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 KOPSAVILKUMS 

No cilvēka ādas izdalītas mezenhimālās cilmes šūnas (MCŠ) ir multipotentas šūnas ar 

potenciālu pielietojumam klīniskajos pētījumos. Lai novērtētu ilgtermiĦa in vitro pavairošanas 

ietekmi uz dermālo MCŠ kultūrām, tika pārbaudīta kariotipa stabilitāte, TERT, diferenciācijas 

marėieru un ar apoptozi saistītu gēnu ekspresijas izmaiĦas pēc 5, 25 un 50 populācijas 

dalīšanās reizēm (PD). Papildus tika pilnveidota laboratorijā izmantotā ilgtermiĦa 

krioprezervācijas metode. 

Pēc PD50 šūnas saglabāja normālu kariotipu, neuzsāka TERT ekspresiju, bet 

pakāpeniski palielinājās apoptozes līmenis kultūrās. Diferenciācijas marėieru ekspresijas 

panelī tika novērotas ar ar atsevišėām MCŠ kultūrām (iegūtas no atšėirīgiem indivīdiem) 

saistītas variācijas. Glicerīns tika atzīts par nepiemērotu krioprotektantu ilgtermiĦa 

krioprezervācijā. 

Darbs izstrādāts Latvijas Universitātes Bioanalītisko un biodozimetrisko metožu 

laboratorijā no 2010. gada jūnija līdz 2011. gada maijam. 

 

Atslēgas vārdi: dermas MCŠ, ilgtermiĦa šūnu kultūra, ăenētiskā stabilitāte,  apoptoze, 

diferenciācijas marėieri, krioprezervācija  
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SUMMARY 

Human skin-derived mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent cells with a 

potential for applications in clinical trials. To evaluate the influence of long-term in vitro 

expansion on dermal MSC cultures, karyotype stability, TERT, differentiation marker and 

apoptosis-related gene expression changes were tested after 5, 25 and 50 population doublings 

(PD). In addition long-term cryopreservation method used in the laboratory was improved. 

After 50 PDs cells maintained normal karyotype, did not express TERT gene, however 

apoptosis level of the cultures steadily increased. Individual MSC culture (established from 

different individuals) related differences were observed in differentiation marker expression 

panel. It was concluded that glycerol is unsuitable cryoprotectant for long-term 

cryopreservation. 

The work was done in Laboratory of bioanalytical and biodosimetry methods, 

University of Latvia from july, 2010, till may, 2011 

 

Keywords: dermis-derived MSC, long-term cell culture, genetic stability, differentiation 

markers, apoptosis, cryopreservation 

 

Title: Human dermis-derived mesenchymal cell long-term culture characterization and 

optimization of long-term cryopreservation.  
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SAĪSINĀJUMI 

PD  - populācijas dalīšanās 

DMSO - dimetilsulfoksīds 

MCŠ - mezenhimālās cilmes šūnas  

BGLAP - kaulu γ-karboksilglutamāta proteīns (bone gamma-carboxyglutamate 

(gla) protein); pazīstams arī kā osteokalcīns 

SPARC - skābais, cisteīnbagātais sekretētais proteīns (secreted protein, acidic, 

cysteine-rich), pazīstams arī kā osteonektīns 

RUNX2 - ar pundurismu saistītais transkripcijas faktors 2 (runt-related 

transcription factor 2) 

PPARG - peroksisomu proliferator-aktivētais receptors γ (peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma), pazīstams arī kā glitazona 

receptors 

ADPN - adipsīns 

PLIN - perilipīns 

HAPLN1 - hialuronānu un proteoglikānu saistošais proteīns 1 (hyaluronan and 

proteoglycan link protein 1) 

SOX9 - dzimumu nosakošā reăiona homeoboksa proteīns 9 (SRY (sex 

determining region Y)-box 9) 

BCL-2 - B šūnu limfomas 2 proteīns, antiapoptotisks proteīns 

BAX - BCL-2 asociētais X proteīns, proapoptotisks proteīns 

TERT - Telomerāzes reversā transkriptāze 

B-ACTIN     - ß-aktīns, pamatmetabolisma (housekeeping) gēns 

GAPDH    - gliceraldehīda-3-fosfāta dehidrogenāze, pamatmetabolisma gēns 

BAX_F    - tiešais praimeris (piemērs) 

BAX_R    - apgrieztais praimeris (piemērs) 



7 

 

IEVADS 

Mezenhimālo šūnu iv vitro un klīnisko pētījumu skaits pēdējos gados būtiski 

palielinājies. Šīs šūnas piedāvā plašu pētījumu spektru gan fundamentālās zinātnes attīstībā, 

gan klīniskajos pētījumos akūtu un hronisku slimību ārstēšanai. 

Āda ir viegli pieejams mezenhimālo cilmes šūnu avots. Ādas virskārtas audu materiāls 

ir relatīvi vienkārši iegūstamas, turklāt no ādas izdalītās šūnas iespējams ilgstoši kultivēt un 

pavairot in vitro. Tomēr vairums fundamentālo pētījumu balstās uz īslaicīgu šūnu kultūru 

izmantošanu; arī klīniskajos pētījumos pamatā tiek pielietotas šūnas, kas pavairotas ne vairāk 

kā 20 reizes. Šādas rīcības iemesls ir maz izpētītie procesi, kas notiek ar šūnu kultūrām 

ilgtermiĦā, kā arī varbūtība, ka ilgstošas kaulu smadzeĦu un taukaudu mezenhimālo šūnu 

kultūrās uzkrājas hromosomu aberācijas un tās transformējas par audzēju šūnām. Cilvēka 

somatiskās cilmes šūnas in vitro kultūrā spējīgas dalīties 50 un vairāk reizes līdz sāk novecot 

vai diferencējas par specializētām šūnām. IlgtermiĦa kultūras var izmantot par 

modeĜobjektiem, piemēram, infekciju un jaunu zāĜu formu pētījumos, kur būtiski novērot 

izmaiĦas metabolismā vai šūnas funkcijās ilgākā laikā. Tomēr pirms tam ir labi jāapzinās, 

kādi procesi notiek šūnās ilgstoši atrodoties in vitro – jānovērtē šūnu ăenētiskā un funkcionālā 

stabilitāte. Tāpat vēlams izveidot metožu kopu, kas pietiekami izsmeĜoši raksturotu 

mezenhimālās šūnas atkarībā no iespējamā tālākā pielietojuma. 

