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SANTRUMPOS

6-OHDA (angl. 6-hydroxydopamine ) — 6-hidroksidopaminas

APC (angl. allophycocyanin) — alofikocianinas

BDNF (angl. brain-derived neurotrophic factor) — smegenu neurotrofinis
veiksnys

BMP (angl. bone morphogenetic protein) — kauly morfogenetinis baltymas
BrdU (angl. bromodeoxyuridine) — bromodeoksiuridinas

Brn3a (angl. brain-specific homeobox/POU domain protein 3A) — smegenims
specifinis baltymas 3a

BSA (angl. bovine serum albumin) — jauc¢io serumo albuminas

CFU-F (angl. colony forming unit fibroblast) — kolonijas formuojantis
fibroblastinis vienetas

CNTF (angl. ciliary neurotrophic factor) — ciliarinis neurotrofinis augimo
faktorius

CPP (angl. cell penetrating peptide) — i lasteles prasiskverbiantis peptidas
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) — 4°-6- diamidino-2-fenilindolas
dbcAMP (dibutiryl cyclic adenosine monophosphate) — dibutiril ciklinis
adenozino monofosfatas

DFSC (dental follicle stem cells) — danty folikulo kamieninés lastelés

DMEM (angl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium) — pagal Dulbecco
modifikuota Eagle terpé

DMSO (angl. dimethyl sulfoxide) — dimetilsulfoksidas

DPSC (angl. dental pulp stem cells) — danty pulpos kamieninés lastelés

ECL (angl. enhanced chemiluminescence) — sustiprinta chemiliuminescencija
EDTA (angl. ethylenediaminetetraacetic acid) — etilendiamintetraacto riigstis
EGF (angl. epidermal growth factor) — epidermio augimo faktorius

EK — embrioniniai kiinai

EKL — embrioninés kamieninés lastelés

FGF (angl. fibroblast growth factor) — fibroblasty augimo faktorius

FITC (angl. fluorescein isothiocyanate) — fluoresceino izotiocianatas

FVS — fetalinis verselio serumas

GABA (angl. gamma-aminobutyric acid) — gama amino sviesto rtgstis

GDNF (angl. glial cell-derived neurotrophic factor) — glijos neurotrofinis
faktorius

GEM (angl. Global Eucaryotic Microcarrier) — mikronesikliai

GFAP (angl. glial fibrillary acidic protein) — skaidulinis rtgstinis glijos
baltymas

HKL — hematopoezinés kamieninés lasteleés

HRE (angl. heregulin) — heregulinas

IBMX (angl. 3-isobutyl-1-methylxanthine) — 3-izobutil-1-metilksantinas

IPKL — indukuojamos pliuripotencinés lastelés

ITS (angl. Insulin-Transferrin-Selenium) — insulino, transferino ir seleno
priedas



LC-MS (angl. liquid chromatography—mass spectrometry) — skyséiy
chromatografija-masiy spektrometrija

LIF (angl. leukemia inhibitory factor) — inhibuojantis leukemijos veiksnys
MACS (angl. magnetic-activated cell sorting) — magnetinis lasteliy riiSiavimas
MBP (angl. myelin basic protein) — mielino bazinis baltymas

MFG-E8 (angl. milk fat globule-EGF factor 8 protein) — pieno riebaly
globulinis-EGF faktoriaus 8 baltymas

NeuN (angl. neuronal nuclei) — neurony branduoliy baltymas

NF-H (angl. neurofilament heavy) — sunkusis neurofilamento baltymas

NF-L (angl. neurofilament light) — lengvasis neurofilamento baltymas

NF-M (angl. neurofilament medium) — vidutinis neurofilamento baltymas

NGF (angl. nerve growth factor) — nervy augimo faktorius

NGN2 (angl. neurogenin-2) — neurogeninas-2

NKL — nervinés kamieninés Igstelés

NT3 (angl. neurotrophin 3) — neurotrofinas 3

NT4/5 (angl. neurotrophin 4/5) — neurotrofinas 4/5

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

PDGF-AA (angl. platelet-derived growth factor-AA) — trombocity augimo
faktorius AA

PDLSC (angl. stem cells derived from periodontal ligaments) — periodonto
ligamento kamieninés lastelés

PE (angl. phycoerythrin) — fikoeritrinas

PMSF (angl. phenylmethylsulfonyl fluoride) — fenilmetilsulfonilo fluoridas
PSA-NCAM (angl. polysialylated-neural cell adhesion molecule) — polisialo-
nerviniy lasteliy adhezijos molekulé

ROCK (angl. Rho-associated protein kinase) — su Rho susijusi baltymy kinazé
ROS (angl. reactive oxygen species) — aktyvios deguonies formos

RT-PCR (angl. reverse transcription polymerase chain reaction) — atvirkstinés
transkripcijos polimeraziné grandining reakcija

SCAP (angl. stem cells from apical papilla) — kamieninés lastelés, isskirtos i$
danty apikalinés papilos

SDS (angl. sodium dodecyl sulfate) — natrio dodecilo sulfatas

SeV (Sendai virus) — sendai virusas

SFM (angl. serum-free medium) — komercinis serumo pakaitalas

SHED (angl. stem cells from human exfoliated deciduous teeth) — i§ zmogaus
pieninio danties i$skirtos kamieninés lastelés

SHH (angl. sonic hedgehog) — tam tikras morfogenas

T3 (angl. triiodothyronine) — trijodotironinas

TFA (angl. trifluoroacetic acid) — trifluoroacto riigstis

TH (angl. tyrosine hydroxylase) — tirozino hidroksilazé

TGFB (angl. transforming growth factor beta) — transformuojantis augimo
faktorius beta

VLM - vidiné lasteliy masé


http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor

1. JVADAS

Kuriant efektyvias terapijos priemones sunkiy neurologiniuy ligy
gydymui bitina gerai suprasti Zmogaus nerviniy lasteliy funkcionavimo
molekulinius mechanizmus (1). Siu uzdaviniy sprendimui reikia adekvaéiy
eksperimentiniy modeliy, kuriy pagalba in vitro salygomis bty galima tirti
zmogaus nerviniy lasteliy augima, diferenciacija ir iSgyvenima reguliuojancius
mechanizmus, modeliuoti patologinius procesus, atlikti farmakologines
studijas ir kt. D¢l etiniy ir technologiniy problemy yra nejmanoma iSskirti
nerviniy lasteliy (ir ju pirmtaky) 1§ Zmogaus audiniy. Todél dabartiniu metu
Siems tikslams naudojamos jvairiy tipy zZmogaus kamieninés lastelés, jas
kryptingai diferencijuojant nervine kryptimi in vitro salygomis. Daugiausiai
patirties ir ziniy sukaupta naudojant Zzmogaus embrionines kamienines lasteles
(EKL) (2). Naudojant $i eksperimentini modeli pavyko sékmingai generuoti
nugaros smegeny motorinius neuronus (3), dopaminerginius neuronus (4),
neuroepitelines lasteles (5), GABAerginius neuronus (6), nervinés keteros
lasteles (2), astrocitus ir oligodendrocitus (7). Pagrindiniai $io eksperimentinio
modelio trilkumai yra susij¢ su etinémis problemomis, imunogeniskumu, taip
pat galima nerviniy kultiry kontaminacija nediferencijuotomis ar nevisiskai
diferencijuotomis tumorogeniskomis lastelémis. Nepaisant to, pabréziama, kad
EKL technologijos suvaidino lemiama vaidmenj formuojant SiuolaikiSka
supratima apie nervinés diferenciacijos mechanizmus bei neurodegeneraciniy
ligy vystymasi (8). Indukuojamy pliuripotentiniy kamieniniy lasteliy (iPKL)
naudojimas yra etiskai priimtinas, taciau taip pat turi trikumy (9). Kaip ir EKL
atveju, nediferencijuotos, ar nepilnai diferencijuotos iPKL gali inicijuoti
teratomas. Kita problema yra susijusi su atsitiktine ektopiniy geny integracija {
perprogramuojamy lasteliy genoma, tai didina suvézéjimo pavoju. Pastaraisiais
metais mokslininkai iSmoko tiesiogiai perprogramuoti somatines lasteles i
ivairiy tipu diferencijuotus neuronus (transdiferencijacija). Tam naudojamos
tvairios nerving diferenciacija indukuojanciy transkripcijos  faktoriy

kombinacijos. Lastelés tiesiogiai ,,pervedamos‘‘ 1§ vieno specializuoto tipo



(pvz., fibroblastas) i kita (pvz., dopaminerginis neuronas), apeinant
pliuripotentiSkumo biisena. Naudojant §ia technologija pavyko sékmingai
generuoti dopaminerginius neuronus, nervines kamienines lasteles (10) ir kt.
Pagrindiniai $io eksperimentinio modelio trikumai yra du. Pirmas, kaip ir
1IPKL atveju, yra susijgs su ektopiniy genuy integracija 1 genoma. Antra,
apeinant pliuripotentiSkumo biisena perprogramuotos lasteliy kultiiros greitai
sensta, todél yra sunku generuoti didelius $iy lasteliy kiekius. Zmogaus
nervinés kamienings lastelés (NKL) pasizymi dideliu proliferaciniu potencialu,
taip pat jos gali diferencijuoti | visy tipy neuronus ir glijos lasteles, taciau dél
etiniy ir techniniy prieZzas¢iy neimortalizuoty Zmogaus NKL panaudojimas
dabartiniu metu yra praktiskai neimanomas.

Kitas potencialus nerviniy lasteliy Saltinis — kamieninés lastelés,
18skirtos 1§ suaugusio zmogaus audiniy. Daugiausiai tyrimy S$itoje srityje buvo
atlikta naudojant mezenchimines kamienines lasteles (MKL). Tac¢iau daugeliu
atveju buvo gauti prieStaringi ir sunkiai atkartojami rezultatai (11). Misy
manymu, pagrindiné Siy tyrimy nesékmes priezastis yra susijusi su bandymais
paversti mezoderminés kilmés MKL  ektoderminémis (neuronai).
Transdiferenciacijos fenomenas (vieno gemalinio lapelio Iasteliy virtimas kito
gemalinio lapelio lastelémis) Zmogaus audiniuose iki Siol nebuvo itikinamai
pademonstruotas, o kai kuriy in vitro tyrimy rezultatai yra kontroversiski.

Misuy laboratorijoje buvo iSskirtos ir charakterizuotos kamieniniy
lasteliy linijos i§ pieniniy danty pulpos (angl. stem cells derived from human
exfoliated deciduous teeth, SHED). Mes bei kiti autoriai parodéme, kad $ios
lastelés pasizymi savybémis, kurios yra biidingos MKL, iSskirtoms 1§ kity
audiniy (12). Nepaisant $iy panaSumy, SHED Iastelés yra unikalios, kadangi,
skirtingai nuo kity audiniy MKL, SHED kyla i§ ektodermos. Embriogenezés
metu susiformavusios neuroektoderminés kilmés nervinés keteros (angl. neural
crest) lastelés suformuoja didziaja dali veidinio skeleto audiniy (kaulinis,
kremzlinis, raumens, dantys bei danty pulpa ir kt.), taip pat neuronus, glija,
periferinius nervus, melanocitus bei tam tikry tipy endokrinines lasteles. Taigi,

nervinés keteros lastelés duoda pradzia veido audiniu mezenchiminéms



lasteléms bei nerviniams audiniams (13). Todél, SHED lasteliy transformacija i
neuronus in vitro salygomis vyksta diferenciacijos, o ne transdiferenciacijos
budu, nereikia perZengti ontogenetinio barjero. Atsizvelgg 1 tai, MKL nervinés
diferenciacijos tyrimams, kaip modeli mes pasirinkome SHED lasteles.
Pastaraisiais metais buvo atlikta keletas in vitro nervinés diferenciacijos tyrimy
panaudojant SHED Iasteles, taip pat danty (ne pieniniy) pulpos kamienines
lasteles (angl. dental pulp stem cells, DPSC) (14, 15). Daugeliu atveju
pavykdavo indukuoti biidingus lasteliy morfologinius pokycius, taip pat kai
kuriy neuronams biidingy genuy bei baltymu ekspresija, taiau daznai Sie
diferenciacijos pozymiai nebuvo pakankami, procesas buvo ilgalaikis ir mazai
efektyvus.

Atsizvelge 1 tai mes suformulavome pirmaji disertacinio darbo tiksla:

Sukurti efektyvy nervinés diferenciacijos eksperimentini modelj in vitro,

panaudojant Zmogaus pieninio danties pulpos kamienines lasteles.

Tikslo igyvendinimui i§kéléme Siuos uZdavinius:
1. Nustatyti palankiausias kultivavimo salygas, tinkamas nerviniy pirmtaky
lasteliy selekcijai zmogaus pieninio danties pulpos kamieniniy lasteliy (angl.
stem cells derived from human exfoliated deciduous teeth, SHED) kultiirose.
2. Sukurti nauja pakopini SHED lasteliy nervinés diferenciacijos protokola.
3. [vertinti  diferenciacijos  proceso  efektyvuma, panaudojant

imunocitocheminius ir geny ekspresijos tyrimy metodus.

Antraja disertacinio darbo dali mes paskyréme neuroprotekciniy SHED
savybiy tyrimams. Pastaryju mety tyrimai rodo, kad danty pulpos kamieninés
lastelés gali buti sékmingai panaudotos ivairiy nervy sistemos pazeidimy
gydymui (16). Svarbu, kad danty pulpos MKL tipo lastelés demonstruoja
Zymiai geresnj terapinj potenciala, nei MKL, iSskirtos i§ kity audiniy (16).
Tikslis S$iy lasteliy terapinio poveikio mechanizmai néra zinomi, taCiau

nustatyta, kad didele reikSme turi parakrininiai veiksniai (17). Lastelés



sekretomas apima jos sekretuojamy organiniy ir neorganiniy molekuliy visuma
(18). Taip pat galima iSskirti ekstravezikuling (,tirpis‘ komponentai,
citokinai, chemokinai, hormonai ir kt.) ir vezikuling (egzosomos,
mikrovezikulés) sekretomo frakcijas. Taciau iki Siol nebuvo atlikti tyrimai apie
galima vezikuliniy SHED sekretomo komponenty neuroprotekcini poveiki,

todél suformulavome antra disertacinio darbo tiksla:

IStirti, kaip zmogaus pieninio danties pulpos kamieniniy lasteliu
sekretuojamos egzosomos ir mikrovezikulés veikia  6-hidroksidopamino

indukuota apoptozg Zzmogaus dopaminerginiuose neuronuose.

Tikslo igyvendinimui iSkéléme Siuos uZdavinius:

1.I8skirti ir charakterizuoti SHED sekretuojamas egzosomas ir mikrovezikules.
2. Palyginti standartiniy kultivavimo salyguy bei kultivavimo bioreaktoriuje ant
mikrones$ikliy poveiki SHED Iasteliy sekretuojamoms egzosomoms bei ju
funkcinéms savybéms.

3. Istirti, kaip egzosomos ir mikrovezikulés, iSskirtos i§ skirtingomis salygomis
kultivuoty SHED lasteliy, veikia 6-hidroksidopamino indukuota apoptoze

Zmogaus dopaminerginiuose neuronuose.

MOKSLINIS NAUJUMAS

Vykdydami disertacini darba mes sukiiréme ir iSbandéme nauja
pakopini SHED lasteliy nervinés diferenciacijos protokola. Miisy duomenys
rodo, kad panaudojus $i protokola SHED lastelés diferencijuoja neurony ir
glijos kryptimis, t.y. formuojasi misrios lasteliy kulttros, sudarytos i§ neurony
ir glijos elementy. Todél ateityje Sis in vitro eksperimentinis modelis galés buti
taikomas detaliems neurony ir glijos specializacijos bei saveikos tyrimams. Be

to, nustatéme, kad diferencijuojanciose SHED lastelése yra aktyvuojami BMP
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ir Notch signaliniai keliai. Tai atveria naujas galimybes tiriant $iy signaliniy
keliy svarba neurony ir glijos diferenciacijos procesui.

Vykdydami antraja disertacinio darbo dalj tyréme SHED sekretuojamy
egzosomy proteoma. Miisy ziniomis, tokie tyrimai buvo atlikti pirma karta.
Palyging iprastomis salygomis ir bioreaktoriuje ant mikroneSiokliy auginty
SHED lasteliy produkuojamy egzosomy proteoma, nustatéme Zenklius
skirtumus tarp abiem biidais kultivuoty lasteliy. Sie duomenys rodo, kad
kultivavimas bioreaktoriuje ant mikrosfery veikia SHED produkuojamuy
egzosomy sudéti. Mes taip pat nustatéme, kad egzosomos, isskirtos i§ SHED
lasteliy, auginty bioreaktoriuje ant lamininu dengty mikronesikliy, slopina 6-
OHDA indukuojama Zzmogaus dopaminerginiy neurony apoptozeg.

Tokiu biidu, pirma karta buvo parodyta, kad SHED lasteliu egzosomos
pasiZymi neuroprotekcinémis savybémis. Miisy rezultatai potencialiai gali biiti

panaudoti naujy terapiniy strategijy, skirty Parkinsono ligos gydymui, kiirimui.

GINAMIEJI TEIGINIAI

1. SHED lastelés pasizymi nerviniams pirmtakams biidingomis savybémis.

2. In vitro salygomis SHED lasteles galima diferencijuoti neurony ir glijos
kryptimis.

3. Kultivavimo salygos veikia SHED sekretuojamy egzosomuy proteomo sudéti.
4. SHED sekretuojamos egzosomos veikia 6-OHDA indukuota dopaminerginiy

neurony apoptoze.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Nervinés diferenciacijos modeliai in vitro

Kuriant efektyvias terapijos priemones sunkiy neurologiniy bikliy
gydymui bitina gerai suprasti Zmogaus nerviniy lasteliy funkcionavimo
molekulinius mechanizmus. Siy uZdaviniy sprendimui yra reikalingi
adekvatlis eksperimentiniai modeliai, kuriy pagalba in vitro salygomis biity
galima tirti Zmogaus nerviniy lasteliy augima, diferenciacija ir i1Sgyvenima
reguliuojanc¢ius mechanizmus, modeliuoti patologinius procesus, atlikti
farmakologines studijas ir kt. D¢l etiniy ir technologiniy problemy sudétinga
arba neimanoma iSskirti nerviniy lasteliy (ir ju pirmtaky) 1§ Zmogaus audiniy.
Tode¢l pastaraisiais metais Siems tikslams naudojamos (vairiy tipy Zmogaus
kamieninés lastelés, vykdant ju nerving diferenciacija in vitro salygomis
(2pav.). Zemiau pateiktoje apZzvalgoje apraSytos jvairiy tipy Zmogaus

kamieninés lastelés bei jy nervinés diferenciacijos ypatumai.

2.2.Embrioninés kamieninés lastelés

2.2.1. EKL kultivavimas

Embrioninés kamieninés lastelés
(EKL) pirma karta buvo isskirtos 1981
metais i§ peliy embriony blastocistos
vidinés lasteliy masés. Blastocista
susiformuoja praéjus penkioms dienoms
po apvaisinimo, iSorinis jos sluoksnis —

trofoblastas véliau formuoja placenta.

Blastocistos vidiné ertmé, blastocelé, yra

uzpildyta skys¢iu. Viename blastocelés
1 pav. Blastocista. Pagal Mr. J. Conaghan -

http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pag  Poliuje telkiasi grupé lasteliy, vadinamy
es/chapter3.aspx
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vidine lasteliu mase (VLM; angl. inner cell mass), i§ kurios véliau vystosi
gemalas. IS $iy lasteliy ir iSskiriamos EKL, kurios gali diferencijuoti i visuy
gemaliniy lapeliy lasteles (1 pav.). EKL lastelés yra gaunamos i§ VLM kultiiry,
taciau tai dar nereiskia, kad EKL yra VLM lasteliy ekvivalentai in vitro, ar kad
VLM lastelés yra tiesioginiai EKL lasteliy pirmtakai (19). Manoma, kad
auginant kultirose, VLM lastelés diferencijuoja 1 primityvios ektodermos
lasteles, kurios véliau ir tampa embrioninémis kamieninémis lastelémis (20).

Zmogaus EKL pirma karta buvo sékmingai idskirtos 1998 metais (21).
Siuo metu yra uzregistruota daugiau nei 700 skirtingy zmogaus embrioniniy
kamieniniy lasteliy linijy, kuriy didZioji dalis buvo isskirta i§ VLM, Kitos — i$
morulés arba vélesnés blastocistos stadijos embriony (22-24). Dalis Zzmogaus
EKL linijy buvo i$skirta 1§ embriony, turin€iy genetiniy poky¢iy, kurie yra
budingi jvairioms ligoms. Sios linijos naudojamos, kaip in vitro modeliai, skirti
ligy tyrimams (25).

Yra trys pagrindiniai EKL kultivavimo buidai. IstoriS8kai seniausias ir
labiausiai paplites yra EKL auginimas ant mitotiSkai inaktyvuoty peliy
embrioniniy fibroblasty (angl. feeder layer). Taciau norint EKL pritaikyti
Klinikiniams tyrimams, svarbu jas auginti kultirose be gyvulinés kilmés
produkty. Tuo tarpu, pvz., ant peliy embrioniniy fibroblasty auginamos EKL
uzsiterSia gyvulinés kilmeés sialo riigS§timi, tokias lasteles transplantavus
zmonéms, jos sukelty imunines reakcijas (26). Todél, vietoj auginimo ant
mitotiSkai inaktyvuoty pelés fibroblasty, buvo naudojamos ivairios baltyminés
matricos (pvz., lamininas, fibronektinas) (27). Ivairiy pavirSiaus substraty
poveikis EKL yra jvairialypis ir iki S$iol menkai iStirtas. Siekiant iSvengti
gyvulinés kilmés produkty, buvo pradétas naudoti rekombinantinis zmogaus
laminino baltymas (28). Pagrindinis §io metodo trikumas — didelé kaina.
Pastaraisiais metais buvo sukurti efektyviis EKL kultivavimo metodai kaip
auginimo matricg panaudojant vitronekting ir auginant lasteles E8 terpéje be
serumo. E8 terpé buvo sudaryta atrenkant 8 EKL kultivavimui esminius
komponentus: insulina, selena, transfering, L-askorbo rugsti, FGF2 ir TGF
DMEM/F12 terpéje (29).
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EKL galima auginti ir kaip laisvai terpéje plaukiojancius lasteliy
agregatus, kurie yra vadinami embrioniniais kiinais (EK; angl. embryoid
bodies). Istoriskai tai buvo pirmasis kryptingo EKL diferencijavimo metodas
(30). EK — tai lasteliy agregatai, kuriy pavirSius padengtas endoderma, o
mezoderma ir ektoderma supa viduje esancig cisting ertmg (31). Lastelés
diferencijuoja dél EK viduje vykstaniy lasteliy tarpusavio saveiky ir tai
primena normalaus vystymosi procesa, ypa¢ gastruliacijos stadijos metu.
Norint suformuoti EK, EKL i$ pradziy kultivuojamos jprastai, dazniausiai ant
peliu embrioniniy fibroblasty monosluoksnio, kur jos auga formuodamos
kolonijas. Kolonijos mechaniSkai suardomos i gabaliukus ir i§s¢jamos terpéje
be serumo ant nelipnaus plastiko indy, todél, negalédamos prilipti prie
substrato, lastelés asocijuoja | EK (32, 33). Tacdiau §iuo metu dazniau yra
naudojamas naujesnis ir efektyvesnis metodas, kuomet kolonijos yra
disocijuojamos iki pavieniy lasteliy suspensijos. | lasteliu suspensija dedama
ROCK signalinio kelio inhibitoriaus Y-27632, tai zymiai pagerina lasteliy

iSgyvenamuma ir EK formavimosi procesa (34).

