoteliniy
lasteliy [Andreeva et al., 1998; Hirschi and D'Amore, 1996; Sims, 1986].
Kraujagysliy sienelé sudaryta i§ trijy lamina atskirty sluoksniy — vidinio (intima),
vidurinio (media) ir iSorinio (adventicija). Tiriant pericity pasiskirstyma
mikroskopiskai buvo nustatytas skirtingas ju kiekis atskiruose arterijos ir venos
sienelés sluoksniuose. Arterijose pericity didZiausias kiekis rastas vidingje
(intima) kraujagyslés dalyje, kur jie jungési su bazine membrana bei plySinémis
jungtimis su endotelinémis lastelémis. VVenose pericitai rasti ne tik vidinéje dalyje,
jie taip pat buvo tolygiai pasiskirste viduriniame ir iSoriniame sluoksnyje
[Andreeva et al., 1998; lijima and Zhang, 2002]. Pericitai dalyvauja reguliuojant
kraujagysliy susitraukima, kraujo spaudima, endoteliniy lasteliy dalijimasi,
angiogenezg [Kutcher and Herman, 2009]. Manoma, kad, priklausomai nuo

audinio tipo, pericitai gali diferencijuotis i kaulinio audinio, kremzlés, riebaly ar
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odontoblasty pirmtakus ir taip audini atnaujinti ar atstatyti po pazeidimo
[Farrington-Rock et al., 2004]. Pericity sekretuojami augimo faktoriai ir citokinai
taip pat reguliuoja imunini atsaka ir regeneracija. Sekretuotos pericitt/MKL
molekulés veikia kaip imunomoduliatoriai, sumazina pazeidimo laipsnij, slopina
uzdegiminj atsaka [English et al., 2007; Zhukareva et al., 2010]. Yra nustatyta,
kad aktyvinti pericitai praranda kontakta su bazine membrana ir sugeba migruoti {
pazeista audinj bei diferencijuotis | mezenchiminius audinius [da Silva Meirelles
et al., 2008; Diaz-Flores et al., 1992; Richardson et al., 1982].

Manoma, kad i§ audinio isskirtos ir in vitro auginamos MKL yra kontakto su
endotelinémis lastelémis ir bazine membrana neteke pericitai. Ju biisena turéty
atitikti audinio pazeidimo metu organizme aktyvinty MKL biisena. Taciau ar in
vitro auginty lasteliy ir endogeniniy MKL savybés yra identiskos, ar jos sugeba
migruoti | pazeista audinj — tai dar neatsakyti klausimai [Karp and Leng Teo,
2009; Khaldoyanidi, 2008].

2.2.3. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy funkcijy reguliavimas

Tiriant mezenchimines kamienines lasteles svarbu nustatyti jy funkcijy
reguliavimo  mechanizmus. Molekuliniu  lygmeniu identifikavus MKL
atsinaujinimo, diferenciacijos, aktyviy molekuliy sekrecijos reguliacija buty
imanoma sukurti metodus, kurie padéty dauginant lasteles iSvengti ju sen¢jimo bei
indukuoty pilnaverte diferenciacija. Lastelés pavirSiaus receptoriu ekspresijos ir
transkribuojamy geny analizé parodé, kad MKL veikla reguliuoja kompleksas jau
seniai zinomy signaliniy keliy. Mikrogardeliy metodu palyginus jvairiy audiniy
MKL ekspresuojamus genus ir naudojant specifinius kinaziy inhibitorius atlikus
funkcing analize, nustatyti trys MKL diferenciacijai ir augimui ypatingai svarbiis
signaliniai keliai, aktyvinami trombocity augimo faktoriumi (PDGF), fibroblaty
augimo faktoriumi (FGF) ir transformuojanciu augimo faktoriumi 3 (TGF-B) [Liu
et al., 2007; Ng et al., 2008]. Cituojami autoriai nustaté augimo faktoriais
indukuoty signaliniy keliy jtaka MKL funkcijoms. Kaip Siy signaliniy keliy

svarbos tiesioginis jrodymas buvo sukurta beseruminé terpé, turinti tik TGF-p,
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PDGF ir B-FGF. Sios terpés sudétis buvo pakankama MKL auginimui maziausiai
iki penkiy perséjimy [Ng et al.,, 2008]. Po S$ios publikacijos komercinés
kompanijos pradéjo MKL skirty beseruminiy terpiu gamyba (STEMPRO
(Invitrogen); MesenCult (STEMCELL technologies)). Jy tinkamumas jvertintas
vienoje publikacijoje, kurios autoriai parodé beserumingje terpéje auginty lasteliuy
ypatingai gera proliferacija ir osteogening diferenciacija [Agata et al., 2009]. Nuo
PDGF, FGF ir TGF-p priklausomi signaliniai keliai mezenchiminése kamieninése
lastelése yra svarbils tiek proliferacijai, tick diferenciacijai. PDGF signalinio kelio
svarba proliferacijai rodo stipriai ekspresuojami Sio kelio komponentai
nediferencijuotose mezenchiminése kamieninése lastelése [Ng et al., 2008]. Be to,
nustatyta, kad MKL gali biiti sékmingai auginamos serumo pakaitale, turiniame
didesnj kieki PDGF [Muller et al., 2006]. PDGF signalo inhibitorius tyrfostinas
toksiskai veiké lasteliy kultiira ir blokavo osteogening diferenciacija. [domu, kad
PDGF receptoriaus inhibicija  visiSkai neuZblokavo adipogeninés ar
chondrogeninés diferenciacijos. Taip pat jrodyta, kad PDGF indukuoja ir MKL
migracija, taciau lasteles paveikus PDGF kartu su FGF migracija nevyko [Ozaki
et al., 2007].

Tiriant MKL diferenciacijos aktyvinima osteogenine ir chondrogenine
kryptimis yra parodyta TGF-p kelio svarba [Kulterer et al., 2007; Li and Xu,
2005]. Priesingai osteogeninei ir chondrogeninei diferenciacijai, adipogeninéje
diferenciacijoje TGF-p signalas mezenchiminése kamieninése lastelése veikia
kaip adipogeninés diferenciacijos blokuotojas [Roelen and Dijke, 2003]. Kiti
eksperimentai, atlikti naudojant MKL, parodé, kad TGF-f signalas yra svarbus
proliferacijai ir veikia nuo Smad-3 priklausomu keliu [Jian et al., 2006]. Sis
signalinis kelias yra gana universalus tarp skirtingy tipy kamieniniy lasteliy, nes
TGF-B receptoriumi aktyvinamas signalinis kelias kartu su FGF signalinimu
dalyvauja ir palaikant EKL pluripotentiSkuma [Vallier et al., 2005].

Eksperimentai, kuriuose naudojant terpe su FGF buvo stebétas didesnis MKL
dalinimosi greitis ir ilgesnis auginimo kultiiroje laikas, parodé, kad FGF kelias yra

svarbus MKL padauginimui in vitro [Benavente et al., 2003; Tsutsumi et al.,
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2001]. Nors ir FGF receptoriaus (FGFR1) ekspresijos lygis yra zemas tiek
nediferencijuotose, tiek diferencijuojanciose lastelése, tacCiau Sis signalas yra
svarbus ne tik proliferacijai, bet ir ostegeninei [Jacob et al., 2006] bei
chondrogeninei [Solchaga et al., 2005] diferenciacijai.

Salia $iy, kaip manoma, pakankamy MKL auginimui beseruminéje terpéje
faktoriy, yra iSskiriamas epiderminis augimo faktoriaus (EGF) signalinis kelias.
Teigiama, kad EGF yra svarbus MKL proliferacijos aktyvatorius ir, priesingai nei
PDGF, FGF ir TGF-p, jis nedalyvauja diferenciacijos procesuose [Tamama et al.,
2006]. Si savybé svarbi kuriant beseruming auginimo terpe, kuri leisty padauginti
MKL supresuojant ju diferenciacija arba bent jos neaktyvinant. Taciau atsakas {
EGF lasteléje priklauso nuo dozés ir poveikio laiko. [rodyta, kad mazos EGF
dozés sustiprina MKL proliferacija in vitro, padidina klonogeniskuma, blokuoja
osteogening diferenciacija [Tamama et al., 2010]. Tuo tarpu didelés dozés ar prie
substrato pritvirtintas EGF priesingai, indukuoja osteogenezg ir sustiprina MKL
kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus (VEGF) ir hepatocity augimo faktoriaus
(HGF) parakrining sekrecija [Kratchmarova et al., 2005; Platt et al., 2009]. Pagal
pasitlyta modeli, EGF veikimas pagristas PLCy, PI3K/Akt ir p42/44 MAPK
signaliniais keliais. Pazymétina, kad Sie signalo perdavimo keliai yra universalts
tirozino kinazés tipo receptoriams (pvz., PDGFR) [Salasznyk et al., 2004;
Satomura et al., 1998].

Per pastaraji deSimtmeti buvo nustatyta Wnt signalo reikSmé kamieniniy
lasteliy veiklos reguliacijai [Bakre et al., 2007; Ling et al., 2009; Willert et al.,
2003]. Wnt reguliuoja lasteliy proliferacija, migracija, diferenciacija. ISskiriami
pagrindinis ir nepagrindinis Wnt signaliniai keliai, kuriy vieno ar kito aktyvavimas
ar inhibavimas lemia MKL veikla. Prisijungus Wnt prie Frizzled receptoriaus yra
regulivojama geny ekspresija per -katenina (pagrindinis kelias) arba per JNK,
Rho, proteino kinazg C (PKC) ir kalcio signalinima (nepagrindinis Kkelias)
[Huelsken and Behrens, 2002]. MKL dauginimasi nediferencijuotoje biisenoje
palaiko pagrindinis kelias per p-katenina aktyvinant ciklino D1 ir c-Myc
ckspresija [Baek et al.,, 2003]. Priesingai, nepagrindinis Wnt supresuoja -
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katenino signala, mazina proliferacini aktyvuma. Vykstant MKL diferenciacijai
pagrindinis Wnt kelias supresuoja osteogeneze ir adipogeneze, taciau aktyvina
miogeneze. Nepagrindinis kelias svarbus aktyvinant osteogeneze, chondrogeneze
bei miogeneze¢ [Boland et al., 2004; de Boer et al., 2004].

Dar paminétini Notch, TLR, Hedgehog signaliniai keliai, kurie, nors ir néra
intensyvial tyrinéjami mezenchiminése kamieninése lastelése, turi ypatinga
reikSme¢ MKL imunomoduliacijai, diferenciacijai ir proliferacijai [Kim et al.,
2010; Liotta et al., 2008; Mead and Yutzey, 2009; Zanotti and Canalis, 2010].

Isorinio signalo realizavimui svarbi proteino kinazé D (PKD). Ji yra daugelyje
lasteliy aptinkama serino/treonino kinazé, kuria nuo PKC priklausomu keliu
aktyvina jvairas reguliatoriniai peptidai, tokie kaip trombinas, bombezinas,
bradykininas, endotelinas ir vasopresinas, lizofosfatiné rugstis, augimo faktoriai
(PDGF, IGF) arba stresinis poveikis. Aktyvinta PKD fosforilina nemazai
substraty, kurie vienaip ar kitaip lemia Iastelés veikla. Serino/treonino kinazé¢ PKD
dalyvauja ivairiuose biologiniuose procesuose, tokiuose kaip véziniy lasteliy
metastazés, baltymy sekrecija, genu veiklos reguliacija, lasteliy proliferacija,
apoptozés inhibicija [Van Lint et al., 2002]. PKD yra svarbi lastelés iSgyvenimui
po streso. Lastelés atsakas | stresa vyksta per Src-Abl ir PKC, kurie aktyvina
proteino kinaze¢ D. Aktyvinta PKD inicijuoja transkripcijos faktoriaus NF-kappaB
(nuclear factor kB) aktyvacija per Siam faktoriui specifinés kinazés IKK
kompleksa, taciau tikslus aktyvacijos ir jos panaikinimo mechanizmas dar
neistirtas [Storz and Toker, 2003]. Paprastai Sis transkripcijos faktorius suaktyvina
genus, kurie reguliuoja greita lastelés atsaka | uzdegiminius procesus, virusing ir
baktering infekcija ir kitus stresinius veiksnius, tuo tarpu vézinése lastelése NF-
kappaB inhibicija lemia apoptoze ir auglio augimo sustabdyma [Zerbini et al.,
2004].

Lastelés diferenciacijos procesa lemia tam tikros genetinés programos, kurios
atsakingos uz naujo fenotipo formavima. Chromatino modifikacijos histony lygyje
kaip ir DNR metilinimas yra vieni svarbiausiy elementy reguliuojant specifinio

geny rinkinio transkripcija [Grozinger and Schreiber, 2002; Kuo and Allis, 1998].
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Chromatino modifikacijos gali buti keliy tipy post-transliacinés kovalentinés
histony modifikacijos: acetilinimas, fosforilinimas, metilinimas, ubikvitinavimas,
poli(ADP)-ribozilinimas [Wolffe et al., 2000]. Histony acetiltransferazei (HAT)
acetilinant histonus atpalaiduojamas chromatinas, skirtas efektyviai geny
transkripcijai. PrieSingai, histony deacetilazés (HDAC) panaikina acetilinima taip
slopindamos geny aktyvuma. ISskiriamos dvi HDAC klasés: I HDAC klasé, kuriai
priklauso 1, 2, 3, 8 ir 11 deacetilazés, bei Il HDAC klas¢ — 4, 5, 7 ir 9 deacetilazés.
| HDAC yra daugelyje lasteliy, tuo tarpu II HDAC dazniausiai randama
specifiniuose audiniuose (raumenyse, smegenyse, T ir B limfocituose,
chondrocituose ir kt.) [Gray and Ekstrom, 2001]. HDAC aktyvuma ir lokalizacija
reguliuoja Ca?*/kalmodulino kinazés (CAMK) ir proteino kinazeé D, jos fosforilina
HDAC baltymo N-gala, prie kurio jungiasi 14-3-3 adaptorius, palengvinantis
eksporta i§ branduolio [Dressel et al., 2001; Parra et al., 2005]. HDAC migracija {
citoplazma leidzia HAT acetilinti chromating ir suaktyvinti geny ekspresija. Be
fosforilinimo, HDAC aktyvumas dar gali buti reguliuojamas ubikvitinimu ir
sumoilinimu [Garcia-Dominguez and Reyes, 2009].

Chromatino modifikavimas mezenchiminése kamieninése lastelése yra
svarbus diferenciacijos procesui. HDAC inhibavimas valproine riig§timi (VPA) ir
trichostatinu sustiprina osteogening diferenciacija. Nustatyta, kad efektas susijgs
su padidéjusia Runx?2, osterix ir osteopontino geny aktyvacija [Cho et al., 2005].
Kity autoriy duomenimis adipogening, chondrogening ir neurogening
diferenciacija HDAC inhibavimas sumazino. Be to, paveikus MKL natrio butiratu
ir VPA, lasteliy morfologija pasikeité¢ ir proliferacinis aktyvumas sumazéjo.
Nustatyta, kad HDAC inhibavimas padidina p21 (CIP1/WAF1) geno ekspresija ir
sustabdo cikla G2/M fazéje. Be to, nustatyta, kad vykstant senéjimo procesui
HDAC ekspresijos sumazéjimas lemia polykombo grupés geny (PcGs), tokiy kaip
BMI1, EZH2 and SUZ12, iSjungima ir demetilazés (JMJD3) padidéjusia
ekspresija [Lee et al., 2009b].

Su diferenciacija susij¢ chromatino persitvarkymai aktyvina specifiniy geny

transkripcija. Diferenciacijos procesas Yra susijgs su diferenciacijai budingy geny
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padidéjusia transkripcija ir transliacija (pvz. osteogeninei diferenciacijai — Msx2,
Runx2, osteopontinas, ALP; adipogeninei — PPARY, leptinas, GLUT4). Nustatyta,
kad adipocitams budingi baltymai gali blokuoti osteogening diferenciacija
(PPARY) [Takada et al., 2007b] ir atvirks¢iai — osteogeninés diferenciacijos metu
aktyviy Msx2, Runx2 ekspresija blokuoja adipocity formavimasi [Cheng et al.,
2003].

Aprasyty MKL veiklos reguliavimo mechanizmy tyrimai leis ateityje geriau
suprasti ir kontroliuoti MKL savybes. Taciau dar néra Zinomas iSsamus MKL
veiklos reguliavimo signaliniy keliy tinklas. 1-0je lenteléje pateikiamas sarasas
MKL pavirSiuje ekspresuojamuy molekuliy, kurios gali biti svarbios lasteliy
funkciju reguliacijai [Stagg, 2007]. Pazymétina, kad skirtingose laboratorijose
nustatyti MKL pavirs$iaus zymeny rinkinio duomenys ne visada sutampa [da Silva
Meirelles et al., 2008; Salem and Thiemermann, 2010].

1 lentelé. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy pavirSiaus Zymenuy ekspresija [Stagg,

2007]
Lasteliy Chemokiny | Augimo Citokiny Adhezijos Imuniniam Kita
Zymenys receptoriai | faktoriy receptoriai baltymai atsakui svarbuis
receptoriai baltymai
CD45 CXCR1 TGF-bs-R* IL-1R" CD44" MHC I low? CD73"
CD34” CXCR2" CD105" IL-3R" VCAM-1* MHC 11I7?
CD31 CXCR3™ | (endoglin) IL-4R" PECAM-1" CD80"
CD11b™ CXCR4"" PDGF-R* IL-6R" NCAM-1* CD86-
(Macl) CXCR5" EGF-R* IL-7R? HCAM-1* CD40"
CD19 CXCR6" IGF1-R* IL-15R* ALCAM* TLR-2"
Glycophorin | CCR1" NGF-R* IFN-gR" (CD166) TLR-9
A CCR2" FGF-R" TNF-alR" ICAM-1" B7H1"
Stro-1" CCR3” VEGF-R" TFN-a2R" ICAM-2* Nectin-2**
SSEA-4" CCR4™ Frizzled® ICAM-3* PVR™
CCR5 LRP6" MUC18* ULBP-3*
CCR6" CD90" ULBP-1*"
CCRT7* LFA3* ULBP-2""
CCR8" a-4 integrin® | ULBP-4""
CCR9" a-5 integrin® MICA" (30% of
CX3CR1™ CD29" (VLA- | human donors)
CX3cL1* 41, VLA-51) CD48"
b-2 integrin” NTBA™
b-4 integrin”
L-selectin™
PSGL-1"
CD24~
Cadherin-5~

# padidéja po IFN-y poveikio
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2.2.4. Kamieniniy lasteliy imunomoduliacinés savybés