IlgtermiĦā strādājot ar šūnu kultūrām nepieciešamas arī atbilstošas paraugu 

uzglabāšanas metodes. Strādājot ar ādas mezenhimālajām šūnām uzglabāšanas pamatmetode 

ir krioprezervācija, kuras laikā šūnu suspensijas tiek iesaldētas ultrazemās temperatūrās. 

Krioprezervācijā dažādas nianses  (piemēram, saldēšanas šėīduma izvēle, šūnu skaits tilpuma 

vienībā u.c.) variē starp laboratorijām un reizēm arī viena pētījuma ietvaros. Eiropas un 

pasaules vadošās institūcijas piedāvā dažādus  krioprezervācijas protokolus. Krioprezervācijas 

faktorus nepieciešams pilnveidot arī tāpēc, ka tiek izmantotas aizvien jaunu audu izcelsmes 

MCŠ kultūras..  

Maăistra darba mērėis bija novērtēt ilgstošas in vitro pavairošanas ietekmi uz ādas 

mezenhimālo šūnu stabilitāti un pilnveidot laboratorijā izmantotās krioprezervācijas metodes. 

Mērėa sasniegšanai tika izvirzīti sekojoši uzdevumi: 

1. Novērtēt dermālo šūnu ăenētisko stabilitāti ilgstošas in vitro pavairošanas laikā; 

2. Novērtēt gēnu ekspresijas izmaiĦas ilgstošas in vitro pavairošanas laikā;  

3. Optimizēt dermālo šūnu krioprezervāciju.  
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1. LITERAT ŪRAS APSKATS 

1.1. Āda 

Āda ir cilvēka lielākais orgāns, kas nepārtraukti pakĜauts atjaunošanās procesiem. Ādā 

sastopamas gan mezodermālas, gan ektodermālas izcelsmes šūnas (Tsatmali et al. 2002 cit 

pēc Riekstina et al. 2008). Tās primārā funkcija ir barjeras veidošana pret mikroorganismiem, 

mehāniskiem bojājumiem un sausumu (Fawcett 1993 cit. pēc Vardaxis et al. 1997), bet jau 

vairāk kā desmit gadus āda saista zinātnieku interesi kā cilmes šūnu avots. Ādā sastopami 

vairāki šūnu tipi, kam raksturīgas cilmes šūnu īpašības, piemēram, mata sīpola šūnas, folikula 

un dermas priekštečšūnas (Blanpain and Fuchs 2006, Watt et al. 2006). Šo šūnu piederību 

cilmes šūnām raksturo spēja diferencēties hondorcītu, adipocītu, miocītu un osteoblastu 

līnijās, kā arī mezenhīmas šūnām raksturīgie virsmas marėieri CD73, CD90 un CD105 

(Lorenz et al. 2008, Riekstina et al. 2008). Ādas biopsijas ir vieglāk veicamas un neprasa tik 

invazīvas metodes, kā, piemēram, kaulu smadzeĦu aspirāta iegūšana, turklāt ādai piemīt Ĝoti 

labas reăenerācijas spējas, tādēĜ ādas šūnas ir kĜuvušas par daudzu potenciālu terapiju 

modeĜobjektu (Toma et al. 2005, Hoogduijn et al. 2006). 

Ādu veido trīs kārtas: epiderma, saistaudu veidotā derma un zemādas tauku slānis (Yu et 

al. 2008). Epiderma ir veidojusies no ektodermas, kamēr dermu un zemādas slāni pamatā 

veido mezenhimālas izcelsmes šūnas. Epiderma galvenokārt nodrošina aizsargfunkciju un 

pigmentāciju, bet derma, kas ir aptuveni 10 – 13 reizes biezāka (Rose et al. 1977 cit. pēc 

Vardaxis et al. 1997), ietver asinsvadus, limfvadus un nervus, tostarp arī sāpju un 

termoreceptorus. Tur atrodas arī matu saknes, matu pacēlājmuskuĜi, sviedru un tauku 

dziedzeri (1.att.). Starp šiem abiem slāĦiem atrodas bazālā membrāna, kuru ėīmiski veido IV 

tipa kolagēns, glikoproteīni, piemēram, laminīns, entaktīns un heparāns, un proteoglikāni 

(perlekāns) (Hasegawa et al. 2007).  
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Ar izmaiĦām no http://www.in-vivo-health.co.uk/skin_structure.jpg 
1.attēls. Cilvēka ādas struktūra. 
Figure 1. Human skin stucture. 
 