2.2.2. EKL nerviné diferenciacija

Didelé dalis EKL nervinés diferenciacijos protokoly remiasi EK
formavimosi procesu: kuri laika leidziama EKL Iasteléms formuoti EK
(mazdaug 4 dienas), po to jos persé¢jamos | terpe be serumo su augimo
faktoriumi FGF-2. Tokiomis salygomis auginamos lastelés formuoja
daugiasluoksnes primityvaus nervinio epitelio struktiiras, kurios yra vadinamos
rozetémis (33). Manoma, kad tokios rozetés in vitro atspindi i nervini vamzdeli
panaSias struktiiras. Shulz et al. diferencijavo Zzmogaus EKL neurogenine
kryptimi, panaudodami §i protokola: EKL lasteles jie augino ant mitotiskai
inaktyvuoty peliy embrioniniy fibroblasty, véliau — terpéje be serumo
embrioniniy kiiny pavidalu, kurie po 7-10 dieny formavo bidingas rozetes,
sudarytas i$ nerviniy pirmtaky populiacijos. Rozetes perséjus ir auginant jas

adhezinéje kultiroje (poliornitinu ir lamininu dengtuose induose) jos sudaré
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apskritas ar ovalo formos radialines struktiiras, kuriy centrin¢je dalyje buvo
aptinkamos mitotiSkai aktyvios nervinés kamieninés lastelés, o 1§ krasty — |
rozetes isipyn¢ postmitotiniy neurony tinklai (33). Siekiant rozetése esancias
nerviniy pirmtaky lasteles diferencijuoti i specifinius neurony tipus, jos buvo
fermenty pagalba iSardomos ir auginamos neurosfery pavidalu terpéje su FGF-
2, paskui diferencijuojamos, dazniausiai | GABAerginius ar glutamaterginius
neuronus.

Reubinoff et al. zmogaus EKL nervinei diferenciacijai panaudojo visai
kitokia strategija — augino EKL lasteles ant peliu embrioniniy fibroblasty ju
nepersédami ir leisdami lasteléms peraugti. Taip auginamos Iasteles
spontaniskai diferencijavo | nerviniy pirmtaky lasteles, kuriy kolonijos véliau
(po triju — keturiy savai¢iy) buvo perséjamos ant poli-D-lizinu ir lamininu
dengty indy terpéje be augimo faktoriy, kur véliau (po dviejy — trijy savaiciy)
diferenciavo | GABAerginius ir glutamaterginius neuronus (35).

Vis délto, visi auk$Ciau minéti nervinés diferenciacijos indukcijos
metodai turi trukumuy, kadangi juos taikant, ne visos EKL lastelés
diferencijuoja vienodu grei¢iu ar vienodai efektyviai. Todé¢l buvo pasiiilytos
naujos zymiai efektyvesnés metodikos. Viena ju — dviguba SMAD signalinio
kelio inhibicija. BMP signalo perdavimas inhibuojamas, panaudojant
rekombinantinj noggin baltyma arba mazos molekulinés masés BMP signalinio
kelio inhibitorius LDN-193189 ar dorzomorfing (36). TGFp signalinio kelio
inhibicija pasiekiama i auginimo terpg idéjus ALK4 ir ALK5 fosforilinimo
inhibitoriaus SB431542. Pritaikius toki dviguba SMAD signalinio kelio
blokavimo protokola, galima EKL Iasteliy monosluoksni tiesiogiai paversti
neuroektoderminiy lasteliy monosluoksniu per mazdaug 11 dieny. Pagrindinis
metodo privalumas — nereikia EK bei neuroindukciniy auginimo sluoksniy.
Siuo biidu gautas neuroektoderminiy pirmtaky lasteles galima efektyviau ir

sinchroniskiau diferencijuoti i specifinius neurony tipus (37).
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2.2.3. Indukuojamos pliuripotentinés lastelés (iPKL)

1962 metais Gurdon et al. perkélé suaugusiy varliy enterocity
branduolius | neapvaisintus kiauSinélius (oocitus), 1§ kuriy véliau iSsivyste
buozgalviai. 1997 metais lanas Wilmutas atliko avelés Doli klonavima — tai
buvo pirmasis sé¢kmingas zinduoliy reprodukcinio klonavimo pavyzdys (38).
Sie tyrimai parodé, kad suaugusio individo diferencijavusios lastelés saugo
savyje geneting informacija, reikalinga viso organizmo i$sivystymui. Tuo tarpu
oocituose, esama faktoriy, kurie padeda perprogramuoti diferencijuotas
somatines lasteles i pliuripotentines. Siy tyrimy rezultatai paskatino tyréjus
identifikuoti konkrecius faktorius, galin€ius perprogramuoti somatines lasteles
atgal | ju embrioning biisena (9).

2006 m. Takahashi ir Yamanaka atkreipé démesi | 24 transkripcijos
faktorius, svarbius ankstyvyju embriony ir embrioniniy kamieniniy lasteliy
pliuripotentiSkumui ir palaikymui (39). Panaudoj¢ retrovirusus, jie dirbtinai
ekspresavo skirtingas 24 transkripcijos faktoriy geny kombinacijas pelés
fibroblastuose. Naudojant §ia metodika pavyko atrinkti 4 transkripcijos
faktorius (Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc), kuriy pakako pelés somatiniy lasteliy
perprogramavimui | pliuripotentines lasteles (39). 2007 m., panaudoj¢ tuos
pacius keturis transkripcijos faktorius jie sékmingai perprogramavo Zmogaus
fibroblastus i pliuripotentines lasteles (40). Takahashi ir Yamanaka tokias
perprogramuotas somatines lasteles pavadino indukuotomis pliuripotentinémis
kamieninémis lastelémis (iPKL; angl. induced pluripotent stem cells). iPKL
savo morfologija, genu raiSkos profiliu, proliferaciniu ir diferenciaciniu
potencialu yra labai panaSios | EKL lasteles, tod¢l jos daznai literatiiroje yra
vadinamos vienu bendru terminu — pliuripotentinés kamieninés lastelés (PKL).
IPKL kultivavimui ir diferenciavimui naudojami tokie patys metodai, kaip ir
EKL (39-41).

Siekiant iPKL pritaikyti klinikiuose tyrimuose yra reikalinga pasalinti
virusy ar DNR transfekcijos sukeliamus neigiamus poveikius: i genoma

besiintegruojantys  virusai gali  sukelti jterptines mutagenezes ir
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neprognozuojamas genetines disfunkcijas. Todél buvo pasidlytos kelios
alternatyvios technologijos, leidZian¢ios naudoti | genoma nesiintegruojancius
vektorius. Nesireplikuojantys adenovirusiniai vektoriai nesiintegruoja 1
genomg ir jy pagalba galima laikinai ekspresuoti ektopinius genus, taciau $ios
metodikos efektyvumas maZesnis nei | genoma besiintegruojanciy vektoriy
(42). Perspektyvi alternatyva retrovirusams yra Sendai virusai (SeV). SeV yra
RNR virusas, kuris replikuojasi infekuoty lasteliu citoplazmoje, todél yra
saugus vektorius, negeneruojantis DNR ir nesiintegruojantis i lasteliy genoma.
Sis metodas daug efektyvesnis generuojant iPKL lasteles, o patys SeV
vektoriai nesunkiai paSalinami per kelis lasteliy pasazus (43). Kito tipo i
genoma  nesiintegruojantys  vektoriai, naudojami  somatiniy lasteliy
perprogramavimui yra episominiai vektoriai, taciau juos naudojant iPKL
generavimo efektyvumas yra menkas (44). Alternatyviis genetiniy modifikacijy
iSvengiantys metodai — | lasteles tiesiogiai jterpti iRNR arba rekombinantinius
baltymus (45). Pvz., perprogramavimo baltymus sujungiant su | lasteles
prasiskverbianéiais peptidais (angl. cell penetrating peptide; CPP) (46). Sie
metodai yra daug efektyvesni generuojant iPKL, tadiau yra daug
komplikuotesni (45).

Kadangi iPKL savo savybémis yra labai panaSios { EKL, ju nervinei
diferenciacijai yra naudojami tokie patys protokolai.

Atsizvelgus 1 praktinius aspektus galima iSskirti kelis esminius iPKL
technologijos privalumus. Visy pirma, generuojant iPKL yra naudojamos
somatinés donory lastelés, nesunaikinamas embrionas, todél §i technologija yra
etiSkai priimtina. Kitas svarbus privalumas — galima i$skirti jvairiomis ligomis
serganiy pacienty iPKL ir jas panaudoti patologiniy biikliy modeliavimui
(patofiziologiniy mechanizmy tyrimai, vaistiniy medziagy tikrinimas ir Kkt.).
Naudojant Sias technologijas jau sukurti ir sékmingai naudojami jvairiy

neurodegeneraciniy ligy eksperimentiniai in vitro modeliai (47).
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2.2.4. Indukuojamos nervinés Igstelés (iN). Nerviné transdiferenciacija

Transdiferenciacija — tai procesas, kurio metu brandzios diferencijuotos
vieno gemalinio lapelio kilmés lastelés jgauna pozymius, kurie yra biidingi kito
gemalinio lapelio  kilmés diferencijuotoms lasteléems. Pavyzdziui,
mezoderminés kilmés odos fibroblastai virsta ektoderminés kilmés
dopaminerginiais neuronais. Svarbu, kad S§io proceso metu lastelés negrizta i
pliuripotentiSkumo stadija, o tiesiogiai ,,perSoka‘‘ per ontogenetini barjera. Iki
Siol néra aiSku, ar transdiferenciacijos procesas gali vykti nattraliomis
salygomis zmogaus organizme (48).

Transdiferenciacija in vitro remiasi tuo paciu principu, kaip ir somatiniy
lasteliy perprogramavimas — 1 lastelg-taikini jterpiamos tam tikros
transkripcijos faktoriy kombinacijos, kurios ir nulemia diferenciacija reikiama
kryptimi. Tokiu biidu buvo generuoti funkcionaliis ivairiy tipy neuronai,
oligodendrocitai. Pavyzdziui, panaudojus tris transkripcijos faktorius (Ascll,
B2 ir Mytll) galima pelés fibroblastus transdiferencijuoti i funkcionalius
neuronus (10). Panaudojus tuos pacius transkripcijos faktorius buvo
transdiferencijuoti ir Zmogaus embrioniniai bei postnataliniai fibroblastai i
funkcionalius neuronus, kurie véliau buvo diferencijuoti 1 dopaminerginius
neuronus (49). In vitro transdiferencijavimo technologija dar yra labai jauna.
Pagrindinis jos trikumas — perprogramuoty lasteliy populiacijy sen¢jimas.
Skirtingai nuo iPKL, perprogramavimo metu iN negrizta | pliuripotenting
biisena, naudojant §ia technologija galima generuoti tik nedideli skaiCiy

diferencijuoty neurony.

2.2.5. Nervinés kamieninés 1astelés

Nervinés  kamieninés  lastelés (NKL) yra  atsinaujinancios
multipotentinés lastelés, gebanCios diferencijuoti | skirtingy tipu neuronus,
astrocitus ir oligodendrocitus. Pirma karta sékmingai i$skirtos ir padaugintos in

vitro salygomis $ios lastelés buvo 1992 metais (50). Lasteliy suspensija buvo
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iSskirta i§ peliy smegeny dryZuotojo kiino (corpus striatum). Lastelés
kultivuotos terpéje be serumo su 20 ng/ml EGF, kultivavimo indai buvo be
papildomo adhezijos substrato. Pirmomis dienomis Zuvo daugiau, kaip 95 %
lasteliy, taciau iSlikusios adhezinés lastelés pradéjo daugintis. Po 3-4 dieny
proliferuojantys lasteliy telkiniai pradéjo atkibinéti nuo kultivavimo indy
pavirSiaus, formavosi neurosferos, kuriose lastelés dauginosi toliau. Svarbu,
kad 18 neurosfery iSskirtos lastelés galéjo diferencijuoti glijos ir {vairiy neurony
tipy kryptimis (50). Tokiu budu, introdukavus neurosfery technologija,
mokslininkai i§moko in vitro salygomis generuoti didelius nerviniy lasteliy
pirmtaky kiekius, buvo galima pradéti kurti $iy lasteliy diferenciacijos in vitro
protokolus bei tirti $iy procesy molekulinius mechanizmus (51).

Neurosferos — tai laisvai plaukiojantys nerviniy lasteliy pirmtaky
agregatai. Dabartiniu metu neurosferos apibréziamos, kaip heterogeniski
dariniai, sudaryti i§ NKL (2-5%), ivairaus diferenciacijos laipsnio neurony ir
glijos (astrocity ir oligodendrocity) lasteliy. Neurosfery testas parodo ar yra
NKL neurosferose ir kiek ju yra (52). Pirminés neurosferos yra suardomos iki
pavieniy lasteliy ir klonuojamos po viena lastel¢ 1 Sulin¢li. Parodyta, kad
antrines sferas formuoja labai nedidelis procentas lasteliy (apie 2%). Antrinés
sferos turi pasizyméti multipotentiSkumu, t.y. diferencijuoti sukiirus
atitinkamas salygas trimis kryptimis. Pagrindinis Sios technologijos trikumas
yra neurosfery heterogeniSkumas, t.y. neurosferas sudaro skirtingy
diferenciacijos laipsniy ir tipy lastelés. Pastebéta, kad kultivuojant neurosferas
ilgesni laika, jose pradeda dominuoti glijos lastelés (51). Manoma, kad
heterogeniskuma lemia nevienodos salygos, kuriose yra skirtingy neurosferos
sluoksniy lastelés. ISorinis Iasteliy sluoksnis turi geriausiag prieiga prie
deguonies ir maisto medziagy, $io sluoksnio lastelés dalijasi greiciausiai.
Giliau esanciy sluoksniy lasteliy apripinimas blogéja, tuo paciu kinta ir ju

proliferacinis bei diferenciacinis potencialai (53).
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Preciziniams in vitro tyrimams yra reikalingi dideli homogenisky

)
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SHED MKL

2 pav. Nervinés diferenciacijos modeliai in vitro.
EKL — embrioninés kamieninés lastelés, iPKL —
indukuotos pliuripotentinés lastelés, iN — indukuotos
nervinés lastelés, NKL — nervinés kamieninés Iastelés,
MKL — mezenchiminés kamieninés lastelés, SHED —
pieniniy danty pulpos kamieninés Iastelés.

nerviniy Iasteliy  kiekiai, todél
pastaraisiais metais buvo
iStobulintos NKL  kultivavimo
monosluoksniuose technologijos.
Lastelés kultivuojamos terpése be
serumo, su EGF ir FGF2 augimo
faktoriais, ant poliornitinu,
lamininu ar fibronektinu dengty
indy. Nustatyta, kad naudojant Sias
salygas lastelés dalijasi simetriSkai,
18laiko savo tripotentinés
diferenciacijos savybes ir tokiu
biidu monosluoksniuose auga kaip
beveik visiSkai grynos populiacijos
su nedidele dalimi diferenciavusiy
lasteliy (51). Tokias NKL galima
kryptingai diferencijuoti norima
neurogenine ar glijos lasteliy

kryptimis.  Goffredo et al.

diferencijavo i§ pelés subventrikulinés zonos iSskirtas NKL i GABAerginius

neuronus panaudodami keturiy pakopy protokola (54). Protokolo esmé —

laipsniSkai mazinti terp¢je FGF2 ir didinti BDNF koncentracija. Po tris

savaites trukusios diferenciacijos kultiirose buvo aptinkami neuronams biidingi

zymenys, 70% lasteliuy generavo veikimo potencialus (54). Kita tyréju grupé

sugeneravo funkciskai aktyvius glutamaterginius ir GABAerginius neuronus

panaudodami vidulasteling cAMP koncentracija didinantji IBMX (55). Neri et

al. diferencijavo zmogaus NKL i oligodendrocitus, panaudoj¢ neurotrofing 3
(NT3), PDGF-AA ir tiroidinj hormona (T3) (56).
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Sutariama, kad zinios, gautos panaudojant NKL technologijas (ypaé
neurosfery) padéjo vystyti naujas efektyvias EKL ir iPKL in vitro nervinés

diferenciacijos technologijas.

2.2.6. Imortalizuota nerviniy kamieniniy Iasteliy linija ReNcell VM kaip

modelis Parkinsono ligos tyrimams

Natyviy Zzmogaus NKL lasteliy iStekliai yra labai riboti, todél, norint
Sias lasteles panaudoti plataus masto tyrimams, naudojamos imortalizuotos
lasteliy linijos (57). Lasteliy imortalizacija — tai procesas, kuomet lastelés yra
genetiSkai modifikuojamos, dazniausiai panaudojant jvairius onkogenus.
Tokios lastelés gali dalytis neribota laika ir, nors dél saugumo jos néra
tinkamos klinikinéms transplantacijoms, Sios lastelés puikiai tinka in vitro
tyrimams (57).

ReNcell VM yra Zmogaus nerviniy kamieniniy lasteliy linija, i8skirta 18
zmogaus embriono ventralinés mezencefalinés srities ir imortalizuota
panaudojus retrovirusing transdukcija su v-myc onkogenu. Sios lastelés yra
auginamos ant lamininu dengty indy, Neurobasal terpéje su augimo faktoriais
EGF ir FGF. Norint, kad lastelés diferencijuoty i dopaminerginius neuronus, i$
terpés yra pasalinami augimo faktoriai arba uzZpilama terpé su specifiniais
augimo faktoriais. Diferenciacijos procesas iprastai trunka apie dvi Savaites
(58). Svarbu, kad tokiu biidu gauti dopaminerginiai neuronai yra funkciskai
pilnaver¢iai, t.y. jie produkuoja dopaming, taip pat yra elektrofiziologiskai
aktyvis (58).

6-hidroksidopaminas (6-OHDA) yra neurotoksinas, kuris sukelia
dopaminerginiy neurony zitj ir suardo nigrostriatum dopaminerging sistema,
todél yra naudojamas Parkinsono ligos tyrimams in vitro ir in vivo
eksperimentiniuose modeliuose. Manoma, kad 6-OHDA yra selektyviai
transportuojamas | dopaminerginius neuronus ir slopina mitochondriju
kompleksu veikla (ll-tiesiogiai, 11l bei IV-netiesiogiai) (59), tai salygoja

aktyviy deguonies formy (ROS; angl. reactive oxidative species) pagauséjima
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ir oksidacinj stresa. Tikslus 6-OHDA indukuojamos ReNcell VM
dopaminerginiy neurony apoptozés mechanizmas nezinomas. Nustatyta, kad

§io proceso iniciacijai yra svarbios kaspazés 2 ir 8 (60).

2.3. Mezenchiminés kamieninés lastelés

2.3.1. Tradicinis supratimas. Neatsakyti klausimai

Mezenchiminés kamieninés lastelés (MKL) tradiciSkai apibréziamos
kaip kamieninés lastelés, gebancios in vitro diferencijuoti i kaulinj, riebalinj ir
kremzlés audinius (61). Pirma karta Sios lastelés buvo iSskirtos i§ kauly ¢iulpy
1970 metais. MKL yra adhezinés lastelés, pasizymincios fibroblastams
biidinga morfologija ir fiziologija. Nustatyta, kad tam tikra MKL populiacijos
dalis yra klonogeniska, t.y. individualios lastelés geba formuoti kolonijas
(klonus). Tokie fibroblastai yra vadinami kolonijas formuojanciais vienetais
(CFU-F; angl. colony forming unit fibroblast) (62).

Pastaraisiais metais lastelés, pasizymin¢ios MKL savybémis, buvo
i1Sskirtos 1§ beveik visy tirty vaskuliarizuoty audiniy: riebalinio audinio,
placentos, sinovijos, sausgysliy, danty pulpos, skeleto raumeny ir kt. (63-66).
Sios lastelés taip pat buvo sékmingai i§skirtos i§ virkstelés ir periferinio kraujo
(67, 68). MKL, kaip eksperimentinis modelis ir potencialus $altinis lasteliy
terapijai, yra ypac patrauklus dél trijy praktiniy priezasciy.

1. MKL galima santykinai lengvai isskirti i§ jvairiy audiniy, tame tarpe
ir ,,liekamuyju‘‘, tokiy, kaip riebalinis po plastiniy operaciju, virkStelés audiniai,
danty pulpa ir kt.

2. MKL pasizymi auks$tu proliferacijos potencialu in vitro, todél
laboratorijos salygomis galima generuoti didelius $iy lasteliy kiekius (69). Tai
svarbu, kadangi Siuolaikinéms lasteliy terapijoms reikia dideliy lasteliy kiekiu.

3. MKL yra dalinai imunoprivilegijuotos ir pasizymi imunosupresinémis

savybémis, todél gali buti naudojamos alogeninei transplantacijai (70).
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Sios priezastys nulémé itin dideli mokslininky ir klinicisty
susidoméjima, taciau, nepaisant per pastaraji deSimtmetj sukaupty duomenuy,
licka dar daug neatsakyty esminiy klausimy (71).

Pirma, néra zinoma tiksli MKL kilmé bei jy in vivo atitikmuo. Bitina
pazyméti, kad didzioji dalis eksperimentiniy duomeny apie MKL buvo gauta
panaudojus in vitro modelius, kurie nebitinai teisingai atspindj situacija in
vivo. Panaudojus linijinius-genetinius (angl. lineage-tracing) metodus buvo
nustatyta, kad embriogenezés metu dalis MKL populiacijos kyla i§
neuroepiteliniy ir nervinés keteros lasteliy (72). Taip pat buvo nustatyta, kad
kauly ciulpuose reziduoja nesting ekspresuojanc¢ios MKL (73). Nestino
baltymo raiska yra budinga nervinés keteros lasteléms bei nerviniams
pirmtakams. I[domu, kad nesting gausiai ekspresuoja ir MKL tipo danty pulpos
kamieninés lastelés (74). Sie faktai rodo, kad bent jau dalis suaugusio
organizmo MKL populiacijos kyla i§ nervinés keteros lasteliy, ty iS$
ektodermos. Kita tyréju grupé identifikavo bendrus i§ mezodermos kilusiy
mezenchiminiy ir endoteliniy lasteliy pirmtakus, kuriuos pavadino
mezenchimoangioblastais (75). Taigi, suaugusiame organizme dalis MKL
atsiranda i$ nervinés keteros lasteliy, dalis — i§ mezodermos, taciau kol kas néra
zinoma, ar skirtingos vystymosi kilmés MKL tarpusavyje skiriasi savo
biologinémis savybémis.