Klinikiniam kamieniniy lasteliy panaudojimui Yypatingai svarbus yra
recipiento imuninis atsakas 1 donoro lasteles. Imunokompetentiskai recipiento
imuninei sistemai identifikavus svetima lastelg, ji sunaikinama, o lasteliy terapija
paprastai baigiasi nesékme. Tacdiau remiantis eksperimenty duomenimis ir
Klinikiniais tyrimais MKL, patekusi | alogeninj organizma, aktyvaus imuninio
atsako nesukelia. Tiriant Sio fenomeno priezastis nustatyta, kad, be kity savybiy,
MKL dar pasizymi gebéjimu reguliuoti imuninj atsaka [Jones and McTaggart,
2008]. Vienas svarbiausiy pavirSiaus zymeny, Kuris sukelia imuninj svetimy
lasteliy atmetima, yra pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas MHC |
(major histocompatibility complex 1). Nustatyta, kad mezenchiminés kamieninés
lastelés pavirSiuje silpnai ekspresuoja MHC | ir neturi MHC 11 komplekso [Le
Blanc et al., 2003]. Nors imuniné sistema ir gali atpazinti svetima lastelg, MKL
populiacija deél endogeniniy  imunosupresiniy  savybiy  pasizymi
imunoprivilegijuotu statusu [Tasso and Pennesi, 2009]. Nustatyta, kad tai yra ne
pasyvus, bet su MKL sekretuojamy faktoriy poveikiu ir imuninei sistemai
specifiniu tarplasteliniu kontaktu susijgs efektas [Krampera et al., 2003].
Imunosupresinés MKL savybés §iuo metu yra intensyviai tyrin¢jamos, taciau
atsiranda ir priestaringy duomeny. Literatiiroje apraSyta, kad alogeninés
transplantacijos metu MKL Kkartais gali prarasti in vitro stebéta imunosupresini
poveiki [Prigozhina et al., 2008; Rameshwar, 2009]. Sio priestaravimo priezastis
dar neirodyta, taciau vienas i§ paaiSkinimy yra neseniai atskleistas specifiniy TLR
(toll-like receptor) stimuliacinis poveikis MKL [Waterman et al., 2010].
Cituojamame darbe parodyta, kad TLR4 aktyvinimas sukuria pro-uzdegimini
MKL fenotipa, o aktyvinus TLR3 MKL jgauna imunosupresiniy savybiy. Kita
potenciali atmetimo reakcijos priezastis po alogeninés MKL transplantacijos gali
biiti recipiento organizme esantis interferonas y (IFNy), kuris padidina MHC 1 ir
aktyvina MHC Il ekspresija [Stagg et al., 2006].
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Jau 2002 metais tiriant transplantuotos odos prigijima primatuose buvo
parodyta, kad Zmogaus MKL gali inhibuoti T lasteliy proliferacija in vitro
kultivuojant MLR (mixed lymphocyte reaction-MLR) ir in vivo [Bartholomew et
al., 2002]. Nustatyta, kad MKL blokuoja T limfocity proliferacija GO lastelés ciklo
stadijoje. T lasteliy proliferacijos inhibicija sumazino Thl citokiny ekspresija,
todél citokiny indukuojama imuninio atsako lasteliy stimuliacija tapo neefektyvi.
Imunini atsaka MKL reguliuoja ijvairiais faktoriais, tokiais kaip TGF-pB1,
hepatocity augimo faktorius (HGF), indoleamine 2,3-dioksigenazé (IDO),
prostaglandinas E2 (PGE-2), IL-10 [Fibbe et al., 2007; Nauta and Fibbe, 2007].
Kitas imunomoduliacijos kelias yra tarplasteliniai kontaktai. MKL kontaktiniu
biidu bei sekretuojamais faktoriais gali inhibuoti ne tik T, bet ir B limfocity
proliferacija [Gur-Wahnon et al., 2007; Nasef et al., 2007]. Yra duomeny, kad
alogeninés MKL gali inhibuoti IL-2 ar IL-15 sukelta natiiraliy naikintoju (NK)
proliferacija. Nors S$ios inhibicijos mechanizmas neaiSkus, manoma, kad NK
lasteliy proliferacija, taip pat kaip ir T limfocity, inhibuoja MKL sekretuojamas
TGF-B1 ir PGE-2 [Spaggiari et al., 2006]. MKL poveikis monocity kilmés
dendritinéms lasteléms (DC) pasireiskia ju brendimo ir funkcijy inhibavimu. MKL
kultivavimas su monocitais stipriai inhibavo diferencijuoty DC atsiradima, o
auginimas kartu su subrendusiomis dendritinémis lastelémis nulémé Siy lasteliy
MHC II, CD80 ir CD86 molekuliy ekspresijos sumazéjima [Jiang et al., 2005].
Nustatyta, kad MKL indukuota DC diferenciacijos ir funkcijos inhibicija priklauso
nuo PGE-2 sekrecijos, padidéjusios po tarplastelinio kontakto. PanaSiai kaip T
lastelése MKL sustabdo dendritiniy lasteliy cikla GO/G1 ciklo fazése [Aggarwal
and Pittenger, 2005; Ramasamy et al., 2007]. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
diferenciacijos procesas gali pakeisti juy savybe supresuoti imuninj atsaka. Nors in
vitro eksperimentai rodo, kad diferenciacijos metu MKL imunomoduliacinés
savybés iSlieka, gauti in vivo rezultatai yra priestaringi [Le Blanc et al., 2003]. Ta
iliustruoja MKL, diferencijuoty i kaulini audinj ant trimacio karkaso, imuninis
atmetimas alogeninése pelése [Tasso et al., 2009]. PanasSus eksperimentas su Suny

modeliu buvo sékmingas ir imuninis atmetimas nejvyko [Arinzeh et al., 2003].
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Kitas svarbus atradimas yra tai, kad Zzmogaus ir peliy MKL gali indukuoti
CD4+ CD25+ T limfocity, turin¢iy reguliacing funkcija (Treg) gamyba in vitro ir
in vivo. Sis fenomenas yra svarbus supresuojant imuninj atsaka autoimuniniuose
susirgimuose, MKL terapiniam efektui kolageno indukuotame artrite ir, deja,
véziniy lasteliy apsaugojimui. Manoma, kad Treg proliferacija, Salia kity faktoriy,
indukuoja MKL sekretuojamos neklasikinés MHC I molekulés [Djouad et al.,
2006; Maccario et al., 2005; Selmani et al., 2008].

Paveikus IFNy MKL gali veikti kaip antigena prezentuojanéios lastelés
(APC). Priesingai nei MHC I, kurio aptinkamas nedidelis kiekis, MHC 11 MKL
pavirSiuje néra. Poveikis IFNy padidina ir MHC |, ir MHC 1I ekspresija. [domu
tai, kad IFNy indukuotas MHC II ekspresijos lygis, prieSingai nei APC,
mezenchiminése kamieninése lastelése sumazéja paveikus jas didele IFNy
koncentracija [Tang et al., 2008]. Kitas neseniai nustatytas mezenchiminéms
kamieninéms lasteléms buidingas APC bruozas yra antigeninio svetimo baltymo
kros-prezentacija MHC | komplekse, sugebanti indukuoti specifiniy CD 8+
T limfocity proliferacija in vitro ir in vivo [Francois et al., 2009].

Nors sukaupta nemazai duomeny apie MKL poveiki imuninei sistemai, $iy
lasteliy imunomoduliacinés savybés yra dar ne iki galo iStirtas fenomenas.
Dauguma $iuo metu kuriamy terapiju, paremty MKL, susijusios biitent su Sia ju

savybe, todél imunomoduliacijos mechanizmy tyrimai yra ypatingai svarbi sritis.

2.2.5. Mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy migracija j paZeista audinj

Manoma, kad mezenchiminés kamieninés lastelés pasizymi savybe kryptingai
migruoti | pazeidimo Zzidinj pradinése patologinio proceso stadijose. Tai yra
kompleksiskas procesas, susijgs su atsiSkKyrimu nuo ekstralastelinio matrikso,
migracija i§ pradinés niSos, iSlikimu migracijos metu, invazija | nauja audinj ir
migravusiy lasteliy saveika su nauja mikroaplinka [Mehlen and Puisieux, 2006].
Pritraukiant MKL { patologijos zidini svarby vaidmeni atlieka uzdegimo metu
i§skiriami mediatoriai, chemokinai ir specifiniai faktoriai [Saito et al., 2002]. Siuo

metu yra nustatyta keletas signaliniy keliy, susijusiu su MKL migracija i
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pazeidimo zona. [rodyta, kad hepatocity augimo faktoriaus signalas yra susijes su
MKL mobilizacija ir patekimu | pazeista audinj [Neuss et al., 2004]. Hipoksijos
salygomis MKL migracija suzadinama FGF ir VEGF molekulémis [Okuyama et
al., 2006; Schmidt et al., 2006]. Manoma, kad MKL migracijos proceso reguliacija
gali bati panasi | hemopoetiniy kamieniniy lasteliy, kuriy vienas svarbiausiy
migracijos reguliatoriy yra stromos kilmés faktorius SDF-1 [Dar et al., 2006].
Vélesni MKL tyrimai parodé, kad blokuojant SDF-1 receptoriy lasteliy migracinis
gebéjimas nekinta [Ip et al., 2007]. Viena i§ svarbiausiy migruojanciy lasteliy
savybiy — ju gebéjimas iSvengti apoptozés-anoikio, kuri indukuoja substrato
netekimas. Galima aktyvinty signaliniy keliy reik§mé yra anti-apoptoziniy
molekuliy, tokiy kaip Akt/PKB, aktyvinimas supresuojant anoikio signalinj kelia
[Benoit et al., 2007]. Vykstant migracijos procesui eckstralastelinio matrikso
degradacijoje dalyvauja proteolitiniai fermentai — matrikso metalo proteazés
(MMP) [Ravanti and Kahari, 2000]. Lyginant greitai ir 1étai migruojan¢iy MKL
populiaciju MMP1 ekspresija buvo parodyta Sios proteazés reik§mé MKL
migracijoje [Ho et al.,, 2009]. Vienas i§ svarbiausiy uzdegiminés aplinkos
komponenty yra neutrofily gaminamos serino proteinazés, kurios remodeliuoja
ekstralastelini matriksa, taip pat reguliuoja daugelio uzdegimui svarbiy citokiny ir
ju receptoriy aktyvuma [Wiedow and Meyer-Hoffert, 2005]. Nattralus neutrofily
gaminamy serino proteinaziy inhibitorius yra antiproteinazé alfal-antitripsinas
(AAT). Uzdegimo metu §io baltymo koncentracija sisteminéje kraujotakoje, taip
pat pazeidimo zidinyje padidéja keleta karty [Law et al., 2006]. Taciau AAT
veikia ne tik kaip serino proteinaziy inhibitorius, bet gali paveikti ir jvairias
lasteliy funkcijas, tarp ju aktyvinti proliferacija ir migracija [Dabbagh et al., 2001,

Janciauskiene et al., 2007].

2.3. Mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy kultivavimas in vitro
Mezenchiminés kamieninés lastelés turi didelg terapinio panaudojimo
perspektyva, taciau daugeliui gydymo metodiky, grindziamy MKL, reikalingas
didelis lasteliy kiekis, kuris gali buti gautas tik auginant jas in vitro. MKL
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1$skyrimas 1§ skirtingo amziaus donory ir i§ skirtingy audiniy naudojant skirtingus
skyrimo protokolus, auginimas skirtingose terpése ir skirtingomis salygomis gali
suteikti lasteléms nevienodas savybes [Mannello and Tonti, 2007]. Siy skirtumy
bandymai.

ISskirtos i§ organizmo MKL patiria jvairiy tipy poky¢iy. Netekus kontakto su
jas supusiomis lastelémis, pasikeitus deguonies koncentracijai, substratui,
parakrininio signalo faktoriy sudéciai jvyksta griztami ir negriztami fiziologiniai
pokyciai. Auginant lasteles in vitro keiciasi ju morfologija, pavirSiaus zymeny
ekspresija, citokiny ir augimo faktoriy gamyba, augimo greitis ir gebéjimas
diferencijuotis [Wagner and Ho, 2007]. Po 40-50 pasidalijimy atsiranda
morfologiniy sen¢jimo pozymiy, sulétéja augimas [Fehrer and Lepperdinger,
2005]. Kadangi Sie procesai tiesiogiai priklauso nuo MKL auginimo salygy, $iuo

metu atlickama daug tyrimy, susijusiy su optimaliy auginimo salygu parinkimu.

2.3.1. Auginimo terpés sudéties jtaka mezenchiminéms kamieninéms
Iastelems

Auginant MKL in vitro ir ruoSiant lasteles klinikiniams bandymams kaip
terpés priedas yra naudojamas fetalinis verselio serumas (fetal bovine serum,
FBS). Tiksli FBS sudétis néra zinoma, todél daznai skirtingy gamintojy ir to paties
produkto skirtingy gamybos serijy savybés labai skiriasi. Gyvulinés kilmés terpés
komponentai taip pat kelia rimta pavoju MKL ruosiant terapijos tikslams. Aktuali
ir infekciju grésmé (zoonozés, prionai, virusai) [Shahdadfar et al., 2005]. Kadangi
verSelio serumo baltymai patenka i lastelés vidy ar gali prikibti prie lasteliy
pavirSiaus, transplantacijos metu jie veikia kaip antigenas ir gali sukelti
nepageidaujama imuninj atsaka [Heiskanen et al., 2007]. Yra aprasyta keletas
lasteléms auginti naudoto FBS sukelty komplikacijy. Pacientams po pakartotinés
terpése su FBS kultivuoty T limfocity ar dendritiniy lasteliy transplantacijos
iSsivysté anafilaksinés reakcijos [Tuschong et al., 2002]. Taip pat i$siaiSkinta, kad

skeleto raumeny mioblasty, kultivuoty terpése su FBS, tranplantacija sukélé
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skilveliy aritmijas ir pacienty mirtj [Chachques et al., 2004]. Sio tyrimo autoriai
mano, kad Sias komplikacijas galéjo sukelti naudotos terpés gyvulinés kilmés
komponentai. Kitoje klinikingje studijoje terpése su FBS kultivuotos MKL buvo
naudojamos osteogenesis imperfecta gydymui. Atlikus kraujo tyrima, paciento
kraujyje buvo aptikti antik@inai prie$ jau¢io serumo albuming [Horwitz et al.,
2002]. MKL kulttros sugebéjimas endocituoti terpéje esancius FBS komponentus
buvo eksperimentiskai parodytas naudojant FITC fluorochromu pazyméta FBS
[Spees et al., 2004]. Panaudojus fluorescentinés mikroskopijos ir ELISA metodus
pavyko nustatyti, kad su 100 milijony standartinémis salygomis iSauginty MKL
asocijavo nuo 7 iki 10 mg FBS baltymy. Zinant, kad standartin¢ vienkartiné
terapiné MKL dozé yra 2 — 4 milijonai lasteliy/kg kiino masés, buvo paskaiciuota,
kad, persodinus 70 kg sverian¢iam pacientui 140 milijony MKL, | organizma
kartu patekty net apie 14 mg gyvulinés kilmés baltymy. FBS keliamy problemy
padeda iSvengti autologinis zmogaus serumas (AS) [Dimarakis and Levicar,
2006]. Autologinis serumas gali biiti sékmingai naudojamas isskiriant ir dauginant
mezenchimines kamienines lasteles [Stute et al., 2004]. Zmogaus MKL Siame
serume proliferuoja greiciau, bet diferenciacija yra létesné, nei lasteliy, auginty
terpéje su FBS. Lyginant MKL, auginty terp¢je su FBS ir AS, geny ekspresija
irodyta, kad FBS stipriau aktyvina diferenciacijos procesus [Shahdadfar et al.,
2005]. Taciau autologinio serumo kiekiai daznai yra riboti, jis netinkamas ir kai
kuriy susirgimy atveju. Kaip alternatyva bandoma naudoti alogenini zmogaus
seruma, taciau jo tinkamumas MKL auginimui vertinamas prieStaringai. Vieny
autoriy duomenimis, auginant terpéje su alogeniniu zmogaus serumu, MKL
pasidalina tik kelis kartus, gali pasiekti tik 60 % pavirSiaus padengima, 0 augimas
sustoja jau po pirmo perséjimo [Shahdadfar et al., 2005; Spees et al., 2004].
Kitiems autoriams, prieSingai — sékmingai pavyko auginti MKL naudojant terpg
su alogeniniu serumu [Anselme et al., 2002; Yamaguchi et al., 2002]. Siy
nesutapimy priezastis gali biiti skirtinga alogeninio serumo sudétis, todél ateityje

turi biti nustatyti aiSkiis serumo tinkamumo MKL kultivavimui kriterijai.
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Kadangi suaugusio zmogaus serumas nepasizymi dideliu augimo faktoriy
kiekiu, greitam MKL padauginimui yra bandoma naudoti trombocitais praturtinta
plazma (platelet rich plasma). Sio tipo serume yra padidintas kiekis augimui
svarbaus augimo faktoriaus — PDGF. Tyrimai, kuriuose buvo palygintas terpiy su
skirtingais serumais (FBS, alogeninis zmogaus serumas, trombocitais praturtinta
plazma) poveikis mezenchiminéms kamieninéms lasteléms, parodé, kad
alogeninis zmogaus serumas ir trombocitais praturtinta plazma yra tinkama
alternatyva auginant tiek kauly ¢iulpy MKL [Bieback et al., 2009], tiek riebalinio
audinio MKL [Kocaoemer et al., 2007].

Nustac¢ius MKL proliferacijoje dalyvaujancius signalinius kelius, yra
bandoma naudoti beseruming auginimo terpg, praturtinta augimo faktoriy rinkiniu
[Agata et al., 2009; Ng et al., 2008]. Beseruminé terpé yra patraukli alternatyva,
kadangi nelieka ksenogeninio FBS keliamy problemy, nesunkiai pasiekiamas
atsikartojamumas. Komerciniy sintetiniy serumo pakaitaly tinkamumas MKL
auginimui tyrinétas keliuose straipsniuose. Specialiai kurtas kamieniniy lasteliy
auginimui STEMPRO (Invitrogen) serumo pakaitalas pilnai tiko kauly ¢iulpu
kilmés MKL padauginimui [Agata et al., 2009]. Nezitrint FBS ir sintetinio
serumo pakaitalo poveikio panasumy, autoriai nustaté, kad terpéje su STEMPRO
kauly ciulpu MKL buvo mazesnés, grei¢iau dauginosi, geriau diferencijavosi
osteogenine kryptimi, pasizyméjo stipresne pavirSiaus zymens CD105 ir mazesne
CD146 ekspresija. Panasts tyrimai atlikti ir su riebaly kilmés mezenchiminémis
kamieninémis lastelémis. Palyginus terpés su FBS ir su STEMPRO serumo
pakaitalu poveiki riebaly kilmés MKL buvo nustatytas Zzymiai didesnis
proliferacijos greitis ir gebéjimas diferencijuotis auginant beseruminéje terpéje
[Lindroos et al., 2009]. PavirSiaus zymeny ekspresija skyrési nezymiai —
beseruminéje terpéje CD49d ekspresija sumazéjo tre¢daliu, CD44, CD166 tiek
pat padidéjo. Pazymétina, kad Siame tyrime CD146 ekspresijos riebalinio audinio
MKL i§ viso nebuvo nustatyta. Kitas sintetinis serumo pakaitalas, naudotas MKL
kultivavimo in vitro tyrimuose, buvo Ultroser G (Pall Biosepra). Tikrinant jo

poveiki kauly ¢iulpy mezenchiminéms kamieninéms lasteléms nustatytas Zymiai
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geresnis proliferacijos greitis ir gebéjimas diferencijuoti nei auginant terpéje su
FBS [Meuleman et al.,, 2006]. Kadangi terpéje su Ultroser G MKL buvo
padaugintos per palyginti trumpa laika, autoriy nuomone, terpé su §iuo serumo
pakaitalu yra optimali lasteliy Kultivavimui ex vivo ir gali biiti naudojama
Klinikiniams tikslams. Taciau Zinant, kad lasteliu veikla reguliuoja daugybé tiek
zinomy, tiek dar nenustatyty signaliniy keliy, prie§ rutinini beseruminés terpés

naudojima dar biitina atlikti nemazai tyrimuy.

2.3.2. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy populiacijos sudétis

Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy populiacija sudaryta i§ skirtingu greiciu
besidalijan¢iy lasteliy. Viena i$ svarbiausiy charakteristiky, apibiidinanciy Sia
MKL kultiros atsinaujinimo savybe, yra koloniju formavimas. Viena
proliferuojanti  lastel¢ intensyviai dalindamasi turi savybg suformuoti
makroskopiskai matoma kolonija (1 — 10 mm). Ankstyvuose pers¢jimuose esant
mazam MKL tankiui dalis lasteliy pasizymi ypatingai dideliu proliferacijos greiciu
pasidalindamos maziau nei kas 12 val. [Sekiya et al., 2002]. Susiformavusios
MKL kolonijos skiriasi savo dydziu, morfologija ir augimo grei¢iu. Klonavus
pirming MKL kulttira nustatyta, kad dideles kolonijas sudaranc¢ios maZzos verpstes
formos lastelés pasizymi Zymiai didesnémis diferenciacinémis ir proliferacinémis
galimybémis, kai tuo tarpu mazoms kolonijoms budingos didesnés ir ploks¢ios
lastelés dauginasi 1éCiau ir jy gebéjimas diferencijuotis yra silpnesnis [Colter et al.,
2000; Digirolamo et al., 1999]. Pac¢ias MKL kolonijas taip pat sudaro ne vieno
tipo lastelés. ISskiriamos vidiné ir iSoriné kolonijy sritys, kurias sudaranciy lasteliy
savybés skiriasi [Ylostalo et al., 2008]. Vidinio kolonijos regiono lastelés nuo
iSorinio skyrési létesniu dalijimusi ir atsiradusia su diferenciacijos procesu
susijusiy baltymy gamyba. Kolonijas paveikus adipogenine diferenciacijos terpe,
diferenciacija prasideda vidiniame regione. Taciau prediferencijuota Sios kolonijos
srities biisena buvo griztama. Perséjus vidinés ir iSorinés kolonijos srities Iasteles,
Jos pasizyméjo vienodomis diferenciacijos, proliferacijos ir koloniju formavimo

savybémis [Ylostalo et al., 2008; Prockop, 2009]. Taciau pastebéta, kad MKL
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klonogeniskumas ir diferenciacija sumazéja negriztamai leidus lasteléms augti iki
100% substrato pavirSiaus padengimo [Lee et al., 2009a].