Cilvēka epidermas biezums ir 50-120 µm (Meyer et al. 1978) un tā sastāv no 

keratinocītiem, melanocītiem, Merkela šūnām un Langerhana šūnām. Keratinocīti sastāda 

aptuveni 90-95% no visas epidermas. Bazālajā membrānā atrodas keratinocītu cilmes šūnas 

(Toulza et al. 2007). Veidojoties jaunam keratinocītam, šūna tiek stumta augšup cauri pieciem 

epidermas slāĦiem (bazālo, dzeloĦaino, graudaino, spīdošo un ragslāni), kur tā iziet 

pakāpenisku diferenciāciju. Pamazām virzoties uz virspusi, šūnas tiek saplacinātas, zaudē 

kodolus un keratinizējas (keratīns sastāda līdz pat 85% no visa pārragotā keratinocīta 

(korneocīta) olbaltumvielu). Ar laiku korneocīti atmirst un veido blīvu epitēlija slāni ādas 

virskārtā, kas kalpo par efektīvu barjeru pret vides kaitējumu, ėīmiskiem bojājumiem vai 

bakteriālu infekciju (Presland and Jurevic 2002), bet tā nav vienīgā keratinocītu funkcija. Kā 

savā apskatrakstā norāda Martin (Martin 1997), brūču rašanās gadījumā norit pastiprināta 

keratinocītu veidošanās un virzīšanās uz ievainojuma vietu, kur tie apĦem rētaudus, atjauno 

barjeru un pēc tam uzsākas ādas dzīšana.  

Melanocīti ādā atbild par pigmentāciju un krāsojumu un epidermā ir lokalizēti tuvu 

bazālajai membrānai. Langerhana un Merkela šūnas attiecīgi nodrošina specifisko imunitāti 

pret mikroorganismu antigēniem (Kaplan et al. 2007) un piedalās taustes sajūtas veidošanā 

(Halata et al. 2002). 

Bazālā membrāna notur epitēliju pie brīvajiem saistaudiem zem tā. Šo noenkurošanos 

nodrošina šūnu adhēzijas molekulas. Bazālā membrāna ietekmē tādus šūnu procesus, kā 

savstarpējo šūnu adhēziju, dalīšanos, migrāciju un diferenciāciju (Hasegawa et al. 2007). 

Papildus šis slānis kalpo arī kā selektīva membrāna starp kontaktējošiem audiem. Bazālā 

membrāna sastāv no bazālās plātnītes, ko izstrādā epiteliocīti, un retikulārās plātnītes, kuru 

veido fibroblasti (Hasegawa et al. 2007). 
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Dermu jeb īsto ādu veido fibroblasti un daudz citu šūnu, kas ir krietni mazāk 

pārstāvētas, – makrofāgi, melanocīti, Langerhana šūnas u.c. (Yu et al. 2008). Makrofāgi ir 

šūnas, kas rodas no specifiskām baltajām asins šūnām monocītiem. Gan monocīti, gan 

makrofāgi darbojas kā fagocīti un nodrošina organisma specifisko un nespecifisko imunitāti. 

Tomēr visizplatītākais šūnu tips dermā, kā arī citos dzīvnieku saistaudos, ir fibroblasti. Šīs 

šūnas sintezē un uztur daudzu audu strukturālo rāmi jeb stromu. Fibroblasti arīdzan piedalās 

brūču dziedēšanā, jo pateicoties serumā  

esošajiem augšanas faktoriem spēj vairoties un diferenciēties par audiem, ar kuriem aizstāt 

bojātos. Piemēram, vaĜēju brūču vietās, veidojoties sarecējumam, fibroblasti ir tie, kas veido 

granulārus savienojumus starp recējumu vietām (Martin 1997). 

Derma iedalās kārpiĦu un tīklainajā slānī. Izteiktas robežas starp tiem nav, tomēr ir 

atšėirības starp šėiedru kūlīšu biezumu. KārpiĦu slāĦa šėiedru kūlīši, ko veido III tipa 

kolagēns, ir plānāki, jo šajā slānī sastopamas vairāk šūnu un pamatvielas. Šādas kārpiĦu slāĦa 

īpašības nodrošina sekmīgāku šūnu difūziju un migrēšanu. Tīklaino slāni veido blīvi, 

neregulāri saistaudi, kur pārsvarā ir kolagēns I, kas piešėir ādai labu mehānisko izturību (Yu et 

al. 2008). 

Zemādas tauku slānī dominējošās šūnas ir adipocīti, ko dēvē arī par tauku šūnām. Tās ir 

specializējušās enerăijas uzkrāšanā tauku formā. Uzturā uzĦemtie tauki tiek noārdīti par 

glicerīnu un taukskābēm, tad tos nogādā līdz adipocītiem, kas nodrošina to uzkrāšanu 

triglicerīdu formā. Triglicerīdi var tikt izmantoti enerăijas iegūšanai. Adipocīti attīstās no 

mezenhimālajām cilmes šūnām un veido taukaudus (Tan et al. 2004). 

 

1.2. Mezenhimālās cilmes šūnas 

Gandrīz ikvienā cilvēka ėermeĦa orgānā sastopams lielāks vai mazāks cilmes šūnu 

daudzums (Morasso and Tomic-Canic 2005). Cilmes šūnas var iedalīt pēc piederības 

konkrētiem orgāniem (piemēram, nervaudu vai aknu cilmes šūnas) vai arī lielākās grupās 

atkarībā no šūnu izcelsmes, piemēram, mezenhimālās cilmes šūnas (MCŠ). MCŠ var izdalīt 

no ādas, kaulu smadzenēm, nabassaites šūnām, nabassaites asinīm, taukaudiem, skeleta 

muskuĜiem, piena zobu pulpas un citiem audiem. Ne visi šie audi ir mezenhimālas izcelsmes, 

tāpēc pēdējos gados zinātnieku vidū izskanējis ierosinājums plaši izmantotajā saīsinājumā 

MCŠ vārdu „mezenhimālas” aizstāt ar „multipotentas”, taču oficiāli tas vēl nav apstiprināts. 