Iki Siol nesutariama, koks yra tikrasis MKL atitikmuo in vivo.
Pastaruoju metu vis daugéja duomeny, kad natyvinés MKL galéty buti
pericitai. Si prielaida buvo suformuluota atsizvelgus i tai, kad lastelés,
pasizymin¢ios MKL bidingomis savybémis, gali biti iSskirtos 1§ visy
vaskuliarizuoty audiniy, taip pat tuo, kad MKL ekspresuoja kai kuriuos
pericitams buidingus Zymenis. Nezifirint Siy panasumy, MKL ir pericitai néra
identiskos lastelés. Pavyzdziui, gerai zinoma, kad pericitai, skirtingai nei MKL,
pasizymi kontraktiliSkumu. Geny raiskos tyrimai taip pat parodé akivaizdzius
skirtumus tarp S$iy lasteliy (76). Todél manoma, kad nors in vivo MKL

reziduoja perivaskulinése niSose, taciau tai néra pericitai (71).
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Antras svarbus klausimas yra susijgs su MKL heterogeniSkumo
problema. Nustatyta, kad MKL kultiiras sudaro funkciskai skirtingos
heterogeniskos subpopuliacijos. Pavyzdziui, tik dalis 1§ kauly Ciuply iSskirty
adheziniy lasteliy gebéjo formuoti kolonijas (CFU-F) ir tik kai kuriy koloniju
lastelés gebéjo formuoti kaulines struktiiras po transplantacijos in vivo (77).
Taigi, naudojant tradicinius in vitro metodus, neklonuoty, heterogenisky MKL
populiaciju diferenciacijos potencialas gali biiti jvertintas tik apytiksliai. Kita
vertus, pats klonavimas dar negarantuoja, kad bus gautos homogeniSkos
lasteliy populiacijos. Labai daznai individualis Iasteliy klonai, kurie 1§ pradziy
tarpusavyje skiriasi morfologinémis ir funkcinémis savybémis, ilgainiui Siuos
skirtumus praranda. Tai galima paaiskinti antrine heterogenizacija, kuri laikui
bégant atsiranda dél skirtingo lasteliy sen¢jimo ir (arba) diferenciacijos.
Pavyzdziui, buvo vertinti skirtumai tarp MKL lasteliy, 1$skirty i§ individualiy
kolonijy periferijos ir centro (78). Nustatyta, kad lastelés i§ tankesniy, vidiniy
kolonijy sri¢iy buvo dalinai diferencijuotos ir skyrési nuo lasteliy, buvusiy tos
pacios kolonijos periferijoje. Sie tyrimai rodo, kad funkciskai homogenisky
MKL populiacijy generavimas yra problematiskas.

Trecia, iki Siol nebuvo identifikuoti unikalis pavirSiaus Zzymenys,
budingi tik MKL. Todél, imunofenotipuojant MKL, atsizvelgiama tik | tam
tikry ,teigiamy‘‘ ir ,,neigiamy‘‘ pavirSiaus Zymeny raiSka. Tarptautiné lasteliy
terapijos organizacija (International Society for Cellular Therapy, ISCT)
imunofenotipuojant MKL rekomenduoja (79) atsizvelgti { Siuos pavirSiaus
zymenis: CD73, CD90, CD105 (teigiami). Neigiami: CD34, CD45, CD14 arba
CD11b, CD79q, CD19 ir HLA-DR. Sis minimalus pavir§iaus Zymeny rinkinys
gali buti naudojamas tik pradiniam heterogeniniy MKL-tipo lasteliy
populiaciju charakterizavimui. Pastaraisiais metais buvo pasitlyti keli
pavirSiaus Zymenys, padedantys geriau atskirti MKL subpopuliacijas,
pasizymincias skirtingu funkciniu potencialu.

CD146 yra daugiafunkciné lasteliy adhezijos molekuleé, dalyvaujanti
tarplastelinése saveikose, lasteliy migracijos, angiogenezés bei diferenciacijos

procesuose (80). CD146 Zymenj ekspresuoja adventicinés retikulinés lastelés
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kauly Ciulpuose, taip pat ivairiy audiniy perivaskulinés lastelés, kurios, kaip
minéta, laikomos MKL atitikmeniu in vivo. Svarbu, kad CD146 Zzymenij
ekspresuoja tik kolonijas inicijuojancios, klonogeniskos lastelés (CFU-F). Taip
pat buvo parodyta, kad tik Sios CD146+ lastelés gali formuoti kaulini audinj ir
kurti hemopoezing niSa po heterotopinés transplantacijos in vivo (81). Danty
pulpos audinyje, su perivaskuline niSa susijusios lastelés taip pat ekspresuoja
CD146 (82). Miisy duomenimis, in Vvitro salygomis, mazdaug pusé SHED
lasteliy ekspresuoja CD146, taciau kokia yra funkciné CD146-teigiamy ir
CD146-neigiamy subpopuliacijy reikSmé iki $iol néra zinoma (12).

CD271 (p75NTR), dar Zinomas kaip mazo afiniSkumo nervy augimo
faktoriaus receptorius, priklauso mazo afiniSkumo neurotrofiny receptoriy ir
veézio nekrozés faktoriy receptoriy superSeimai. CD271 ligandai — tai nervy
augimo faktorius (NGF; angl. Nerve growth factor), BDNF (angl. Brain-
derived neurotrophic factor) bei kiti neurotrofinai (neurotrofinas 3 (NT3),
neurotrofinas 4/5 (NT4/5)) (83). Keleto tyrimy metu CD271 buvo
identifikuotas kaip potencialus MKL pirmtaky Zymuo kauly Cciulpuose,
lipoaspiratuose ir danty pulpoje, be to, buvo parodyta, kad tik CD271-
teigiamos lastelés, iSskirtos i§ kauly ¢iuply formavo CFU-F (84). Svarbu, kad
CD271, kartu su CD57, buvo sékmingai panaudoti nervinés keteros pirmtaky
iSskyrimui i§ Zmogaus EKL (85). Kadangi danty pulpos audinys i$sivysto i$
nervinés keteros lasteliy, CD271-teigiamos lasteliy subpopuliacijos gali
atspindéti primityvesnes i nervinés keteros pirmtakus panasias lasteles. Keleto
tyrimy metu buvo parodyta, kad CD271-teigiamos lastelés sudaro tik nedidele
lasteliy subpopuliacija danty pulpos kamieniniy lasteliy kultiirose. Panaudojus
tekmés citometrijos metoda, buvo nustatyta, kad trigubai teigiamy lasteliy
(CD44, CD90 ir CD271) kiekis kultirose siekia tik ~2% (86), o
imunocitochemijos metodu CD271-teigiamy lasteliy kiekis kultiiroje nustatytas
tik ~4% (74). Taciau Sios minorinés subpopuliacijos funkcinis vaidmuo
galutinai néra iSaiSkintas. Vieno tyrimo metu buvo palygintos CD271-teigiamuy
(kartu su CD44 ir CD90) ir CD271-neigiamy subpopuliacijy i$ pieninio danties
pulpos iSskirty kamieniniy lasteliy funkcinés savybés. CD271-teigiamos
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lastelés blogiau diferencijavo osteogenine ir adipogenine kryptymis, taciau jos
pasizyméjo geresnémis klonogeniskumo savybémis negu CD271-neigiamos
lastelés. Todel buvo nuspresta, kad CD271 gali veikti kaip i§ danty pulpos
iSskirty MKL nediferencijuotos biisenos palaikymo reguliatorius (86). Taciau,
ilgesni laika kultivuojant lasteles, CD271 raiSka laipsniSkai mazéjo, o
osteogeningés ir adipogeninés diferenciacijos geba atsistaté. Todél buty jdomiis
tolimesni 1§ danty pulpos iSskirty CD271 teigiamuy lasteliy diferenciacijos
potencialo tyrimai, tam panaudojant in vivo tranplantacijos modelius. Danty
pulpoje tokios lastelés pagrindinai lokalizuotos subodontoblastingje zonoje ir
centrinéje ertm¢je, kur CD271 antigeno raiSka yra susijusi su nervinémis
struktliromis (74). Ar Sios lastelés dalyvauja pulpos audiniy regeneracijoje kol
kas néra Zinoma.

Ketvirta, MKL tipo lastelés, iSskirtos 1§ skirtingy audiniy, pasiZymi
skirtingomis savybémis. Iki §iol daugelis mano, kad MKL tipo lastelés su joms
blidingomis savybémis, t.y. morfologija, diferenciaciniu potencialu ir
imunofenotipu reziduoja viso organizmo vaskuliarizuotuose audiniuose (87).
Taciau pastaraisiais metais $is poziiiris pradéjo keistis.

Pirma, daugeliu atvejy jvairiy audiniy MKL diferenciacijos potencialas
buvo tiriamas naudojant in vitro metodus, kurie adekvaciai neatspindi tikrojo
lasteliy funkcinio potencialo (88). In vivo transplantacijos eksperimentai
dazniausiai nepatvirtina in vitro diferenciacijos testy. Antra, kaip min¢jome,
daugéja duomeny, kad MKL ir pericitai néra tos pacios lastelés.

Dar viena skirtingy audiniy MKL ,,panaSumo‘‘ priezastis galéty buti
susijusi su ju kultivavimo salygomis in vitro, paprastai jos auginamos tomis
paciomis standartinémis auginimo salygomis, dazniausiai DMEM terpéje,
praturtintoje 10% fetaliniu versio serumu (FVS). FVS yra turtingas citokiny,
skatinan¢iy mezenchiming lasteliy specializacija Saltinis, tokiu btdu, bégant
laikui vykdoma kryptinga mezenchiminiy pirmtaky atranka, skirtingy audiniy
MKL ,,panas¢ja‘“.

Atsizvelgus i tai buvo pasiiilytas kitoks pozitris — kiekvieno audinio

perivaskulinéje niSoje reziduoja Sio audinio lasteliy-pirmtaky populiacijos.
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Laikantis Sio pozitirio, MKL diferenciacinis potencialas priklauso nuo to, i
kokio audinio jos buvo isskirtos (71). Si poziari patvirtina in vivo
transplantacijos eksperimentai. PavyzdZiui, transplantavus zmogaus kauly
¢iulpu MKL imunodeficitinéms peléms, formavosi heterotopiskos kauly ir
kauly cCiulpy organy struktiros, tuo tarpu, analogiSkomis salygomis

transplantuotos danty pulpos MKL formavo denting ir pulpos audini (89).

2.3.2. Mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy sekretomas

Siuo metu pasirodo vis daugiau tyrimy, rodanéiy, kad tam tikrais
atvejais kamieniniy lasteliy sekretuojami parakrininiai veiksniai turi geresni
terapinj efekta negu pacios lastelés (90). Todél, pastaraisiais metais vis daugiau
démesio skiriama kamieniniy lasteliy sekretomo tyrimams. Galima iSskirti
lasteliy  sekretomo  vezikuling (egzosomos ir mikrovezikulés) ir
ekstravezikuling frakcijas (augimo faktoriai, citokinai, tarplastelinio uzpildo
proteazés, hormonai ir lipidai). Visas frakcijas nesunkiai galima atskirti taikant
diferencinio ultracentrifugavimo metoda (91).

Dalis ekstravezikulinés frakcijos komponenty persidengia su serumo
baltymais, todél tiriant MKL sekretoma in vitro, lastelés auginamos terpéje be
serumo. Pazymima, kad MKL mikroaplinka labai smarkiai vekia ju sekretomo
sudéti, todél vykdant tyrimus in vitro, yra labai svarbu kiek imanoma geriau
atkartoti natyvines salygas (jvairiis tarplastelinio uzpildo pakaitalai, trimatés
kultivavimo sistemos ir kt.) (92). Egzosomos yra nedidelés endosominés
kilmés piislelés (30-100 nm), tuo tarpu mikrovezikulés yra kiek didesnés (100-
1000 nm) pisleles, atsipumpuruojancios nuo lasteliy plazminés membranos
(93). Tiek egzosomose, tick mikrovezikulése esama biologiSkai aktyviy
molekuliy: lipidy, baltymy, DNR, iRNR ir mikro-RNR. Pastaryjy mety tyrimai
parodé, kad egzosomos ir mikrovezikulés yra labai svarbios tarplastelinei
komunikacijai (91). Bendrai, ekstravezikulése esanc¢iy komponenty sudétis ir
paciy ekstravezikuliy funkcijos priklauso nuo to, kokios Iastelés jas sekretuoja

(94). Pavyzdziui, retikulocity sekretuojamose egzosomose gausu transferino
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receptoriy. Siuo atveju, viena i§ egzosomy funkcijy yra susijusi su pertekliniy
baltymy pasalinimu i$ retikuliocity (95).

Kamieniniy lasteliy sekretuojamos vezikulés gali biti naudojamos
terapiniams tikslams. Pagrindinis metodo privalumas - transplantacijai
tiesiogiai naudojamos ne lastelés, o ju sekretuojami produktai. Tokiu budu
1Svengiama imunologinio nesuderinamumo, galimos navikinés transformacijos,
masinés lasteliy Zzuties problemy. Be to, vezikulés yra ne tokios sudétingos
sistemos kaip lastelés, todél ju klinikinis paruoSimas yra paprastesnis.

Pastaraisiais metais MKL sekretuojamos egzosomos buvo sékmingai
panaudotos ivairiy ligy gydymui. Pavyzdziui, viena tyréjy grupé nustate, kad
virkstelés kraujo MKL sekretuojamos egzosomos pagreitino zaizdy gijimo
procesa in vivo (96). Taip pat, egzosomos skatino karsc¢io Soko paveikty odos
lasteliy proliferacija bei slopino ju apoptoze in vitro (96). Kito tyrimo metu
buvo parodyta, kad kauly ¢iulpy MKL produkuojamos egzosomos, injekavus
jas ziurkéms po miokardo infarkto, pagerino kraujotaka ir sumaZzino infarkto
plota (97). Manoma, kad egzosomu funkcinés savybés gali priklausyti nuo to,
kokios lastelés jas sekretuoja (98).

Pastaryju mety tyrimai parodé, kad nerviniy lasteliy sekretuojamos
egzosomos ir mikrovezikulés veikia nervy sistemos fiziologinius ir
patofiziologinius procesus. Egzosomos yra svarbios mielino formavimuisi,
nerviniy ataugy augimui bei neurony isgyvenamumui (99). Nustatyta, kad kai
kurie CNS ligas sukeliantys patogeniniai baltymai (prionai, B-amiloidinis
peptidas, superoksido dismutazé ir o-sinukleinas) yra inkorporuojami {
egzosomas ir taip gali buti perneSami | sveikas nervinio audinio zonas (100).
Sie duomenys rodo, kad nervy sistemoje egzosomos ir mikrovezikulés gali biiti
svarbus daugelio neurodegeneraciniy ligy patogenezés veiksnys (99).

MKL sekretomo komponentai pasizymi neuroprotekciniu poveikiu.
Svarbu, kad Sie rezultatai buvo gauti naudojant danty pulpos MKL (DPSC;
angl. Dental Pulp Stem Cells), kurios pasizymi unikaliomis neurogeninémis
savybémis. Nustatyta, kad DPSC sekretuojami neurotrofiniai faktoriai

sqveikauja su triSakiais neuronais bei apsaugo motoneuronus PO Stuburo
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smegeny pazeidimo (16). Kito tyrimo metu buvo parodyta, kad DPSC
sekretuojami parakrininiai faktoriai apsaugo dopaminerginius neuronus nuo 6-
hidroksidopamino (6-OHDA) poveikio in vitro salygomis (101). Taciau
dabartiniu metu néra zinoma, kokie parakrininiai veiksniai 1émé apraSytus
terapinius efektus, taip pat nenustatyta vezikuliniy sekretomo komponenty

svarba Siuose procesuose.

2.3.3. Mezenchiminés kamieninés lastelés trimatéje (3D) aplinkoje

Nors istoriskai MKL buvo iSskirtos kaip prie plastiko indy kimbancios
kamieninés lastelés, véliau buvo pastebéta, kad ilgesni laika kultivuojant MKL
dvimatéje (2D) aplinkoje pakinta ju fenotipinés savybés. Be to, buvo pastebéta,
kad MKL yra linkusios sudaryti lasteliy agregatus, kurie geriau atspindi MKL
savybes in vivo bei geriau i§saugo MKL fenotipa. Trimaciy (3D) MKL lasteliu
agregaty  formavimasis  skatina MKL  antiuzdegiminiy  citokiny,
proangiogeniniy ir chemotaksiniy faktoriy sekrecija taip pagerindamas MKL
regeneracines savybes (102).

Kaip modelinés sistemos tiriant vézio biologija ir embrionini vystymasi
lasteliniai agregatai naudojami jau gan seniai. Manoma, kad tokios sistemos
geriau atspindi fiziologing aplinka ir lasteliy elgsena in vivo. NKL atveju, 3D
neurosfery formavimasis grazina lasteléms pirmtaky fenotipa, MKL atveju
lasteliy  agregaty  formavimosi procesas taikomas chondrogenings
diferenciacijos tyrimams. Manoma, kad 3D MKL agregacija sukelia vidiniai
lastelés-lastelés kontakty signaly perdavimai bei lasteliu saveikos su
tarplastelinio uzpildo komponentais (102).

Yra {vairiy metoduy, kuriuos panaudojus galima gauti MKL 3D
agregatus: kabancio laso metodas, mazai lipnaus plastiko indy panaudojimas,
auginimo indy pavirSiaus modifikavimas, priverstine lasteliy agregacija,
panaudojant jéga bei jvairtis mikrofabrikavimo metodai (102). Bioreaktorius
yra apibréziamas kaip prietaisas, tinkantis plataus masto lasteliu auginimui ir

lasteliy funkciju ar ju produkty tyrimams, apriipinantis Iasteles visais
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reikalingais fiziologiniais poreikiais (pvz., maisto medziagomis, augimo
faktoriais ir mechanine aplinka). Papras¢iausi bioreaktoriai yra statiSki
kultivavimo indai (flakonai ir pan.), sudaryti i§ vieno nemaiSomo skyriaus,
kuriame maisto medziagos difunduoja i lasteles, o duju apykaita (deguonies ir
anglies dioksido) vyksta terpés ir dujy salyCio taSke. Tuo tarpu perfuzinés
sistemos sukuria mikrocirkuliacing aplinka, kurioje lastelés gali biti
auginamos audiniams artimu tankumu. Trefio tipo bioreaktoriuose,
panaudojant ivairius metodus, terpé yra nuolatos maiSoma, taip sumazinant
uzsistovéjusi lasteles supantj terpés sluoksnj ir sukuriant homogeniskesng
mikroaplinka (103).

BioLevitator™ yra Hamilton firmos sukurtas inkubatoriaus ir
bioreaktoriaus hibridas, kuriame panaudota magnetiniy mikronesikliy (GEM;
angl. Global Eucaryotic Microcarrier) technologija, jgalinanti auginti didelius
kiekius lasteliy 3D aplinkoje, panaudojant nedidelius terpés ir augimo faktoriy
resursus. Sie mikronesikliai, kuriy diametras 75-150 pm, yra sudaryti i$
alginato hidrogelio Serdies, kurioje gausu mazy magnetiniy daleliy, o Serdies
pavirSius yra padengtas baltyminiu (Zelatinos, laminino, fibronektino, keliy
tipu kolageny ir kt.) dangalu, prie kurio prisitvirtina ir ant kurio auga 3D
kultivuojamos Iastelés. Alginato Serdis yra laidi jonams ir maZoms
molekuléms, tokiu biidu lasteléms sukuriama i tarplastelini uzpilda panasi
aplinka. Lastelés auginamos specialiuose mégintuvéliuose, kurie sukasi
horizontalioje plokStumoje, tuo pat metu bioreaktoriuje integruoti magnetai
juda vertikalioje plokStumoje, tokiu biidu visa kultivavimo laika yra
palaikomas lasteliy suspensijos homogeniSkumas. GEM technologija leidzia

priartinti lasteliy auginimo salygas prie natyviniy (104).
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2.4. IS pieninio danties pulpos iSskirtos mezenchiminés kamieninés lastelés
2.4.1. Kamieniniy lasteliy niSos danties pulpoje

Pieniniai dantys pradeda formuotis SeSta — aStunta prenatalinio
vystymosi savaite. Siame procese dalyvauja burnos epitelio ir po juo esandios
ektomezenchiminés lastelés. IS burnos epitelio susiformuoja ameloblastai —
ektoderminés kilmés lastelés, formuojancios emalj, taciau jos tampa funkciSkai
aktyvios tik tuomet, jeigu odontoblastai suformuoja pirmaji dentino sluoksni.
Odontoblastai — i§ nervinés keteros kilusios lastelés, formuojancios denting ir
iSorini danty pulpos sluoksni. Saveikaujant epitelio ir mezenchiminéms

lasteléms laipsniSkai per keleta stadiju (laminos stadija, pumpuro stadija,
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3 pav. Danties formavimosi stadijos. Pagal Martens et al., 2013.
kapsulés stadija ir varpelio stadija) susiformuoja dantis (3 pav.) (105). Pirmoji
stadija yra inicijuojama kai ektomezenchiminés lastelés gauna molekulinius
signalus 1§ epitelio lasteliy. Tai sukelia sudétingas atsakomyjuy molekuliniy
tarpusavio saveiky kaskadas, dél kuriy kapsulés stadijos ir, véliau, varpelio
stadijos metu epitelio lastelés

diferencijuoja | emali sekretuojancius

ameloblastus (106). Tuo tarpu, $alia esanti mezenchima diferencijuoja i denting

31



sekretuojanéius  odontoblastus. Siuo periodu tankiai  susiglaudusios
ektomezenchiminés lastelés yra laikomos danty papila, 1§ kurios véliau
susiformuoja danty pulpa. Danty folikulas dengia emalio ir danty papilos
iSorin] sluoksni, formuoja cementoblastus, osteoblastus ir fibroblastus, kurie
véliau savo ruoztu formuoja peridonta (107).