Koloniju formavimas mezenchiminése kamieninése lasteliy kultirose yra
skirtingas ir priklauso nuo donoro, lasteliy iSskyrimo i§ audinio protokolo ir
auginimo salygu. Lyginant skirtingy donory kauly ¢iulpy MKL klonogeniSkumas
buvo nuo 3% iki 28% ir nepriklausé nuo lyties ar amziaus. Be to, kultivuojant
lasteles in vitro juy savybé formuoti kolonijas silpnéjo ir 12-ame perséjime Vvisali
iSnyko [Digirolamo et al., 1999]. Kadangi MKL klonogeniskumas yra susijgs su
Siy lasteliy proliferacijos ir diferenciacijos savybémis, jo nustatymas svarbus
ivertinant Sias lasteliy savybes. Bandant praturtinti lasteliy kultira kolonijas
formuojan¢iomis lastelémis yra bandoma nustatyti tik joms biidingus pavirSiaus
zymenis. Buvo nustatyta, kad lastelés, turinios PDGF receptoriy ir CD146
pavirSiaus Zymenj, pasizymi didesniu klonogenisSkumu ir stipresne diferenciacija
[Schwab and Gargett, 2007]. Taciau kity autoriy duomenimis greitai besidalijanti
ir kolonijas formuojanti lasteliy populiacija ekspresuoja VEGFR, CD44, bet neturi
PDGF receptoriaus [Colter et al., 2001].
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3. METODAI

3.1. Mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy iSskyrimas i$ riebalinio audinio

Mezenchimines kamienines lasteles iSskyréme 1§ riebalino audinio, gauto po
kraty ir pilvo plastiniu operacijy (riebaly nusiurbimo) pagal aprasyta metodika
[Zuk et al., 2001] su nezymiais pakeitimais. Tyrimams buvo gautas Lietuvos
bioetikos komiteto leidimas (2005 11 29 Nr.: 56).

15-20 g riebalinio audinio buvo plaunama steriliu fosfatiniu buferiu (PBS).
Riebaly masé¢ suspenduota vienodo turio I tipo kolagenazés (Biochrom) tirpale
(0,2% kolagenazés DMEM terp¢je su 1 % BSA, 100 VV/ml penicilino ir
100 pg/ml streptomicino) ir mechaniskai susmulkinta. Homogenatas purtant
laikytas inkubatoriuje 45 min 37°C temperatiiroje. Stambiis audinio fragmentai
pasalinti filtruojant per sterily nailonini audini ir 100 uM filtra. Centrifuguota 630
X g, 10 min. Supernatantas su riebaline mase paSalintas, nuosédos (stromos-
kraujagysliy frakcija) suspenduotos eritrocity lizés buferyje (160 mM NH4CI) ir
laikytos 20 minuciy. Lastelés nusodintos centrifuguojant 630 x g, 10 min,
resuspenduotos DMEM (Hyclone) terpéje ir suskaiCiuotos. Lasteliy suspensija
padalyta i keturias lygias dalis ir i§séta | keturias skirtingos sudéties terpes, kuriose
buvo:

1.10 % fetalinio verselio serumo (FBS), (Hyclone);

2.10 % fetalinio verSelio serumo, kuris gamintojo buvo specialiai pritaikytas
MKL auginimui (FBS-Sp), (Invitrogen);

3.10 % zmogaus alogeninio serumo (ZS), (Lonza);

4.2 % sintetinio serumo Ultroser G (U), (Biosepra).

Skirtingi serumai visais atvejais buvo dedami i bazing to paties gamintojo
(Hyclone) DMEM terpg, kurioje buvo 2 mM glutamino, 1 mM natrio pirofosfato,
1 g/ gliukozés, 100 VV/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino.
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3.2. Mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy iSskyrimas i$ pieniniy danty
pulpos

Pieninio danties pulpos mezenchiminés kamieninés lastelés iSskirtos pagal
apraSyta metodika [Miura et al., 2003] su nezymiais pakeitimais.

ISkrites pieninis dantis laikytas 4 °C temperatiiroje DMEM (Hyclone) terpéje
su 100 VV/ml penicilinu ir 100 pg/ml streptomicinu (Biological Industries) ne
ilgiau 24 val. MKL skyrimo metu pieninis dantis tris kartus plautas steriliu PBS
tirpalu su antibiotikais (200 VV/ml penicilino ir 200 pg/ml streptomicino ir
2,5 ng/mL amfotericino B (Biological Industries)). Danties pulpa i§ pulpos
kameros paSalinta mechaniSkai, naudojant sterilia adata. Pulpos audinys
mechaniskai susmulkintas, suspenduotas 1 ml I tipo kolagenazés (Biochrom)
tirpale (3 U/ml, DMEM terpéje su 1 % BSA, 100 VV/ml penicilino ir 100 pg/ml
streptomicino) ir 60 min inkubuotas 37 °C temperatiroje. Homogenatas skiestas
1:10 santykiu DMEM (Hyclone) terpéje ir centrifuguotas 250 x g, 15 min
kambario temperatiroje. PaSalinus supernatanta, nuosédy frakcija suspenduota
5 ml auginimo terpés (DMEM su 10 % FBS (Hyclone), 2 mM glutamino, 1 mM
natrio pirofosfato, 1 g/l gliukozés ir antibiotikais (100 VV/ml penicilino ir
100 pg/ml streptomicino) ir i¥séta i 25 cm?® flakona. Kita diena prie plastiko
neprikibusios lastelés pasalintos plaunant 37°C DMEM terpe, likusios substratinés
lastelés augintos DMEM auginimo terpéje su 10% FBS ir antibiotikais
(100 VV/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino).

3.3. Lasteliy auginimas
Auginimo terpés (sudétis apraSyta auks¢iau) buvo kei¢iamos du kartus per
savaitg. Lasteliy kulttrai pasiekus 70-80% kultivavimo indo pavirSiaus
padengima, lastelés persétos. Perséjant lastelés 3 kartus plautos Siltu PBS buferiu,
atkabintos nuo substrato naudojant 0,25% tripsino/1 mM EDTA tirpala (Hyclone)
ir resuspendavus auginimo terpéje 18$sét0S | naujus auginimo indus. Lastelés

augintos drékinamame inkubatoriuje su 5 % CO,, 37°C temperatiiroje.
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3.4. Lasteliy augimo greicio jvertinimas

Augimo greicio skaiéiavimui lastelés buvo sétos po 2500, 7500 ir 25000
lasteliy i 1,9 cm? ploto 24 %ulinéliy léksteles, naudojant tris pakartojimus.
SkaiCiuota kas 24 wval.,, naudojant Neubauer skai¢iavimo kamera. Pirmas
skai¢iavimas buvo vykdomas po 24 val. nuo i$s¢jimo, antras — po 48 val., treCias —
po 72 val., ketvirtas — po 96 valandy. Kiekviena diena buvo skai¢iuojamas
aritmetinis kiekvieno lasteliy tipo skaic¢iaus vidurkis (kol Iastelés pasieké 100%
konfluencija).

Lasteliy augimo greitis taip pat buvo ivertintas spektrofotometru. Naudojome
augimo grei¢io skai¢iavimo rinkini su XTT reagentu (Biological Industries).
Absorbcija skaiCiuota spektrofotometru Asys UVM 340, bangos ilgis — 475 nm.
Siems eksperimentams lastelés buvo séjamos i 24 Sulinéliy (1,9 cm’ ploto)
1ekSteles po 2500 ir 5000 lasteliy i Sulinéli, naudojant tris atkartojimus. Skai¢iuota
kas 24 valandos. Pirmas skai¢iavimas buvo vykdomas po 24 val. nuo i$séjimo,
antras — po 48 val., treCias — po 72 val., ketvirtas — po 96 valandy. Kickviena
diena buvo skai¢iuojamas aritmetinis lasteliy skaiciaus vidurkis, jvertinus
skirtingo pradinio lasteliy skaiciaus Sulinélyje duomenis. Pagal gautus rezultatus
buvo sudaromos augimo kreivés.

Populiacijos padvigubéjimo laikas buvo skai¢iuojamas pagal augimo kreives.
Analizuodami skirtingy lasteliy kultiiry augimo kreives, eksponentinéje augimo
fazéje pasirinkome tris periodus, per kuriuos Iasteliy skaicius padvigubé¢jo. ISvede

aritmetini vidurkj, apskaic¢iavome populiacijos padvigub¢jimo laika.

3.5. Lasteliy pavirSiaus Zymeny ekspresijos tyrimas
Vieno pavirSiaus Zymens matavimui buvo imama po 0,5 mlin. lasteliy.
Lastelés buvo atkabinamos nuo substrato naudojant tripsino/EDTA tirpala arba
5 mM EDTA PBS tirpala. Plauta du kartus Saltame PBS tirpale. [ 200 pul lasteliy
suspensijos PBS tirpala déta 2 pl fluorochromu Zyméto antikiino ir 30 min
inkubuota lede. Du kartus buvo plaunama saltu PBS, lastelés 30 min fiksuotos 4 %

paraformaldehido tirpalu (suspensijos tiiris 300 pl) lede tamsoje. Prie§ tyrima
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centrifuguota 500 x g 5 min, supernatantas paSalintas, lastelés buvo
resuspenduotos 500 pl PBS tirpale ir naudotos t€ékmés citometrijos tyrimuose.
Tyrimams naudojome S§iuos antikiinus: CD34-FITC, CD45-FITC, CD105-
APC (Invitrogen), CD14-PE (Santa Cruz Biotechnology), CD73-PE, CD146-PE
(BD), CD90-FITC (Millipore). Nespecifinés fluorescencijos signaly jvertinimui
naudojome atitinkamais fluorochromais Zymeéta antikiino izotiping kontrolg.
Tékmés citometrinis tyrimas buvo vykdoma FACSAria aparatu (BD
Biosciences). Duomeny analizei naudojome BD FACSDiva (BD Biosciences)

programing jranga.

3.6. Diferenciacijos inicijavimas adipogenine ir osteogenine kryptimis

Adipogeninés diferenciacijos tyrimui lastelés buvo séjamos 5x10%/cm?
koncentracija { 35 mm diametro plastiko 1éksteles. Kultiiroms pasiekus 80 — 90%
kultivavimo indo pavirSiaus padengima, lastelés buvo veikiamos adipogeninés
indukcijos miSiniu (StemCell Technologies). Adipogeninés indukcijos miSinys
buvo kei¢iamas du kartus per savaitg. Kontrolinés kultliros buvo auginamos
iprastinéje auginimo terpéje.

Po 3 savaiciy adipogeniné diferenciacija buvo vertinama citochemiskai pagal
vidulastelinj lipiduy susikaupima. Lastelés plautos PBS tirpalu, fiksuotos 4 %
paraformaldehido tirpale kambario temperatiiroje 30 minuciy. Vél plautos PBS
tirpalu, lipidai dazyti inkubuojant 1 valanda Oil Red O (Sigma) tirpale.

Osteogeninés diferenciacijos indukcijai lastelés buvo séjamos 5x10%/cm?
koncentracija { 35 mm diametro plastiko 1¢ksteles. Kultiiroms pasiekus 70 — 80%
kultivavimo indo pavirSiaus padengima, lastelés buvo veikiamos osteogeninés
indukcijos miSiniu (StemCell Technologies), 1 kuri pagal gamintojo instrukcija
papildomai déjome deksametazono (galutiné koncentracija 10°®M) ir askorbo
rugsties (galutiné koncentracija 50 pg/ml). Lasteléms pradéjus formuoti
daugybinius sluoksnius (multilayering) i osteogeninés indukcijos miSin{
papildomai buvo dedama B-glicerofosfato (galutiné koncentracija 10°M).

Osteogeninés indukcijos miSinys buvo kei¢iamas du kartus per savaite.
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Osteogeniné diferenciacija buvo vykdoma 2 — 3 savaites. Kontrolinés kulttiros
buvo auginamos jprastinéje kultivavimo terpg¢je.

Osteogeniné diferenciacija buvo vertinama citochemiskai, dazant kaulinio
audinio ekstralasteliniam matriksui buidingas hidroksiapatity sankaupas sidabro
nitratu (von Kossa metodas). Lastelés plautos PBS tirpalu, fiksuotos 4 %
paraformaldehido tirpale kambario temperattiroje. Plautos dejonizuotu vandeniu ir
inkubuotos su 1 % sidabro nitrato tirpalu 30—60 min kambario temperatiiroje po
Sviesos Saltiniu. Fiksuotos 5 % natrio tiosulfato tirpale 5 minutes.

Osteogeniné diferenciacija taip pat buvo vertinama dazant lasteles alizarino
raudonuoju dazu (nudazomos kalcio sankaupos biidingos kauliniam audiniui).
Lastelés buvo plaunamos PBS tirpalu, fiksuojamos 4 % paraformaldehido tirpale
kambario temperatiiroje 20 minuciy. Plautos dejonizuotu vandeniu ir 5 min

inkubuotos su 2 % alizarino raudonuoju tirpalu (pH 4,2).

3.7. RNR iSskyrimas

Lasteliy kultiira buvo auginama DMEM terpéje su atitinkamu serumu iki 80—
90% konfluencijos. Nuplovus $iltu PBS buferiu lastelés lizuotos auginimo inde
TRIzol reagentu (Invitrogen) pagal gamintojo rekomendacijas. Lizei naudota
0,3 ml TRIzol reagento/10 cm? indo pavirsiui, kuriame buvo auginamos lastelés.
Lizuoti méginiai inkubuoti 5 min kambario temperatiiroje. Pridéta 1/5 tiirio
chloroformo. Sandariai uzdaryti mégintuvéliai buvo supurtomi 15 s ir 2-3 min
inkubuojami kambario temperatiiroje. Méginiai centrifuguoti 12000 x g, 10 min,
4°C temperatiiroje. Vandeniné fazé atskirta ir sumaisyta su izopropanoliu (0,5 ml
izopropanolio/l ml TRIzol reagento). Uzpylus izopropanolio, miSinys buvo
inkubuojamas kambario temperatiiroje 10 min, centrifuguojamas 12000 x g,
10 min, 4 °C temperatiroje. ISsodinta RNR plauta 75 % etanolio tirpalu (ne
maziau 1 ml etanolio tirpalo 1 ml TRIzol reagento). ISsodinta ir plauta RNR
trumpai padziovinta ir istirpinta vandenyje be RNAziy. RNR koncentracija
jvertinta spektrofotometru 260/280 nm bangos ilgiu.
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3.8. Komplementarios DNR sintezé

Atvirkstinés transkriptazés reakcija (pirmos komplementarios DNR (kDNR)
grandinés sintezé) buvo atliekama naudojant 20 pl Revert Aid M-MuLV Reverse
transkriptazés rinkini (Fermentas). Mégintuvélyje sumaiSyta 3 pg RNR ir
100 pmol dT pradmeny. Tirpalo tiiris buvo papildomas dejonizuotu vandeniu iki
12 pl ir inkubuojamas +70°C 5 min. Patalpinus mégintuvélj ant ledo, i ji idéta 4 pl
5x reakcijos buferio (250 mM Tris-HCI, pH 8,3, 250 mM KCI, 20 mM MgCl,,
50 mM DTT), 1 ul ribonukleaziy inhibitoriaus (20u/pl) ir 2 pl dNTP (10 mM).
Sumaisyta, centrifuguota. MiSinys buvo inkubuojamas +37°C 5 minutes. [déta 1u
RevertAid™ M-MuLV atvirkstinés transkriptazés (Fermentas). Reakcijos miginys
inkubuotas +37 °C 60 minuc¢iy. Komplementarios DNR grandies sintezé buvo

sustabdyta pakaitinus reakcijos misini 10 min +70 °C temperatiiroje.

3.9. Realaus laiko polimeraziné grandininé reakcija

Realaus laiko polimeraziné grandininé reakcija (QPGR) buvo atliekama su
MX3005P® (Stratagene) aparatu. Tiriamy geny (osteopontin, Msx2, PPARY)
ekspresija tirta su dvigrande DNR besijungianciu dazu (SYBR-Green), naudojant
Maxima SYBR Green gPCR Master reakcijos misini (Fermentas). Kiekviena
tyrime naudoty tiriamy geny pradmeny pora (4 lentelé) buvo analizuojama
naudojant standarting kreive su skirtingais KDNR skiedimais (nuo 0,125 iki 1 pl),
tikrinant produkto lydymosi temperatira ir produkto dydi agarozés gelyje.
Siekiant patvirtinti qPGR reakciju patikimuma, ivertintas nuokrypis (slope) ir
reakcijos efektyvumas. Pradmeny sekos pateikiamos 2 lenteléje.

Tyrime 25 pl qPGR toryje naudota 0,5 pl kKDNR miSinio ir 0,1 puM
pradmeny. Polimerazinéje grandiningje reakcijoje po 10 min inkubacijos +95°C
temperatiiroje buvo vykdomi 45 PGR ciklai:

1. +95°C — 20s

2. +55°C — 40s

3. +72°C — 40s
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Reakcijos produktai buvo analizuojami nustatant jy lydymosi temperatiira nuo
+55°C iki +95°C , keliant temperatiira kas 0,5°C.

Gauti SYBR Green dazo fluorescencijos duomenys buvo koreguojami
pasyviu dazu ROX. Kaip negatyvi kontrolé naudotas atvirkstinés transkripcijos
reakcijos miSinys be RNR (no-RT) bei reakcija be DNR (no template control,
NTC). Susintetinta KDNR realaus laiko polimerazinése grandininése reakcijose
buvo normalizuojama tikrinant stabiliai ekspresuojama [-aktino gena. Gauti
rezultatai analizuoti naudojant MxPro programa (4 versija) (Stratagene) remiantis
27T metodu [Livak and Schmittgen, 2001]. Kalibracijai naudojome lasteles,
augintas terpéje su FBS (auganciy lasteliy tyrimas) arba nediferencijuotas lasteles
(kontrolinés) (lasteliy diferenciacijos tyrimas). Eksperimentus  du Kkartus
pakartojome, atlikome du nepriklausomus tyrimus. Rezultatai pateikti su MxPro
programos suskai¢iuotomis paklaidomis, atspindiniomis nuokrypius tarp
pakartojimuy, ir jvertinant normalizatoriaus netikslumus.

Statistinei analizei palyginti dvi grupes naudojome Stjudento t testa. Keliy
grupiy palyginimas buvo atliktas naudojant vieno koeficiento dispersijos analizg

(Anova). Skirtumai jvertinti kaip patikimi, kai p<0,05.

2 lentelé. Realaus laiko polimerazinése grandininése reakcijose naudoti pradmenys ir
ju charakteristika

Genas Pradmeny seka (5' to 3") Z;g?:lgg ng:;?;[))is 5‘;2;2:

B-aktinas Forward TGACGGGGTCACCCACACTGTGCC 660 -3.39 97.40
Reverse TAGAAGCATTTGCGGTGGACGATG

Msx2 Forward GCCATTTTCAGCTTTTCCAG 229 -3.55 91.3
Reverse CCCTGAGGAAACACAAGACC

Osteoponti- | Forward AGCCAGGACTCCATTGACTCGAAC 416 -3.38 97.6

b Reverse GTTTCAGCACTCTGGTCATCCAGC

PPARy Forward GCTCTAGAATGACCATGGTTGAC 269 -3.50 93.1
Reverse ATAAGGTGGAGATGCAGGCTC
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3.10. Kolonijy formavimo efektyvumo indekso apskai¢iavimas
Kolonijy formavimo efektyvumas (KFE) apskaiciuotas pirming kulttra
iSséjant po 100, 200, 500 ir 1000 Iasteliy i 9,5 cm? ploto 1¢ksteles. Po 7 dienu
susiformavusios kolonijos suskai¢iuotos, mikroskopu jvertintas ju dydis ir
morfologija. KFE apskaiciuotas pagal formulg: kolonijy skai¢ius léksteléje/iSséty
lasteliy skaicius x 100 %. Palygintas kolonijy formavimo efektyvumas l¢kstelése

su skirtingu lasteliy i§séjimo tankiu ir iSvestas KFE vidurkis.

3.11. Pirminés kultairos individualiy 1asteliy klony iSskyrimas
Pirminés kultiiros klonavimui naudojome riboto praskiedimo metodika
(limiting dilution). Persé¢jant suskaiCiuotos lastelés buvo suspenduojamos
Iprastinéje auginimo terpéje po 3 lasteles/ml ir po 100 ul i$sétos | 96 Sulinéliy
plokstele (galutiné koncentracija 0,3 lastelés $ulinélyje). Sulinéliai kiekviena diena
buvo tikrinami mikroskopu. Sulinéliai, kuriuose aptikta po viena kolonija, buvo
pazymimi. Lasteliy Kkolonijai Sulinélyje pasiekus maksimaly dydi, jos buvo

perséjamos paskleidZiant i 12,5 cm? flakonus.