MCŠ ir spējīgas diferencēties osteoblastos (Mackie 2003, Karsenty 2003), adipocītos 

(Jones et al. 2005) un hondrocītos (Arthur et al. 2011), bet dažādos apstākĜos tās iespējams 
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diferencēt arī citos tipos, piemēram, kardiomiocītos (Ge et al. 2009) un nervu šūnās (Kim et 

al. 2006).  

Cilvēka MCŠ tiek paredzēts milzu potenciāls nākotnes šūnu terapijās pateicoties spējai 

pašatjaunojoši dalīties un spējai diferencēties dažādu līniju šūnās (Takeuchi et al. 2007). 

Pastāv vairāki kritēriji, lai šūnas pieskaitītu MCŠ: uz to virsmas jābūt ekspresētiem CD73, 

CD90 un CD105 marėieriem, tām jāveido adherents monoslānis kultūrā un jāspēj 

diferencēties mezenhīmālās līnijas šūnās (adipocītos, osteoblastos un hondrocītos) (Dominici 

et al. 2006).  

Tomēr ilgstoša in vitro šūnu kultivēšanas laikā joprojām rodas šėēršĜi šūnu terapiju 

klīniskam pielietojumam, piemēram, ierobežots dzīves ilgums un genomiska un funkcionāla 

nestabilitāte. MCŠ potenciālie klīniskie pielietojumi ir radījuši lielu interesi sabiedrībā – pēc 

mājas lapas www.clinicaltrials.gov datiem, šobrīd pasaulē tiek veikti 1694 klīniskie pētījumi, 

kuros izmanto MCŠ. Tāpēc ir būtiski pareizi izvērtēt to efektivitāti un drošību ilgstoši 

kultivējot in vitro kultūrās (Guan et al. 2010). MCŠ izvirzītās prasības ir Ĝoti nespecifiskas un 

vāji definē šūnas, kā iespējamo medicīnas produktu. ĥemot vērā augstos standartus un 

prasības zāĜu ieviešanai praksē, cilmes šūnas, kuras pēc būtības ir Ĝoti heterogēnas un 

ievērojami atšėiras starp donoriem un arī dzīves cikla fāzēs, diez vai varēs tikt apstiprinātas kā 

oficiāls medicīnisks produkts. TādēĜ Eiropas Medicīnas aăentūras attīstīto terapiju komiteja 

(Comittee for Advanced Therapies – CAT) savā 2010.gada publikācijā rosina veidot 

izsmeĜošus marėieru paneĜus, kas varētu sniegt pēc iespējas detalizētāku priekšstatu par šūnu 

vai audu iespējamām reakcijām, bet konkrētus pētījumus veikt saskaĦojot atbilstoši katras 

valsts likumdošanai. 

 

1.3. Diferenciācijas marėieri 

Viena no cilmes šūnas raksturojošām īpašībām ir spēja diferencēties jeb pārveidoties par 

specializētiem šūnu tipiem. Cilmes šūnu pāreja no nediferencētām MCŠ par diferencētiem 

šūnu tipiem notiek aktivējot vai apslāpējot noteiktus signālceĜus. Šie signālceĜi var būt 

specifiski vienam šūnu tipam, šūnu grupai, vai arī būtiski kopējam diferenciācijas procesam 

(Ng et al. 2008). MCŠ jebkādā vecumā jāspēj diferencēties par osteohondrālās un taukaudu 

līnijas šūnām (2.att.). Katram no šiem šūnu tipiem ir savi raksturīgie marėieri, kuru 

kombinācijas bieži vien Ĝauj pietiekami specifiski raksturot šūnas. 
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Ar izmaiĦām no Ng et al. 2008. 
2.attēls. Vienkāršota MCŠ diferenciācijas shēma. Ar melnu apzīmēti šūnu tipi, ar sarkanu transkripcijas faktori. 
Figure 2. Simplified schematic drawing of MSC differentiation. Cell types are marked black, transcription 
factors ar marked red. 
 

1.3.1. Osteoăenēzes marėieri 

Pilnvērtīgām cilvēka skeleta funkcijām nepieciešams, lai kauls būtu ciets, nedaudz 

lokans un viegls, tādēĜ to strukturāli veido ciešs šūnu un ārpusšūnu matriksa komplekss. 

Ārpussšūnu matriksā lielos daudzumos tiek uzkrāts kalcija hidroksiapatīts, kas piešėir kaulam 

stingrību un spēku. Kaulā sastopami trīs šūnu tipi – kaulu veidojošie osteoblasti, noārdošie 

osteoklasti un osteocīti, kas ir pašu sekretētā matriksā ieslēgti osteoblasti. Osteoblastu un 

osteoklastu funkcijas un regulācija ir cieši saistītas, lai nodrošinātu pareizu kaulu veidošanos 

(Ducy et al. 2000). Osteoblasti veic osifikāciju jeb kaulu veidošanu ieklājot jauno kaula 

materiālu mezenhīmas saistaudos vai skrimslī (Caetano-Lopes et al. 2007), savukārt kaula 

noārdīšana jeb rezorbcija notiek gandrīz četras reizes ātrāk kā osifikācija, tāpēc osteoblasti 

bez kaulu veidošanas piedalās arī osteoklastu veiktās rezorbcijas regulācijā (Harada and 

Rodan 2003) 

Osteoăenēze ir process, kurā no mezenhimālas izcelsmes cilmes šūnām veidojas 

osteoblasti (Mackie 2003, Karsenty 2003). Šajā diferenciācijā un vēlāk arī osteoblastu 

uzturēšanā iesaistīti simtiem gēnu un ne visi procesi osteoăenēzē ir pietiekami izpētīti un 

saprasti, tomēr vadošie gēni ir diezgan plaši aprakstīt. MCŠ diferenciācijā par osteoblastiem 

Ĝoti būtiska ir trīs transkripcijas faktoru klātbūtne – RUNX2, Osterix (Osx) un ATF4 (Stains 
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and Civitelli 2003, Gronthos et al. 2003, Krane 2005, Franceschi et al. 2009). Franceschi 

uzsver, ka bez šiem gēniem normāla kaulu attīstība nav iespējama. Šo gēnu efektu vēlreiz 

uzsver arī Lee un kolēău (Lee et al. 2011) eksperiments, kurā ar elektroporāciju ienesot 

taukaudu cilmes šūnās RUNX2 un Osx gēnus panāca šūnu osteoăenēzi, kas specializētu audu 

cilmes šūnās nenotiek vienkārši. 