Centrin¢je susiformavusio danties ertmeje yra danties pulpa — minkStas
jungiamasis audinys, kuriame gausu nerviniy skaiduly, kraujagysliy,
fibroblasty, odontoblasty ir imuniniy lasteliy. Pagrindiné danties pulpos
funkcija yra formuoti dentina, Siame procese dalyvauja odontoblastai, taciau
maisto medziagy apripinimo, imuninés apsaugos ir sensorinés funkcijos taip
pat svarbios (105).

Didziaja dali danty pulpos lasteliu sudaro fibroblastai. Jie dalyvauja
tarplastelinio uzpildo sintez¢je ir palaikyme, gamina pagrindinai I ir II tipo
kolagena, fibronekting ir proteoglikanus. Vis délto, apie ju funkcini vaidmeni
danty pulpoje néra daug zinoma. NeaiSku, kiek §i populiacija heterogeniska,
taip pat ar joje yra kamieninémis savybémis pasizyminéiy lasteliy. Siuo
aspektu vienas i§ potencialiy kandidaty galéty bati MKL. Sios lastelés turi
daug panasumu su natyviais fibroblastais, taciau jas sunku atskirti, kadangi
triksta specifiniy MKL buidingy zymeny (108).

Danty pulpa yra gausiai vaskuliarizuota ir biitent perivaskuliné nisa yra
laikoma ta vieta, kur telkiasi kamieninés lastelés (4 pav.). Be kita ko, daugelyje
kity audiniy perivaskuliné niSa yra ta vieta, kur telkiasi kamieninés lastelés
(109). Siuos duomenis dalinai patvirtina tyrimai, parode, jog esant
pazeidimams in vivo, kai kurie pericitai diferencijuoja i odontoblastus (110).
Vis délto, buvo nustatyta, kad ne visi odontoblastai kyla i§ pericity,
identifikuotos naujos su pericitais nesusijusios MKL-tipo lasteliy populiacijos.
Kita tyréjy grupé¢ panaudojo BrdU-imunodaZzyma ir parodé, kad paZeidimai
gali inicijuoti perivaskulings srities lasteliy proliferacija ir migracija 1 pazaidos
vieta (111). Sie duomenys rodo, kad danty pulpoje esama lasteliy,
pasizyminéiy regeneracinémis savybémis ir kad Sios lastelés dalyvauja audinio

reparacijoje in vivo.
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4 pav. Kamieniniy lasteliy niSos danty pulpoje.

Danty pulpa taip pat yra gausiai jnervuota autonominiais ir sensoriniais
nervy pluostais. Simpatinés eferentinés skaidulos reguliuoja kraujotaka, o
sensoriniai aferentiniai pluoStai perduoda nocicepting informacija triSakiame
ganglijuje esaniy sensoriniy neurony lasteliy kiinams. Skirtingai nei
perivaskuliné niSa, perineuriumas yra daug maziau iStirtas, kaip galima
kamieniniy lasteliy niSa. Neseniai buvo parodyta, kad sensoriniy nervy
sekretuojamas faktorius SHH (angl. sonic hedgehog) yra svarbus formuojant
plauky folikuly kamieniniy lasteliy ni$a. Sios lastelés véliau geba tapti
epidermio kamieninémis lastelémis (112). Sie duomenys yra svarbiis, kadangi
anksCiau perineuriumo aplinka nebuvo traktuojama, kaip kamieniniy lasteliu
niSa. Tod¢l danty pulpoje perineuriumo niSa taip pat galéty buti svarbi
kamieniniy lasteliy palaikymui (4 pav.). Danty pulpoje taip pat esama Svano
lasteliy, kurios, esant nervo pazeidimui, gali dediferencijuoti, proliferuoti ir
palaikyti aksono regeneracija. Tikétina, kad iSskiriant kamienines lasteles 18
danty pulpos audinio Svano lastelés taip pat patenka i pirmines kultiras.
Standartinés kultivavimo salygos, iprastai naudojamos danty pulpos
kamieniniy lasteliy auginimui (DMEM su 10% FVS), taip pat yra tinkamos
Svano lasteléms (113). Tai galéty dalinai paaiskinti danty pulpos kamieniniy
lasteliy kultirose esan¢iy CD271 teigiamy lasteliy nedideliy subpopuliaciju
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buvima. Kadangi MKL subpopuliacijos pasiZymi geresniu proliferaciniu
potencialu, su laiku jos gali pradéti dominuoti kultiiroje. Taigi, Svano lasteliy
1Sgryninimuti 1§ periferiniy nervy taikomos strategijos galéty buti taikomos taip

pat ir ankstyvyju pasazy danty pulpos kamieniniy Iasteliy kultiiroms.

2.4.2. Danties pulpos kamieninés lastelés

2000 metais 1§ suaugusio Zmogaus pulpos buvo pirma karta iSskirtos
lastelés, pasizyminc¢ios kamieninéms lasteléms biidingomis savybémis (DPSC;
angl. Dental Pulp Stem Cells) (82). Neilgai trukus po to, Miura et al. 2003 m.
i$skyré panaSiomis savybémis pasizyminciy lasteliy populiacija i§ pieninio
danties — SHED lasteles (Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous teeth)
(114). Véliau i8 danty audiniy buvo iSskirtos dar kelios mezenchiminiy
kamieniniy Iasteliy populiacijos, pagal savo vieta audinyje pavadintos
atitinkamai periodonto ligamento kamieninémis lastelemis (PDLSC), danty
folikulo kamieninémis lastelémis (DFSC) ir kamieninémis lastelémis,
iSskirtomis i$ danty apikalinés papilos (SCAP) (115).

Danty audiniai yra specializuoti audiniai, kuriuose nebevyksta
nuolatiniai persitvarkymai, tokie, kokie vyksta kauliniuose ar kituose
audiniuose. Tai reiSkia, kad i§ danty audiniy iSskirtos kamieninés lastelés yra
labiau specializuotos, negu, pavyzdziui, lastelés iSskirtos i§ kauly Ciulpy. Be
to, dél savo ankstyvyu vystymosi stadijos saveiku su nervinés keteros
lastelémis, danty mezenchima yra vadinama ektomezenchima. Taigi,
ektomezenchiminés kilmés danty audiniy kamieninés lastelés gali pasizymeéti
i$skirtinémis nervinés keteros kamieninéms lasteléms biidingomis savybémis
(115).

Viena iSskirtiniy DPSC savybiy yra ju gebé¢jimas diferencijuoti {
odontoblastus ir generuoti dentina (115). DPSC in vitro lengvai diferencijuoja i
odontoblastus su jiems biidinga morfologija: poliarizuotais lasteliy kiinais ir
mineralizuoty mazgeliy sankaupomis (116). ISsé¢jus DPSC ant dentino

sluoksnio, dalis ju virsta odontoblastinémis lastelémis su i dentino vamzdelius
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nutjsusiomis ataugomis (117). Greta savo dentinogeninio potencialo, DPSC
lasteliy subpopuliacijos taip pat pasizymi ir adipogeninés, neurogeningés,
osteogeninés, chondrogeninés ir miogeninés diferenciacijos savybémis in vitro
(118-120).

SHED Iasteles, lyginant su kitomis i§ danty ir ne 1§ danty audiniy
1§skirtomis MKL lastelémis, iSsiskiria savo proliferacinémis galimybémis
(SHED>DPSC>Kauly c¢iulpy MKL). Kuomet auginamos neurogeningje
terp¢je, jos formuoja biidingas sferines struktiiras. Manoma, kad taip yra d¢l ju
geros, | NKL panaSios, proliferacinés gebos (114). Iprastinémis salygomis
auginamos SHED gana gausiai ekspresuoja tam tikrus nervinéms lasteléms
budingus Zymenis, be to, Siy lasteliy kultiirose kartais pastebima jvykstanti
spontaniné nerviné diferenciacija (121). Nervinés diferenciacijos potencialas
buvo tiriamas ir injekavus SHED { imunodeficitiniy peliy hipokampo dantytaji
vingi. Tokiu bidu injekuotos SHED lastelés iSgyveno peliy smegeny
mikroaplinkoje daugiau nei 10 dieny bei pradéjo ekspresuoti nervinéms
lasteléms budingus Zymenis (114).

Dar vienas i$skirtinis SHED lasteliy bruozas yra ju gebéjimas indukuoti
peliy recipiendiy lasteliy diferenciacija i kaulus formuojancias lasteles. Si
savybé néra biidinga in vivo transplantuotoms DPSC lasteléms. Nors SHED
tiesiogiai nediferencijuoja 1 odontoblastus, jos indukuoja kaulo formavimasi
sukurdamos osteoindukcing aplinka pritraukdamos pelés natyvias osteogenines
lasteles. Sie tyrimai rodo, kad pieniniai dantys ne tik nubréZia gaires nuolatiniy
danty dygimui, kaip kad buvo manoma, bet ir gali dalyvauti kaulo formavimosi
indukcijoje nuolatiniy danty dygimo procese (122). Transplantavus SHED
imunodeficitinems peléms, taip pat kaip ir DPSC atveju, gaunamos 1|
odontoblastus panasios dentina produkuojancios struktiiros, taciau, skirtingai
nei DPSC, in vivo SHED negeneruoja dentino — pulpos komplekso (114).

Nors esama tam tikry skirtumy tarp SHED ir DPSC lasteliy, buvo
parodyta, kad SHED taip pat pasiZymi multilinijiniu diferenciaciniu potencialu

in vitro (osteogeniniu, adipogeniniu, neurogeniniu, miogeniniu ir
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chondrogeniniu) (115). Dél unikaliy SHED proliferaciniy, diferenciaciniy ir

neurogeniniy savybiy jos tapo patraukliu tyrimy modeliu in vitro.

2.4.3. SHED lasteliy nerviné diferenciacija

Danty pulpos kamieninés lastelés yra unikalios, kadangi, skirtingai nuo
MKL, isskirty i$ kity audiniy, jos kyla i§ ektodermos. Embriogenezés metu
susiformavusios neuroektoderminés kilmés nervinés keteros (angl. neural
crest) lastelés suformuoja didziaja dali veidinio skeleto audiniy (kaulinis,
kremzlinis, raumens, dantys bei danty pulpa ir kt.), taip pat neuronus, glija,
periferinius nervus, melanocitus bei tam tikry tipy endokrinines lasteles. Taigi,
nervings keteros lastelés duoda pradzia veido audiniy mezenchiminéms
lasteléms bei nerviniams audiniams (13). Todél, skirtingai, nei MKL, i$skirty i$
kity audiniy, danty pulpos MKL (SHED, ar DPSC) lasteliy transformacija i
neuronus in vitro salygomis bty vykdoma diferenciacijos, o ne
transdiferenciacijos budu, nereikéty perzengti ontogenetinio barjero. Pastaryjy
mety tyrimai buvo vykdomi dviem pagrindinémis kryptimis.

In vivo transplantacijos eksperimentai parodé, kad danty pulpos lastelés
geba integruotis | nervini audinj, taip pat jos skatina neuroregeneracija bei
pasizymi neuroprotekciniu veikimu (101). Kita tyrimy kryptis — danty pulpos
kamieniniy lasteliy nervinés diferenciacijos tyrimai in vitro. Pagrindinis Siy
tyrimy tikslas — sukurti efektyvius nervinés diferenciacijos protokolus, kuriuos
naudojant in vitro salygomis bty galima tirti jvairiy tipy nerviniy ir glijos
lasteliy fiziologiniy ir patologiniy procesy ypatumus. Zemiau apzvelgiami keli
per pastaruosius metus pasitlyti danty pulpos kamieniniy lasteliy nervinés
diferenciacijos protokolai.

Arthur et al. kamienines lasteles, iSskirtas i§ suaugusio zmogaus danties
pulpos, augino dvejomis skirtingomis salygomis: specializuotoje nerviniy
lasteliy auginimo terpéje Neurobasal su EGF ir FGF augimo faktoriais bei i$
trijy skirtingy etapy sukurtomis auginimo salygomis (viena savait¢ minétoje

Neurobasal terpéje su EGF ir FGF, kita savait¢ — S§i terpé buvo pakeista
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DMEM-F12 terpe, santykiu 50:50, su ITTS priedu ir FGF, o trecigja savaite
lastelés augo DMEM-F12 terpéje su ITTS priedu, FGF ir retinoine riigStimi).
Po triju savaiCiy lastelés igavo sensoriniams ir motoriniams neuronams
budingus morfologinius  pokyc¢ius, sumazéjo lasteliy  proliferacija,
imunocitochemiskai nustatyta ankstyvuju (nestino, PAS-NCAM), tarpiniy (p-
[11-tubulino) ir vélyvuju (NF-M ir NF-H) neuronams budingy Zymeny raiska.
Atlike realaus laiko PGR analiz¢ autoriai nustaté, kad po trijy savaiciy nervinés
diferenciacijos laikotarpio, nerviniy pirmtaky Zymens nestino transkripty kiekis
buvo nepakites ar Siek tiek sumazéjes, ankStyvojo/tarpinio nerviniy lasteliy
zymens B-lll-tubulino raiSka buvo neZymiai sumaZzéjusi, tuo tarpu brandziy
nerviniy lasteliy Zymeny (NF-M ir NF-H) geny raiska stipriai padidéjo lyginant
su nediferencijuotomis kontrolinémis salygomis auginamomis lastelémis. Sie
duomenys parode, jog DPSC lastelés nustojo dalytis ir diferenciavo | brandzius
neuronus.  Siekdami  Siuos  duomenis  patvirtinti  autoriai  atliko
elektrofiziologinius tyrimus, kuriy metu nustaté, kad lastelés pradéjo
ekspresuoti nuo jtampos priklausomus Na® kanalus, kas atsispindéjo
uZregistruotose teigiamose Na* srovése. Sie duomenys rodo, kad DPSC lastelés
gali diferencijuoti | funkciskai aktyvius neuronus (14).

Govindasamy et al. SHED ir DPSC lasteles augino Neurobasal terpéje
su EGF ir bFGF augimo faktoriais 15 dieny, kur lastelés augo sudarydamos
neurosferas. Tuomet neurosferos buvo suardytos iki pavieniy lasteliy
suspensijos ir iSsétos ant zelatina dengty auginimo indy su nervinés
diferenciacijos terpe, kuria sudaré Neurobasal terpé su lamininu, fibronektinu,
bFGF ir EGF. Po 24 valandy $i terpé buvo pakeista nervinés diferenciacijos
terpe, kuria sudaré Neurobasal terpé su lamininu, fibronektinu, bFGF, EGF ir
neurotrofinu-3. Atlikus realaus laiko PGR ir imunocitocheminius tyrimus
nustatyta, kad tiek SHED, tiek DPSC lastelése padidéjo nervinéms lasteléms
budingu zymeny raiSka tiek genuy (nestino, B-lll-tubulino, GFAP, NF), tiek
baltymu (B-I11-tubulino, GFAP) lygmenyje. Autoriai nustaté, jog tick SHED,

tick DPSC lastelés esant neuroindukcinéms salygoms yra linkusios
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diferencijuoti nervine kryptimi, ta¢iau DPSC lastelés tam Siek tiek tinkamesnés
(123).

Morsczeck et al. lygino SHED ir DFSC lasteliy gebéjimus diferencijuoti
nervine kryptimi. Lasteles jie augino keturiose skirtingose terpése be serumo (1
— Neurobasal, G5 papildas, NSC papildas; 2 — Neurobasal, N2 papildas, EGF,
FGF-2; 3 — Neurobasal, B27 papildas, EGF, FGF-2; 4 — Neurobasal ir B27
papildas). Antroje ir ketvirtoje terpése auginamos SHED lastelés formavo
neurosferas, tuo tarpu DFSC lastelés Siose terpése neurosfery neformavo. Geny
raiskos tyrimai parodé¢, kad tieck SHED, tick DFSC ekspresavo ankstyvuosius
nervinéms lasteléms biidingus Zymenis (nesting, p-1ll-tubuling), brandzioms
nervinéms lasteléms biidingus zymenis (NF-M, MAP2), tadiau glijos lasteléms
budinga zymeni GFAP ekspresavo tik SHED lastelés, 1§ ko autoriai padare
iSvada, kad SHED lastelés gali diferencijuoti tiek | neuronus, tiek i glija, tuo
tarpu DFSC lastelés diferenciavimui i glija néra tinkamos (124).

Kira” ly et al. atliko tyrima siekdami i$siaikinti ar suaugusio zmogaus
DPSC lastelés gali diferencijuoti i funkciskai brandzius elektriSkai aktyvius
neuronus. Tam jie sukiiré trijy pakopu protokola i§ iZanginés, indukcinés ir
brandinimo stadijy. Lasteles autoriai augino ant polilizinu dengty auginimo
indy, pirmos stadijos metu buvo naudojama DMEM/F12 terpé¢ su 2,5% FVS, 5-
azacitidinu ir bFGF. Nerviné diferenciacija (antra stadija) buvo vykdoma
DMEM/F12 terpéje be serumo su bFGF, NGF, NT-3 augimo faktoriais, 1%
ITS priedu bei PKC ir cAMP signalinius kelius stimuliuojanciais veiksniais
(IBMX, forskolinu, TPA ir dbcAMP). TrecCios stadijos metu Iastelés buvo
brandinamos Neurobasal terpéje su dbcAMP, 1% N2, 1% B27 ir NT-3. Taip
auginamos lastelés igavo neuronams buidinga morfologija, pradéjo formuoti
tinklus. RT-PGR tyrimai atskleidé, kad dar nediferencijavusios lastelés
ekspresavo nerviniams pirmtakams budingus transkriptus (vimenting, nesting,
neuroninj N-tubulina, NSE). Diferenciavusiose lastelése stipriai padidéjo NF-
M raiska, o po brandinimo stadijos iSrySkéjo glijos lasteléms biidingas GFAP ir
NGN2. Imunocitocheminiai tyrimai patvirtino nervinéms lasteléems budingy

baltymu ekspresija (N-tubulino, NF-M, GFAP ir NeuN). Patch clamp tyrimai
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atskleidé nuo jtampos priklausomy Na" ir K kanaly buvima diferenciavusiose
lastelése. Visa tai rodo, kad DPSC lastelés gali diferencijuoti | funkciskai
aktyvius neuronus (15).

Nourbakhsh et al. siekdami diferencijuoti SHED lasteles nervine
kryptimi augino jas ant polilizinu dengty auginimo indy, penkias dienas
Neurobasal terpéje su 1% ITS ir 100 ng/ml bFGF bei dar penkias dienas su 100
ng/ml bFGF, 10 ng/ml FGF8 ir 100 ng/ml SHH. Nudazius diferenciavusias
lasteles imunofluorescentiSskai ir atlikus tékmés citometrija, nustatyta, kad
lastelés gana greitai pradéjo ekspresuoti nesting ir B-III tubuling, o kiek véliau
ir brandesnéms nervinéms lasteléms biidingus zymenis (PSA-NCAM, NeuN,
Tau, TH ir GFAP). RT-PCR ir Western blot analizé taip pat patvirtino, kad
pagal $§1 protokola diferenciavusios SHED lastelés pradéjo ekspresuoti
nervinéms lasteléms biudingus Zymenis geny ir baltymy lygmenyje (125).
Taigi, Sie ir kiti su SHED lastelémis atlikti nervinés diferenciacijos tyrimai
rodo, kad SHED lastelés gali diferencijuoti 1 nervines lasteles ir ateityje biiti
tinkamos vairiy neurologiniy susirgimy ir neurotraumatiniy pazeidimy

autologinei transplantacijai ar tyrimams.
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3. MEDZIAGOS METODAI
3.1. Medziagos
3.1.1. Reagentai ir tirpalai

Darbe naudoti reagentai buvo pirkti 1§ Sigma — Aldrich, i$skyrus kur

nurodyta Kitaip.

3.1.2. Augimo faktoriai ir antikuinai

Darbe naudoti augimo faktoriai ir antikiinai pirkti i§ Life Technologies,

i§skyrus kur nurodyta kitaip.
3.1.3. Terpés ir priedai
Tyrimuose naudotos terpés DMEM (1g/L gliukozés) ir Neurobasal A
pirktos atitinkamai i§ Biochrom ir Life Technologies.
Terpé be serumo MSC Nutristem XF su serumo pakaitalu pirkta i$
Biological Industries. Tyrimuose taip pat naudojome DMEM terpg be serumo

su serumo pakaitalu — SFM. StemPro MSC SFM serumo pakaitalas buvo

pirktas 1§ Life technologies.

3.1.4. Auginimo indai

Darbe naudoti auginimo indai ir plastikinés pipetés bei antgaliai pirkti i§

Orange Scientific, i§skyrus kur nurodyta kitaip.

3.1.4. Lastelés

Imortalizuota nerviniy kamieniniy lasteliy linija ReNcell VM pirkta 18§

Millipore.
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3.2. Metodai
3.2.1. SHED lasteliy iSskyrimas iS pieniniy danty pulpos

Tyrimai buvo vykdomi gavus Lietuvos bioetikos komiteto leidima (Nr.
6B-08-173). Pieninis dantis buvo tris kartus plaunamas steriliame PBS tirpale
su antibiotikais (100 VV/ml penicilino, 100 pug/ml streptomicino ir 2,5 pg/ml
amfotericino B, Biochrom). Danties pulpa i§ pulpos kameros paSalinta
mechaniSkai, panaudojant sterilia adata. Pulpos audinys mechaniSkai
susmulkintas I tipo kolagenazés tirpale (3 U/ml), (Biochrom) ir 30 min.
inkubuotas 37 °C temperatiiroje. Suspensija praskiesta PBS tirpale santykiu
1:10 ir centrifuguota 250 g, 5 min. kambario temperatiiroje. Lastelés
resuspenduotos DMEM  (Biochrom) terp¢je, praturtintoje 10 % fetalinio
versiuko serumu (FVS), (Gibco), 2 mM gliutaminu (Biochrom), antibiotikais
(100 VV/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino) ir issétos | 12,5 cm?
flakona. Kita diena sena terpé buvo pasalinta, lastelés nuplautos 37 °C
DMEM, jvertintos mikroskopiskai ir inkubuotos DMEM terpéje su 10 % FVS,
2 mM gliutamino ir antibiotikais. Terpé buvo kei¢iama du kartus per savaitg.
Lastelés  pers¢jamos naudojant  tripsino/EDTA  tirpala  (Biochrom)
monosluoksniui  pasiekus subkonfluencija (70-80%). Lastelés buvo

kultivuojamos inkubatoriuje su 5 % CO,, 37 °C.
3.2.2. MKL iSskyrimas i§ Zmogaus riebalinio audinio

Lasteliy linijas i§skyréme i$ riebalinio audinio, gauto po plastiniy kriity
ar pilvo operacijy. Lastelés buvo iSskirtos gavus Lietuvos bioetikos komiteto
leidima (Nr. 56), pagal patvirtinta protokola. 15 arba 20 g riebalinio audinio
buvo plaunama steriliu fosfatiniu buferiu (PBS). Riebaly masé padalinta { dvi
lygias dalis ir I tipo kolagenazés (Biochrom) tirpale (0,2% kolagenazés DMEM
terpéje su 1 % BSA, 100 VV/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino)
mechaniSkai susmulkinta. Homogenatas inkubuotas 45 minutes 37°C

temperatiiroje purtant. Stambis audinio fragmentai buvo pasalinti filtruojant
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per sterily nailonini audini ir 100 uM filtra. Centrifuguota 630 g, 10 min.
Supernatantas su riebaline mase pasalintas, nuosédos (stromos-kraujagysliu
frakcija) suspenduotos eritrocity lizés buferyje (160 mM NH4CI, 20 min.).
Centrifuguota 630 g, 10 min., lastelés resuspenduotos DMEM (1000 mg/ml
gliukozés) terpéje ir suskaiCiuotos. Lasteliy suspensija iSséta i terpe su 10 %

FVS, 2 mM gliutamino ir antibiotikais.