3.12. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy poveikis alfal-antitripsinu
Alfal-antitripsino (AAT) poveikio MKL proliferacijos, migracijos,
proteolitinio aktyvumo ir kt. tyrimuose pries eksperimenta lasteliy auginimo terpé
su serumu buvo nusiurbiama, Iastelés du kartus plautos $iltu PBS tirpalu ir uzpilta
DMEM terpé (be serumo ir antibiotiky). Po 12 valandy buvo atliekami AAT
poveikio lasteléms eksperimentai pridedant 0,5 mg/ml, 1mg/ml arba 5 mg/ml

zmogaus alfal-antitripsino baltymo (Bayer), iStirpinto DMEM terpéje.

3.13. Lasteliy migravimo tyrimai
Lasteliy migravimo eksperimentai buvo vykdomi naudojant daugkarting
Boyden tipo kamera (Neuroprobe) ir polikarbonating membrana, kurios pory

diametras 8 um. Prie§ surenkant kamera membrana buvo padengiama 50 pg/ml
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Matrigeliu (BD Biosciences) +37°C temperatiroje. Lastelées 12 val. laikytos
terpéje be serumo (kontrolé) arba 12 val. terpéje, i kuria buvo jdéta 0,5 mg/ml,
Img/ml arba 5 mg/ml alfal-antitripsino. Lastelés buvo atkabintos nuo substrato,
suspenduotos DMEM terpéje ir idétos | virSutini Sulin¢li. [ apatinj Sulinélj buvo
dedama terpé su 10 % FBS. Migravimo kamera buvo inkubuojama per nakti
inkubatoriuje 5 % CO,, +37 °C temperatiiroje. Po inkubavimo membrana iS§imta i$
aparato, nuo iSorinés membranos pusés mechaniSkai pasalintos lastelés, vidinéje
pus¢je esancios migravusios lastelés dazytos May-Griinwald-Giemsa dazais pagal
anksCiau apraSyta metodika [Schulte and Wittekind, 1989]. Membrana nuplauta
PBS, 15 min. Saltai (+4°C) fiksuota metanolyje, iSdziovinta kambario
temperatiiroje ir 15 min inkubuota su May-Griinwald dazu. Plauta vandeniu,
15 min inkubuota su Giemsa dazu, plauta vandeniu ir jvertinta mikroskopu. Per
membrana migravusios lastelés suskaiCiuotos atsitiktinai pasirinktuose regéjimo
laukuose, iSvedant aritmetinj vidurki.

Migracijos skirtumai taip pat buvo vertinami panaudojant ,,zaizdos gijimo*
(wound healing) metoda. Kontroliniy arba kultivuoty su jvairiomis AAT
koncentracijomis lasteliy monosluoksnyje buvo padaromas jbrézimas ir po 12 val.

mikroskopu stebimas defekto uzdengimas.

3.14. Zelatinazinio aktyvumo jvertinimas

Lasteliy, paveikty AAT (koncentracijos 0,5 mg, 1 mg, 5 mg), supernatantai
buvo surenkami ir analizuojami 10 % poliakrilamidiniuose Tris-glicino geliuose
su 0,1 % kopolimerizuota Zelatina (substratas). Po elektroforezés gelis plautas su
2,5 % Triton X-100 tirpalu ir +37°C temperatiiroje 20 val. inkubuotas 50 mmol/I
Tris-HCl buferyje (pH 8,0), turin¢iame 0,5 mmol/l CaCl, ir 1 mmol/l ZnCl,. Gelis
dazytas su Coomassie blue R-250 (Fermentas), po to blukintas ir analizuotas.
MMP aktyvumas buvo nustatomas pagal Sviesiy juosteliy atsiradima mélyname
fone, 0 MMP tipas — pagal molekuling masg.

In situ zimografijai naudojome EnzCheck zelatinazés aktyvumo nustatymo

rinkini (Molecular Probes) pagal gamintojo rekomenduojama protokola.
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Kontrolinés ir AAT paveiktos lastelées 30 min buvo inkubuojamos su DQ-
elatinos-FITC  +37°C  temperatiroje, plautos PBS buferiu ir stebétos
fluorescenciniu mikroskopu. DQ-zelatinos-FITC substratas naudotas Iasteliy

kultiiry zelatinolitiniam aktyvumui tirti (fluorescuoja po suskaldymo).

3.15. Imunofluorescentiné mikroskopija

Imunofluorescentinés mikroskopijos tyrimui lastelés augintos 24 Sulinéliy
(Sulin¢lio plotas 2 sz) plokstelese (Falcon, Becton Dickinson) ant mikroskopiniy
dengiamyjy stikleliy. Po poveikio ATT MKL du kartus plautos PBS (pH 7,3)
buferiu be Ca?*, fiksuotos 4 % paraformaldehido (PFA) tirpalu 30 min kambario
temperatiiroje, tris kartus plautos PBS tirpalu ir lasteliy membranos
permeabilizuotos 0,1 % Triton X-100/PBS tirpalu 5 minutes kambario
temperatiiroje. Po to tris kartus buvo plaunama PBS ir vieng karta 1 % BSA/PBS
tirpalu. Blokavimas buvo atliekamas 30 min 1 % BSA/PBS tirpalu kambario
temperatiroje. Inkubacija su pirminiais antikiinais vyko blokavimo buferyje
kambario temperatiiroje. Po 60 min keturis kartus buvo plaunama PBS ir viena
karta 1 % BSA/PBS tirpalu. Inkubuota su antriniais antikiinais, konjuguotais su
Alexa Fluor® 488 arba Alexa Fluor® 594 (Molecular Probes), skiedimo santykis
1:400. Inkubacija vyko 30 min kambario temperatiroje tamsoje. Buvo plaunama
tris kartus PBS tirpalu, trumpai pamirkoma PBS su 1pg/ml DAPI ir vél plaunama
tris kartus PBS tirpalu. Po dazymo dengiamieji stikleliai perkelti ant objektyvinio
stiklelio su dengiamosios terpés (Dako) lagu. Paruosti stikleliai buvo laikomi +4°C
temperatiiroje tamsoje.

Tyrimams buvo naudojamas fluorescentinis mikroskopas Eclipse TE 2000 su
DS-2M skaitmenine kamera (Nikon) ir Nis-Elements BR programiné iranga
(Nikon). Konfokalinei mikroskopijai naudotas Bio—Rad Radiance 2100 (Carl
Zeiss) lazerinis skanuojantis konfokalinis mikroskopas, nuotraukos apdorotos

Image Space Software programine jranga (Molecular Dynamics).
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3.16. Lasteliy lizaty ruoSimas ir imunobloto analizé

Lastelés buvo plaunamos Saltu PBS (pH 7,3) tirpalu du kartus ir lizuotos lizés
buferyje (1 % NP-40, 1 % natrio dezoksicholato, 0,1 % SDS, 150 mM NacCl,
10 mM Tris (pH 7,4), 10 mM EDTA, 1 x Complete (proteaziy inhibitoriy
kokteilis), 1 mM PMSF, 1 mM Naz;VO,, 5 mM NaF) 30 min + 4°C temperatiiroje.
Pridéta 2,5 VV/ml benzonazés (Merck) ir 1asteliy lizatai homogenizuoti per 21 G
adata. Centrifuguota 15000 x g, 30 min +4°C temperatiiroje. Supernatanto frakcija
buvo surinkta, i§fasuota ir saugota —70°C temperatiiroje.

Baltymy ekstrakty méginiai SDS-poliakrilamido gelio elektroforezei
(SDS/PAGE) paruosti i 100 ul baltymuy ekstrakta jpilant 12,5ul pavyzdzio buferio
(0,5M Tris/HCI pH 6,8, 30 ul 10 % SDS, 20 ul 0,5 M DTT, 20 pl glicerino, 5 ul
0,5 % bromfenolio mélio). Méginiai buvo virinami 5 min ir tuoj pat naudojami
elektroforezei arba saugomi —70°C temperatiiroje. SDS/PAGE elektroforezei buvo
naudojami 12 % SDS-poliakrilamido geliai, elektroforezés buferis (25 mM
bazinio Tris, 192 mM glicino, 0,1 % SDS) ir elektroforezés aparatas Mini Protean
(Biorad); elektroforezés salygos: srovés stiprumas 30 mA/geliui, laikas:
1,5valandos. Po SDS/PAGE elektroforezés baltymai buvo perneSami ant
Immobilon PVDF membranos (Biorad) naudojant aparata Mini Transblot cell
(Biorad). Baltymuy perneSimas buvo vykdomas pernesimo buferyje (48 mM
bazinio Tris, 40 mM glicino, 20 % metanolio, 0,01 % SDS) 12 valandy esant
125 mA srovés stiprumuli.

PVDF membranos buvo blokuojamos bloto buferyje (5 % sauso pieno,
iStirpinto PBS tirpale, turincio 0,1 % Tween-20) 1 val. kambario temperattroje, po
to nuplautos PBS tirpalu, turin¢iu 0,18 % Tween-20 (PBS-Tween-20) ir
inkubuotos su pirminiais antikiinais 1 val. kambario temperatiiroje arba per nakti
+4°C temperatiiroje. Tyrime naudoti totaliniai anti-PKD antikiinai (Santa Cruz
Biotechnology), anti-fosfo-PKD (pSer916 ir pSer744/748), anti-PKB (Akt), anti-
fosfo-PKB (pThr308 ir pSer473) ir anti-ERK bei anti-fosfo-ERK antikiinai (Cell
Signaling Technology), skiesti bloto buferyje santykiu 1:1000. Lizatuose AAT

tirtas naudojant anti-AAT antikiinus (Dako) skiedziant 1:2500. Po inkubacijos su
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pirminiais antikinais membranos buvo plaunamos su PBS-Tween-20 tirpalu tris
kartus po 5 min ir inkubuotos su antriniais antikiinais, konjuguotais su krieny
peroksidaze (Pierce), praskiestais bloto buferyje santykiu 1:2000, 1 val. kambario
temperatiiroje. Po inkubacijos su antriniais antikinais membranos buvo
plaunamos penkis kartus po 5 min PBS-Tween-20 buferiu ir analizuojamos
naudojant ECL regentus (General Electric) pagal gamintojo metodika. Naudojant
tas pacias membranas analizei su Kitais antikiinais, jos 2 val. buvo plaunamos nuo
naudoty antikiiny glicino buferyje (0,1 M glicino, pH 2,9) kambario temperatiiroje

smarkiai kratant, po to plautos PBS-Tween-20 tirpalu.

3.17. Lasteliy baltymuy iSskyrimas ir dvikrypté elektroforezé

Lasteliy citozolio ir branduoliy baltymy iSskyrimui naudojome rinkinj 18
Sigma-Aldrich pagal gamintojo protokola su nezymiais pakeitimais. Atkabintos
nuo substrato ir du kartus Saltame PBS plautos lastelés buvo suspenduotos lizés
buferyje su inhibitoriais (1 mM PMSF, 1 mM NazVO,, 5 mM NaF, 1x Complete
(proteaziy inhibitoriy kokteilis)). Lasteliy ir lizés buferio suspensija (tiirio santykis
1:10) inkubuota lede 15 minuciy. Centrifuguota 500 x g 5 min +4 °C ir surinktas
supernatantas (pirma citozolio frakcija). Lastelés antra karta suspenduotos lizés
buferyje (turio santykis 1:5) ir inkubuotos 15 min lede. Centrifuguota 500 X g
5min +4 °C, supernatantas surinktas (antra citozolio frakcija). Abi citozolio
frakcijos sujungtos, centrifuguotos 15000 x g 15 min +4 °C. Supernatantas
(citozolio frakcija) surinktas ir saugotas —70°C temperatiiroje. Likusiy nuosédose
branduoliy Svarumas buvo vertinamas mikroskopu (suspensija praskiedus santykiu
1:1 su tripano méliu), lasteliy branduoliai saugti —70°C temperatiiroje.

Visy lastelés baltymy iSskyrimui lastelés buvo du kartus nuplautos kambario
temperatiiros PBS tirpale ir lizuotos naudojant dvikryptés elektroforezés (2DE)
rehidratacijos buferj (10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA, 8 M Urea, 50 mM
DTT, 10 % glicerolio, 5 % NP40 ir 6 % amfolito (Biorad)). Baltymy lizatas
cetrifuguotas, supernatantas buvo naudojamas dvikryptés elektroforezés tyrimui

arba saugomas —70°C temperatiiroje.
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Baltymai izoelektrofokusuoti Immobiline Dry Strip pH 3-10 11 cm — IEF
juostelése (General Electrics). Kiekviena IEF juostel¢e 12 val. kambario
temperatiiroje buvo prisotinama rehidratacijos buferyje iStirpintu baltymu.
Baltymy izoelektrofokusavimas IEF juosteleje vyko 22 kV/val. Po
izoelektrofokusavimo pagal kriivi skirstyti baltymai antroje kryptyje buvo
iSskirstyti pagal molekulini svori 4-18 % SDS-PAGE ir nudazyti sidabru
(Fermentas) arba Brilliant Blue G — Colloidal (Sigma) dazu.

3.18. Baltymy paruosimas masiy spektrometrijai

Nudazyti baltymai buvo iSkerpami i§ 2DE geliy ir plaunami su 100 ul H,O
5 min kratant ant purtyklés. Vanduo buvo paSalinamas ir uzpilamas 100 ul 100 %
acetonitrilo ir 10—15 min kratoma purtykle. Skystis pasalintas ir geliai 1 valanda
uzpilama 100 ul 100 mM NH4HCOj; ir purtoma 10-15 min, praéjus laikui buvo
uzpilama 100 pul 100% acetonitrilo ir centrifuguojama 20 minuciu. Tirpalas
paSalintas ir ant geliy uZpiltas toks pat turis 100% acetonitrilo. PaSalinus
acetonitrila geliai buvo dziovinami vakuminéje centrifugoje 2 valandas. Baltymai
geliuose skaldyti iki peptidy su Arg-C endoproteaze (Roche) 12 val. +37°C
temperattroje (50 pl bendras tiris: 5 pl Arg-C, 35 pl inkubacijos buferio (100 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM CaCl2, 10 ul H,0)). Po inkubacijos buvo pridedama 10—
15 ul H,0 ir laikoma 15 min +37°C temperatiiroje, po to pridedama 20 pul 100%
acetonitrilo ir inkubuojama 15 min +37°C kratant purtykléje. Po inkubacijos
supernatantas buvo surenkamas i nauja mégintuvéli. Ant nuosédy uzpilta 40 ul 5%
forminés rugsties, sumaisyta ir inkubuota 15 min +37°C kratant ant purtyklés.
Supernatantas buvo nusiurbtas, sujungtas su pirmuoju supernatantu ir i§dziovintas
vakuminéje centrifugoje. Prie$ analizavima MALDI-TOF Voyager (Applied
Biosystems) ir ESI MS-MS Q STAR (Applied Biosystems) peptidai buvo
iStirpinami 5 pl 5% acetonitrilo ir pridéta TCA (trifluoracto rugstis), galutiné
koncentracija 0,01%. Meéginys uzneStas ant specialios plokstelés ir atlikta

MALDI-TOF MS (ant kieto pavirSiaus jonizuojama lazeriu ir nustatoma masé
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pagal jonu skriejimo laika) analizé. Gauti masiy spektrai buvo analizuojami in
silico lyginant juos su duomenimis duomenu bazése. Baltymy spektrai, gauti
MALDI-TOF Voyager (Applied Biosystems), apdoroti Data Exploer programa, o
ESI MS-MS Q STAR (Applied Biosystems) — Analyst programa.

Baltymy identifikavimui naudotos §ios duomeny bazés:

http://www.matrixscience.com/

http://www.expasy.org/tools/peptident.html

http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/Homepage.html
http://prospector.ucsf.edu/prospector/4.0.8/html/msfit.htm

3.19. Statistiné duomeny analizé
Visi Siame darbe apraSyti eksperimentai buvo pakartoti tris kartus (jei
nepazymeta kitaip). Kiekybiniai duomenys pateikti kaip vidurkis + standartiné
paklaida. Statistinei analizei dviems grupéms palyginti naudojome Stjudento t
testa. Keliu grupiy palyginimas atliktas naudojant vieno koeficiento dispersijos
analiz¢ (Anova). Skirtumai ivertinti kaip patikimi, kai p<0,05.
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http://www.matrixscience.com/
http://www.expasy.org/tools/peptident.html
http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/Homepage.html
http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/Homepage.html
http://prospector.ucsf.edu/prospector/4.0.8/html/msfit.htm

4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe atlikty tyrimy tikslas — iStirti mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
kultivavimo in vitro galimybes ir nustatyti uzdegimo indukuotus procesus.
Atliekant tyrimus i$ skirtingy zmogaus audiniy buvo i$skirtos ir charakterizuotos
mezenchiminés kamienings lastelés, tyrinéta auginimo terpés komponenty itaka
MKL auginimui ir diferenciacijai, kompleksiskai analizuota in vitro auginamos
MKL kulttiros sudétis, tirtas galimas MKL migracijos i uzdegimini zidini
mechanizmas bei MKL veiklos reguliavimo biidai. Bendra atlikty tyrimy schema
pateikiama 1 paveiksle.

Pagal Siuo metu vyraujanti supratima mezenchiminés kamieninés lastelés yra
pasiskirsc¢iusios visame organizme kraujagysliy perivasculingje niSoje, o skirtingy
audiniy kilmés nulemtos MKL savybés dazniausiai susijusios su ty audiniy
nevienoda mikroaplinka [da Silva Meirelles et al., 2006]. Nezidrint kai kuriy
skirtumy, visos MKL pasizymi bendromis savybémis, tokiomis kaip budingy
pavirSiaus Zymenuy ekspresija, gebéjimu daugintis nediferencijuotoje biisenoje, in
vitro diferenciacija i mezodermos kilmés audinius, taip pat imunoreguliaciniy
savybiy panasumu. Siuose tyrimuose naudojome i$ riebaly (R-MKL) ir i§ pieninio
danties pulpos (PD-MKL) isskirtas lasteles, kurios buvo apibuidintos kaip
mezenchiminés kamieninés lastelés. Misu naudotos lasteliy kultiiros (R-MKL ir
PD-MKL) atitiko Tarptautinés lasteliy terapijos bendrijos nustatytus minimalius
MKL budingus pozymius [Dominici et al., 2006]. Kadangi tiek R-MKL, tiek PD-
MKL pasizymi savybémis, susijusiomis su i$skyrimo i§ audinio btdu, donoro
skirtingu amziumi ir galbiit su niSos mikroaplinka, skirtinguose tyrimuose buvo
naudotos tik vieno i§ audiniy kilmés MKL. Eksperimentuose, kuriuose tyréme
terpés tinkamuma MKL auginimui buvo pasirinktos R-MKL, kadangi, i$skyrus jas
i§ riebalinio audinio, gaunamas pakankamas lasteliy kiekis vienodam iS$séjimui {
keturiy tipy terpes. Tuo tarpu PD-MKL lasteliy gaunama nedaug ir jas sunku
lygiai paskirstyti | keturis indus. Taciau pieninio danties pulpos MKL buvo

nepakeiciamos populiacijos sudéties tyrimo eksperimentuose. Kadangi pieninio
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danties donoro (vaiko) amzius yra mazesnis, PD-MKL, lyginant su R-MKL,
pasizyméjo stipria proliferacija ir aukStu klonogeniniu aktyvumu. Biitent Sios
savybés yra svarbios atliekant klonavimo ir klony analizés eksperimentus.
UZzdegiminés aplinkos poveikio tyrime taip pat buvo pasirinktos dideliu

proliferaciniu ir migraciniu aktyvumu pasizyminc¢ios PD-MKL.