RUNX2 (vecākos avotos arī CBFA1 – core binding factor alpha 1) jeb ar pundurismu 

saistītais transkripcijas faktors 2 (runt-related transcription factor 2) ir būtiskākais 

osteoblastu diferenciācijas gēns (Ghali et al. 2010). Gēna kodētais proteīns pieder RUNX 

transkripcijas faktoru saimei, jo satur Runt DNS-saistošo domēnu, tāpēc darbojas kā režăis 

(scaffold) nukleīnskābēm un regulatoriem elementiem, kas iesaistīti osteoblastu diferenciācijā. 

RUNX2 proteīns pārveido MCŠ par osteogēnajām priekštečšūnām, tieši iedarbojoties uz 

vairākiem būtiskiem gēniem kaulu un skrimšĜa attīstībā, piemēram, cilvēka estrogēna 

receptoru α (Lambertini et al. 2007), osteokalcīnu (Makita et al. 2008) un jau pieminēto 

transkripcijas faktoru osterix (Osx) (Nishio et al. 2006). 

Osterix, pazīstams arī kā transkripcijas faktors SP7, ir ekspresēts visos kaulos, kas 

attīstās. Šī gēna izslēgšana (knock-out) pelēs izraisa kaulu mineralizācijas trūkumu 

(Nakashima et al. 2002). Osx ekspresija noved pie terminālas osteoblastu diferenciācijas, 

kurpretim RUNX2 aizsāk osteo-hondrodiferenciāciju, kas var rezultēties gan ar osteoblastu, 

gan skrimšĜa veidošanu (Lee et al. 2003).  RUNX2 gēna izslēgšana pelēs noved pie Osx 

expresijas apturēšanu, tātad Osx ir pakĜauts RUNX2 regulācijai. Eksperimentos ir 

demonstrēta šo gēnu ekspresijas korelācija (Nakashima et al. 2002, Lee et al. 2003, Nishio et 

al. 2006), tomēr, kā tieši notiek šī mijiedarbība, pagaidām nav pierādīts. 

ATF4 (aktivējošais transkripcijas faktors 4) sākotnēji tika atklāts kā cikliskā 

adenozīnmonofosfāta (cAMP) atbildes elementu saistošais proteīns 2 (CREB2), un tikai vēlāk 

tika atklāta tā nozīme osteoăenēzē, kur ATF4 aktivizējas vēlīnajos kaula attīstības posmos, 

piedaloties matriksa mineralizēšanas regulācijā (Franceschi et al. 2009, Matsuguchi et al. 

2009). ATF4 ir būtisks osteoăenēzē (Franceschi et al. 2009), tomēr tas ir saistīts arī ar citiem 

organisma procesiem, tādēĜ nevar tikt uzskatīts par viennozīmīgu osteoăenēzes marėieri. 

Bez transkripcijas faktoriem ir arī citi ar kaulu veidošanos saistīti gēni. Osteokalcīns jeb 

kaulu γ-karboksiglutamāta (gla) proteīns, kuru kodē BGLAP gēns, ir proteīns, kas sastopams 

kaulos un zobos (Makita et al. 2008). Osteokalcīnu sekretē tikai osteoblasti un tas primāri 

atbild par kalcija jonu homeostāzi un kaulu mielinizāciju, bet jaunākie pētījumi apraksta arī 

osteokalcīna endokrīno lomu – tas stimulē pastiprinātu insulīna atbrīvošanu no aizkuĦăa 

dziedzera ß-saliĦām un adiponektīna sekrēciju no taukšūnām, kas palielina šūnu jutību pret 

insulīnu (Lee et al. 2007). Pelēs osteokalcīna injekcijas uzlabo glikozes metabolismu un 
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novērš diabēta attīstību (Ferron et al. 2011) un varētu būt iesaistīts vīriešu fertilitātes 

saglabāšanā, jo atrasti pierādījumi, ka osteokalcīns pastiprina testosterona sintēzi (Oury et al. 

2011). 

SPARC (secreted protein, acidic and rich in cysteine), pazīstams arī kā osteonektīns ir 

kalciju un nātriju saistošs glikoproteīns (Yan and Sage 1999 cit. pēc Rotllant et al. 2008). 

Osteonektīns ir multifunkcionāls proteīns ar augstu afinitāti pret katjoniem un hidroksiapatītu, 

kas nodrošina labu saėeri ar ārpusšūnas matriksu un Ĝauj sadarboties ar plaša spektra augšanas 

faktoriem (Brekkan and Sage 2001). Gan osteokalcīns, gan osteonektīns var tikt izmantoti kā 

osteoăenēzi raksturojoši marėieri, jo to ekspresija novērojama tikai diferencētos osteoblastos 

un osteocītos. 