3.2.3. SHED lasteliy adaptacija prie aplinkos be serumo

Siam tikslui naudojome dvieju tipy komercinius serumo pakaitalus,
pritaikytus MKL kultivavimui (Stempro, MSC, SFM) (Gibco) ir MSC
Nutristem XF Medium (Biological Industries). Pirmu atveju DMEM terpé
(1000 mg/ml gliukozés) buvo praturtinta 15 % SFM papildu, 2 mM gliutaminu
ir antibiotikais. Antru atveju (MSC Nutristem XF Medium) naudojome
rinkinyje pateikta terpg ir papilda (3 ml { 500 ml), taip pat, 2 mM gliutamino ir

antibiotikus. Terpé abiem atvejais buvo keic¢iama du kartus per savaitg.

3.2.4. SHED lasteliy kultivavimas specializuotoje neurony auginimo

terpéje

Lastelés buvo kultivuojamos indeliuose ant objektiniy stikliuky,
tinkamy mikroskopavimui, su modifikuotu pavirSiumi (15 pg/ml poliornitino
(Sigma) ir 5 pg/ml laminino (Invitrogen) arba 24 sulinéliy lékstutése, kuriy
pavirSius buvo padengtas poli-D-lizinu ir lamininu (Biocoat, Beckton
Dickinson). [ specializuota neurony auginimo terpg Neurobasal A (Gibco) déta
(1/50 tiirio) papildo B27 (Gibco), 2 mM gliutamino ir antibiotiky, taip pat po
20 ng/ml FGF2 ir EGF augimo faktoriy (abu i§ Biological Industries). Terpé

buvo keifiama du kartus per savaite.
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3.2.5. SHED lasteliy nervinés diferenciacijos indukcija

Buvo vykdoma panaudojant specializuota neurony terpg (Zr. auksciau)
be FGF2 ir EGF augimo faktoriy, i ja pridéjus 0,5 mM dibutiril-cCAMP (Sigma)
ir po 10 ng/ml NGF, CNTF ir GDNF augimo faktoriy (visi 1§ Biological
Industries). Terpe buvo kei¢iama du kartus per savaitg, diferenciacija vykdoma

2 savaites.

3.2.6. SHED lasteliy sfery formavimas

Lastelés buvo issétos po 5000, 10 000 ir 20 000/cm? i 12 Sulinéliy mazai
lipnaus plastiko 1ékStele (Greiner bio-one). Naudota specializuota neurony

auginimo terpé (zr. auksciau).

3.2.7. SHED kultivavimas bioreaktoriuje

Lasteles taip pat kultivavome panaudodami turima bioreaktoriy
Biolevitator (Hamilton) bei mikronesiklius (Global Cell Solutions).
Bioreaktoriuje yra palaikomos optimalios kultivavimui reikalingos salygos:
reguliuojama CO, koncentracija, temperatira ir pH. ApraSomuose
eksperimentuose mes naudojome lamininu padengtus mikroneSiklius.
Kultivavimui naudojome specialius mégintuvélius Levitube (Global Cell
Solutions). Mikronesikliy suspensijos yra pastoviai maiSomos, bioreaktoriuje
integruoti magnetai uztikrina, kad mikroneSikliai suspensijoje pasiskirstyty
tolygiai, nesulipty | agregatus. MKL lastelés buvo auginamos panaudojant
specialias inokuliavimo, kultivavimo ir nuémimo (harvesting) programas.
Kultivavimo terpé buvo MSC Nutristem XF Medium (Biological Industries).
Du kartus per savaite terpé keiiama, supernatantai buvo renkami ir tiriami,

kaip aprasSyta zemiau.
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3.2.8. Zmogaus nerviniy kamieniniy lasteliy ReNcell VM kultivavimas

ReNcell VM yra komerciné (EMD Millipore) imortalizuoty Zmogaus
nerviniy pirmtaky lasteliy linija, galinti diferencijuoti i neuronus ir glijos
lasteles. ReNcell VM buvo iSskirta 1§ fetalinio Zmogaus smegeny audinio
ventralinés vidurio smegeny srities ir imortalizuota retrovirusinés transdukcijos
bidu, panaudojant v-myc onkogena. Si linija auga sudarydama
monosluoksnius ant indy, kuriy pavirsius dengtas 20 pg/ml lamininu.

Pagal gamintojo nurodymus lastelés buvo iSs¢jamos ant i§ anksto
paruosty induy (maziausiai 4 val. inkubuoty 20 ug/ml laminino-Neurobasal
tirpale) Neurobasal terpéje su 1/50 B27, 2 mM gliutaminu, antibiotikais, 20
ng/ml FGF-2 ir 20 ng/ml EGF. Terpé buvo kei¢iama du kartus per savaitg.
Lastelés buvo pers¢jamos ju atkabinimui nuo plastiko pavirSiaus panaudojant

akutazeés tirpala (StemPro Accutase, Gibco).

3.2.9. ReNcell VM nervinés diferenciacijos indukcija

Nervinés diferenciacijos tyrimams lastelés buvo iSsé¢jamos po 30 000 i
Sulineli ant 20 pg/ml lamininu dengty stikliuky arba po 30 000 lasteliy i 24
Sulin¢liy leksteles, dengtas 20 pg/ml lamininu. Nerviné diferenciacija buvo
vykdoma pagal du protokolus. Pirmasis protokolas rémési gamintojo
nurodymais — lastelés buvo kultivuojamos terpéje be mitogeny (be FGF-2 ir be
EGF), tokiomis salygomis lastelés buvo brandinamos apie pora savailiy.
Antruoju biidu dopaminerginé ReNcell VM diferenciacija buvo indukuojama
pakeitus terpe i 0,5 mM dibutiril cAMP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 0,2
mM askorbo riigSties (Sigma), 20 ng/ml GDNF (Biological Industries), 20
ng/ml BDNF (Biological Industries) ir 1 ng/ml TGF-B1 (Biological Industries)
Neurobasal A terpéje su 1 x B27, antibiotikais ir 2 mM gliutamino (126).
Tokiomis salygomis lastelés buvo auginamos 14-21 diena, terpg keic¢iant du

kartus per savaite.
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3.2.10. Lasteliy pavirSiaus Zymeny ekspresijos tyrimai

Vieno pavirSiaus Zymens matavimui buvo imama po 0,5 mln. lasteliy.
Lastelés buvo atkabinamos nuo substrato naudojant tripsino/EDTA tirpala arba
5mM EDTA PBS tirpala. Plauta du kartus Saltame PBS tirpale. [ 100 pl
lasteliy suspensijos PBS tirpala déta 2 pl fluorochromu zZyméto antiktino ir 30
min. inkubuota lede. Du kartus buvo plaunama S$altu PBS. Prie§ tyrima
centrifuguota 500 g 5 min., supernatantas paSalintas, lastelés buvo
resuspenduotos 500 ul PBS tirpale ir naudotos tékmés citometrijos tyrimuose.
Tyrimams naudojome $iuos antikiinus: CD45—-FITC, CD105-APC (Invitrogen,
Carlsbad, CA), CD14-PE, CD34-PE (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA), CD271-APC (Miltenyi Biotech), CD29-APC, CD44-FITC, CD55-APC,
CD73-PE, CD81-APC, CD146-PE, CD151-PE, CD166-PE, Notch1l-APC,
CD117-APC, HLA-DR-FITC (BD Pharmingen), CD90-FITC (Millipore,
Temecula, CA). Nespecifinés fluorescencijos signaly ivertinimui naudojome
atitinkamais fluorochromais zyméta antikiino izotiping kontrolg. Tékmés
citometrinis tyrimas buvo vykdoma FACSAria aparatu (BD Biosciences), arba
Cyflow aparatu (Partec). Duomeny analizei naudojome BD FACSDiva (BD

Biosciences) programing iranga arba FloMax 3.0 (Partec) programing jranga.

3.2.11. RNR isskyrimas

Lasteliy kultiira buvo auginama iki 80—-90% konfluencijos. Nuplovus
Siltu PBS buferiu Iastelés lizuotos auginimo inde TRIzol reagentu (Invitrogen)
pagal gamintojo rekomendacijas. Lizei naudota 0,3 ml TRIzol reagento/10 cm?
indo pavirSiaus, kuriame buvo auginamos lastelés. Lizuoti méginiai inkubuoti
5 min. kambario temperatiiroje. Pridéta 1/5 tirio chloroformo. Sandariai
uzdaryti mégintuvéliai buvo purtomi 15 s ir 2-3 min. inkubuojami kambario
temperatiiroje. Méginiai centrifuguoti 12 000 g, 10 min., 4°C temperataroje.
Vandeniné faz¢ atskirta ir sumaiSyta su izopropanoliu (0.5 ml izopropanolio/l

ml TRIzol reagento). Uzpylus izopropanolio, miSinys buvo inkubuojamas
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kambario temperattiroje 10 min., centrifuguojamas 12 000 g, 10 min., 4 °C
temperatiiroje. I$sodinta 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.

3.2.12. Komplementarios DNR sintezé

AtvirkStinés transkriptazés reakcija (pirmos komplementarios DNR
(kDNR) grandinés sintezé¢) buvo atlickama naudojant 20 ul Revert Aid M-
MuLV Reverse transkriptazés rinkini (Thermo Fisher Scientific).
Meégintuvélyje sumaisyta 3 ng RNR ir 100 pmol dT pradmeny. Tirpalo tiris
buvo papildomas dejonizuotu vandeniu iki 12 pl ir inkubuojamas +70°C 5 min.
Patalpinus mégintuvéli ant ledo, i ji idéta 4 ul 5x reakcijos buferio (250 mM
Tris-HCI, pH 8,3, 250 mM KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT), 1 ul
ribonukleaziy inhibitoriaus (20u/ul) ir 2 pul ANTP (10 mM). Sumaisyta,
centrifuguota. MiSinys buvo inkubuojamas +37°C 5 minutes. Idéta 1lu
RevertAid™ M-MuLV atvirkstinés transkriptazés (Thermo Fisher Scientific).
Reakcijos misSinys inkubuotas +37 °C 60 minuc¢iy. Komplementarios DNR
grandies sintezé buvo sustabdyta pakaitinus reakcijos misini 10 min. +70 °C

temperatiiroje.

3.2.13. Realaus laiko polimeraziné grandininé reakcija

Realaus laiko polimeraziné grandininé reakcija (qQPGR) buvo atlickama
su MX3005P® (Stratagene) aparatu. Tiriamuy genuy (A3 tubulino, nestino)
ckspresija tirta su dvigrande DNR besijungian¢iu dazu (SYBR-Green),
naudojant Maxima SYBR Green qPCR Master reakcijos miSini (Thermo
Fisher Scientific). Tyrime naudoty tiriamy geny pradmeny sekos pateikiamos 1

lenteléje.
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Genas Pradmens seka (fw) 5°-3° Pradmens seka (rev) 5°-3’

B-aktinas TGACGGGGTCACCCACACTGTGCC TAGAAGCATTTGCGGTGGACGATG
nestinas GTCCATCCTCAGTGGGTCAGA CCGATTGAGCTCCCACATCT
f-3- tubulinas GGGCCAAGTTCTGGGAAGTC ATCCGCTCCAGCTGCAAGT

1 lentelé. Tyrime naudoty geny pradmeny sekos.

Tyrime 25 pl gPGR tiryje naudota 0,5 pul KDNR misinio ir 0,1 uM
pradmeny. Polimerazinéje grandininéje 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

Reakcijos produktai buvo analizuojami nustatant jy lydymosi temperattira nuo
+55°C iki +95°C, keliant temperatiira kas 0,5°C.

Gauti SYBR Green dazo fluorescencijos duomenys buvo koreguojami
pasyviu dazu ROX. Kaip neigiama 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 [p-aktino gena. Gauti rezultatai analizuoti naudojant MxPro
programa (4 versija) (Stratagene) remiantis 2T metodu (127). Kalibracijai
naudojome lasteles, augintas terpé¢je su FBS. Eksperimentus du kartus
pakartojome, rezultatai pateikti su MxPro programos suskaiCiuotomis
paklaidomis, atspindiniomis nuokrypius tarp pakartojimy, ir {jvertinant

normalizatoriaus netikslumus.

3.2.14. Geny ekspresijos tyrimai panaudojant komercinius PGR rinkinius
Kompleksiniams geny ekspresijos tyrimams naudojome komercini PGR

rinkinj, skirta neurogenezés ir nerviniy kamieniniy lasteliy tyrimams bei

rinkini, skirta zmogaus cAMP/Ca2+ signaliniy keliy tyrimams. Rinkinius
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isigijome i§ SABiosciences (QIAGEN). Taip pat naudojome Maxima SYBR
Green qPCR Master reakcijos misini (Thermo Fisher Scientific).

Realaus laiko polimeraziné grandininé reakcija (qQPGR) buvo atlickama
su MX3005P® (Stratagene) aparatu. Gauti rezultatai analizuojami panaudojant
MxPro (versija 4.00, Stratagene) ir RT? Profiler PCR Array Data Analysis
programing iranga (versija 3.5, QIAGEN). kDNR kiekio normalizavimui
naudojome hipoksantino fosforiboziltransferazés 1, ribosomy baltymo L13a ir
gliceraldehid-3-fosfato dehidrogenazés genus.

Kiekvienas eksperimentas buvo pakartotas tris kartus. p-reikSmés buvo
apskaiCiuotos naudojant Stjudento t-testa analizuojant tiriamos ir kontroliniy
grupiy kiekvieno geno 272°T duomeny pakartojimus. Skirtumai jvertinti kaip

reikSmingi, kai p<0,05.

3.2.15. Konfokaliné mikroskopija

Lastelés buvo 2 kartus plaunamos kambario temperattiros PBS buferiu.
Fiksuojamos 4% PFA 20 min. kambario temperattiroje ir 3 kartus plaunamos
PBS. Lasteliy membranos buvo permeabilizuojamos 0,1% Triton X-100/PBS
tirpalu 15 min. kambario temperatiiroje ir 3 kartus plaunamos PBS, tuomet
blokuojamos 30 min. 1% BSA/PBS tirpale, kambario temperatiiroje. Lastelés
buvo plaunamos 3 kartus su PBS ir 1 val. inkubuojamos su vienu i$ Siy
pirminiy antikiiniy: prie§ GFAP, prie§ vimentina, prie$ perifering, prie§ mielino
bazini baltyma (MBP) (visi i§ Santa Cruz Biotechnologies); prieS nestina
(R&D systems); pries BIl-tubuling (Sigma), pries Brn3A ir pries tirozino
hidroksilazg (Millipore). Lastelés 3 kartus plautos PBS ir inkubuotos su
antriniais antikiinais prie§ ozkos, pelés arba triuSio imunoglobulinus,
konjuguotais su Alexa Fluor® 488 arba Alexa Fluor® 594 (Molecular Probes),
skiedimas 1:1000. Inkubuota tamsoje, 1 val., kambario temperatiroje. Plauta 3
kartus su PBS tirpalu, 5 min. tamsoje inkubuota DAPI tirpale (10 pg/ml),
plauta 2 kartus PBS ir stikleliai perkelti ant objektyvinio stiklelio su
dengiamaja terpe (DAKO). Paruosti stikleliai  laikyti +4°C, tamsoje.
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Konfokaliné mikroskopija buvo atliekama su Fluoview FV10i (Olympus) arba

Leica TCS SP8 (Leica Microsystems) mikroskopais.

3.2.16. SHED Igsteliy mikroskopavimas panaudojant automatizuota

vizualizavimo ir analizés sistema

Naudojome aparata Cell-IQ v.2 Continous Live Cell Imaging &
Analysis System (The Automation Partnership). Lastelés buvo kultivuojamos
su 5 % CO,, 37 °C. Vykdéme ilgalaikius steb&jimus ir dokumentavima (iki 26
val.). Naudota programiné jranga Cell-IQ Imagen v. 2.7.1, Chip
manTechnologies Ltd., 2006. Vaizdy analizés programa Cell-1Q Analyser Pro
Write v. AN 2.3.0, Chip man Technologies Ltd., 2010.

3.2.17. 6-hidroksidopamino (6-OHDA), egzosomy ir mikrovezikuliy
poveikis ReNcell 13steliy kultiiroms. Apoptozés detekcija

6-OHDA (Sigma-Aldrich) buvo istirpintas dejonizuotame vandenyje su
0,1% askorbo rugsties. Diferencijavusios ReNcell lastelés inkubuotos 2 val. su
100 pM 6-OHDA, tada terpé buvo pakeista, 1 ja idéta egzosomuy arba
mikrovezikuliy. Tyrimams naudojome egzosomas ir mikrovezikules, surinktas
1§ jprastomis salygomis kultivuojamy SHED lasteliy ir 1§ bioreaktoriuje
BioLevitator ant lamininu dengty mikronesikliy kultivuojamy SHED lasteliy
(zitir. zemiau). | kontrolinius Sulinélius buvo dedama PBS. Taip pat i visus
Sulinélius buvo dedama apoptozés detekcijos reagento CellEvent™ Caspase-
3/7 green (Life technologies). Sis reagentas veikia, kaip aktyvuoty kaspaziy 3
ir 7 fluorogeninis substratas generuojantis fluorescencini signala, todél
apoptuojancios lastelés pradeda fluorescuoti. Dazo fluorescencinés emisijos
maksimumas — 520 nm. Po 30 min. inkubacijos, gyvy lasteliy vizualizavimas
buvo vykdomas panaudojant konfokalini mikroskopa Leica SP8 (Leica
Microsystems). Dokumentavimo trukmé: 20 valandy, kadrus fiksuojant kas 10

minuciy.
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3.2.18. Vaizdy analizé. Apoptotiniy Igsteliy kiekio jvertinimas

Fluorescencinio kanalo vaizdai buvo analizuojami  naudojant
ImageMaster 2D Platinum 7.0 programing jranga (GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Svedija). Naudojant ImageMaster algoritma, kickviename vaizde
fluorescencinés apoptotinés lastelés buvo skaiCiuojamos kaip atskiri taSkai.
Kiekvienam taskui buvo pritaikyti tie patys taSky atpazinimo parametrai

(smooth — 2; saliency — 10; min.area — 5).

3.2.19. Diferencinis centrifugavimas ir egzosomy iSskyrimas

SHED sekretomo komponentus rinkome naudodami diferencini
(pakopinij) centrifugavima (91).

1. Lasteliy kultiry supernatantai buvo surenkami ir centrifuguojami 300
g, 10 min., 4°C (negyvy lasteliy, lasteliy pasalinimas).

2. Supernatantai surenkami ir centrifuguojami 2000 g, 15 min., 4°C
(lasteliy nuolauzy paSalinimas).

3. Supernatantai surenkami ir centrifuguojami 20 000 g, 30 min., 4°C
(nuosédose mikrovezikuliy frakcija). Tais atvejais, kai mikrovezikulés buvo
renkamos, nuosédos buvo plaunamos 40 ml PBS, tada dar karta
centrifuguojamas 20 000 g, 30 min., 4°C, gautos nuosédos (mikrovezikulés)
resuspenduojamas 50 pl PBS ir saugomos -70°C.

4. Supernatantai surenkami ir pirma karta centrifuguojami 100 000 g, 70
min., 4°C. Dalis supernatanto surenkama analizei, nuosédos (egz0osomos)
plaunamos PBS (40 ml).

5. Antra karta centrifuguojama 100 000 g, 70 min., 4°C. Dalis
supernatanto paimama analizei, kita dalis pilnai pasSalinama. Nuosédos
(egzosomos) resuspenduojamos 50 ul PBS ir saugomos -70°C.

Centrifugavimui (20 000 g ir 100 000 g) buvo naudojama
ultracentrifuga Sorvall LYNX 6000 (Thermo Fisher Scientific).
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Imunoblotingui naudojome supernatantus po Nr. 2. Proteominei analizei
supernatantus po Nr.3. Egzosomy imunoblotingo ir proteominei analizei
naudojome nuosédas po Nr.5.

Paraleliai 1S dalies supernatanty egzosomos buvo iSskiriamos
panaudojus komercini rinkini (Total exosome isolation reagent i§ Life
Technologies, kat.nr. 4478359). Tyrimus vykdéme pagal gamintojo nurodyta
metodika.

3.2.20. Baltymy ekstrakty iSskyrimas i$ lasteliy ir mikrovezikuliy

Lastelés plautos 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 i§ Roche), ImM PMSF, ImM NazVO,4, 5 mM NaF) 30 min., 4 °C
temperatiroje. Pridéta 2,5 VV/ml benzonazés (Merck) ir lasteliy lizatai
homogenizuoti per 21 G adata. Centrifuguota 15 000 g, 30 min., + 4 ° C.
Supernatanto frakcija surinkta, i$fasuota ir saugoma -70°C temperaturoje.

Mikrovezikulés, surinktos diferencinio centrifugavimo metu (Nr.3),
buvo lizuotos lizés buferyje (1% NP-40, 1% natrio dezoksicholato, 0,1 % SDS,
150 mM NaCl, 10 mM Tris (pH 7,4), 10 mM EDTA, 1 X Complete, ImM
PMSF, 1mM NazVO,4, 5 mM NaF) 30 min., 4°C temperatiiroje. Centrifuguota
15000 g, 30 min., + 4 °C. Supernatanto frakcija surinkta, i§fasuota ir saugoma

-70°C temperatiiroje.
3.2.21. Supernatanty paruoSimas elektroforezei. Elektroforezé

Supernatanty méginiai  SDS-poliakrilamido gelio elektroforezei
(SDS/PAGE) buvo paruosti tokiu biidu: i 100 ul supernatanto buvo pilama
12,5 ul 0,5 M Tris/HCI pH 6,8, 30 ul 10 % SDS, 20 ul 0,5 M DTT, 20 pl
glicerolio ir 5 ul 0,5 % bromfenolio mélio, méginiai virinami 5 min. ir tuoj pat

naudojami elektroforezei arba saugomi -70 ° C. Egzosomy suspensija PBS
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buvo maiSoma su 6x auks¢iau aprasytu buferiu ir virinama 5 min. SDS/PAGE
elektroforezei buvo naudojami 10 % 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 1,5 val.