MKL
------------------------------

Eksperimentiniai
modeliai

S— N )
Lasteliy kultiros Populiacijos s
charakterizavimas sudeties Auginimo salygy Funkciniai ir
analizé parinkimas reguliaciniai
tyrimai

Pavirsiaus
Zymenys

11

Morfologija

Proteominé
analize

kl i

Diferenciacija

Morfologija

Proteominé
analize

Diferenciacijos
analizé

Morfologija

Proteominé
analizé

Kiekybinis

geny
transkripcijos
jvertinimas

a

Migracijos
tyrimas

Proliferacija Paviriaus Pavirdiaus
Zymenys Zymenys
k) Gl Proteazinio
Proliferacija Proliferacija tyrimas

Proliferacijos
pokyciai

Signaliniy, keliy
analizé

1 pav. Atlikty mezenchiminiy kamieniniy Iasteliy (MKL) tyrimy schema

4.1. Skirtingos sudéties auginimo terpiy poveikis riebaly

mezenchiminéms kamieninéms lasteléms

Serumas yra viena i§ svarbiausiy ir heterogeniskiausiy mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy auginimui naudojamos terpés daliy. Dazniausiai MKL

tyrimuose yra naudojamas fetalinis verselio serumas (FBS), kuris tinkamas
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daugeliui eksperimenty in vitro. Ta¢iau duomenys apie §io serumo keliamus
pavojus, naudojant jame padaugintas mezenchimines kamienines lasteles terapijai,
verCia ieSkoti alternatyvy. Viena i§ alternatyvy — alogeninis Zmogaus serumas
(ZS). Nors skirtinguose darbuose jo tinkamumas MKL auginimui vertinamas
priestaringai, tacCiau rizika, kuria MKL transplantacijos metu recipientui gali
sukelti serumo komponentai, yra Zymiai maZesné¢, nei fetalinio verSelio serumo
[Dimarakis and Levicar, 2006]. Kaupiantis zinioms apie MKL proliferacijos
reguliavimo mechanizmus, atsirado patraukli FBS alternatyva — sintetinis
beseruminis serumo pakaitalas. Pagal dabartinius duomenis sintetinése
beseruminése terpése MKL sékmingai proliferuoja, taciau dar lieka neaiskus
serumo pakaitalo poveikis lasteliy diferenciacijai ir imunomoduliacinéms
savybéms. Mes palyginome FBS, kamieninéms lasteléms pritaikyto FBS (FBS-
sp), alogeninio Zmogaus serumo (ZS) ir sintetinio serumo pakaitalo Ultroser G
poveiki 1§ riebaly iSskirty lasteliy (R-MKL) pavirSiaus zymeny ekspresijai,

morfologijai, diferenciacijai, proliferacijai ir bendrai baltymy ekspresijai.

4.1.1. Riebalinio audinio mezenchiminiy kamieniniy lasteliy morfologija

ir augimo greitis

Riebalinio audinio MKL pirma karta isskirtos ir charakterizuotos dar 2001
metais [Zuk et al., 2001]. Sios lastelés pasizymi pagrindinémis MKL biidingomis
savybémis ir dél gero prieinamumo yra puikus autologiniy MKL Saltinis. Mes
naudojome dvi R-MKL Kkulttiras, iSskirtas i§ sveiky donory: 26 mety moters
kraties riebalinio audinio (R-MKL-1) ir 40 mety moters pilvo riebalinio audinio
(R-MKL-2) (3 lentelé). Abi lasteliy kultiiros pasizyméjo MKL budinga pavirSiaus

zymeny ekspresija ir gebéjimu diferencijuotis 1 riebalini ir kaulinj audinius.
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3 lentelé. R-MKL kultiiry savybés

R-MKL-1 R-MKL-2
MKL kriities riebalinio audinio pilvo riebalinio audinio
audinys
Donoro amZius 26 40
CD ekspresija CD14-;CD34-;CD45- CD14-;CD34-;CD45-
CD73+;CD90+;CD105+;CD146+/- | CD73+;CD90+;CD105+;CD146+/-
Osteogeniné dif. + +
Adipogeniné dif. + +
Vidutinis 40 50
populiacijos
padvigubéjimo
laikas, val.
Maksimalus >8 8
perséjimy skaicius

R-MKL-1 ir R-MKL-2 i$skyrimo metu buvo iSsétos auginimo terpéje,
turindioje FBS (R-MKL-FBS), FBS-sp (R-MKL-FBS Sp), ZS (R-MKL-ZS) ar
Ultroser G (R-MKL-U). Isskirtos R-MKL kultiiros buvo auginamos Kiekvieno
tipo terpéje nuo iSskyrimo i$ audinio iki trecio pers¢jimo. Padauginus lasteles
(3 perséjimas) buvo atlickama skirtingos sudéties serumy poveikio analizé. R-
MKL pasizymejo mezenchiminéms kamieninéms lasteléms biidinga morfologija,
taCiau terpéje su Ultroser G augintos tiek R-MKL-1, tiek R-MKL-2 buvo
mazesnés. Paveiksle (2 pav.) parodytas R-MKL-2 skirtingy serumy poveikio

morfologijai vaizdas, budingas abiems R-MKL kulttroms.
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2 pav. Serumo jtaka R-MKL-2 morfologijai. Nuotraukose parodyta tipiné R-MKL
morfologija po 3 pers¢jimy skirtinga seruma turiniose terpése: A — FBS, B — FBS Sp, C — 78,
D — U. Padidinimas x100.

Zinant, kad gydymui mezenchiminémis kamieninémis lastelémis yra labai
svarbu padauginti jas iki pakankamo terapiniams tikslams kiekio per kuo
trumpesnj laika, tyréme skirtingy serumy poveiki R-MKL proliferaciniam
aktyvumui. Abiejy tirty MKL kultiry proliferacija (R-MKL-1 ir R-MKL-2)
vienodose auginimo terpése buvo panasi. Pagal gautus rezultatus R-MKL-1 ir R-
MKL-2 kultiirose nustatytas maziausias populiacijos padvigubéjimo laikas buvo
naudojant terpe su sintetiniu serumo pakaitalu Ultroser G (vidutiniskai 26 val.).
Auginant lasteles terpése su kity tipy serumais (FBS, FBS-Sp, ZS) populiacijos

padvigubéjimo laikas buvo ilgesnis (3 pav.).
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3 pav. R-MKL-1 ir R-MKL-2 augimo grei¢iy vidurkis. Parodytas terpése su skirtingais
serumais auginty R-MKL-1 ir R-MKL-2 populiacijos padvigub¢jimo laiko vidurkis. + -
standartinis nuokrypis. Skirtumy statistinis patikimumas: * p<0.05, lyginant su FBS.

Taigi, kaip ir tikétasi, greiCiausiai dauginosi R-MKL sintetiniame serume ir
tai sutapo su anksciau kity autoriy publikuotais duomenimis [Meuleman et al.,
2006]. I klausimus, ar greitas augimas nepakeité kity Siy lasteliy savybiy ir ar jos
liko tos pacios kaip lasteliy, auginty terpéje su FBS, buvo bandoma atsakyti

Kituose eksperimentuose.

4.1.2. Poveikis mezenchiminiy kamieniniy lasteliy pavirSiaus Zymeny
ekspresijai

PavirSiaus zymeny ekspresija priklauso nuo lastelés tipo. Tyrime naudojome
nustatyta mezenchiminéms kamieninéms Iasteléms biidingy Zymeny rinkinj,
sudaryta i§ ekspresuojamy CD73, CD90, CD105 ir neekspresuojamy CD14,
CD45, CD34 [Dominici et al., 2006]. Kitas tyrime naudotas CD146 yra tipisSkas
pericity Zymuo, kuris daZznai randamas ir mezenchiminése kamieninése lastelése
[Schwab and Gargett, 2007]. Lasteléms diferencijuojantis CD146 prarandamas.
Mes tyréme Siy pavirSiaus Zymeny ekspresijos pokycius skirtingomis salygomis
auginamy lasteliy pavirSiuje. Tékmés citometrijos biidu nustatéme, kad skirtingos

auginimo terpés nekei¢ia MKL nebtudingy CD14, CD45, CD34 ir budingy CD73,
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CD90, CD105 zymenu ekspresijos. 4-0je lenteléje pateikiami duomenys rodo,
kad, nepriklausomai nuo kultivavimo salygu, R-MKL-1 ir R-MKL-2 gausiai
ekspresuoja MKL budingus pavirSiaus zymenis CD90, CD73 ir CD105. Taciau
tiriant CD146 nustatéme ekspresijos pokycius. Lastelés, augintos terpéje su
sintetiniu serumo pakaitalu Ultroser G (R-MKL1-U ir R-MKL2-U), skirtingai nuo
lasteliy, kultivuoty kitokios sudéties terpése, visiSkai neekspresavo CD146
zymens. Pagal kity autoriy duomenis tiriant Invitrogen gaminamo STEMPRO
poveiki MKL, Sis sintetinis serumo pakaitalas taip pat neigiamai veiké CD146
ekspresija [Agata et al., 2009]. Sis rezultatas yra jdomus, nes pastarujy mety
tyrimai parode, kad MKL subpopuliacijos, ekspresuojancios CD146, pasizymi
klonogeniskumu bei sugebéjimu atsinaujinti (self-renewal). Sios lastelés sugebéjo
atkurti hemopoeting aplinka po transplantacijos imunodeficitinéms peléms
[Sacchetti et al., 2007]. PrieSingai aprasytiems tyrimams, R-MKL-U (CD146")
lasteliy proliferacija vyko grei€iau (populiacijos padvigubéjimo laikas apie 25—
27 val.), nei augintose kitu serumu praturtintose terpése R-MKL CD146" (apie
40-50 val.). Lyginant R-MKL-ZS su lastelémis, augintomis FBS, taip pat buvo
stebimas CD146 sumaz¢jimas, taCiau ekspresijos buvimas nekeélé abejoniy.
Duomeny apie Zmogaus serumo jtaka CD146 ekspresijai nepavyko rasti.

Manome, kad lastelése, Kkultivuotose su Ultroser G, gali vykti CD146
populiacijos selekcija ar/ir Ultroser G komponentai gali slopinti CD146 baltymo
ekspresija riebaly mezenchiminése kamieninése lastelése. Musy duomenys rodo,
kad skirtingy rasiy serumas veikia tik CD146 zymens ekspresija, 0 kity MKL

buidingu zymeny ekspresija islicka nepakitusi.
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4 lentelé. Skirtinguose serumuose auginty R-MKL kultiry pavirSiaus Zymeny
ekspresijos tyrimas (Nurodytas pavirSiaus Zymenj ekspresuojanciy lasteliy procentas lyginant su
izotipine kontrole, tipinis eksperimentas)

CD14 CD34 CD45 CD73 CD90 CD105 CD146

R-MKL1-FBS 1.9 0.3 Ok 99.8 98.4 100 46.2
R-MKL1-FBSSp 0.4 1.6 0.9 93 99 99.9 52.8
R-MKL1-ZS 1.7 1.5 9.9 96.9 90.1 100 13.5
R-MKL1-U 3.0 0.3 2.0 98.4 98 99.9 0.5
R-MKL2-FBS 0.7 0.6 0.6 97.2 99.7 97.9 17.7
R-MKL2-FBS Sp 2 5.2 0.1 99.9 100 99.7 13.5
R-MKL2-ZS 0.2 0.9 0.2 99.7 99.8 98.6 5.8
R-MKL2-U 0.2 0.8 0.0 97.2 99.9 98.4 0.2

4.1.3. Auginimo terpés poveikis osteogeninei ir adipogeninei
diferenciacijali

Indukuodami  osteogening ir adipogening diferenciacija tyréme, Kkaip
skirtingos kultivavimo salygos veikia MKL gebéjima diferencijuotis minétomis
kryptimis. Tre¢io perséjimo lastelés buvo inkubuojamos su diferenciacijos
indukcijos miSiniais tris savaites. Diferenciacijos pozymiai buvo nustatomi
naudojant citocheminius metodus (pla¢iau Skyriuje ,,Metodai®). Abi lasteliy
kultiros (R-MKL-1 ir R-MKL-2) pasizyméjo panaSiu gebéjimu diferencijuotis i
riebalini ir kaulini audinius. TipiSkas osteogeninés ir adipogeninés diferenciacijos
vaizdas parodytas 4-ame paveiksle. Matyti, kad lastelés, kultivuotos skirtingose
terpése, gerai diferencijavosi tiek adipogenine, tiek osteogenine kryptimis. 4-ame
paveiksle A ir C matyti, kad R-MKL-2, auginty terpése be gyvulinés kilmés
komponenty (ypatingai Ultroser G), adipogeniné ir osteogeniné diferenciacija

buvo zymiai stipresné, nei lasteliy, auginty gyvulinés kilmés serumuose.
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kontrole  Ultraser 7.8. FBS-Sp FBS

kontrole Ultraser Z.S. FBS-Sp FBS

4 pav. Skirtingos sudéties kultivavimo terpiy poveikis osteogeninei ir adipogeninei
MKL diferenciacijai. Tyrimams naudojome i§ riebalinio audinio i$skirtas MKL (R-MKL-2).
Lastelés buvo augintos terpése, praturtintose skirtingomis serumuy rasimis. Adipogeninés
diferenciacijos poZymiai nustatyti lasteles dazant Oil Red O, osteogeninés — Alizarino
raudonuoju. A — osteogeniné diferenciacija, bendras vaizdas; B — osteogeniné diferenciacija,
padidinimas 200x; C - adipogeniné diferenciacija; bendras vaizdas; D — adipogeniné
diferenciacija, padidinimas 200x.
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Idomu, kad R-MKL-1, o ne R-MKL-2, kultivuotoms terpése su sintetiniu ir
alogeniniu Zmogaus serumais, pasireiSké spontaninés adipogeninés diferenciacijos
pozymiai (paveiksle neparodyta). Taip pat nustatéme, kad lastelés, augintos
terpése, praturtintose serumais su gyvulinés kilmés komponentais (FBS, FBS-Sp),
geriau diferencijavosi osteogenine nei adipogenine kryptimi (ta¢iau abiem atvejais
silpniau, nei lastelés, augintos be gyvulinés kilmés komponenty).

Osteogeninés ir adipogeninés diferenciacijos tyrimo rezultatai rodo, kad
skirtingos sudéties terpés (su gyvulinés kilmés komponentais arba be ju) skirtingai
veikia MKL geb¢jima diferencijuotis. Riebalinés kilmeés MKL, kultivuotos terpése
be gyvulinés kilmés komponenty, geriau diferencijuojasi adipogenine ir
osteogenine kryptimis uZz tas pacias lasteles, augintas terpése, praturtintose

gyvuliniais serumais.

4.1.4. Auginimo terpés komponenty poveikis adipogening ir osteogening

diferenciacija reguliuojanciy geny transkripcijai

Su diferenciacija susijusiy geny mRNR transkripcijos pokyc¢iu nustatymas
realaus laiko polimerazine grandinine reakcija yra naudojamas diferencijuojanciy
lasteliy charakterizavimui. Si su audiniu ar su diferenciacijos procesu susijusiy
molekuliy pakitusi ekspresija yra bendra in vitro ir in vivo diferenciacijos savybé
[Jeong and Mangelsdorf, 2009]. Siuo metu nustatyta daugelis osteogeninei (pvz.,
Msx2, Runx2, osteopontinas, ALP) ir adipogeninei (pvz., PPARy, leptinas,
GLUT4) diferenciacijoms  budingy baltymy. Pazymétina, kad adipocitams
biidingi baltymai gali blokuoti osteogening diferenciacija (PPARY) [Takada et al.,
2007b] ir atvirkséiai — osteogeninés diferenciacijos metu aktyviy Msx2, Runx2
[Cheng et al., 2003] ekspresija blokuoja adipocity formavimasi.

Naudodami realaus laiko PGR (gqPGR) metoda, nustatéme, kaip kinta
osteogening ir adipogening diferenciacija reguliuojanciy geny mRNR transkripcija
terpése su skirtingais serumais Kkultivuotose mezenchiminése kamieninése
lastelése. Buvo tirta, kaip skiriasi adipogeninei ir osteogeninei diferenciacijai

svarbiy genu (PPARy, Msx2, osteopontino) transkripcija skirtingos sudéties
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terpése kultivuojamose proliferuojanciose R-MKL-1 ir R-MKL-2 kultiirose
(5 pav.).

A R-MKL-1 PPARy R-MKL-2 PPARY konfl. R-MKL- 2 PPARY
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5 pav. Skirtingy serumy poveikis osteogeninés ir adipogeninés diferenciacijos geny
transkripcijai  proliferuojanciose ir monosluoksnyje esanciose (konfl.) riebaly
mezenchiminése kamieninése lastelése. Tyrime naudojome dvi proliferuojanéias i§ riebalinio
audinio iSskirtas MKL kultiras (R-MKL-1; R-MKL-2), monosluoksnyje esanc¢ias R-MKL-2,
kultivuotas terpése su FBS, FBS-SP, ZS ir U. A — PPARy, B — Msx2, C — osteopontino (OP)
transkripcijos tyrimai. Kiekybiniai tiriamy geny RNR transkripcijos poky¢iai buvo jvertinti
panaudojus realaus laiko PGR. Skirtumy statistinis patikimumas: * p<0.05, ** p<0.01, ir
*** p<0.001, lyginant su FBS.

Tiriant bazinio transkripcijos lygio itaka diferenciacijos metu atsirandantiems
§iy geny transkripcijos poky¢iams, analizavome adipogenine ir osteogenine
kryptimis diferencijuojanéias R-MKL-2 (6 pav.). Sio diferenciacijos eksperimento

kontroliniy monosluoksnyje esanciy lasteliu PPARy, Msx2 ir osteopontino geny
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transkripcijos lygis buvo palygintas su proliferuojanc¢iy R-MKL-2 (5 pav. konfl.
R-MKL-2).

Gauti duomenys rodo, kad auganciose lastelése sintetinis serumo pakaitalas
Ultroser G turi zymiai stipresng adipogening diferenciacija reguliuojanc¢io geno
PPARYy transkripcija nei Kitos sudéties terpése auginty R-MKL. R-MKL-1-U
kultiroje PPARy mRNR transkripty buvo net 80 karty daugiau, nei tos pacios
kilmés lastelése, kultivuotose su fetaliniu verSelio serumu (5 pav. A). R-MKL-2
kultiiroje Sis santykis sieké beveik 30 karty. PanaSius rezultatus gavome palyging
PPARy kiekius lastelése, kultivuotose terpése, praturtintose su FBS-Sp ar ZS
(5 pav. A). Svarbu, kad tokj pat efekta stebéjome mezenchiminése kamieninése
lastelése, iSskirtose i$ skirtingu donory. Literatiiros duomenys teigia, kad PPARy
yra pagrindinis adipogeninés diferenciacijos reguliatorius mezenchiminése
kamieninése lastelése [Takada et al., 2007a]. Tai transkripcijos faktorius,
formuojantis heterodimerus su retinoidiniu X receptoriumi (RXR). Sie
heterodimerai, prisijunge ligandus (riebiosios raigstys, antidiabetiniai vaistai),
jungiasi prie adipogenezei svarbiy geny promotoriy ir aktyvina ju transkripcija
[Cock et al., 2004]. Idomu tai, kad vykstant adipogeninei diferenciacijai PPARy
ekspresijos lygis neZymiai padidéjo mezenchiminése kamieninése lastelése,
kultivuotose su Ultroser G, ir stipriai padidéjo su FBS, FBS-Sp, bei ZS
kultivuotose lastelése (6 pav.). Tai paaiskinti galima tuo, kad proliferuojanciose R-
MKL-U lastelese PPARy geno ekpresija pasiekia maksimalia riba ir beveik
nekinta net po adipogeninés indukcijos. Sie duomenys siejasi su miisy in vitro
adipogeninés diferenciacijos tyrimais, kurie taip pat parodé, kad R-MKL-U
lastelés turi didziausia adipogenini aktyvuma. Kaip ir buvo minéta, diferenciacijos
metu stebéjome spontaninés adipogeninés diferenciacijos pozymius kontrolinése
lastelése.

Taip pat buvo tirtas osteogening diferenciacija reguliuojancio geno Msx2
transkripcijos lygis lastelése, kultivuotose skirtingos sudéties terpése. Nustatéme,
kad lastelése, augintose terpéje su sintetiniu serumo pakaitalu Ultroser G, Sio geno

ekspresija yra didziausia (5 pav. B). R-MKL-1-U lastelése Msx2 geno mRNR
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transkripty buvo mazdaug 4x daugiau nei su FBS, FBS-Sp ar ZS kultivuotose
lastelése. R-MKL-2-U lastelése Sis skirtumas sieké 10Xx. Osteogeninés
diferenciacijos metu Msx2 ekspresijos lygis lastelése, kultivuotose su Ultroser G,
beveik nepakito, tuo tarpu lastelése, Kultivuotose su ZS, FBS-Sp ir FBS,
stebéjome rysku pakilima (6 pav.). Taigi Msx2 ir PPARy geny ekspresija R-MKL-
U lastelése svyruoja panaSiai (didelis transkripty kiekis proliferuojanciose
lastelése diferenciacijos metu padidéja nedaug). In vitro diferenciacijos
eksperimentai parodé, kad lasteliy, kultivuoty skirtingos sudéties terpése,
osteogeniné diferenciacija yra panasi.

Nustatyti auksti PPARy ir Msx2 geny transkripcijos lygiai proliferuojanciose
lastelése (5 pav.), kurios buvo kultivuojamos terpése su sintetiniu serumo
pakaitalu Ultroser G, buvo netikétas rezultatas, nes literatiiros Saltiniai teigia, kad
PPARy ir Msx2 vienas kita reguliuoja reciprokiskai [Cheng et al., 2003].
Pavyzdziui, Msx2 veikia C/EBPp, kuris yra PPARy induktorius, ir taip blokuoja jo
ekspresija (saveika vyksta baltymu lygyje) bei adipogening diferenciacija

mezenchiminése kamieninése lastelése [Ichida et al., 2004].