  

1.3.2. Hondroăenēzes marėieri 

Hondroăenēzes laikā no mezenhīmas cilmes šūnām veidojas skrimslis. Šis 

daudzpakāpju process sākas ar MCŠ proliferāciju, tad turpinās ar kondensāciju un pārtapšanu 

par nenobriedušiem hondrocītiem, kuri pārveidojas prehipertrofētos hondrocītos un visbeidzot 

diferencējas hipertrofētos hondrocītos (Provot and Schipani 2005). Agrīnās hondroăenēzes 

laikā aktīvi sintezējas ārpusšūnu matriksa proteīni, sevišėi II un XI tipa kolagēns un agrekāns, 

bet vēlākajos skrimšĜa veidošanās posmos vairāk sāk sintezēties X tipa kolagēns. 

Hondroăenēze var uzsākties, ja MCŠ sākušas ekspresēt RUNX2, proti kĜuvušas par 

osteogēnām priekštečšūnām (Eames et al. 2004, Yamashita et al. 2009). 

Transkripcijas faktors Sox9 aktivizē gēnus, kas saistīti ar skrimšĜa fenotipu – agrekānu 

un II tipa kolagēnu (Sekiya et al. 2000, Eames et al. 2004). Sox9 ietekmē strauji samazinās 

RUNX2 ekspresija un uzsākas agrīnā hondroăenēze. Tas rezultātējas ar osteogēno 

prekursoršūnu pārveidošanos par hondrocītiem, tāpēc Sox9 uzskatāms par būtiskāko 

hondroăenēzes iniciatoru (Tsuchiya et al. 2003, Eames et al. 2004, Yamashita et al. 2009). 

HAPLN1 (hialuronāna un proteoglikānu saistošais proteīns 1), pazīstams arī ar 

vienkāršāku nosaukumu skrimšĜa saistošais proteīns 1 (CRTL1 – cartilage link protein 1), 

skrimslī stabilizē agrekāna un hialuronskābes agregātus (Kou and Ikegawa 2004). HAPLN1 ir 

viens no retajiem diferencētiem hondrocītiem specifiskajiem marėieriem. Vēl par hondrocītu 

marėieriem uzskata II, X un XI tipa kolagēnus un agrekānu, bet tie ir plaši sastopami arī citos 

audos. 
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1.3.3. Adipoăenēzes marėieri 

Taukaudiem un sevišėi adipocītiem nepiemīt tikai rezervju uzkrāšanas funkcija, tie 

darbojas arī endokrīni, sintezējot un sekretējot dažādus citokīnus, proteīnus un hormonus (Tan 

et al. 2004, Ronti et al. 2006). Process, kurā no MCŠ veidojas adipocīti ir pazīstams kā 

adipoăenēze. 

Viens no nozīmīgākajiem adipoăenēzē iesaistītajiem gēniem ir PPARγ (Peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma), kas kodē II tipa kodola receptoru, kas pazīstams arī 

kā glitazona receptors (Michalik et al. 2006). PPARγ veido heterodimēru ar retinoīdu X 

receptoru (RXR) un regulē vairāku gēnu ekspresiju, tostarp arī gēnus, kas atbildīgi par 

adipoăenēzi (Jones et al. 2005, Michalik et al. 2006). Pelēs ar izslēgtu PPARγ pēc diētas ar 

ievērojami paaugstinātu tauku daudzumu, taukaudi neveidojās (Jones et al. 2005) 

Adipsīns (ADPN) ir serīna proteāze, kuru sekretē adipocīti. Tas pieder tripsīnu 

(peptidāžu) saimei, bet iesaistās ar imūnsistēmas komplementa alternatīvā ceĜa kaskādēs. 

Imūnās darbības dēĜ adipsīns literatūrā plašāk pazīstams kā faktors D (Volanakis and 

Narayana 1996). 

Perilipīns (PLIN) ir proteīns, kas pārklāj lip īdu pilienus adipocītos un steroīdus 

sintezējošās šūnās. Adipoăenēzes laikā ievērojami paaugstinās šī gēna ekspresija (Akter et al. 

2008). Perilipīns ir būtisks faktors lipīdu uzglabāšanas un lipolīzes regulācijā un ir 

paaugstināti ekspresēts tuklos (obese) augstākajos dzīvniekos (Brasaemle et al. 2009). 

 

1.4. Šūnu novecošana un stabilitāte 

Pirms 50 gadiem ASV zinātnieki Leonards Heifliks un Pauls Mūrheds (Hayflick and 

Moorhead 1961 cit. pēc Sikora et al. 2011) atklāja, ka normāla šūnu populācija ir spējīga 

ierobežoti dalīties. Heifliks demonstrēja, ka normālas cilvēka fetālās šūnas kultūrā spējīgas 

dalīties 40-60 reizes. Šo robežu nosauca par Heiflika limitu. Parādība, visticamākais, 

skaidrojama ar eikariotu hromosomu galu jeb telomēru saīsināšanos, kas noris dabīgi. 

Replikācijas laikā katru reizi hromosomu 3` galā DNS polimerāze nelielu fragmentu (100-150 

bp) atstāj nenokopētu (Serakinci et al. 2008). Laika gaitā telomēri saīsinās tik Ĝoti, ka šūna 

vairs nespēj dalīties (Olovnikov 1996). Turklāt telomēri var tikt saīsinātas arī oksidatīvu 

bojājumu un ėīmisku vielu rezultātā (Serakinci et al. 2008) Telomēru saīsināšanās ir visbiežāk 

skaidrotais šūnu novecošanas iemesls (Reddel 1999, Londono-Vallejo 2008). 