3.2.22. Baltymy perneS§imas ant membranos ir imuniné baltymy analizé

Po SDS/PAGE elektroforezés baltymai buvo pernesami ant Immobilon
PVDF membranos (Biorad) naudojant aparata Mini Transblot cell (Biorad).
Imunoblotingas vykdomas perneSimo buferyje (48 mM bazinio Tris, 40 mM
glicino, 20 % metanolio, 0,01 % SDS) 12 valandy, srovés stiprumas 125 mA.
Po elektroforezés dalis geliy buvo dazoma su koloidiniu Coomassie Blue dazu
(PageBlue, Thermo Fisher Scientific) arba sidabru (PageSilver, Thermo Fisher
Scientific) pagal gamintojy nurodymus.

PVDF membranos buvo blokuojamos tirpale (5 % sauso pieno,
istirpinto  PBS tirpale, turin¢io 0,18 % Tween-20) 1 val. kambario
temperatiroje, po to nuplaunamos su PBS tirpalu, turin¢iu 0,18 % Tween-20
(PBS-Tween-20), ir inkubuojamos su pirminiais antikiinais pries MFG-E8
baltyma (Santa Cruz Biotechnology), skiestais 5 % sauso pieno-PBS tirpale, 1
val. kambario temperatiiroje arba per naktj + 4 ° C. Po to membranos buvo
plaunamos su PBS-Tween-20 tirpalu tris kartus po 5 min. ir inkubuojamos su
antriniais antikiinais prie§ pelés imunoglobulinus, konjuguotais su krieny
peroksidaze (Pierce), praskiestais su PBS-0,18 % Tween-20 tirpalu santykiu
1:2000, 1 val. kambario temperatiroje. Po inkubacijos membranos buvo
plaunamos penkis kartus po 5 min. su PBS-0,18 % Tween-20 ir analizuojamos
naudojant ECL regentus (Pierce), remiantis gamintojo nurodymais. Naudojant
tas paCias membranas analizei su kitais antiklinais jos buvo atplaunamos nuo
naudoty antikiiny 2 val. glicino buferyje (0,1 M glicino, pH 2,9) kambario

temperatiiroje smarkiai kratant, po to plaunamos PBS-0,18 % Tween-20
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tirpalu. Taip paruoSty membrany imuniné baltymy analizé buvo atliekama

naudojant auksciau aprasyta protokola.
3.2.23. Proteominé supernatanty ir egzosomy analizé

MKL buvo auginamos iprastomis salygomis arba bioreaktoriuose ant
mikronesikliy tokiose paciose terpése (MSC Nutristem XF Medium).

Proteominiai tyrimai buvo atlikti Proteomikos departamente,
Biotechnologijos institute, Helsinkio universitete, Suomijoje. Baltymai buvo
paruosti sekanéiai. Redukeija: 0,05M Tris(2-karboksietil)fosfinas 20 min., 37°
C. Alkilinimas: 0,15 M jodoacetamidas, 30 min. kambario temperatiroje,
tamsoje. Proteolizé atlikta pridéjus 0,75 pg tripsino (Sequencing Grade
Modified Trypsin, Promega), 3 val. 37° C ir per naktj 30° C. Po tripsinolizés
peptidai buvo isvalyti naudojant C18 koloné¢les (Harvard Apparatus) pagal
gamintojo protokola. Skys¢iy chromatografija kartu su tandem masiy
spektrometrija (LC-MS/MS) buvo atlikta panaudojant EASY-nLC (Thermo
Fisher Scientific) chromatografa, integruota kartu su Velos Pro-Orbitrap Elite
hibridiniu masiy spektrometru (Thermo Fisher Scientific), turin€iu nano
elektro purskiklio (angl. nanoelectro spray) saltini (Thermo Fisher Scientific).
LC-MS/MS méginiai buvo atskirti panaudojant dvieju pakopy kolonéliy
sistema sudaryta i§ 2 cm CI18-Al kolonélés-gaudyklés ir 10 cm C18-A2
analitinés kolon¢lés (abi 1§ Thermo Fisher Scientific). Linijinis separacijos
gradientas buvo sudarytas i§ 5% buferio B 5 min., 35% buferio B 60 min., 80%
buferio B 5 min. ir 100% buferio B 10 min. Tékmés greitis 0,3ul/min. (buferis
A: 0,1% TFA 1% acetonitrile; buferis B: 0.1% TFA 98% acetonitrile). Vienai
LC-MS/MS analizei buvo injekuota 4 pl méginio. Pilnas MS skenavimas
vykdytas panaudojant 60 000 rezoliucija orbitrapo analizatoriuje. Duomenys
renkami naudojantis LTQ Tune programine ijranga. Duomenys buvo
analizuojami UniProt baltymy duomeny bazé¢je panaudojant Thermo Proteome

Discoverer programos Sequest paieskos algoritmus.

53



4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
4.1. SHED nerviné diferenciacija

4.1.1. SHED nervinés diferenciacijos indukcija

Misy laboratorijjoje buvo sékmingai iSskirtos ir charakterizuotos
kamieniniy lasteliy linijos i§ pieniniy danty pulpos (SHED). Mes bei Kiti
autoriai parodéme, kad Sios lastelés pasizymi savybémis, kurios yra biidingos
MKL i8skirtoms i$ kity audiniy (12). SHED lastelés yra unikalios, kadangi,
skirtingai nuo MKL, i$skirty i§ mezoderminiy audiniy, jos kyla i§ ektodermos.
Tokiu budu, transformuojant SHED 1 neuronus biuty vykdoma ju
diferenciacija, o ne transdiferenciacija. SHED lastelés yra rutiniskai

kultivuojamos DMEM terpéje, praturtintoje 10% FVS.

CD Ekspresija, %
CD29 -APC 99
CD44 -FITC 99
CD54-PE 40
CD55 -APC 99
CD73 -PE 99
@ CD81-APC 99
§  CD90-FITC 99
§= CD105 -APC 99
®  CD146-PE 47,7
3 CD151 -PE 99
2 CD166 -PE 99
2  CD271-PE 2,8
= Notch 1 -APC 81,6
-w  CD14-PE 0
= CD34-PE 0
g
2 CD45 -FITC 0
» CD117 -APC 0
- 5
2 £ HLA-DR-FITC 0
= R

2 lentelé. SHED pavirSiaus Zymeny ekspresijos tyrimai. Buvo tiriama pavir§iaus Zymeny CD14,
CD34, CD45, CD117, HLA-DR, CD73, CD105, CD90, CD146, CD29, CD44, CD54, CD55, CD81,
CDI151, CD166 ir CD271 ekspresija. Kontroléms naudotos lastelés veiktos su FITC, PE arba APC

zymeétais antriniais antiktiniais (placiau skyriuje Metodai).

54



Sios kultivavimo salygos yra palankios MKL, tod¢l standartiskai naudojamos
ju ekspansijai bei diferencijavimui in vitro salygomis. Miisy naudotos lastelés
ekspresavo pavirSiaus zymenis, kurie yra biidingi MKL (2 lentel¢).

Kita vertus, nerviné diferenciacija bei neurony kultivavimas yra
vykdomi terpése be serumo. Todél manome, kad standartinés kultivavimo
salygos (DMEM su 10% FVS) suteikia pranaSuma mezenchiminiy pirmtaky
subpopuliacijai, vykdoma kryptinga juy atranka. Nepaisant to, visose
standartinémis salygomis kultivuotose SHED lasteliy linijose stebéjome
negausias subpopuliacijas, pasizyminc¢ias neuronams biidingais morfologiniais

pozymiais (5 pav.).

5 pav. Neurogeniniy lasteliy subpopuliacijos SHED kultiirose. Dviejy skirtingy liniju (A ir B)
SHED lastelés. Fazés kontrastas, originalus padidinimas x200 (A) ir x400 (B).

SHED neurogeniné diferenciacija buvo vykdoma pakopiskai (6 pav.).
Pirmame tyrimy etape adaptavome lasteles prie aplinkos be serumo. Lastelés
buvo i§séjamos jprastai (DMEM su 10% FVS), ant mikroskopavimo stikliuky,
padengty poliornitinu ir (arba) lamininu, arba ant komerciniy IékStuciy,
padengty polilizinu ir lamininu (placiau skyriuje Metodai), tada, po 1-2 dieny,
pervedamos i aplinka be serumo. Siam tikslui naudojome komercinj serumo
pakaitala, pritaikyta MKL kultivavimui (Stempro, MSC SFM) (Gibco).
DMEM terpé (1000 mg/ml gliukozés) buvo praturtinta 15 % serumo pakaitalu
(toliau SFM), 2 mM gliutaminu ir antibiotikais. SHED lastelés gerai toleravo

naujas auginimo salygas.
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EKSPERIMENTO SCHEMA

14d  Nervine
indukcija

1-2d 7-10d 7-10d

N

\ AN _
Y Y

Iprastiné MKL Aplinka be serumo
kultivavimo terpé

6 pav. SHED lasteliy neurogeninés diferenciacijos eskperimento schema.

Lasteliy proliferacija pagreitéjo, taip pat stebéjome biidingus
morfologinius pokycius. Lastelés sumaz¢jo, susiaurejo, igavo verpstés forma

(7 pav.).

7 pav. SHED Ilasteliy morfologijos pokyciai aplinkoje be serumo. SHED lastelés buvo
kultivuojamos iprastinéje terpéje (DMEM su 10% FVS) (A); ir DMEM terpéje, praturtintoje 15%
serumo pakaitalu (B). Fazés kontrastas, originalus padidinimas x100.

Tokiomis salygomis lasteles kultivavome 7-12 dieny. Tada pradéjome
sekantj eksperimenty etapa — lasteliy kultivavima specializuotoje neurony
terpéje (Neurobasal A + B27 + 20ng/ml FGF2 + 20ng/ml EGF, placiau
skyriuje Metodai). Terpé buvo kei¢iama du kartus per savaite. SHED lastelés
gerai toleravo naujas kultivavimo salygas, suaugo i monosluoksnius.
Ryskesniy morfologiniy poky¢iy nepastebéjome. Mazdaug po savaités, kai
kuriuose monosluoksniuose susidar¢ ertmes, prasidéjo sfery formavimosi

procesas (8 pav.).
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8 pav. SpontaniSkas sfery formavimasis SHED lastelése, kultivuotose specializuotoje
neurogeninéje terpéje. A — ertmiy formavimasis monosluoksnyje. B — rodykle pazyméta mazdaug
100 um diametro sfera. Fazés kontrastas, originalus padidinimas x100.

Sutariama, kad sfery formavimas (lasteliy sferogeniSkumas) yra
budingas nerviniy lasteliy pozymis (128). Todé¢l papildomai iStyréme, kaip
kultivavimas neurogeninéje terpéje veikia SHED lasteliy sferogening
potenciala. Siuo tikslu skirtinga lasteliu skai¢iy i$s¢jome i mazai lipnaus
plastiko Iéksteles (angl. ultra low adhesion plastic) (placiau skyriuje Metodai).
Naudojome specializuota neurony terpg. Nustatéeme, kad SHED pasizymi
puikiu sferogeniskumu (9 pav.). Misy duomenys rodo, kad efektyviausiai
sferos yra formuojamos tada, kai lastelés i§séjamos 10 000 — 20 000 last./cm?
koncentracija. [domu, kad Iastelés, kurios buvo iSsétos 5000 latst.lcm2

koncentracija, sfery neformavo (9 pav., C).

A B C

9 pav. SHED lastelés formuoja sferas specializuotoje neurogeninéje terpéje. Lastelés buvo iSsétos
po 5000 (C), 10 000 (A, B) ir 20 000/cm? i 12 Sulinéliy mazai lipnaus plastiko lékstele (Greiner bio-
one). Naudota specializuota neurony terpé (Neurobasal A+B27+20ng/ml FGF2+20ng/ml EGF, pladiau
skyriuje Metodai). A — sfery formavimasis, 24 val. po i§s¢jimo; B — ,brandi” sfera (48 val. po
i8séjimo). Fazés kontrastas, originalus padidinimas x200 (A, B), x100 (C).
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Taip pat nustatéme, kad kultivuojant Siomis salygomis (ilgiau, kaip dvi
dienas), sferos pradeda tvirtintis prie substrato ir lastelés pradeda migruoti ant
plastiko. Manome, taip atsitinka dél to, kad sferos lastelés produkuoja
faktorius, padedancius tvirtintis prie nelipnaus substrato. Todél, siekdami
iSvengti sfery adhezijos, kas 2 dienas jas perkeldavome i nauja Sulinéli su
Sviezia terpe. Sferos nustoja augti pasiekusios mazdaug 200 pm diametra.
Mikroskopuojant ,,brandziose” sferose matomi didesnio tankio dariniai (9 pav.,
B).

Toliau prad¢jome vykdyti sekanti eksperimento etapa — SHED lasteliy
nerving diferenciacija. Siuo tikslu lastelés buvo veikiamos neuroindukcijos
terpe (Neurobasal A + B27 + 0,5 mM dibutiril-cAMP + 10 ng/ml NGF + 10
ng/ml GDNF + 10 ng/ml CNTF). Jau kita diena pradéjo ryskéti budingi lasteliy
morfologijos poky¢iai (10 pav.).

C

10 pav. SHED lasteliy neurogeninés diferenciacijos morfologiniai poZymiai. Pirma diena po
neuroindukcijos. Fazés kontrastas. Ta pati zona nufotografuota su x100 (A), x200 (B) ir x400 (C)
originaliu padidinimu.
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Pirmomis dienomis po neuroindukcijos neurony tipo lastelés atsirasdavo
grupémis. Véliau Sis procesas stabilizavosi, neurony tipo lastelés laipsniSkai
iSplito visame kultiiros pavirSiuje. Tokiomis salygomis lasteles kultivavome
apie 2 savaites. Kultiirose vizualiy lasteliy ziities pozymiy nestebéjome. [domu,
kad pra¢jus 5 dienoms po neuroindukcijos pradéjo formuotis lokalizuotos

lasteliy sankaupos, primenancios ganglijines strukttiras (11 pav.).

C

11 pav. SHED Iasteliy neurogeniné diferenciacija. Lastelés buvo kultivuotos 5 (A, B) ir 7 (C)
dienas neuroindukcijos terpéje. Ta pati lasteliu sankaupa nufotografuota x100 (A) ir x200 (B)
padidinimu. C - x200

Diferenciacijos metu lastelés igavo neuronams biidingy morfologijos
pozymiy: ovalo ar trikampio formos iSgaubtas kiinas, ilgos, atsiSakojancios
dendrity ar aksony tipo ataugos. Lastelés tarpusavyje formavo ataugu tinklus

(12 pav.).
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12 pav. SHED lasteliy neurogeniné diferenciacija. Diferencijuojanciy lasteliy morfologijos
ypatumai. Fazés kontrastas. A, B —x200; C, D — x100.

Taip pat nustatéme, kad miisy eksperimentiniame protokole naudojamas
lasteliy adaptavimas prie aplinkos be serumo, naudojant serumo pakaitala (zr. 6
pav.), pagreitina nervinés diferenciacijos procesa (13 pav.). Tai rodo, kad
adaptavimo prie terpés be serumo metu SHED Iastelés pasidaro labiau ,,imlios”
nerving diferenciacija indukuojantiems signalams. To priezastys, miisy
manymu yra dvi. Pirma, serumas yra turtingas jvairiy augimo faktoriy Saltinis.
Sie augimo faktoriai (visy pirma TGFa, TGFB, IGF) skatina
epitelio/mezenchimos peréjima (angl. epithelial-to-mesenchymal transition) ir
suteikia pranasuma mezenchiminiy pirmtaky subpopuliacijai. Pavyzdziui, buvo
parodyta, kad serumo komponentai aktyvuoja mezenchiminés diferenciacijos

programas nervinés keteros lastelése (2).
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A B

13 pav. SHED lasteliy adaptavimas prie aplinkos be serumo pagreitina neurogening
diferenciacija. A — adaptuoty lasteliu nerviné diferenciacija; B — neadaptuoty lasteliy nerviné
diferenciacija. Fazés kontrastas. Originalus padidinimas x200.

Todel, paSaling 1§ kultivavimo aplinkos serumo komponentus
susilpninome pro-mezenchiminiy signaly poveiki SHED lasteléms. Kita
priezastis, galéty biiti susijusi su efektyvesniu lieckamyju serumo komponenty
pasalinimu adaptavimo prie aplinkos be serumo metu. Panaudoj¢
automatizuota lasteliy vizualizavimo ir analizés sistema Cell-IQ gal¢jome
realiame laike stebéti ir dokumentuoti individualiy lasteliu morfologijos
poky¢ius diferenciacijos proceso metu. Naudodami $ig technologija galé¢jome
nepertraukiamai stebéti lasteles laikotarpiu iki 5 dieny. Idomu, kad
diferenciacijos proceso metu morfologiniai pokyc¢iai SHED populiacijose vyko
netolygiai, t.y. vienos lastelés jgaudavo neuronams budingus pokycius
anksé¢iau uz kitas (Video priedas Nr. 1). Sis rezultatas rodo, kad tam tikros
SHED subpopuliacijos grei¢iau ir efektyviau reaguoja | nervinés
diferenciacijos induktorius. Tai galima aiskinti dvejopai. Pirma, SHED
kultiirose yra nerviniy lasteliu pirmtaky subpopuliacija, kuri, paveikus
neuroinduktoriais diferencijuoja grei¢iau ir efektyviau uz kitas lasteles. Antra,
SHED kultiirose yra bipotentiniy (mezenchiminiy ir nerviniy) lasteliy
pirmtaky, kurie, adaptavimo prie aplinkos be serumo metu bei auginant jas
specializuotoje nerviniy lasteliy auginimo terpéje, tampa ,,imlesni” nervinés
diferenciacijos induktoriams ir todél grei¢iau igyja morfologinius pokycius,

budingus nervinéms lasteléms. Tuo tarpu, kitos, labiau mezenchimine kryptimi
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specifikuotos SHED lastelés (angl. mesenchymal fate-restricted cells)
neuronams biidingus poZymius jgauna léCiau. Mes nestebéjome zenklesnés
lasteliy proliferacijos diferenciacijos proceso metu, todél antrasis aiSkinimas
(bipotentiniai pirmtakai) geriau atspindi gautus rezultatus. Abiem atvejais,
misy duomenys patvirtina SHED populiaciju heterogeniSkuma. Kitas idomus
rezultatas, kuri gavome stebédami lasteles realiame laike yra susijgs su
griztamais kai kuriy diferencijuojanciy lasteliy morfologiniais pokyciais
(Video priedas Nr. 1). Stebéjome, kaip kai kurios neurony morfologija
igavusios lasteles veél atgaudavo fibroblastoidini fenotipa. Kai kuriais atvejais
tokios transformacijos ivykdavo keleta karty. GreiCiausiai, tai atspindi
citoskeleto persitvarkymus pradinése diferenciacijos fazése. Taip pat
nustatéme, kad diferencijuojancios lastelés daZniausiai migruoja ant Salia

esanciy monosluoksnio lasteliy pavirsiaus.

4.1.2. Kiekybinis nestino ir BIII tubulino geny mRNR ekspresijos
jvertinimas SHED lastelése

Mes taip pat kiekybiSkai iStyréme nestino ir BIII tubulino geny mRNR
ekspresija. Siam tikslui naudojome SHED ir i§ riebalinio audinio i$skirtas

MKL lasteles (R-MKL) (14pav.).

Nestino mRNR ekspresija [3-3-tubulino mRNR ekspresija

1,4

1,2

2,5
2
e 308
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S04
0.5 0,2
o 0 i i —

SHEDFVS  SHEDfvs-NB  SHED fvs-sfm- R-MEKL SHED FVS SHED fvs-NB  SHED fvs-sfm- R-MKL
NB NB

A B

14 pav. Nestino ir BIII tubulino MRNR ekspresija SHED ir R-MKL lastelése. A — Kiekybiniai
tiriamy geny mRNR ekspresijos poky¢iai buvo jvertinti atlikus realaus laiko PGR (pla¢iau skyriuje
Metodai). A — nestino mMRNR ekspresija. B — BIII tubulino mRNR ekspresija. SHED FVS — lastelés,
kultivuotos standartinémis salygomis; SHED fvs-sfm-NB — lastelés buvo adaptuotos prie aplinkos be
serumo ir kultivuotos specializuotoje nerviniy lasteliy auginimo terpéje; SHED fvs-NB — lastelés
kultivuotos specializuotoje nerviniy lasteliy auginimo terpéje, pries tai neadaptavus jy prie aplinkos be
serumo.

Reliatyvus kiekis (dRn)
Reliatyvus kiekis {dRn)
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Idomu, kad nestino geno transkripty kiekis R-MKL lastelése nedaug
skiriasi nuo SHED Iasteliy, tuo tarpu imunocitochemiSkai baltymo detektuoti
nepavyko. Taip pat nustatétme, kad SHED lastelése, kultivuotose
specializuotoje nerviniy lasteliy auginimo terpéje ir adaptuotose prie aplinkos
be serumo arba prie jos neadaptuotose (atitinkamai SHED fvs-sfn-NB ir SHED
fvs-NB), nestino geno transkripty gauséja (14 pav., A). BIII tubulino mRNR
ekspresijos lygis SHED lastelése buvo daugiau kaip deSimt karty aukstesnis
negu R-MKL lastelése (14 pav., B). Idomu, kad detektavome didelius S$io
transkripto kiekius nediferencijuotose, standartinémis salygomis kultivuotose

SHED lastelése.
4.1.3. Imunocitocheminiai nervinéms lasteléms biidingy Zymeny tyrimai

Nervinés diferenciacijos proceso efektyvuma [vertinome
imunocitochemiskai, iStyre, kaip ekspresuojami nervinéms lasteléms biidingi
zymenys. Pradzioje tyréme nediferencijuotas, standartinémis salygomis
(DMEM su 10% FVS) kultivuotas SHED lasteles. Mus domino, ar jprastinémis
salygomis auginamos SHED lastelés ekspresuoja nerviniams pirmtakams
budingus Zymenis. Tod¢l tyréme nestino baltymo ekspresija. Nestino baltymas
yra citoskeleto tarpiniy filamenty baltymas. Sis baltymas yra gausiai
ekspresuojamas neurogenezés metu (ypa¢ embrioninéje vystymosi stadijoje),
suaugusiame organizme — neurony pirmtakuose, CNS nervinése kamieninése
lastelése. Nerviniy lasteliy diferenciacijos metu jo ekspresijos lygis mazéja, jis
yra pakeiCiamas brandiems neuronams biidingais neurofilamenty baltymais
(129). Manoma, kad nestino ekspresija yra budinga ir kitoms multipotentinéms

suaugusio organizmo lasteléms (130).
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A B

15 pav. Nerviniy lgsteliy pirmtakams bei mezenchiminéms lasteléms biidingy Zymeny ekspresija
SHED ir riebalinio audinio MKL Igstelése. A — Konfokaliné mikroskopija. Standartinémis
salygomis kultivuotose SHED lastelése ekspresuojamas nestinas buvo nustatytas panaudojus
monokloninj antikiing prie§ nestina, vizualizuota panaudojus antrinius antikinus konjuguotus su Alexa
Fluor® 488 (placiau skyriuje Metodai). B — Konfokaliné mikroskopija. I§ riebalinio audinio iSskirtos
MKL lastelés buvo kultivuojamos standartinémis salygomis. Vimentino eskpresija nustatyta
panaudojus polikloninj ozkos antikiing ir vizualizuota su antriniais antikiinais konjuguotais su Alexa
Fluor® 594 (raudona). Nestino rai$ka buvo nustatingjama panaudojus monokloninj antikiing prie$
nestino baltyma ir vizualizuojama panaudojus antrinius antikinus, konjuguotus su Alexa Fluor® 488
(zalia).