7 7
o FBS 6 FBS Sp
5 e 5 - e
o 2 L= = ¢ .
25 3 + wE 3 4 7
5 e : s !
1 1
g ,—I—] =S - [—I—'I I_’_ -
0 £ 0 —= 1
1 L] L] 1 |
2 ¢ S ¢ A o ¢ A o 2+ ¢ A 0 C A 0 € _A_ 0O
-3 opP Msx2 PPARY -3 opP Msx2 PPARY
7 X 7 .
: Zs 6 T u
5 5 l
— 4 . — 4
2€ 2 3 1 !
£S 2 l_,_|’*‘| 1 g2 2 ]
g 1 . o _ . g, B =
T I 3 I !
-1 -1
-2
; € A o ¢ A O C A O 3 C__A 0O ¢ A 0 ¢ _ A 0O
op Msx2 PPARY op Msx2 PPAR:

6 pav. Skirtingo Kkultivavimo serumo poveikis osteogeninés ir adipogeninés
diferenciacijos Zymeny ekspresijai diferencijuojanciose riebaly kilmés mezenchiminése
kamieninése lgstelése. Tyrime naudojome i§ riebalinio audinio iSskirtas R-MKL-2, augintas
terpése su FBS, FBS-SP, 7S ir U. Kiekybiniai tiriamuy geny RNR ekspresijos pokyéiai
adipogeninés (A) ir osteogeninés (O) diferenciacijos metu buvo ivertinti panaudojus realaus laiko
PGR. Statistinis patikimumas parodytas * p<0.05, ** p<0.01 ir *** p<0.001 lyginant su kontrole

().
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Taip pat tyréme dar vieno osteogeninés diferenciacijos zymens — 0steopontino
geno transkripcijos pokycius lastelése, augintose skirtingos sudéties terpése.
Osteopontinas yra sekretuojamas glikoproteinas, kuris svarbus kauly
remodeliavimui. Sj baltyma i$skiria osteoblastai. Tai vélyvos osteogeninés
diferenciacijos zZymuo [Rangaswami et al., 2006]. Rezultatai parodé, kad
proliferuojanciose lastelése didziausia osteopontino geno transkripcija pasizyméjo
su FBS ir ZS kultivuotose lastelése. (5 pav. C), 0 lastelése, augintose su sintetiniu
serumo pakaitalu Ultroser G, osteopontino transkripcija buvo ypatingai silpna.

Vykstant osteogeninei diferenciacijai osteopontino geno transkripcija
labiausiai pakilo lastelése, kultivuotose su Ultroser G, tuo tarpu lastelése,
kultivuotose su FBS ir ZS, $io geno ekspresija sumazéjo (palyginus su
osteogeniniu indukcijos misiniu neveiktomis kontrolinémis lastelémis) (6 pav.).

Taigi mes tyréme ne tik diferenciacijos metu atsirandancius geny
transkripcijos poky¢ius, bet ir $iy geny transkripcija proliferuojancéiose lastelése.
Gauti rezultatai leidzia teigti, kad su diferenciacija susijusiy geny transkripcijos

poky¢iai turi biiti vertinami remiantis baziniu mRNR lygiu.

4.1.5. Baltymy identifikavimas skirtingos sudéties terpéje augintose
mezenchiminése kamieninése 1astelése

Siekdami kompleksiskai jvertinti skirtingos sudéties auginimo terpés poveiki
mezenchiminéms kamieninéms lasteléms, tyréme baltymy ekspresijos profilius.
Auganciy R-MKL lizatai tirti pasitelkus dvikrypte elektroforezg. Buvo nustatyti
baltymai, kurie skirtingai ar unikaliai ekspresavo skirtingu serumu praturtintoje
terpéje kultivuotose lastelése. Tirdami R-MKL-1 kultira, auginta terpése su
Ultroser G, FBS, FBS-Sp ar 7S, masiy spektrometrijos biidu identifikavome 22
baltymus (7 pav., 5 lent.). Lyginant Siy baltymy ekspresijos priklausomuma nuo
terpés sudéties nustatéme, kad daugiausiai skirtumy yra auginant lasteles su

sintetiniu serumo pakaitalu Ultroser G.
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+pi3 <P M kDa

R-MKL-1, 3p, HumapSer

Mw, kDa

c R-MKL-1, 3p, StemCellSer

7 pav. Baltymai, identifikuoti R-MKL-1 kultiiroje, iSskirtoje i§ riebalinio audinio ir
kultivuotoje skirtingos sudéties terpése. Lastelés buvo kultivuojamos terpése, praturtintose
sintetiniu serumu (Ultroser G) — A; komerciniu alogeniniu Zmogaus serumu (ZS) — B; fetaliniu
verSelio serumu, pritaikytu mezenchiminéms kamieninéms lasteléms (FBS-Sp) — C ir fetaliniu
verSelio serumu (FBS) — D. Tre€io perséjimo lastelés buvo lizuotos, baltymai frakcionuoti
dvikryptéje elektroforezés sistemoje, iSryskinti nudazius gelius su Brilliant Blue G Colloidal dazu
bei identifikuoti masiy spektrometrijos biidu.

R-MKL-1-U kultivuotose lastelése nenustatéme prostaglandino F2
negatyvaus reguliatoriaus baltymo ir aksinol baltymo ekspresijos. Kitos sudéties
terpése kultivuotose lastelése Siy baltymy aptikta. Prostaglandino F2 negatyvus
reguliatorius blokuoja prostaglandino F2 a (PGF2 a) saveika su specifiniu jo
receptoriumi, taip slopindamas $ios signalinés molekulés efektus. PGF2 a viena 18
funkcijy — adipogenezés reguliacija [Samar, 2007]. Tai, kad R-MKL-1-U lastelése
nebuvo rastas PGF2 o receptoriaus negatyvus reguliatorius, gali buti susije su
misy stebétais proadipogeniniais efektais, taip pat su PPARy geno ekspresija.
Aksinas 1 dalyvauja Wnt ir B-katenino signalinio kelio reguliacijoje. Aksinas 1

yra vidulastelinis pagrindinio Wnt signalinio kelio inhibitorius, kontroliuojantis
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lasteliy proliferacija bei augima [Logan and Nusse, 2004]. Sis signalinis kelias
svarbus osteoblasty proliferacijai, brendimui ir aktyvumui [Bodine and Komm,
2006]. Taigi aksino 1 baltymo ekspresijos iSnykimas arba sumazéjimas R-MKL-1
lastelése, kultivuotose su Ultroser G, gali biti sietinas su padidéjusiu jy
proliferaciniu ir osteogeniniu aktyvumu (lyginant su lastelémis, kultivuotomis
kitose terpése). Nenustatéme nei vieno baltymo, kuri su Ultroser G kultivuotos
lastelés ekspresuoty unikaliai.

R-MKL-1-ZS lastelése buvo rastas baltymas, kurio neidentifikavome
lastelése, kultivuotose kitokios sudéties terpése. Tai leucinu turtingas, PPR
motyva turintis mitochondrinis baltymas (Leucine-rich PPR motif-containing
protein, mitochondrial). Sis baltymas svarbus RNR metabolizmui, jis taip pat
palaiko saveika su PPARy koreceptoriumi ir reguliuoja kai kuriy
gliukoneogenezei svarbiu mitochondriniy genu transkripcija [Lightowlers and
Chrzanowska-Lightowlers, 2008]. Idomu, kad, pagal miisu genu transkripcijos
duomenis, su ZS kultivuotose R-MKL-1, taip pat rasti dideli PPARy transkripto
kiekiai. R-MKL-1-ZS lastelése, skirtingai nuo kity, neidentifikavome $iluminio
Soko baltymo 90 (HSP90OABI1). Tai citoplazminis streso atsako baltymas, kurio
funkcija dar néra pilnai istirta [Choi et al., 2009].

R-MKL-1-FBS lastelése nebuvo nustatytas gama taksilino baltymas, kuris
dalyvauja vezikuliy transporte. Be to, R-MKL-1-FBS lastelése neaptikome
serpino (9. Tai serino proteinaziy inhibitorius, veikiantis antiapoptoziskai.

Tirdami R-MKL-2, kultivuotas Ultroser G, FBS, FBS-Sp ir ZS,
identifikavome 48 baltymus (8 pav., 6 lentel¢). Reikia pazyméti, kad R-MKL-1 ir
R-MKL-2 lastelése identifikuoti baltymai gana stipriai skyrési. Tai galéjo nulemti
individual@is donory skirtumai arba anatomiSkai skirtinga lasteliy kilmés vieta
(kraities ir pilvo riebalinis audinys). Kaip ir R-MKL-1, R-MKL-2 daugiausiai

skirtumy radome auginant lasteles su Ultroser G.
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5 lentelé. Baltymai, identifikuoti R-MKL-1 kultiiroje, iSskirtoje i$ riebalinio audinio ir
kultivuotoje skirtingos sudéties terpése

Baltymo | Baltymo pavadinimas Baltymo Nr Sekos Mol. masé | Ultro ZS | FBS- | FBS
démés UniPro/Swiss | padengimas | (kDa); SerG Sp
Nr -Prot (%) pl
duomeny
bazéje
1. Ubiquitin-like modifier- P22314 24% 118.858; + + + +
activating 5,49
enzyme 1
(UBA1)
2. Leucine rich PPR motif. P42704 7% 159,003; - + - -
(LRPPRC) 5.81
3. Glucose regulated protein P14625 7% 92,696; - + - +
GRP94 (HSP90B1) 4.76
4. Heat shock protein 90 P08238 10% 83,423; + - + +
(HSP90AB1) 4.97
5. Prostaglandin F2 receptor Q9P2B2 12% 99,464; - + + +
reg (PTGFRN) 6,16
6. Axin-1 015169 7% 96,488; - + + +
(AXIN1) 6.5
7. Heat shock protein 70-8 P11142 29% 71,082; + + + +
(HSPAS8) 5.37
8. Pyruvate kinase isozymes P14618 21% 58,339; + - - +
M1/M2 7.95
(PKM2)
9. Gamma Taxilin (TXLNG) QINUQ3 19% 61,061, + + + -
7,23
10. Tioredoxin  domain-cont. Q86VQ3 23% 60,766; + + + +
protein 2 4,83
(TXNDC2)
11. Tubulin a P68363 40% 50,804, + + + +
(TUA1B) 4.9
12. Vimentin P08670 32% 53,676; + + + +
(VIME) 5.06
13. a-Enolase P06733 20 47,350; + + + +
(ENO1) 6.99
14. Tubulin- B Q99867 16% 48,917, + + + +
(TUBB4Q) 5.11
15. Serpin B9 P50453 15% 43,004; + + + -
(SERPINB9) 5,61
16. B actin-like protein 2 Q 562R1 12% 42,318; + + + +
(ACTBL2) 5,39
17. Actin, cytoplasmic (ACTB) P60709 27% 42,052; + + + +
5,29
18. Annexin A2 P07355 38% 38,808; + + + +
(ANXA2) 7,57
19. Torsin 1A 014656 18% 38,127; - + + -
(TOR1A) 6,51
20. GAPDH P04406 17% 36,201; + + + +
8,57
21. 14-3-3 protein zeta delta P63104 45% 27,899; + + + +
(YWHAZ) 4.73
22. Phosphoglycerate mutase P18669 30% 28,769 + + + +
1 6.75
(PGAM 1)
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8 pav. Baltymai, identifikuoti R-MKL-2 kultiiroje, isskirtoje i$ riebalinio audinio ir
kultivuotoje skirtingos sudéties terpése. Lastelés buvo auginamos terpése, praturtintose
sintetiniu serumu (Ultroser G) — A; komerciniu alogeniniu Zmogaus serumu (ZS) — B; fetaliniu
verSelio serumu, pritaikytu mezenchiminéms kamieninéms lasteléms (FBS-Sp) ir fetaliniu
verSelio serumu (FBS) — D. Tre€io perséjimo lastelés buvo lizuotos, baltymai frakcionuoti
dvikryptéje elektroforezés sistemoje, iSryskinti nudazius gelius su Brilliant Blue G Colloidal dazu
bei identifikuoti masiy spektrometrijos biidu.

IS paZymétiny R-MKL-2-U lastelése nerasty baltymy yra plastino 3 baltymas.
Sis baltymas yra svarbus aktino polimerizacijai ir fibroblasty filopodiju
formavimuisi [Delanote et al., 2005]. I$ dalies tai galéty paaiskinti morfologijos
skirtumus tarp R-MKL-2-U ir kity lasteliy. Dar vienas baltymas, kurio ekspresijos
nenustatéme R-MKL-2-U lastelése yra AP4 komplekso subvieneto baltymas,
susijes su baltymuy transportu i§ trans-Goldi tinklo i endolizosomas [Hirst et al.,
1999]. Palygine R-MKL-2 lasteles, augintas terpése su ZS, FBS ir FBS-Sp, zymiy

skirtumy nepastebéjome.
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6 lentelé. Baltymai, identifikuoti R-MKL-2 kultiiroje, i$skirtoje i§ riebalinio audinio ir

kultivuotoje skirtingos sudéties terpése

Baltymo | Baltymo pavadinimas Baltymo Nr Mol. masé Sekos Ultro ZS | FBS-Sp | FBS
démeés UniPro/Swiss- (kDa); paden- SerG
Nr Prot duomeny, pl gimas (%)
bazéje

1. E3 Uiquitin-protein ligase | Q5VTR2 114,220; 16% + + + +
(RE1A) 5,73

2. Alpha-actinin-4 043707 105,246; 21% + + + +
(ACTN4) 5,27

3. Transportin-3 Q9Y5L0 105,961, 8% + + + +
(TNPO3) 5,35

4. Methionine synthase Q99707 141,749; 7% - + + -
(METH) 5.39

5. 78 kDa glucose-regulated | P11021 72,402; 17% + + + +
protein 5,07
(GRP78)

6. Heat shock cognate 71|P11142 71,082; 11% + + + +
kDa protein 5,37
(HSP7C)

7. Plastin-3 P13797 70,904, 32% - + + +

8. (PLST) 5,52 31% + + - -

9. Serum albumin P02768 71,317, 25% - + - -
(ALBU) 5,92

10. Serine/threonine-protein | QOUHD2 84,216; 10% - + + -

11. kinase 6,32 8% + + + +
(TBK1)

12. Lamin-A/C P02545 74,380; 17% + + + +

13. (LMNA) 6,57 14% + + + +

14. Protein disulfide- | PO7237 57,480; 32% + + + +

15. isomerase (PDIAL) 4,76 19% + + + +

16. Vimentin P08670 53,676; 22% + + + +

17. (VIME) 5.06 22% + + + +

18. 17% + + + +

19. Actin, cytoplasmic 1 P60709 42,052, 30% + + + +

20. (ACTB) 5,27 12% + + + +

21. Actin, cytoplasmic 2| P63261 42,108; 17% + + + +
(ACTG) 5,31

22. Annexin A5 P08758 35,971, 42% + + + +
(ANXAS5) 4,94

23. Heat shock protein beta-1|P04792 22,826; 37% + + + +
(HSPB1) 5,98

24. Triosephosphate P60174 26,938; 78% + + + +
isomerase (TPIS) 6,45

25. Phosphoglycerate mutase | P18669 28,900; 43% + + + +
1 (PGAM1) 6,67

26. Septin-2 Q15019 41,689; 25% + + + +
(SEPT2) 6,15

27. Perilipin-2 Q99541 48,274, 11% + + + +
(PLIN2) 6,34

28. Alpha-enolase P06733 47,481, 33% + + + +
(ENOA) 70,1

29. AP-4 complex subunit | 000189 50,231, 18% - + + +
mu-1 6,7
(AP4M1)

30. UDP-glucose 6-| 060701 55,672; 32% - + + +
dehydrogenase 6,73
(UGDH)

31 Fascin Q16658 55,123; 24% - + + *
(FSCN1) 6,84

32. Aspartyl-tRNA P14868 57499; 29% - + +

33. synthetase, cytoplamic 6,11 19% - + + +
(SYDC)

34. Tryptophanyl-tRNA pP23381 53,474; 20% - + + +
synthetase, cytoplasmic 5,8
(SYWC)

35. Vimentin P08670 53,676; 34% + + + +

36. (VIME) 5.06 39 - + + +
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37. 30% + + + +

38. Tubulin beta chain P07437 50,095; 25% + + + +
(TBB5) 4.78

39. Tubulin alpha-1C chain | TBA1C 50,548; 21% - + + +
(TBA1C) 4.96

40. Ataxin-3 P54252 43,732, 21% + + + +
(ATX3) 4.86

41. Annexin A6 P08133 76,168; 40% + + + +
(ANXA6) 5.42

42. 78 kDa glucose-regulated | P11021 72,402; 27% + + +
protein 5.07
(GRP78)

43. Serine/threonine-protein | QQUHD2 84,216; 12% + + +
kinase 6.32

a4. | (TBK1) 15% + - - ¥

45. Annexin A2 P07355 38,808; 61% + + + +
(NXA2) 7.57

46. 33% + + + +

47. Developmentally- P55039 41,120; 18% + + + +
regulated GTP-binding 9.02
protein 2 (DRG2)

48. Peroxiredoxin-6 P30041 25,133; 49% + + +
(PRDX6) 6.00

Apibendrinant proteominiy tyrimu rezultatus, galima teigti, kad lasteliuy,
kultivuoty skirtingos sudéties terpése, proteomo ekspresijos profiliai yra labai
panasiis. Sis rezultatas atspindi tai, kad buvo lyginti ty pac¢iy lasteliy (to paties
donoro) proteomos ekspresijos profiliai. Daugiausiai skirtumy aptikta analizuojant
riebaly mezenchiminiy kamieniniy lasteliy, kultivuoty su sintetiniu serumo
pakaitalu Ultroser G, proteomos ekspresijos profili. Galima daryti prielaida, kad
mazesnis ekspresuojamy baltymy kiekis gali biti susij¢s su maziau kompleksiska

sintetinio serumo pakaitalo sudétimi.
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4.2. Pieninio danties pulpos mezenchiminiy kamieniniy Iasteliy
populiacijos in vitro tyrimai

Laboratorijose in vitro salygomis auginamy MKL populiacija néra
homogeniska [Colter et al., 2000]. Populiacijos sudétis yra kintama, tai priklauso
nuo auginimo salygy, lasteliy tankio, arba ji gali biiti sudaryta 1§ jvairaus
diferenciacijos laipsnio lasteliy [Prockop, 2009]. Sunku pasakyti, koks procentas
kamieniniy lasteliy yra MKL populiacijoje ir kokios ju savybés. Gali biiti, kad
vienos lastelés MKL populiacijoje pasizymi vieno tipo diferenciacinémis ar
imunomoduliacinémis galimybémis, Kitos — kitokio. Norédami nustatyti MKL
populiacija sudaranciy atskiry lasteliy savybes, 1Sskyréme pavienius klonus ir
padauging analizavome ju morfologija, proliferacines savybes, pavir§iaus Zzymeny
ekspresija ir lyginome baltymu ekspresija. Tyrimui naudojome pieninio danties

pulpos mezenchimines kamienines lasteles (PD-MKL).

4.2.1. Pieninio danties pulpos mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
iSskyrimas

Pieninio danties pulpos mezenchiminés kamieninés lastelés, kitaip SHED
(stem cells from human exfoliated decidous teeth) [Miura et al., 2003], yra dar
vienas lengvai pasiekiamas MKL Saltinis. Miisy laboratorijoje pieninio danties
pulpos mezenchiminés kamieninés lastelés (PD-MKL) buvo sékmingai i$skirtos i$
6 mety vaiko iSkritusio danties. Lastelés buvo augintos standartinés sudéties
DMEM terpéje su FBS ir antibiotikais. Ka tik iSskirtos lastelés demonstravo
fibroblasty verpstés formos morfologija, formavo kolonijas (9 pav. A, B).
Pazymétina, kad iSskirty Ilasteliy kolonijos buvo skirtingos morfologijos.
Lasteléms dauginantis formavosi tankios, kompaktiskos, grieztai apribotos
kolonijos (9 pav. D) iki lastelés pasiekdavo 70-80% konfluencija (9 pav. C).
Kolonijy forma ir struktiira atitiko literatiiroje aprasyta MKL iSvaizda [Colter et
al., 2000].
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9 pav. Zmogaus mezenchiminés kamieninés Iastelés, iSskirtos i§ pieninio danties pulpos
audinio. Nuotraukose PD-MKL pirminé kultira. A — besiformuojanti lasteliy kolonija trecia
diena po i$skyrimo. B — lasteliu kolonijos vaizdas penkta diena po iSskyrimo; C, D — lasteliy
kultairos vaizdas dvylikta diena po i§skyrimo. Padidinimai A-100x; B,C —200x; D - 40x.