Sasniedzot Heiflika limitu, šūnu telomēri ir praktiski izzuduši, kas padara hromosomas 

nestabilas. Normālos apstākĜos šūna, kuras telomēri saīsinājušies līdz kritiskajam līmenim, 

uzsāk apoptozi (Philippi et al. 2010). Ja kādu iemeslu dēĜ apoptoze neiestājas, atklātos 
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hromosomu galus šūnas iekšējās kontroles sistēma interpretē kā divpavedienu DNS 

pārrāvumu un šādus bojājumus labo savienojot (ligējot) bojātos galus kopā. Šūnu dalīšanās 

laikā apvienotās hromosomas tiek pārrautas nevienmērīgi, izraisot nopietnas mutācijas un 

hromosomu aberācijas (Guan et al. 2010, Sikora et al. 2011). Organismā šādas mutācijas 

parasti tiek laikus detektētas un bojātās šūnas likvidētas, tomēr reizēm šādas mutācijas 

uzkrājas. Tās var būt neitrālas, iespējams, ierobežot šūnu turpmāko dalīšanos un funkcijas, bet 

var būt arī Ĝaundabīgas un rosināt audzēju veidošanos (Londono-Vallejo 2008). Šūnu kultūrās 

mutācijas uzkrājas daudz biežāk, jo kultūrā nepastāv ārējās kontroles mehānismi. 

 

1.4.1 Telomerāze 

Embrionālās un audzēju šūnās darbojas ribonukleoproteīns telomerāze, kas pagarina 3` 

gala telomērus ar TTAGGG sekvenču atkārtojumiem. Tādējādi telomēri nesaīsinās un šūnas ir 

spējīgas neierobežoti dalīties (Olovnikov 1996). Telomerāzes proteīna daĜa darbojas kā 

reversā transkriptāze (telomerase reverse transcriptase – TERT), bet konjugētā 

ribonukleīnskābe (telomerase RNA component – TERC) kalpo par TERT matricu (Sekaran et 

al. 2010). Telomerāze ir populārs pētījumu objekts gan savas nozīmes šūnu proliferācijā, gan 

savdabīgās struktūras dēĜ. 

Cilmes šūnas pēc definīcijas ir spējīgas neierobežoti dalīties, tāpēc loăisks būtu 

pieĦēmums, ka tajās ir novērojama arī telomerāzes aktivitāte. Pētījumi parāda, ka telomerāzes 

darbība samazinās laikā gaitā, tādēĜ embrionālās cilmes šūnās un gametās telomerāžu 

aktivitātes līmenis ir augsts, bet pieaugušo cilmes šūnās (tai skaitā ādas MCŠ) telomerāze ir 

ekspresēta niecīgos daudzumos, vai nav ekspresēta vispār (Serakinci et al. 2008). 

Mezenhimālo šūnu kultūrās telomerāze strauji zaudē savu aktivitāti. SuĦu šūnu kultūrās jau 

pēc dažām pārsēšanas reizēm (pasāžām) telomerāzes aktivitāte strauji samazinās. Tāpat 

telomerāzes aktivitāte samazinās arī pēc krioprezervācijas (Martinello et al. 2010).  

Telomerāzes aktivitāte ir detektēta 80-90% audzēju, tāpēc liela daĜa pretvēža zāĜu tiek 

orientētas tieši uz šī enzīma inhibēšanu (Philippi et al. 2010). Pastāv uzskats, ka telomerāžu 

reaktivācija ir galvenais iemesls ar vecumu saistīto audzēju veidošanā (Anisimov 2003). TādēĜ 

telomerāžu aktivitāte būtu būtisks marėieris, lai noteiktu šūnu spēju veidot audzēju. 

 

1.4.2. Apoptoze 

Apoptoze ir programmētās šūnu nāves paveids, kas raksturīgs daudzšūnu organismiem. 

Apoptozes laikā bioėīmisku reakciju rezultātā šūnas morfoloăiski izmainās, sāk veidot 

pūslīšus (blebus), šūnu DNS kondensējas un kodols fragmentējas. Atšėirībā no nekrozes, 



17 

 

apoptozes laikā veidojas apototiskie ėermenīši, kuros uzkrājas šūnu atlikumi, tostarp enzīmi, 

kas varētu kaitēt blakus esošām šūnām (Kiechle and Zhang 2002). 

Apoptoze ir dabīgs process, kurā tiek likvidētas nevajadzīgas, novecojušas, bojātas vai 

nepareizi funkcionējošas šūnas. Piemēram, embrija attīstībā, veidojoties roku un kāju 

pirkstiem, šūnas starp falangām apoptotiski atmirst, un veidojas normālas pirkstu starpas 

(Lallemand et al. 2009). Tāpat apoptozi uzsāk vecas šūnas, kuru telomēri ir izzuduši (Philippi 

et al. 2010). Apoptoze saglabā audu homeostāzi un regulē fizioloăisko augšanu (Fulda and 

Debatin 2006). 

Apoptoze tiek iniciēta vai nu ar ārējiem faktoriem (Fas ligandi, TNF), vai iekšēju 

procesu rezultātā, piemēram, šūnu stress vai telomēru garums (3.att.). Ārēji izraisītā 

(extrinsic) apoptoze sākas ar proapoptotisku ārēju signālu, citokīnu (TNF) vai imūnsistēmas 

šūnu membrānu proteīnu (Fas) saistīšanos pie receptoriem šūnas membrānā. Šie receptori ir 

konjugēti ar  tā sauktajiem nāves kompleksiem, kuri aktivē kaspāzi-8 (Fulda and Debatin 

2006). Kaspāze-8 pieder kaspāžu proteāžu saimei, kas ir galveni apoptozes izpildītāji. 