Nustatéme, kad standartinémis salygomis kultivuojamos SHED lastelés

gausiai ekspresuoja nestino baltymus (15 pav., A). Idomu, kad standartiskai
kultivuotose i$ riebalinio audinio i$skirtose MKL Iastelése nestinas nebuvo
ekspresuojamas visiSkai, tuo tarpu, aiSkiai matyti mezenchiminio Zymens
vimentino baltymo ekspresija (15 pav., B). Sie duomenys gerai derinasi su
miisy hipoteze, pagal kuria, ektoderminés kilmés SHED lastelés yra artimesnés
neuronams, nei mezoderminés kilmés lastelés (Siuo atveju riebalinio audinio
MKL).

Toliau tyréme jvairiy Zzymenuy ekspresija SHED lastelése po
neuroindukcijos. Nustatéme, kad diferencijuojanc¢ios SHED lastelés, taip pat
ekspresuoja vimentina (16 pav.). Sis rezultatas yra jdomus, kadangi vimentinas
yra klasikinis mezenchiminiy lasteliu zymuo, taciau kai kurie autoriai nurodo,
kad vimentino ekspresija yra biidinga ir nervinéms kamieninéms lasteléms
(131). Mausuy rezultatai rodo, kad diferencijuojanéiose SHED lastelése

vimentino ekspresija iSlieka.
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16 pav. Vimentino ekspresija diferencijuojan¢iose SHED lastelése. Konfokaliné mikroskopija.
Diferencijuojanciose SHED lastelése ekspresuojamas vimentinas buvo nustatytas panaudojus
monoklonini antikiing prie§ vimentina, vizualizuota panaudojus antrinius antikinus konjuguotus su
Alexa Fluor® 488 (placiau skyriuje Metodai).

BIII  tubulinas yra citoskeleto baltymas, kuris selektyviai
ekspresuojamas centrings ir periferinés nervy sistemos neuronuose. Vieninteles
zinomos i§imtys — Sertoli lastelés ir kai kurios véziniy lasteliy rasys (132).
Misy duomenys rodo, kad BIII tubulino baltymas yra gausiai ekspresuojamas

SHED lastelése po neuroindukcijos (17 pav.).
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C

17 pav. Nerviniy Zymeny ekspresija SHED lastelése po neuroindukcijos. A, B — Konfokaliné
mikroskopija. SHED lastelése ekspresuojamas PBIII tubulinas buvo detektuotas panaudojus triusio
polikloninj antikling, mielino bazinis baltymas (MBP) buvo detektuotas panaudojus ozkos poliklonini
antiklina.Vizualizuota antriniais antikiiniais konjuguotais su Alexa Fluor® 488 (MBP, Zalia spalva) ir
Alexa Fluor® 594 (BIII tubulinas, raudona spalva) (placiau skyriuje Metodai). Rodyklés rodo MBP
depozitus, taip pat galimai Svano lasteles bei juy ataugas. C — padidintas nuotraukos A fragmentas.
Rodyklés rodo MBP depozitus, taip pat galimai Svano lasteles bei jy ataugas.

Taip pat tyréme mielino bazinio baltymo (MBP) ekspresija. MBP yra
vienas pagrindiniy neurony mielino apvalkalo komponenty. Periferingje nervy
sistemoje MBP sintezuoja Svano lastelés (133). 17 pav., A, B ir C matyti, kad
MBP baltymai kaupiasi depozituose, ant diferencijuojanciy nerviniy lasteliy
membrany, taip pat tam tikrose lastelése (galimai Svano) bei juy ataugose.

Svarbu, kad MBP-teigiamos lasteliy ataugos neturi BIII tubulino baltymo ir
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formuoja glaudzius kontaktus su BIII tubuling ekspresuojan¢iomis lasteléemis
(17 pav., C).

Brn3a baltymas yra transkripcijos faktorius, kuris yra gausiai
ekspresuojamas tinklainés ganglijinése lastelése, taip pat galvos ir stuburo
smegeny vystymosi metu. Manoma, kad Brn3a yra biitinas sensoriniy neurony

vystymuisi (134).

C D

18 pav. Nerviniy Zymeny ekspresija SHED lastelése po neuroindukcijos. A — Konfokaliné
mikroskopija. SHED lastelése ekspresuojamas transkripcijos faktorius Brn3a buvo detektuotas
panaudojus triusio polikloninj antikiing, GFAP baltymas buvo buvo detektuotas panaudojus ozkos
polikloninj antikiina. Vizualizuota antriniais antikiiniais, konjuguotais su Alexa Fluor® 488 (GFAP,
zalia spalva) ir Alexa Fluor® 594 (Brn3a, raudona spalva) (placiau skyriuje Metodai). Rodyklés rodo
GFAP-teigiamus, Brn3a-negiamus darinius, galimai lasteles. B — SHED lastelése ekspresuojamas
zymuo S100 buvo detektuotas panaudojus triusio polikloninj antikiing, mielino bazinis baltymas
(MBP) panaudojus ozkos polikloninj antikiing. Vizualizuota antriniais antikiiniais konjuguotais su
Alexa Fluor® 488 (MBP, Zalia spalva) ir Alexa Fluor® 594 (S100, raudona spalva). C — Periferinas,
pelés monokloninis antikiinas (zalia spalva) ir BIII tubulinas, triusio polikloninis antikiinas (raudona
spalva). D — sinaptofizinas, ozkos polikloninis antikiinas (Zalia spalva) ir BIII tubulinas, triusio
polikloninis antikiinas (raudona spalva).
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Mes nustateme, kad diferencijuojan¢ios SHED lastelés gausiai
ekspresuoja Brn3a transkripcijos faktoriy (18 pav., A). Baltymas lokalizavosi
lasteliy branduoliuose. GFAP yra citoskeleto tarpiniy filamenty baltymas,
gausiai ekspresuojamas CNS astroglijos lasteliy (astrocitai, ependimos
lastelés), taip pat, neZymiai, kai kuriuose kituose audiniuose (inksty
glomeruluose, odos keratinocituose) (135). Mes taip pat identifikavome GFAP-
teigiamus darinius (jdomu, kad Sie dariniai buvo Brn3a-neigiami)
diferencijuojanciose SHED lasteliy kultirose (18 pav., A). Toliau tyréme
zymeny, budingy periferinés ir centrinés glijos lasteléms, ekspresija
diferencijuojanciose SHED. S100 baltymo ekspresija biidinga nervinés keteros
kilmés lasteléms (Svano, melanocity ir kt.). Nustatéme silpna S100 ekspresija
diferencijuojanciose SHED Ilastelése (18 pav., B), baltymas buvo tolygiai
pasiskirstgs lasteliy citoplazmoje ir branduoliuose. Taip pat tyréme periferino
ekspresijos pokycius diferencijuojanciose lastelése (18 pav., C). Periferinas yra
[T tipo tarpiniy gijuy baltymas daugiausiai ekspresuojamas periferinés nervy
sistemos neuronuose. Misy duomenys rodo, kad diferencijuojanc¢ios SHED
lastelés perifering ekspresuoja. Taip pat nustatéme, kad periferino baltymai
lastelése issidésto kaip sankaupos, o ne kaip tarpinés gijos. Sie duomenys
patvirtina ank$¢iau publikuotus rezultatus, kad ankstyvose nerviniy lasteliy
brendimo stadijose periferino baltymai kaupiasi | agregatus, tac¢iau neformuoja
tarpiniu giju (136). Sinaptofizinas yra sinaptiniy pusleliy glikoproteinas,
gausiai ekspresuojamas nervinése ir neuroendokrininése lastelése. Mes
nustatéme sinaptofizino ekspresija diferencijuojanciose SHED lastelése (18
pav., D). Idomu, kad sinaptofizino baltymai buvo lokalizuoti tik branduolio ir
perinuklearinése srityse, struktiirose, panasiose i pusleles. Tai gali atspindéti

nepilng diferencijuojanciy SHED lasteliy subrendima.
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4.1.4. Geny ekspresijos tyrimai panaudojant komercinius PGR rinkinius

Kompleksiniams genu ekspresijos tyrimams diferencijuojanc¢iose SHED
lastelése mes panaudojome komercinius PGR rinkinius. Pagrindinis Sios
technologijos privalumas — galimybé vienu metu jvertinti 84 geny ekspresijos
poky€ius. Mes pasirinkome neurogenezés ir nerviniy kamieniniy lasteliy

(Neurogenesis and Neural Stem Cell array (PAHS-404A) bei zmogaus

cAMP/Ca2+ signaliniy keliu (Human cAMP/Ca2+ PathwayFinder array
(PAHS 066A) tyrimams skirtus rinkinius.

Pakitimas Kartai Pakitimas Kartai
Acetilcholinesterazé 1 ++ JUND 1 +
Aden02|_no A2a T ot MAF T oy
receptorius
Amfiregulinas 1 +++ Midkinas 1 ++
Apolipoproteinas E 1 +++ Netrinas 1 1 ++
ATF-3 1 ++ Neurony pentraksinas 1 | | +++
BMP2 1 ++ Noggin ! ++
Nuo cikliny
priklausomos kinazés | 1 + Notch 2 0 +
inhibitorius 2B (p15)
CREM 1 + NR4A2 (Nurrl) 1 o+
CREB1 1 i ODZ1 (teneurinas 1) 1 Ak
DLL1 1 +++ Pleiotrofinas 1 ++
2Dopam|no receptorius T oy Proenkefalinas T iy
EGR 1 (Krox24) 1 ++ Prolaktinas 1 ++
EGR 2 (Krox20) 1 + Retikulonas 4 ( Nogo) | | +
Efrinas-B1 1 + Sekretograninas 2 0 ++
FOS 1 +++ Semaforinas-4D 1 ++
FOSB ] it Somatos_tatino T it

receptorius 2

HEY1 1 ++ Somatostatinas 1 +++
HEY?2 1 ++ STAT3 1 +
HES1 B ++ TGF B-3 1 +++
JUNB ) ++ Tirozino hidroksilaze ) +++

3 lentelé. Geny ekspresijos pokyciai SHED lasteliy nervinés diferenciacijos metu. Realaus laiko
PGR buvo atlikta MX3005P® (Stratagene) aparatu. Naudojome neurogenezés ir nerviniy kamieniniy
lasteliy (Neurogenesis and Neural Stem Cell array (PAHS-404A) PGR rinkinj (SABiosciences, A
QIAGEN company). Gauti rezultatai analizuojami panaudojant RT? Profiler PCR Array Data Analysis
programinge jranga (versija 3.5, QIAGEN). ,+”- atspindi geno ekspresijos padidéjima
diferencijuojanciose SHED lastelése lyginant su nediferencijuotomis daugiau, kaip 2 kartus; ,,+ +”-
>10 karty; ,,+ -+ +7- > 100 karty.
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I§ viso 1vertinome 168 geny ekspresijos pokycCius nediferencijuotose ir

diferencijuotose SHED lastelése. Nustatéme, kad 110 geny raiska pakito

daugiau nei du kartus: 90 buvo padidéjusi, 20 — sumazéjusi. Be to, 18 ju, 41

geno raiSka padidéjo, o 4 sumazejo daugiau nei 10 karty.
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19 pav. Genuy ekspresijos poky¢iai SHED lasteliy nervinés diferenciacijos metu. Realaus laiko

PGR buvo atlikta MX3005P® (Stratagene) aparatu. Naudojome neurogenezeés ir nerviniy kamieniniy
lasteliy (Neurogenesis and Neural Stem Cell array (PAHS-404A) PGR rinkinj (SABiosciences, A

QIAGEN company). Gauti rezultatai analizuojami ir geny aktyvumo zemélapis (heatmap) sudarytas

panaudojant RT? Profiler PCR Array Data Analysis programing jranga (versija 3.5, QIAGEN).
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3 lentel¢je pateikiame kai kuriy geny ekspresijos pokycius
diferencijuojanciose SHED lastelése (pilnas genu sarasas pateikiamas 19 pav.
ir 20 pav.).

Diferencijuotose =~ SHED lastelése reikSmingai padidé¢jo geny,
reguliuojanciy neuromediatoriy sintez¢ ir degradacija (tirozino hidroksilazes,
792 kartus; acetilcholinesterazés, 33 kartus) raiska. Taip pat nustatéme stipry
ALK tirozino kinazés ligandu, kuriuos sekretuoja proliferuojantys simpatiniai
neuronai, geny raiSkos padidéjima (midkino, 30 karty; pleiotrofino, 27 kartus).
Diferencijuotose SHED lastelése labai pagauséjo transkripty, koduojanciy
neuropeptidus, kurie yra svarbiis neurony ir neuroendokrininiy lasteliy saveikai
(somatostatino, 11792 kartus; somatostatino receptoriaus 2, 17 Kkarty;
proenkefalino, 23 kartus, prolaktino, 33 kartus). Taip pat, Zymiai padidéjo
sekretogranino 2 raiSka (27 kartus).

Transkripcijos faktoriy FOS, FOSB, JUNB ir JUND ekspresija
diferencijuojanciose SHED Ilastelése taip pat padidéjo (atitinkamai 1450, 998,
29 ir 6 kartus). Sie faktoriai dalyvauja formuojant kompleksa AP-1 ir yra
svarbiis lasteliy proliferacijos ir diferenciacijos reguliatoriai.

Diferencijuojanciose SHED lastelése taip pat didéja nuo cAMP
priklausomy transkripcijos faktoriy ATF-3, CREM ir CREBI raiska
(atitinkamai 41, 5, 3 kartus).

Taip pat nustatéme, kad nuo cikliny priklausomos kinazes inhibitoriaus
2B (pl5) raiSka padidejo 6 kartus. pl5 baltymas veikia, kaip pagrindinis
efektorius sustabdant lastelés cikla po poveikio TGF 3 (137).

Misy duomenys rodo, kad diferencijuojan¢iose SHED lastelése didéja
BMP signalinio kelio komponenty raiSka (TGF B-3, 113 karty; BMP2, 26
kartai). Tuo tarpu Noggin, kuris jungiasi su TGF B Seimos ligandais ir veikia
kaip BMP signalinio kelio inhibitorius, raiSka zymiai sumaz¢jo (83 kartus).

Tai pat nustatéme, kad diferenciacijos metu did¢ja Notch signalinio
kelio komponenty ekspresija (Notch 2, 4 kartus; DLL1, 129 kartus; HES1, 24
kartus; HEY1, 34 kartus; HEY2, 27 kartus).
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Amfiregulino ekspresija padidéja 684 kartus. Sis augimo faktorius
skatina astrocity, Svano ir nerviniy kamieniniy lasteliy proliferacija.
Adenozino A2a receptoriaus geno raiSka diferencijuojanciose lastelése
padidéjo 11 karty. Sis receptorius dalyvauja aktyvuojant adenilil ciklaze,
padidina vidulastelinio cAMP kiekj ir yra gausiai ekspresuojamas bazaliniuose
ganglijuose (138).

Dopamino receptoriu 2 koduojancio geno ekspresija padidéjo 55 kartus.
NR4A2 geno (taip pat Zinomo, kaip Nurrl) ekspresija padidéjo 174 kartus.
Nurrl transkripcijos faktorius yra svarbus dopaminerginiy neurony
diferenciacijos reguliatorius (139).

Apoliproteino E raiSka diferencijuojanciose SHED padidéjo net 2905
kartus. Sis baltymas yra susijes su astrocitine glija centrinéje nervy sistemoje ir
nemielinizuojancia glija periferinéje nervy sistemoje. Apolipoproteinas E yra
svarbus reguliuojant nervinio audinio atsaka i pazeidima (140).

Diferencijuotose SHED lastelése sumazéjo neurony pentraksino 1
(NPTX1) geno ekspresija (110 karty). Sis genas yra svarbus neurony
mitochondrinio transporto ir apoptozes reguliatorius.

ODZ1 geno (taip pat zinomo, kaip teneurinas 1) raiSka stipriai padidé¢jo
(99 kartus). Teneurinai tai transmembraniniai baltymai, kurie yra aksony
augimo koordinavimui, taikinio atpazinimui ir sinaptogenezei svarbiis
veiksniai (141). Netrinas 1 yra kitas aksony augimui bei neurony migracijai
svarbus veiksnys, jo raiSka diferencijuoijanciose SHED padidéjo 27 kartus.

Taip pat nustatéme, kad padid¢jo geno, koduojanc¢io MAF transkripcijos
faktoriy raiska (51 Kkartas). Sis transkripcijos faktorius yra svarbus
mechanosensoriniy neurony reguliatorius (142).

Misy duomenys rodo, kad diferencijuojanc¢iose SHED lastelése Zenkliai
padidéja transkripcijos faktoriy Krox24 ir Krox20 raiska (atitinkamai 28 kartai
ir 9 kartai). Sie genai yra pagrindiniai mielinizuojanéiy ir nemielinizuojanéiy

Svano lasteliy diferenciacijos reguliatoriai.
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Visualization of log2(Fold Change) (PAHS-066)
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20pav. Geny ekspresijos poky¢iai SHED lasteliy nervinés diferenciacijos metu. Realaus laiko PGR
buvo atlikta MX3005P® (Stratagene) aparatu. Naudojome zmogaus cAMP/Ca2+ signaliniy keliy
(Human cAMP/Ca2+ PathwayFinder array (PAHS-066A) rinkini (SABiosciences, A QIAGEN
company). Gauti rezultatai analizuojami ir geny aktyvumo Zemélapis (heatmap) sudarytas panaudojant
RT? Profiler PCR Array Data Analysis programing jranga (versija 3.5, QTAGEN).
Apibendrinus geny ekspresijos tyrimy duomenis diferencijuojanciose
SHED lastelése isryskejo Sios pagrindinés tendencijos:
1. Did¢ja geny, regulivojanciy neuromediatoriy sinteze ir degradacija
(tirozino hidroksilaze, acetilcholinesteraze) raiska.
2. Aktyvuojami BMP (TGF B-3 ir BMP2, Noggin raiska slopinama) ir Notch

(Notch 2, DLL1, HES1, HEY1, HEY?2) signaliniai keliai.

73



3. Indukuojami genai, kuriy aktyvumas yra biidingas dopaminerginiams
(Dopamino receptorius 2, Nurrl, tirozino hidroksilazé) bei simpatiniams
(midkinas, pleiotrofinas) ir sensoriniams (MAF) neuronams.

4. Indukuojami genai, kuriy aktyvumas yra biidingas periferinés nervy
sistemos mielinizuojan¢ioms ir nemielinizuojan¢ioms glijos lasteléms
(apoliproteinas E, Krox24, Krox20).

Taigi, mes sukiréme ir iSbandéme nauja pakopini SHED Ilasteliu
nervingés diferenciacijos protokola. Miisy duomenys rodo, kad panaudojus §i
protokola SHED lastelés diferencijuoja neurony ir glijos kryptimis, t.y.
formuojasi misrios lasteliy kultiros sudarytos i§ neurony ir glijos elementy.
Todél ateityje Sis In vitro eksperimentinis modelis galés biiti taikomas
detaliems neurony ir glijos specializacijos bei saveikos tyrimams.
Kompleksiniai genuy ekspresijos tyrimai taip pat atskleidé naujy ir idomiy
désningumy. Nustatéme, kad diferencijuojanciose SHED Iastelése yra
aktyvuojami BMP ir Notch signaliniai keliai. Tai atveria naujas galimybes

tiriant $iy signaliniy keliy svarba neurony ir glijos diferenciacijos procesui.

4.2. SHED kultivavimas bioreaktoriuje

SHED Iasteles kultivavome dvejopai — iprastiniu biidu (kultivavimo
induose) ir panaudodami turima bioreaktoriy Biolevitator (Hamilton) bei
mikronesiklius. Naudojant pastaraja technologija labai padidéja pavirSiaus, prie
kurio gali jungtis adhezinés lastelés, plotas. Todél, tame paciame maitinimo
terpés turyje galima kultivuoti net iki 100 karty daugiau lasteliu. Tai leidZia
surinkti santykinai didesnius lasteliy produkuojamy veikliyju medziagy
kiekius. Kitas labai svarbus privalumas — lastelés auginamos trimatéje
aplinkoje, kuri geriau imituoja fiziologines salygas.

Nustatéme, kad SHED lastelés pakankamai gerai kimba su laminino
sluoksniu padengtais mikroneSikliais. Per pirma kultivavimo bioreaktoriuje
savait¢ lastelés intensyviai proliferuoja ir visiSkai padengia mikroneSikliy

pavirsiy.
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21 pav. SHED lasteliy kultivavimas bioreaktoriuje ant mikroneSikliy. SHED Iastelés buvo
kultivuojamos ant lamininu dengty mikronesikliu (Global Cell Solutions), panaudojant bioreaktoriy
Biolevitator (Hamilton), terpéje be serumo MSC Nutristem XF Medium (Biological Industries). A —
Sviesiné mikroskopija, fazés kontrastas, originalus padidinimas x400; B — tas pats regéjimo laukas
panaudojant fluorescencing mikroskopija, lasteliy DNR dazyta Hoechst 33342 (suzadinimas — 350 nm,

emisija — 460 nm), originalus padidinimas x400. Rodyklés rodo i kai kurias lasteles ir jy branduolius.

Tesiant kultivavima, mikroneSikliai pradeda formuoti lastelémis padengtus
mikroagreagtus (21 pav.). Misy skai¢iavimais, ant vieno mikronesiklio
maksimaliai ,,telpa‘‘ apie 130 lasteliy. Tokiu budu, jeigu 50 ul suspensijos yra

10 mikroneSikliy, tai 30 ml lasteliy suspensijos yra apie 8 milijonai lasteliy.