Pavir§iaus zymeny ekspresijos tyrime parodéme, kad PD-MKL neekspresavo
hemopoetinéms lasteléms budingy CD14, CD45, CD34, bet buvo teigiamos
CD73, CD90, CD105, CD146 (12 pav). PD-MKL pasizyméjo aktyvia proliferacija
(virs 28 perséjimy) ir koloniju formavimo efektyvumu (KFE) (7 lentelé).
Klonogeninés lastelés sudaro maza bendros audinio populiacijos dali. Sio tipo
kultiiros lasteléms biidingas aukstas proliferacinis aktyvumas, jos gali ilga laika
atsinaujinti, taip pat duoti pradzia skirtingo diferenciacijos laipsnio dukterinéms
populiacijoms [Ylostalo et al., 2008]. Siy autoriy duomenimis, vélesniuose
perséjimuose, atsirinkus  geriausiai augancioms lasteléms arba jvykus
prisitaikymui prie kultivavimo salyguy, proliferaciniai ir morfologiniai skirtumai
sumazéja. Lasteléms senstant, paskutiniuose perséjimuose jy forma suapvaléja, jos

kelis kartus padidéja, proliferacija sustoja [Hayflick, 2003].
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7 lentelé. PD-MKL charakteristika

PD-MKL
MKL iSkritusio pieninio danties pulpos
audinys
Donoro amzZius 6
CD ekspresija CD14-;CD34-,CD45-
CD73+;CD90+;CD105+;CD146+/-
Osteogeniné dif. +
Adipogeniné dif. +/-
Vidutinis populiacijos 24
padvigubéjimo laikas,
val.
KFE 16%
Maksimalus perséjimy >28
skaicius

4.2.2. Klonavimas ir gauty klony morfologija bei proliferacinis
aktyvumas

MKL klonavimui ypatingai svarbi lasteliy savybé yra gebéjimas formuoti
kolonijas. PD-MKL pasieké auksta kolonijuy formavimo efektyvumo (KFE) laipsni
(16 %) ir gerokai virSijo rekomenduojama minimalia 5 % Kklonavimui tinkamos
populiacijos KFE riba. Klonavimo eksperimentams naudojome trecio perséjimo
pieninio danties pulpos mezenchimines kamienines lasteles. Naudojant
limituojancio praskiedimo (limiting dilution) metodika pavyko iSskirti ir
padauginti 16 individualiy klony. Lasteliy klony morfologija buvo nevienoda
(10 pav.), todél lasteles suskirstéme | tris grupes. Pirmoji grupé — pailgos formos
lastelés (klonai A3, B6, C2, D5, E3, F1, H3); antroji grupé — dominuoja smulkios,
ataugomis nuo substrato pakilusios lastelés (klonai D1, F5, F8); treCioji grupé —
stambios, griidétos lastelés su ilgomis ataugomis. Pastarosios lastelés turéjo
sen¢jimo (Senescense) pozymiy, tokiy kaip létas ar sustojes augimas, ir buvo
didesnés lyginant su kitomis grupémis (klonai E12, F4). D¢l 1éto augimo trecios
grupés klony analizé buvo nejmanoma, todé¢l tolimesniems tyrimams pasirinkome
pirmyju dvieju grupiuy C2 ir F5 klonus. Vélesniuose pers¢jimuose (4—6 pers€jimai)
tarp pirmos ir antros grupiy klonavimo metu stebéti morfologiniai skirtumai

iSnyko. Tiriant proliferacini aktyvuma klonavimo metu stebéti pirmos ir antros

71



grupés lasteliy dalijimosi grei¢io skirtumai vélesniuose perséjimuose iSnyko ir

populiacijos padvigubéjimo laikas buvo apie 24 valandos.

\
A\

10 pav. Tipiné klony, i$skirty i§ pirminés PD-MKL kultiiros morfologija. PD-MKL
buvo klonuota naudojant limituojancio praskiedimo (limiting dilution) metoda (apraSymas
skyriuje ,,Metodai). Fazés kontrastas, padidinimas 100x.
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4.2.3. Pieninio danties pulpos mezenchiminiy kamieniniy lasteliy kultiiros
bei jos klony diferenciacijos tyrimai
Osteogeniné diferenciacija tirta PD-MKL pirminéje kultiiroje ir dviejuose i$
jos isskirtuose tiriamuose klonuose. Inkubuojant osteogeninés diferenciacijos
indukcijos miSinyje jau po 2 sav. nustatytos buidingos kristaly sankaupos (11 pav).
Idomu tai, kad skirtingu klonu osteogeninés diferenciacijos greitis buvo
nevienodas. Pavyzdziui, F5 klono lasteliy kultiiroje diferenciacijos pozymiai
(mikroskopiSkai matomos kristaly sankaupos) buvo pastebéti jau pirma savaitg, 0

PD-MKL ir C2 osteogeninés diferenciacijos pradzia stebéta antra savaite po

indukcijos.

11 pav. Pieninio danties pulpos mezenchiminiy kamieniniy lasteliy bei C2 ir F5 klony
osteogeninés diferenciacijos tyrimas. Lasteliy diferenciacija buvo vykdoma 2 savaites
inkubuojant osteogeninés diferenciacijos indukcijos miSinyje. Osteogeniné diferenciacija vertinta
dazant kaulinio audinio ekstralasteliniam matriksui buidingas hidroksiapatity sankaupas sidabro
nitratu. A — PD-MKL; B — C2 klonas; C — F5 klonas. Padidinimas 100x.

Adipogeninés diferenciacijos tyrimams naudojome specialius priedus i§
StemCell Technologies, taciau mums nepavyko indukuoti pilnavertés
adipogeninés diferenciacijos pirminése PD-MKL. Pagal protokola Iastelés buvo
kultivuojamos adipogeninés indukcijos miSinyje 3—4 savaites, tac¢iau nei Su
mikroskopu, nei dazant Oil Red O nepavyko aptikti didesniy intralasteliniy lipidy
sankaupy. Tirdami klony F5 ir C22 adipogenini aktyvuma pilnavertés
adipogeninés diferenciacijos taip pat negavome. [domu, kad F5 klone mikroskopu
aptikome budingy intralasteliniy lipidy nedideles sankaupas.

Diferenciacijos eksperimenty rezultatai rodo, kad PD-MKL kultira bei jos
dukteriniy klony lastelés gerai diferencijuojasi osteogenine kryptimi. PD-MKL

adipogeniné diferenciacija nenustatyta.
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4.2.4. PavirSiaus Zymeny ekspresijos tyrimai

Kadangi pavir§iaus Zymenys svarbiis apibiidinant lasteles ir juy diferenciacijos
laipsni, tolimesniuose tyrimuose palyginome PD-MKL ir jos klony C2, F5

pavirs§iaus Zymeny ekspresija (12 pav.).

CD14 CD34 CD45
A
HED-CD34 FITC SHED-CD4S FITC
8
PD-MKL 2 1% 8 1.5%
=£ Eg 5o
2 3 £
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B 2 2
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12 pav. Pavirsiaus Zymeny ekspresijos tyrimai tékmés citometrijos biidu. (A) Pirminés
lasteliy kultiros PD-MKL bei C2 ir F5 klony pavirSiaus neekspresuojamy zymeny ir (B) MKL
budingy lasteliy pavirSiaus zymeny ekspresija. Vieno pavirSiaus Zymens matavimui buvo imama
po 10 000 Iasteliy.
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Nustatéme, kad nors prie§ tai tirtos savybés (morfologija, proliferacija,
diferenciacija) nebuvo vienodos, taiau visy tirty lasteliy pavirSiaus zymeny
ekspresija atitiko tipini MKL pavirSiaus Zymeny rinkinj (teigiami CD73, CD90,
CD105; neigiami CD34, CD45, CDI14). Skirtumai buvo stebéti CD146
ekspresijoje (12 pav.). Pirmin¢je PD-MKL kultiiroje daugiausia lasteliy
ekspresavo CD146 (66 %), F5 81 Zymeni turéjo 37 % lasteliy, o C2 klonas
pasizyméjo silpniausia jo ekspresija (27 %). Yra zinoma, kad CD146
ekspresuojancios lastelés pasizymi klonogenisSkumu, sugebéjimu atsinaujinti (self-
renewal) ir geresniu gebéjimu diferencijuotis [Schwab and Gargett, 2007]. Sio
darbo pradzioje tirtas PD-MKL ir jos dukteriniy klony klonogeniskumas siejasi su
CD146 ekspresijos lygiu, todél manome, kad jo ekspresijos kiekis gali biiti svarbi
kokybiné MKL populiacijos charakteristika in vitro.

4.2.5. Pieninio danties pulpos mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy ir jos

dukteriniy klony proteominé analizé

Kitas tikslas buvo nustatyti ir palyginti MKL, iSskirty i§ pieninio danties
pulpos (PD-MKL) bei jos dukteriniy klonuy ekspresuojamus baltymus. Kad
ivykdytume §i uzdavinj, atlikome palyginamaja proteoming analizg. Analizei
pasirinkome 2DE gelius: pirminés PD-MKL kultiiros, taip pat dukterinius klonus
F5 ir C2. Siekdami sumazinti 2DE kompleksiskuma ir nustatyti galimus baltymu
lokalizacijos skirtumus, tyrimui iSskyréme branduolio ir citoplazmos baltymuy
frakcijas. Visais atvejais mikroskopu buvo tikrinama branduolio frakcijos
uzterStumas citoplazmos komponentais (zr. ,,Metodai*).

Atlikome skaitmening lyginamaja analiz¢ ir atrinkome baltymus, kuriy
ekspresija skyrési pirminése lastelése ir dukteriniuose klonuose. Pasirinkti
baltymai buvo tirti atlieckant 2D geliy skaitmening lyginamaja analizg ir
identifikuojami naudojantis MALDI-TOF MS. 8 lenteléje pateikiami duomenys
apie identifikuotus baltymus ir trumpi ju funkcijy aprasymai. Misy duomenys

rodo, kad F5 ir C2 klony lasteliy baltymy sudétis nezymiai skiriasi nuo pirminiy
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(motininiy) lasteliy. Dauguma identifikuoty baltymy sutapo su literatiiroje
apraSytais MKL bidingais baltymais, tokiais kaip vimentinas, aktininas, Hsp70,
aneksinas, laminas ir kiti [Mareddy et al., 2009; Wagner et al., 2006]. MKL
budingas vimetinas yra citoskeleto baltymas ir susijgs su lasteliy prikibimu prie
substrato bei migracija. Sis baltymas yra stipriai ekspresuojamas MKL kultdirose,
iSskirtose i§ kauly ¢iulpuy, riebalinio audinio, virkstelés venos kraujo [Feldmann et
al.,, 2005; lvaska et al., 2007; Park et al., 2007]. Aktininas yra su aktinu
besijungiantis baltymas, svarbus vidulasteliniy strukttiry susidarymui [Otey and
Carpen, 2004]. Salia $ios pagrindinés funkcijos, aktininas dar susijes su lasteliy
diferenciacijos reguliacija, kaip manoma, reguliuojant diferenciacijai svarbiy geny
transkripcija [Goffart et al., 2006]. Fibronektino 1 baltymo ekspresija buvo
nustatyta tik F5 klone. Sis baltymas svarbus ekstralastelinio matrikso gamybai ir
lastelés saveikai su matriksu [Sottile and Hocking, 2002]. Atlikus skaitmening
lyginamaja baltymuy ekspresijos analiz¢ PD-MKL ir dukteriniy klony lizatuose,
didziausius skirtumus nustatéme tarp lamino Bl bei Paf/RNR polimerazés 11
komplekso komponento baltymu ekspresijos. Klonas F5 §iy baltymy ekspresavo
7ymiai maziau nei PD-MKL ir C2 klonas. Sie abu baltymai yra susij¢ su RNR
transkripcijos reguliacija, taciau kokiy geny transkripcija priklauso nuo lamino B1
bei Paf/RNR polimerazés II komplekso komponento skirtingo kiekio yra
nezinoma [Martin et al., 2009]. Kity tyrime identifikuoty baltymy ekspresija tarp
PD-MKL ir dukteriniy klony skyrési nezymiai.
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8 lentelé. Branduoliuose ir citoplazmoje identifikuoti PD-MKL (PD) ir C2 bei F5 klony
baltymai ir jy ekspresijos palyginimas

Vidutinis kiekio santykis

Citoplazma Branduolys
Sekos
Acc padengim C2 _Fj _C2 C2. Fy.. .C2
numeris Baltvmo pavadinimas Baltymo funkcija as, % PD PD Fj PD PD Fj
Gi/15277503  Actin, beta (ACTB) Cytoskeleton protein 61 130 110 118 14 =139 122
Gi/4501887  Actin, gamma (ACTG1) Cytoskeleton protein 66 “112 -L12 100 =197 =242 123
Gi/12025678  Actinin, alpha 4 Cytoskeleton protein, 60 121 =253 210
Actin-binding protein
Gi/475775%  Annexin Il isoform 2 Calcium-binding protein 0 124 112 111 =231 -192 -121
(ANX2)
Gi/63162572  Chaperonin containing TCP1  Molecular chaperone 53 =200 -287 1M
subunit 3
Gi/62089266  Fibronectin 1 Fibroblastic marker 27
Gi/119590943  Fibronectin 1, is. CRA_h %z
Gi /386758 Glucose-regulated protein Glucose-dependent 42 L57 102 15
GRP78 (HSPAS, Bip) molecular chaperone
Gi/5729877  Heat shock 70-kDa protein Molecular chaperone 39 138 -1l =124 -128 ~193 150
isoform 1 (HSPAS or Hsc70)
Gi/13384620  Heterogeneous nuclear Pre-mRNA-binding 43 =125 =224 178
ribonucleoprotein K protein
(HNRPK)
Gi/15126742  Lamin Bl Nuclear matrix protein 58 -1.38 -2291 1663
Gi/13508448  Nucleoporin NYD-SP7 Nuclear pore complex 49 =150 =Ll4 =132
(or TSGAID) protein
Gi/24308005  Paf/RNA polymerase Il Transcription 52 -488 -15% 306
complex component
Gi/114657944  Pyruvate kinase 3, isoform2  Glycolysis 56 L07 195 -182 -144 -149 104
(PK3)
Gi/4506667  Ribosimal protein PO Ribosomal protein 35 146  -146 100
(RPLPO)
Gi/4758158  Septin 2 (SEPT2) Cytokinesis 37 =285 =390 137
Gi/7706041  TBCl domain family, member7  Cytokinesis 38 L6 158 -136
Gi/4507645  Triose phosphate isomerase 1 Glycolysis 59 =172° =123 =14}
(TPI)
Gi/18088719  Tubulin, beta (TUBB) Cytoskeletal protein 28 =191 -149 -128
/62414289 Vimentin (VIM) Cytoskeletal protein, 84 134 -262 19
mesenchymal tissue
marker

Remdamiesi miisy tyrimy rezultatais darome iSvada, kad pirmin¢ i§ pieninio
danties pulpos iSskirta MKL kultira yra heterogeniska, t.y. sudaryta i§

skirtingomis savybémis pasizyminciy lasteliy subpopuliacijy.
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mechanizmo tyrimas

Bet kokio tipo audiniy paZeidima visada lydi uzdegimine reakcija, kurios
metu iSskiriamos cheminés medziagos (jvairiis chemokinai, citokinai ir kt.) skatina
lokalig ir galbiit sisteming MKL migracija | pazeidimo zona. Tokiu budu Sios
lastelés patenka | uzdegiming mikroaplinka. Vienas i§ svarbiausiy uzdegimings
aplinkos komponenty yra neutrofily produkuojamos serino proteinazés, kurios
remodeliuoja ekstralastelini matriksa, taip pat reguliuoja daugelio uzdegimui
svarbiy citokiny ir juy receptoriy aktyvuma [Wiedow and Meyer-Hoffert, 2005].
Natiiralus neutrofily gaminamy serino proteinaziy inhibitorius yra antiproteinazé
alfal-antitripsinas (AAT). Uzdegimo metu §io baltymo koncentracija sisteminéje
kraujotakoje, taip pat ir pazeidimo zidinyje, padidéja keleta karty [Law et al.,
2006]. Taciau AAT veikia ne tik kaip serino proteinaziy inhibitorius, jis taip pat
gali turéti jtakos jvairioms lasteliy funkcijoms [Janciauskiene et al., 2007]. Siame
darbe kompleksiskai tyréme AAT poveiki pieninio danties mezenchiminéms

kamieninéms lasteléms.

4.3.1 Alfal-antitripsino poveikis mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
proliferaciniam aktyvumui
Siekdami jvertinti AAT poveiki proliferaciniam PD-MKL aktyvumui,
naudojome subfiziologines (0,5 mg/ml), fiziologines (1 mg/ml) ir uzdegimui
budingas (5 mg/ml) AAT baltymo koncentracijas. Paveikus MKL skirtingomis
AAT koncentracijomis patekimas i lasteles priklausé nuo AAT kiekio (13 pav. A).
AAT patekimas { lastele stebétas jau po 20 min ir didZiausias jo kiekis buvo po 12
valandy. Konfokalinés mikroskopijos tyrimas parode, kad AAT lastel¢je randamas
Salia branduolio esanCiose mazose granulése, galblit endoplazminiame

retikuliume. Didéjant dozei granuliy kiekis taip pat didéjo (13 pav. B).
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13 pav. Alfal-antitripsino patekimas j pieninio danties pulpos mezenchimines
kamienines lasteles. Priklausomai nuo dozés, AAT detektuotas imunobloto badu (A) ir
imunocitochemiskai, naudojant konfokaling mikroskopija (B). Padidinimas 400x.

Proliferacinio aktyvumo tyrimai buvo atliekami keturias dienas. MKL veiktos
AAT (0.5, 1 ir 5 mg/ml) visa savaitg, kontrolinés lastelés augintos terpéje be
serumo. Nustatéme statistiSkai reikSminga lasteliy, kultivuoty su 1 mg/ml ir
5 mg/ml AAT, proliferacinio aktyvumo padidéjima (14 pav.). Sis efektas isryskéjo
tik treCia diena. [domu, kad tiek fiziologinés, tiek uzdegiminés AAT baltymo
koncentracijos vienodai stimuliavo PD-MKL proliferacini aktyvuma. Tuo tarpu
lasteliy, paveikty subfiziologinémis AAT baltymo dozémis, augimo greitis beveik
nesiskyré nuo kontroliniy. Sis rezultatas rodo, kad AAT baltymas gali biiti svarbus

reguliuojant PD-MKL populiacijos atsinaujinima in vivo salygomis.
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14 pav. AAT poveikis PD-MKL proliferacijai. Lastelés buvo veiktos AAT (0.5, 1 ir
5 mg/ml) visa savaite. StatistiSkai patikimi, palyginus su kontrole, skirtumai pazenklinti *, kuris
nurodo p<0.05, n=3.

4.3.2. Alfal-antitripsino poveikis lasteliy migraciniam aktyvumui

Toliau tyréme, kaip subfiziologinés, fiziologinés ir uzdegiminés AAT
baltymo koncentracijos veikia PD-MKL gebéjima migruoti. Nustatéme, kad AAT
aktyvina MKL migracija (15 pav.). Lastelés 12 val. buvo augintos paveikus
skirtingomis AAT dozémis: 0,5, 1 ir 5 mg/ml, tada perkeltos i virSutinius Boydeno
kameros Sulin¢lius. Apatiniuose Sulinéliuose buvo ipilta terpe su 10 % FBS
(chemoatraktantas). Naudojome membranas su 8 pm poromis. Pazymétina, kad
stipriausiag migravimo per membrana efekta gavome panaudoj¢ fiziologing AAT

baltymo koncentracija.
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15 pav. AAT poveikis PD-MKL migracijai. A — grafike pavaizduotas vidutinis
migravusiy lasteliy kiekis trijuose regéjimo laukuose kiekvienam eksperimentiniam taskui; + SD.
Buvo gauti patikimi skirtumai : p<0,001 — ***. B — atitinkami membranos makro- ir mikro-
vaizdai (didinimas x100). C — monosluoksnyje esancios lastelés, 12 val. augintos veikiant AAT,
0,5, 1 ir 5 mg/ml koncentracijomis. Prie§ pat pridedant AAT { kultiira, lasteliy monosluoksnyje
pipetés antgaliu buvo padaryti jbrézimai (dirbtinés zaizdos). Nuotraukos darytos po 24 val.
Didinimas x100.

Naudojant fiziologing Img/ml AAT koncentracija migravusiy per membrang
lasteliy buvo atitinkamai apie 80 % ir 30 % daugiau, nei lasteliy, kultivuoty su
0,5mg/ml ar 5 mg/ml AAT. Sis rezultatas rodo, kad PD-MKL, kultivuoty
aplinkoje su AAT, baltymo migracinis aktyvumas didéja. Eksperimentai

panaudojant Zaizdos gijimo modelj patvirtino Siuos duomenis (15 pav. C).

81



4.3.3. Pieninio danties mezenchiminiy kamieniniy 1gsteliy Zelatinazinio

aktyvumo tyrimas

Zimografijos tyrimai parodé, kad Zelatinaziniu aktyvumu pasiZymeéjo
supernatantai, surinkti nuo PD-MKL, inkubuoty su AAT (16 pav.). Sis aktyvumas
didéjant AAT baltymo koncentracijai mazéjo. DidZiausias zelatinazinis aktyvumas
stebétas po poveikio AAT subfiziologine (0,5 mg/ml) ir fiziologine (1 mg/ml)
koncentracijomis. Tuo tarpu uzdegiminé AAT koncentracija (5mg/ml) Zelatinazinj
aktyvuma turin¢iy baltymy sekrecija tirtose lastelése aktyvavo silpniau. Pagal
nustatyta molekuling masg tirtas Zelatinazinj aktyvuma turintis baltymas gali biiti
matrikso metaloproteinazé 2 (MMP2), taciau to patvirtinimui dar turi bati atlikti
papildomi eksperimentai.

A

<€— ~65kDa

AAT - 0.5mg/ml 1mg/ml 5mg/ml

Kontrolé in situ AAT 0.5mgiml - in situ

AAT 1mgiml —in situ AAT Smgiml - in situ’

-y

=

16 pav. Alfal-antitripsno poveikis proteolitiniam PD-MKL aktyvumui. A—zimografijos
gelyje matomas Zelatinazés aktyvumas, aptiktas AAT paveikty lasteliy auginimo terpéje. Gelis
dazytas Coomassie Blue dazu ir skaidrios juostelés rodo Zelatinazinio aktyvumo turinciy baltymy
vieta. B — aktyviy Zzelatinaziy pasiskirstymas demonstruojamas tiriant in situ zimografijos btdu.
Fluorescentinés zonos rodo aktyvias zelatinazes (padidinimas 200x). C — in situ zimografijos
biidu istirta viena lastelé iSkart po paséjimo (400x didinimas).
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In situ zimografijos eksperimentai parodé, kad zelatinaziniu aktyvumu
pasizymejo tiek kontrolinés, tiek jvairiomis AAT baltymo koncentracijomis
veiktos mezenchiminés kamieninés lastelés (16 pav. B). Stebéjome Siek tiek
didesni Zelatinazini aktyvuma lastelése, veiktose 1 mg/ml ir 5 mg/ml AAT.
Idomu, kad Zelatinazinio aktyvumo sritys buvo lokalizuotos lasteliy struktiirose,
primenanciose fokalines adhezijas. In situ zimografijos biidu istirta viena lastelé i$
karto po pas¢jimo pavaizduota 16 pav. C. Gerai matyti migracijos metu paliktas
»pedsakas® bei pati migruojanti lastele. Misy duomenys rodo, kad AAT didina
zelatinazini MKL aktyvuma. Sis aktyvumas yra biitinas lasteliy audiniuose
migracijos metu vykstan¢iam ekstralastelinio matrikso remodeliavimui ir

skaidymui.

4.3.4. Alfal-antitripsino poveikis lasteliy signaliniams keliams

IvairGis iSoriniai signalai aktyvina skirtingas signalo perdavimo kaskadas,
kurios nulemia lastelés funkcini atsaka (migracijos poky¢iai, citoskeleto
reorganizacija, pagreitéjusi ar sulétéjusi proliferacija ir kt.).

Mes nustatéme, kad fiziologinés ir uzdegiminés AAT baltymo koncentracijos
kei¢ia PD-MKL gebéjima migruoti ir Zelatinazini bei proliferacini aktyvuma.
Todé¢l tolesniame etape iStyréme, kaip kinta Sioms lastelés funkcijoms svarbiy
signaliniy keliy aktyvumas. Akt signalinis kelias yra svarbus lasteliy
gyvybingumui, proliferacijai, metabolizmui ir kitoms funkcijoms. Mes nustatéme
bazini Akt signalinio kelio aktyvuma proliferuojanciose mezenchiminése
kamieninése lastelése (17 pav.). Pilnai Akt kinazés aktyvacijai reikalingi du
fosforilinimai: Thr 308 (fosforilina PDK1) ir Ser 473 (fosforilina neseniai
identifikuota mTORC2) [Manning and Cantley, 2007]. Poveikis su 0,5 mg/ml,
1 mg/ml ir 5 mg/ml AAT po 20 min indukavo Thr 308 ir Ser 473 fosforilinima.
Pabréztina, kad fosforilinimo lygis beveik nepriklausé nuo AAT koncentracijos.

Taip pat nustattme, kad AAT baltymas aktyvina Erk signalini kelia
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mezenchiminése kamieninése lastelése (17 pav.). Aktyvacijos lygis nepriklausé

nuo AAT dozeés.
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17 pav. AAT poveikio sukelti vidulastelinio signalo perdavimo molekuliy aktyvumo
pokyciai PD-MKL. Lastelés buvo veiktos skirtingomis AAT koncentracijomis: 0,5 mg/ml,
1 mg/ml ir 5 mg/ml 20 minuciy; Akt, Erk ir PKD aktyvumo pokyciai buvo nustatyti imunobloto
btidu, naudojant atitinkamus polikloninius antiktinus.

Pasak literatdros $altiniy, AAT in vitro stimuliuoja fibroblasty augima. Siam
efektui buvo biitina Erk signalinio kelio aktyvacija [Dabbagh et al., 2001]. Todél
gali biiti, kad musy nustatytam MKL proliferacinio aktyvumo padidéjimui, kuri
indukuoja AAT, svarbus Erk signalinis kelias. Proteino kinaz¢ D (PKD) yra
lasteliy proliferacijos, migracijos ir invazyvumo reguliatorius. Todél Sis signalinis
kelias gali biiti svarbus AAT poveikio MKL mediatorius. Nustatéme, kad
kontrolinése (AAT nestimuliuotose) lastelése PKD signalinis kelias yra neaktyvus
(17 pav.). Po poveikio AAT nustatéme tick Ser744/748, tiek Ser916 fosforilinima.
[rodyta, kad Ser916 fosforilinimas yra svarbus PKD molekulés konformacijos
palaikymui, $i modifikacija taip pat turi jtakos Kinazinio aktyvumo trukmei
[Vertommen et al., 2000]. Idomu tai, kad PKD Ser916, o ne Ser744/748
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fosforilinimas, buvo biitinas kauly morfogenetinio baltymo 2 (BMP2) indukuotali
MKL osteogeninei diferenciacijai [Lemonnier et al., 2004]. Miisy rezultatai rodo,
kad AAT aktyvina PKD pieninio danties pulpos mezenchiminése kamieninése
lastelése abiem budais — fosforilinant ir Ser744/748, ir Ser916.

4.4. Rezultaty apibendrinimas

Siuo metu vienas i§ perspektyviausiy sunkiy sveikatos sutrikimy gydymo
budy yra kamieniniy lasteliy terapija. Jau dabar sékmingai taikomos Iasteliy
terapijos, dazniausiai susijusios su mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
imunomoduliacinémis savybémis bei kuriami MKL paremti metodai audiniy
regeneracijai ir transplantacijai [Shi et al., 2010]. Taciau rezultatai rodo, kad, be
teigiamo poveikio, gali pasireiksti ir Salutiniai efektai, kartais net nesuderinami su
gyvybinémis funkcijomis. DaZniausiai taip nutinka dél sunkiai pasiekiamo
atsikartojamumo, o to priezastys yra  standartizuotos MKL iSskyrimo i§
organizmo ir  kultivavimo  salygu metodikos nebuvimas, lasteliy
heterogeniskumas, taip pat ziniy apie kamieniniy lasteliy savybes ir funkcijas
trikumas [Prockop, 2009].

Siame darbe buvo kompleksigkai tirta in vitro kultivuojamy lasteliy funkcijy
priklausomybé nuo vienos svarbiausiy ir heterogeniskiausiy auginimo terpés
sudétiniy daliy — serumo. Nagrinéta MKL populiacijos sudétis ir atlikta jos klony
analizé bei MKL migracinés savybés, naudojant in vitro migravimo i uzdegimini
zidini modeli. Be to, analizuoti MKL migracijoje dalyvaujantys signaliniai keliai,
tiriant universaliy vidulastelinio signalo perdavimo molekuliy aktyvinima.

Saugus mezenchiminiy kamieniniy Iasteliy padauginimas iki pakankamo
terapijai kiekio yra vienas i§ svarbiausiy uzdaviniy. Zinant, kad in vitro
kultivuojamy MKL savybés keiCiasi labai greitai, buitinybé gauti kuo daugiau
lasteliu neturi pakenkti ju funkcijoms [Petersen and Niklason, 2007].

Kompleksiniuose terpés serumo poveikio MKL tyrimuose naudojome i$ riebalinio
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audinio i8skirtas lasteles, kurios nuo pat i§skyrimo buvo augintos tik vienos rusies
serume. Sio tyrimo modelio unikalumas pasizyméjo tuo, kad buvo lyginamos to
paties donoro lasteles, kuriy auginimas skyrési tik vienu komponentu — serumu.
Darbe naudoti keturiy raSiy serumai ar jo pakaitalai: pritaikytas MKL auginimui
fetalinis verSelio serumas (FBS-Sp), atsitiktinai parinktas fetalinis verselio
serumas (FBS), alogeninis Zmogaus serumas (ZS) ir sintetinis serumo pakaitalas
(Ultroser G).

Charakterizuojant MKL stebéti mofologiniai skirtumai rodeé, kad terpéje su
FBS-Sp ir FBS lastelés buvo didesnés. Lastelés terpéje su FBS rodé morfologinius
ankstyvo sen¢jimo poZymius. Su Ultroser G serumo pakaitalu augintos lastelés
pasizyméjo didziausiu grei¢iu ir stipriausia adipogenine ir osteogenine
diferenciacija. Skirtingos sudéties terpése auginty MKL tékmés citometrijos
tyrimy rezultatai, naudojant MKL btdingus pavirSiaus Zymenis (CD14, CD34,
CD45, CD73, CD90 ir CD105), buvo panasis. Nepaisant nezymiy skirtumuy,
visuose serumuose augintos lastelés atitiko charakterizavimui keliamus
reikalavimus. CD146 pavirSiaus Zymuo yra randamas tam tikroje kultivuojamy
MKL populiacijos dalyje [Schwab and Gargett, 2007]. PavirSiaus zymeny tyrimai
parode, kad, jei lastelé auginama Ultroser G serume, jos pavirSiuje CD146
neaptinkamas. Vertinant populiacijos padvigubéjimo grei¢io ir diferenciacijos
charakteristikas patraukliausios buvo terpéje su Ultroser G augintos lastelés.
Taciau diferenciacijos metu ekspresuojamy geny mRNR kiekybiniai tyrimai
realaus laiko PGR metodu parodé, kad sintetinis serumo pakaitalas gali aktyvinti
atitinkamy osteogeninés diferenciacijos (Msx2) ir adipogeninés diferenciacijos
(PPARYy) zymeny ckspresija. Tiriant diferenciacijos metu atsiradusius Siy geny
transkripcijos pokycius, lastelés, augintos terpéje su Ultroser G, nesustiprino $iy
geny transkripcijos po diferenciacijos indukcijos. Kito vélyvos osteogeninés
diferenciacijos Zymens — osteopontino — analizé parodé, kad baziné jo
transkripcija proliferuojanciose Ultroser G lastelése buvo labai silpna ir, lyginant
su kitomis lastelémis, augintomis natiiralios kilmés serumuose, diferenciacijos

metu yra aiskiai padidéjusi. Tyrimas parodé¢, kad lasteles auginant terpéje su FBS-
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Sp, FBS ar ZS, geny Msx2, PPARy ir osteopontino geny baziné transkripcija ir
diferenciacijos indukuoti transkripcijos pokyciai i§ esmés atitiko literatiiroje
publikuojamus rezultatus. Tyrimai buvo atlikti i§ dvieju skirtingo amziaus donory
skirtingos anatominés vietos iSskirty riebaly mezenchiminiy kamieniniy lasteliy.
Kokia rasty skirtumy priezastis ir ar tai gali buti kliditis naudojant skirtingo tipo
lasteles terapijai, yra ateities tyrimy objektas. Galima spéti, kad sintetiniame
serumo pakaitale esantys augimo faktoriai galéjo aktyvinti su diferenciacija
susijusius signalinius kelius ir tuo paciu islaikyti dideli proliferacijos greiti.
Galimos terp¢je su Ultroser G auginty lasteliy indukuotos pradinés diferenciacijos
bisenos galimybg patvirtina ir dvikryptés elektroforezés duomenys, pagal kuriuos
R-MKL-U lastelése rasta maziau ekspresuojamy ir identifikuoty baltymuy nei su
Kitais serumais augintose lastelése. Taigi remiantis gautais rezultatais galima
teigti, kad naudojant sintetinius serumo pakaitalus biitina patikrinti, ar MKL
funkcijos identiSkos kaip ir literatiiroje apraSyty, dazniausiai terpéje su FBS
auginty, kamieniniy lasteliy. Miisy nuomone, siekiant iSvengti FBS keliamy
problemy (zoonozés, imuninio atsako prie§ serumo baltymus), gali buti
naudojamas Zmogaus serumas — viena 1§ tinkamiausiy lasteliy auginimo terpés
serumo alternatyvy.

Kultivuojama MKL populiacija néra homogeniska. HeterogeniSkuma gali
sukelti kultiiros i8skyrimo metu atsirades uZzterStumas kito tipo Ilastelémis,
skirtingo diferenciacijos laipsnio kamieninés lastelés ar hierarchija [Ylostalo et al.,
2008]. Norédami nustatyti, ar tiriama MKL populiacija yra heterogeniska ir kuo
skiriasi atskiri populiacijos klonai, atlikome i§ pieninio danties pulpos iSskirty
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy (PD-MKL) populiacijos individualiy klony
iSskyrimo ir padauginimo in vitro eksperimentus. Sékmingai i$skyre, padauging ir
charakterizave individualius MKL klonus, gal¢jome eksperimentiSkai palyginti ju
savybes ir jvertinti pirminés MKL populiacijos homogeniSkuma. IStyr¢ pirmingés
kulttiros ir jos klony pavirSiaus zymeniy (CD) ekspresija, nustatéme MKL biidinga
teigiamy ir neigiamy CD rinkini. Analizuodami klonuy lasteliy morfologija,

fiksavome jos skirtumus. Siekdami rasti MKL populiacija sudaranciy lasteliy
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skirtumus ir panaSumus, atlikome pasirinkty PD-MKL klony proteoming analizg.
Daugelis Sio tyrimo metu identifikuoty baltymu sutapo (tarp pirminés lasteliy
kultiiros PD-MKL ir jos dukteriniy klony F5 ir C2) ir sudétis buvo panasi i i$ kity
audiniy i8skirty MKL baltymy sudéti. Tai rodo, kad pirminé lasteliy kultdira ir jos
dukteriniai klonai iSlaiko pastovy gausiai ekspresuojamy (daZniausiai citoskeleto)
baltymuy visuma. Analizuodami 2DE gelius taip pat nustatéme, kad daugelis
skirtumy tarp pirminés lasteliy kultiros ir jos dukteriniy klony yra nezymds,
dazniausiai susij¢ su skirtingu to paties baltymo ekspresijos lygiu. Remdamiesi
misy tyrimy rezultatais darome iSvada, kad pirminé MKL, iSskirty i§ pieninio
danties pulpos, kultiira yra heterogeniska, t.y. sudaryta i§ skirtingomis savybémis
pasizyminciy lasteliy subpopuliacijy, taciau i§samiam skirtumy charakterizavimui
bitini funkciniai tyrimai.

komponentai. Vieni i$ ju, neutrofily gaminamos serino proteinazés, remodeliuoja
ekstralastelini matriksa, taip pat reguliuoja daugelio uzdegimui svarbiy citokiny ir
ju receptoriy aktyvuma [Wiedow and Meyer-Hoffert, 2005]. Neutrofily gaminamy
serino proteinaziy Natdiralus inhibitorius yra antiproteinazé alfal-antitripsinas
(AAT). Uzdegimo metu $io baltymo koncentracija sisteminéje kraujotakoje ir
pazeidimo zidinyje padidéja keleta karty [Law et al., 2006]. Taciau AAT veikia ne
tik kaip serino proteinaziy inhibitorius, jis gali paveikti jvairias lasteliy funkcijas
(proliferacija, migracija) [Janciauskiene et al.,, 2007]. Uzdegimo poveiki
mezenchiminéms kamieninéms lastelems atlikome kompleksiskai tirdami AAT
itaka pieninio danties pulpos mezenchiminéms kamieninéms lasteléms.
Nustatéme, kad uzdegiminés ATT dozes sukelia PD-MKL proliferacini aktyvuma.
Be to, rezultatai, gauti naudojant Boydeno kamera, rodé¢, kad PD-MKL, kultivuoty
aplinkoje su fiziologine ir uzdegimine AAT koncentracija, migracinis aktyvumas
didéja. Eksperimentai panaudojant zaizdos gijimo modelj tai patvirtino. Lasteléms
migruojant audiniuose proteazinis lasteliy aktyvumas yra biitinas ekstralastelinio
matrikso remodeliavimui ir skaidymui. Misy duomenys rodo, kad AAT gali

didinti zelatinazini PD-MKL aktyvuma. Tolesniame etape iStyréme, kaip kinta
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minétoms lastelés funkcijoms svarbiy signaliniy keliy aktyvumas. Akt signalinis
kelias yra svarbus lasteliy gyvybingumui, proliferacijai, metabolizmui ir kitoms
funkcijoms. Mes nustatétme bazini Akt signalinio kelio aktyvuma
proliferuojanciose mezenchiminése kamieninése lastelése ir Sio kelio aktyvinima
nepriklausomai nuo AAT dozés. Rezultatai parodé, kad AAT mezenchiminése
kamieninése lastelése suaktyvina kita svarby lastelés veiklos moduliatoriy
proteino kinazg D (PKD) ir nuo PKCe priklausomu (Ser744/748 fosforilinimas), ir
nepriklausomu (Ser916 fosforilinimas) keliu.

Manome, kad S$io disertacinio darbo metu atlikti tyrimai pagilins
fundamentinio mokslo zinias apie MKL savybes, ju kultivavimo in vitro
salygomis galimybes. Atlikti kompleksiniai MKL tyrimai gali buti naudingi
kuriant naujus MKL terapinio panaudojimo protokolus ir leis geriau suprasti Siy

lasteliy funkcionavimo ypatumus.
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ISVADOS

Zmogaus riebalinio audinio mezenchiminés kamieninés lastelés, augintos
terpéje su sintetiniu serumo pakaitalu Ultroser G, pasizyméjo didesniu
proliferaciniu ir diferenciaciniu aktyvumu nei lastelés, augintos su natiiralios
kilmés serumais.

Sintetinis serumo pakaitalas Ultroser G mazina i$ riebalinio audinio i$skirty
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy pavirSiaus zymens CD146 ekspresija.
Skirtingai nuo gyvulinés kilmés ir Zmogaus serumy, sintetinis serumo
Ultroser G pakaitalas nediferencijuotose riebalinio audinio mezenchiminése
kamieninése  lastelése  aktyvina su  adipogenine ir  osteogenine
diferenciacijomis susijusiy geny PPARy, Msx2 ekspresija, taciau blokuoja
osteopontino geno ekspresija.

Palyging riebalinio audinio iSskirty mezenchiminiy kamieniniy lasteliy,
kultivuoty su skirtingais serumais, baltymy ekspresijos visuma, savity baltymuy
nustatéme lastelése, kultivuotose su natiralios kilmés serumais, o terpé su
sintetiniu serumo pakaitalu jokiy unikaliy baltymy ekspresijos lastelése
neindukavo.

IS pieninio danties pulpos iSskirtos lastelés pasiZyméjo mezenchiminéms
kamieninéms lasteléms budinga baltymy ir pavirSiaus zymeny CD73, CD90,
CD105 ir CD146 ekspresija ir turéjo dideli proliferacini bei klonogenini
aktyvuma.

Klonavimo eksperimentai parodé, kad pirminé pieninio danties pulpos
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy kultiira yra heterogeniska, sudaryta is
maziausiai trijy tipy morfologiSkai ir funkciSkai skirtingy subpopuliaciju.
Fiziologinés ir uzdegimui biidingos 1mg/ml ir 5mg/ml alfal-antitripsino
baltymo koncentracijos stimuliuoja pieniniy danty pulpos mezenchiminiy

kamieniniy lasteliy proliferacija ir migracija.
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