VIMENTIN
DAPI

22 pav. SHED ant mikroneSikliy. Konfokaliné mikroskopija. Aktinas dazytas faloidinu, konjuguotu su
Alexa Fluor® 594 (raudona). Vimentino raiska nustatyta panaudojus monoklonini antikiing prie§ vimentino
baltyma ir vizualizuota su antriniais antikiinais, konjuguotais su Alexa Fluor® 488 (zalia). Taip pat dazyti
lasteliy branduoliai (Zydra, dazyta su DAPI).
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Idomu, kad lastelés ant mikroneSikliy agregaty pradéjo formuoti
daugybinius sluoksnius (angl. multilayers). Taip pat nustatéme vimentino
ekspresijos sumazéjima ant mikroneSikliy augintose lastelése (22 pav.).
Vimentinas yra mezenchiminiy lasteliy zymuo, paprastai $is baltymas gausiai
ir homogeniskai ekspresuojamas jprastiniu biidu kultivuojamose SHED
kultirose. Todél manome, kad vimentino ekspresijos sumazéjimas SHED
lastelése, augintose ant mikrosfery, gali atspindéti lasteliu fiziologijos
pasikeitimus. [domu, kad, literatiiros duomenimis, ,,mezenchiminio-epitelinio
peréjimo‘‘ (angl. mesenchymal to epithelial transition) metu vimentino
ekspresija mazéja (142).

Mes taip pat tyréme, kaip kultivavimas ant mikronesikliy itakoja SHED
lasteliy sekretomo sudéti, Siuo tikslu buvo atlikti proteominiai tyrimai (Zr.

zemiau).

4.3. Diferencinio centrifugavimo metu gauty frakcijy tyrimai

Toliau tyréme, kaip kinta SHED sekretomo komponenty sudétis
skirtingose frakcijose, gautose panaudojant diferencini centrifugavima. Siuo
tikslu palyginome skirtingy frakciju baltymuy sastata (23 pav., A, B). Miisy
duomenys rodo, kad yra akivaizdiis skirtumai tarp ekstravezikulinés
(supernatantai po 300 g, 2000 g, 20 000 g ir 100 000 g) ir vezikulinés
(mikrovezikuliy nuosédos po 20 000 g ir egzosomy nuosédos po 100 000 g)
frakcijy. Paraleliai su supernatanty frakcijomis analizavome ir jas
produkavusiy lasteliy lizatus. Misy rezultatai rodo, kad naudojama
diferencinio  centrifugavimo  metodika padeda efektyviai  atskirti

ekstravezikulines ir vezikulines supernatanto frakcijas.
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A ) B

23 pav. Baltymy sastato palyginimas skirtingose frakcijose, gautose panaudojant diferencinj
centrifugavima. Baltymai isskirti i§ skirtingy diferencinio centrifugavimo metu gauty supernatanto
frakcijy, taip pat i§ lasteliy lizaty buvo frakcionuoti elektroforetiSkai 10% poliakrilamidiniuose
gelivose (SDS/PAGE) ir dazyti su koloidiniu Coomassie Blue dazu (PageBlue, Thermo Fisher
Scientific) (A) arba sidabru (PageSilver, Thermo Fisher Scientific) (B) pagal gamintoju nurodymus.
Méginiy leidimo tvarka A: Supernatantai po 300 g — 1; 2000 g — 2; 20000 g — 3; pirmo 100 000 g
centrifugavimo — 5; antro 100 000 g centrifugavimo — 6; 4 — nuosédu frakcija po 20 000 g
(mikrovezikulés); 7 — nuosédy frakcija po 100 000 g (egzosomos); 8 — MKL lasteliy lizatas; 9 —
egzosomy frakcija, i$skirta panaudojus Total exosome isolation reagent i§ Life Technologies. 10 —
molekulinés masés standartas. B: Supernatantai po 300 g — 1; 2000 g — 2; 20 000 g — 3; pirmo 100 000
g centrifugavimo — 5; antro 100 000 g centrifugavimo — 6; 4 — nuosédy frakcija po 20 000 g
(mikrovezikulés); 7 — nuosédy frakcija po 100 000 g (egzosomos); 8 — molekulinés masés standartas.
9 ir 10 — MKL lasteliy lizatai.

Savo eksperimentams taip pat naudojome komercini egzosomy
iSskyrimo rinkini. Miisy rezultatai (23 pav., A, 9 takelis) rodo, kad naudojant $i
rinkinj i$skirtose egzosomy frakcijose, buvo like¢ daug supernatanto frakcijai
bidingy baltymy (ypa¢ 60 kDa srityje, atitinkanc¢ioje serumo albumino
molekulini svori), todé¢l toliau eksperimentams naudojome tik diferencinio
centrifugavimo metoda.

Siekdami patvirtinti, kad iSskyréme specifiSkas egzosomy frakcijas
tyréme egzosomoms biidingy zymeny ekspresija. Savo tyrimams, kaip zymeni
pasirinkome MFG-ES8 baltyma, kuris pagal literatiiros duomenis specifiskai
kaupiasi egzosomose (143).
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24 pav. Specifiniy egzosomy Zymeny identifikavimas skirtingose frakcijose, gautose panaudojant
diferencinj centrifugavima. Baltymai, iSskirti i§ skirtingy diferencinio centrifugavimo metu gauty
supernatanto frakcijy, taip pat i§ lasteliy lizaty, buvo frakcionuoti elektroforetiskai 10%
poliakrilamidiniuose geliuose (SDS/PAGE) ir pernesti ant PVDF membranos. Monokloninis pelés
antiktinas prie§ MFG-ES8 pirktas i§ Santa Cruz Bioetchnologies (sc-271574). 1 — egzosomy frakcija,
i§skirta panaudojus Total exosome isolation reagent i§ Life Technologies reagenta; 2 — MKL lasteliy
lizatas; 3 — egzosomy frakcija; 4 — supernatantas po antro 100 000 g centrifugavimo; 5 — supernatantas
po pirmo 100 000 g centrifugavimo; 6 — nuosédos po 20 000 g (mikrovezikuliy frakcija); 7 —

supernatantas po 20 000 g centrifugavimo; 8 — supernatantas po 2000 g centrifugavimo; 9 —

supernatantas po 300 g centrifugavimo; 10 — molekulinés masés standartas.

Misuy duomenys rodo, kad MFG-E8 baltymas kaupiasi egzosomy
frakcijoje (24 pav.). Idomu, kad mikrovezikuliy frakcijoje taip pat
identifikavome nedidelius MFG-ES8 baltymo kiekus.

4.4. Baltymy identifikavimas egzosomose bei ekstravezikulinéje SHED

frakcijose

Taip pat vykdéme proteominius egzosomy ir supernatanty
ekstravezikulinés frakcijos (diferencinis centrifugavimas nr. 3) tyrimus. Miisy
ziniomis SHED lasteliy egzosomy tyrimai iki §iol nebuvo atlikti. Siam tikslui

panaudojome supernatantus surinktus nuo lasteliy, kurios buvo augintos
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standartinémis salygomis ir bioreaktoriuje. Abiem atvejais naudojome tokia
pacia terpe be serumo (MSC Nutristem XF Medium, Biological Industries).
Tirdami egzosomas, i8skirtas 1§ standartinémis salygomis kultivuoty SHED, 18§
viso identifikavome 80 baltymuy (Zr. Priedas Nr. 2). Tuo tarpu, egzosomose,
kurios buvo iSskirtos i§ supernatanty surinkty nuo bioreaktoriuose auginty
lasteliy pavyko identifikuoti 60 baltymu (zr. Priedas Nr. 3). [domu, kad tik 28
identifikuoti baltymai buvo vienodi abiejose tyrimuy grupése. Sis rezultatas
rodo, kad kultivavimas bioreaktoriuje ant mikrosfery gali zenkliai jtakoti
SHED produkuojamy egzosomy sudét;.

MFG-E8 baltyma taip pat identifikavome abieju tyrimy grupiu
egzosomose. Sis rezultatas buvo validuotas atlikus imunoblotingo
eksperimentus (24 pav.). Mes taip pat nustatéme, kad didzioji dalis miisy
identifikuoty baltymy taip pat yra publikuojami vesiclepedia duomeny bazéje

(http://microvesicles.org/index.html). Identifikuotus baltymus pagal ju

funkcija lasteléje galima suskirstyti | kelias grupes.

Citoskeleto baltymai. Tai visy pirma aktinas, jvairiy tipu keratinai
(KRT1, KRT2, KRT5, KRT9, KRT10, KRT14, KRT6A). Zinoma, kad jvairiy
tipu keratinai daZznai identifikuojami egzosomose ir tai néra iSorinés
kontaminacijos padarinys. Mes taip pat identifikavome miristoilinta alaninu
praturtinta C kinazés substrata (Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate
OS=Homo sapiens GN=MARCKS). Sio baltymo mes neaptikome vesiclepedia
duomeny baz¢je. Svarbu, kad MARCKS baltyma pavyko identifikuoti abiejose
tyrimo grupése, taip pat, Sio baltymo identifikacijos patikimumo lygis buvo
aukstas. MARKCS baltymas yra baltymy kinazés C substratas, jis taip pat
jungiasi su kalmodulinu, aktinu ir sinapsinu, taip pat suriSa polimerizuoto
aktino skaidulas (144) .

Baltymai, dalyvaujantys signalo perdavime. Aneksiny Seimos
baltymai (A1, A2, A5, A6). Tai nuo kalcio priklausomi, fosfolipidus jungiantys
baltymai, pasizymi fosfolipazés A2 inhibavimu, prieSuzdegiminiu veikimu.
Aneksinai taip pat yra svarbiis endocitozés ir egzocitozés reguliatoriai (145).

Kitas baltymas, kurio identifikacijos patikimumo lygis buvo aukstas abiejose
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eksperimentinése grupése buvo Brain acid soluble protein 1 (BASP1). Tai
multifunkcinis baltymas asocijuotas su plazminés membranos lipidu salomis
(angl. lipid rafts), taip pat dalyvauja kalcio/kalmodulino signalo perdavime.
Neseniai parodyta, kad S$is baltymas taip pat gali veikti kaip kai kuriuy
protoonkogeny korepresorius (146). Su neuroblasty diferenciacija susijusi
baltyma (angl. neuroblast differentiation-associated protein) identifikavome
tik standartinémis salygomis auginty lasteliy egzosomose. Sis baltymas yra
svarbus judrumo reguliatorius, taip pat veikia kaip karkasas (angl. scaffold)
makromolekuliniams kompleksams tarp baltymuy kinazés C (PKC),
fosfolipazés C ir ERK kinaziy. Kalmodulinas — universalus kalcio signalinio
kelio reguliatorius, buvo identifikuotas abiejose eksperimentinése grupése.
Taip pat identifikavome baltyma dermiciding, kuris gali biti svarbus toliau
tirlant galima terapini SHED egzosomy panaudojima. Dermicidinas yra
sekretuojamas baltymas, pasizymintis antibakterinémis ir neuroprotekcinémis
savybémis (147). Ateityje ketiname patvirtinti dermicidino buvima
egzosomose panaudoj¢ imunoblotingo metoda.

Baltymai, dalyvaujantys metabolizmo reguliacijoje.
Triozofosfatizomerazeé, gliceraldehidfosfatdehidrogenazé, piruvato kinazés
izoenzimai M1/M2. Idomu, kad Siuos metabolinius fermentus pavyko
identifikuoti tik standartinémis salygomis auginty lasteliy egzosomose.

Molekuliniai Saperonai. HSPA2 (standarinés salygos), HSPA4
(bioreaktorius).

Kiti ,,jdomis‘‘ baltymai. LINE-1 transpozazés domena turintis
baltymas-1 (LINE-1 type transposase domain-containing protein 1). Tai RNR
jungiantis baltymas, kuris siejamas su kamieniniy lasteliy pliuripotentiSkumo
palaikymu (148). Galimybé, kad egzosomos galéty pernesti $i baltyma |
lasteles-taikinius yra intriguojanti, taciau prie§ pradedant tyrinéti §i fenomena
placiau reikia patvirtinti proteominiy tyrimy rezultatus kitais metodais (visuy
pirma imunoblotingas). CD44 aptikome abiejose eksperimentinése grupése, tai

hialuronano receptorius, kuris gali buti svarbus egzosomy saveikai su kitomis
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lastelémis ar tarplasteliniu uzpildu. CD44 taip pat yra itrauktas i vesiclepedia
duomeny baze.

Mes taip pat vykdéme abiejy tirlamyju grupiy supernatanty
ekstravezikulinés frakcijos (diferencinis centrifugavimas nr.3) tyrimus (Zr.
Priedai Nr. 4 ir Nr. 5). Standartinémis salygomis kultivuoty lasteliu
supernatantuose identifikavome 19 baltymy, 1§ kuriy 8 identifikacijos
patikimumo lygis buvo gana aukstas. Bioreaktoriuose kultivuoty lasteliy
supernatantuose identifikavome 24 baltymus (5 auksto patikimumo).
Pazymeétina, kad abiejose grupése tarp su aukStu patikimumu identifikuoty
baltymuy didziagja dali sudaré ,,standartiniai‘‘ terpés komponentai (serumo
albuminas, haptoglobinas, serotransferinas, fibronektinas, transhiretinas). Sie
duomenys rodo, kad terpés komponentai galimai ,,maskuoja‘‘ minorinius MKL

sekretomo baltymus.

4.5. SHED sekretuojamy egzosomy poveikis 6-OHDA sukeltai Zmogaus

dopaminerginiy neurony apoptozei

Pastaryjy mety tyrimai rodo, kad danty pulpos MKL pasiZzymi
neuroprotekcinémis savybémis. Taciau dabartiniu metu néra zinoma, kokie
parakrininiai veiksniai lémé apraSytus terapinius efektus, taip pat nebuvo
nustatyta vezikuliniy sekretomo komponenty svarba Siuose procesuose. Todél
mes tyréme, kaip SHED lasteliy egzosomos ir mikrovezikulés jtakoja 6-OHDA
indukuotos apoptozés procesa zmogaus dopaminerginiuose neuronuose. SHED
lastelés buvo kultivuojamos dvejopai — iprastiniu biidu (kultivavimo induose)
bei panaudojant bioreaktoriy Biolevitator (Hamilton) ir mikronesiklius. Abiem
atvejais buvo naudojama komerciné terp¢ be serumo komponenty MSC
Nutristem XF Medium (Biological Industries). 6-OHDA indukuojama
apoptoze buvo monitoruojama realiame laike, panaudojant aktyvuoty kaspaziy
3 ir 7 fluorogeninj substrata.

Nustatéme, kad 6-OHDA greitai ir efektyviai indukuoja apoptoze

dopaminerginiuose neuronuose (25 pav., video priedas Nr. 6). Apoptuojanciy

81



6-OHDA+ 6-OHDA+ 6-OHDA+
Kontrol¢ 6-OHDA 2D egzosomos 3D egzosomos mikrovezikulés

0 val.

2 val.

4 val.

11 val.

25. pav. 6-OHDA ir egzosomy bei mikrovezikuliy poveikis dopaminerginiams neuronams.

Apoptuojanciy lasteliu kiekis kultirose pradéjus dokumentuoti ir praéjus 2, 4 ir 11 val. Lastelés

veiktos: PBS (kontrol¢), vien tik 6-OHDA, 6-OHDA kartu su egzosomomis i§ standartinémis

salygomis auginty SHED (6-OHDA + 2D egzosomos), egzosomomis i§ trimatéje aplinkoje auginty

SHED (6-OHDA + 3D egzosomos) ir mikrovezikulémis (6-OHDA+mikrovezikulés). Apoptotinés

lastelés Sviecia zaliai.

lasteliy skaiCius augo per visa stebéjimo laikotarpi (25 pav. ir 26 pav.).
Registravome apoptuojanciuy lasteliy skaiCiaus padvigubéjima kas keturias
valandas. [domu, kad egzosomos, iSskirtos i§ SHED lasteliy, kultivuoty
tradiciniu biidu, Zenkliai paskatino neurony apoptoze (25 pav., 26 pav., video
priedas Nr. 7). Siomis salygomis, apoptuojanéiy lasteliy skaiGius buvo apie
50% didesnis, nei kulttirose, veiktose su vienu 6-OHDA (26 pav.). Nepaisant
to, abiem atvejais stebéjome panasia apoptotinio atsako dinamika. Tuo tarpu,
vienos egzosomos (be 6-OHDA) neturéjo zenklesnio poveikio neurony
apoptozei (26 pav). Todél manome, kad egzosomos, isskirtos i§ SHED lasteliy
kultivuoty tradiciniu  biidu, galéty veikti kaip savotiSki neurony

sensibilizatoriai, padidinantys ju jautruma 6-OHDA. Mes toliau tyréme, kaip 6-

OHDA indukuojamos apoptozés procesa veikia mikrovezikulés, kurios buvo



i§skirtos 1§ SHED lasteliy auginty bioreaktoriuje, ant lamininu dengty
mikroneSikliy (25 pav., 26 pav., video priedas Nr. 8). Nustatéme, kad
mikrovezikulés labai nezymiai slopino 6-OHDA indukuotos apotozés procesa
pradinése stadijose, tacCiau véliau, 17-18 val., apoptuojanciy lasteliy skai¢ius

susilygino su vien tik 6-OHDA veiktomis neurony kultiiromis.
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26 pav. Skirtingai veikty dopaminerginiy neurony apoptozé laike. Diferencijavusios ReNcell
lastelés 2 val. buvo veiktos 100 uM 6-OHDA, tuomet terpé buvo nusiurbta ir uzpilta §viezia terpé su
PBS (kontrolé), egzosomomis i§ jprastomis salygomis kultivuoty SHED (2D egzosomos + OHDA),
egzosomomis i§ ant lamininu dengty mikronesikliy kultivuoty SHED (3D egzosomos + OHDA) arba
mikrovezikulémis. Atitinkamos mikrovezikulinés frakcijos uzpiltos ant 6-OHDA neveikty lasteliy.
Lasteliy apoptozé buvo vizualizuojama panaudojant lasteliy apoptozés detekcijos reagenta CellEvent™
Caspase-3/7 green (placiau skyrelyje ,,Metodai*). Apoptotinés lastelés buvo skai¢iuojamos kaip atskiri
taskai, panaudojant ImageMaster 2D Platinum 7.0 programing iranga. Dokumentavimo trukmé —
20val., kadrus fiksuojant kas 10 min.

Vienos mikrovezikulés neturéjo Zymesnés itakos lasteliu apoptozei. Tuo
tarpu egzosomu frakcijos, iSskirtos 1§ ty paciu supernatanty (SHED lastelés
augintos bioreaktoriuje, ant lamininu dengty mikronesikliy) dramatiskai
sumazino apotuojanciy lasteliy skaic¢iy 6-OHDA veiktose dopaminerginiy
neurony kultirose (25 pav., 26 pav., video priedas Nr. 9). Apoptuojanéiy
lasteliy skaiCius buvo mazesnis apie 80% nei vien tik 6-OHDA veikty neurony
kultiirose ir buvo mazdaug tokiame pat lygyje, kaip kontrolinése kultiirose

(PBS, vien tik egzosomos, ar mikrovezikulés).

83



Sie duomenys rodo, kad egzosomos, i$skirtos i§ SHED lasteliu, auginty
bioreaktoriuje ant lamininu dengty mikroneSikliy, slopina 6-OHDA
indukuojama Zzmogaus dopaminerginiy neurony apoptoze.

Misy rezultatai turi potencialiai didele taikomaja reikSme¢. SHED
sekretuojamy egzosomuy panaudojimas galéty tapti vertinga alternatyva
Iprastiems transplantacijos metodams. Pagrindinis privalumas yra saugumas,
kadangi, naudojant egzosomas, i§vengiama su tiesiogine lasteliy transplantacija
susijusiy problemy (piktybinés transformacijos, vézi skatinan¢iy poveikiy,
lasteliy diferenciacijos nepageidaujama kryptimi, gausaus transplantuoty
lasteliy praradimo ir kt.). Be to, skirtingai nei lastelés, egzosomos yra
paprastesnés sistemos, todél jomis lengviau manipuliuoti bei pritaikyti plataus
masto klinikiniam panaudojimui. Naujos neurodegeneraciniy sutrikimy
gydymo strategijos paprastai susiduria su selektyvaus hematoencefalinio
barjero pracinamumo problema. Siuo aspektu, kaip terapinio poveikio
priemone, egzosomos turi dideli privaluma, kadangi jos lengvai pereina
hematoencefalini barjera (149). Panaudojus geny inzinerijos metodus, galima
taip sukonstruoti egzosomas, kad jos patekty tik 1 neuronus ar net i specifines
neurony populiacijas  (149). Sie metodai ateityje padéty iSvengti
neurochirurginiy intervencijy, leisty panaudoti egzosomas, kaip intraveninius,
ar netgi geriamus vaistinius preparatus.

Mes pateikiame naujus duomenis, kurie rodo, kad SHED lasteliy
egzosomos pasizymi neuroprotekcinémis savybémis. Misy rezultatai
potencialiai gali biiti panaudoti naujy terapiniy strategiju skirty Parkinsono

ligos gydymui kiirimui.
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5.ISVADOS

1. Zmogaus pieninio danties pulpos kamieninés lastelés (SHED) pasizymi
nerviniy lasteliy pirmtakams biidingomis savybémis (nestino ir BIII tubulino
geny bei nestino baltymo ekspresija).

2. Imunocitocheminiai ir genu ekspresijos tyrimai patvirtina, kad naudojant
misy sukurta nauja pakopini SHED nervinés diferenciacijos protokola
formuojasi miSrios lasteliy kultiros sudarytos i§ neurony ir glijos elementy.

3. Tirdami egzosomas, iSskirtas 1§ iprastomis salygomis kultivuoty SHED, 1§
viso identifikavome 80 baltymu, tuo tarpu, egzosomose, kurios buvo isskirtos
1§ supernatanty, surinkty nuo bioreaktoriuose auginty lasteliy, identifikavome
60 baltymy. Abiejose tyrimy grupése buvo identifikuoti tik 28 vienodi
baltymai. Sie duomenys rodo, kad kultivavimo aplinka ijtakoja SHED
sekretuojamy egzosomy proteoma.

4. Standartiniu biidu auginty SHED sekretuojamos egzosomos didina Zmogaus
dopaminerginiy neurony jautruma 6-hidroksidopaminui (6-OHDA).

5. Bioreaktoriuje ant lamininu dengty mikrone$ikliy auginty SHED
sekretuojamos egzosomos (bet ne mikrovezikulés) slopina 6-OHDA indukuota

zmogaus dopaminer@iniy neurony Ziitj.
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