Kaspāze-8 tālāk aktivē efektorās kaspāzes 3, 6 un 7, kuru darbība noved pie apoptozes. Ārēji 

izraisītā apoptoze visbiežāk saistīta ar imūnsistēmas izsauktu šūnu bojāeju audzēju vai 

autoimūno saslimšanu gadījumos (Fulda and Debatin 2006). 

Iekšēji izraisītā (intrinsic) apoptoze sākas šūnas iekšēju procesu, piemēram, DNS 

bojājumu, defektīvā šūnas cikla, hipoksijas, ārējās vides signālu trūkuma vai atdalīšanās no 

ārpusšūnu matriksa gadījumā, tātad dažādi šūnas stresi. Iekšēji izraisītās apoptozes uzsākšanās 

vai nomākšana balstās uz pro- un antiapoptotisko Bcl-2 virssaimes (superfamily) proteīnu 

līdzsvaru, kas nosaka mitohondriju membrānu caurlaidību (Rogerio et al. 2006). Visi Bcl-2 

saimes locekĜi satur Bcl-2 proteīnu homologos domēnos (BH) un tiek dalīti apakšgrupās pēc 

domēna tipa, ko tie satur, piemēram 3.tipa domēnu saturošie proteīni ir pazīstami kā BH3, 

kamēr citi (vairākus BH domēnus saturoši) tiek devēti vienkārši par BH proteīniem. 

Proapoptotiskie BH3 proteīni (BAD, BIK, BIM u.c.) aktivē BH proteīnus ar vairākiem 

domēniem (BAK, BOK, BAX u.c.). Šie proteīni palielina mitohondriju membrānas 

caurlaidību (Lindsay et al. 2011). Antiapoptotiskie proteīni (BCLW, BCL-XL, BCL-2 u.c.) 

cenšas šo procesu novērst inaktivējot BAX un BAK. Tieši BAX un BCL-2 ir šūnu stresa 

izraisītas apoptozes sākumposma pēdējie efektori un nosaka vai apoptoze tiks uzsākta. Šo 

gēnu balanss literatūrā bieži aprakstīts kā objektīvs šūnu labklājības rādītājs (Wiren et al. 

2006, Hu et al. 2007, Ziolkowska-Seta et al. 2009, Liu et al. 2011). Rogerio un kolēăi 

(Rogerio et al. 2006) demonstrēja, ka BAX un BCL-2 gēnu ekspresijas attiecības uzrādītie 

rezultāti sakrīt ar rezultātiem, kas iegūti ar TUNEL iezīmēšanas metodi, kura ir pazīstama kā 

stabila un uzticama apoptozes mērīšanas sistēma. 
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3.attēls. Apoptozes iniciēšana. Vienkāršota shēma. 
Figure 3. The initiation of apoptosis. Simplified schematic drawing. 
 

Pēc proapoptotisko proteīnu iedarbības uz mitohondrijiem to membrāna kĜūst 

caurlaidīgāka un citoplazmā nokĜūst citohroms, kas, saistot kaspāzi-9 un apoptotisko proteāžu 

aktivējošo faktoru 1 (Apaf1) izveido apoptosomu, kas tālāk aktivē efektorās kaspāzes 3, 6 un 

7 (Bao and Shi 2007). 

Šūnu kultūrās apoptoze notiek šūnu stresa iespaidā vai arī šūnām parakrīni vienai otru 

stimulējot uzsākt apoptozi. Parakrīnā apoptozes stimulēšana visbiežāk raksturīga stipri 

konfluentām šūnu kultūrām (Kuppers et al. 2011), bet šūnu stresa izraisītā - gadījumos, kad ir 

slikti augšanas apstākĜi, trūkst barības vielas vai šūnas noveco (Schamberger et al. 2005). 

Apoptozi var izsaukt arī ėīmiski aăenti, piemēram, dimetilsulfoksīds (DMSO) palielina Fas 

ekspresiju kaimiĦšūnās, bet neietekmē Bcl-2 saimes proteīnu ekspresiju (Vondracek et al. 

2006). Apoptozes līmeĦa novērošana šūnu kultūrās var palīdzēt analizēt stresu izraisošus 

faktorus un novērtēt kopējo kultūras labklājības līmeni. 

 

1.5. Krioprezervācijas optimizācija 

Šūnu un audu pētījumos neizbēgami rodas nepieciešamība pēc ilgtermiĦa uzglabāšanas 

metodēm. Biologiem pieejamas dažādas uzglabāšanas metodes – dehidratācija, kas ir 

populāra metode darbā ar raugiem, kā arī liofiliz ācija, vitrifikācija un krioprezervācija. 
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Krioprezervācija ir metode, ko visbiežāk lieto strādājot ar ādas MCŠ, un tās laikā šūnas vai 

audi tiek ievietoti speciālos šėīdumos un pakāpeniski sasaldēti l īdz -80°C - -196°C, kur šūnu 

dzīvības procesi praktiski tiek apturēti (Baust et al. 2002). 

Tomēr daĜa šūnu krioprezervācijas laikā aiziet bojā dehidratācijas un ledus kristālu 

veidošanās dēĜ (Guan et al. 2007), tādēĜ Ĝoti svarīgi izvēlēties pareizu saldēšanas šėīdumu, kas 

pēc iespējas labāk pasargātu šūnas. Viens no saldēšanas šėīdumu komponentiem ir 

krioprotektants – viela, kuras galvenais mērėis ir samazināt kristālu veidošanās radītos 

bojājumus, un šo mērėi dažādi krioprotektanti sasniedz dažādos veidos, piemēram samazinot 

sasalšanas punkta temperatūru, osmotiski saistot brīvo ūdeni no šūnām, kā arī padarot 

šėīdumu viskozāku un tādējādi veicinot amorfu struktūru veidošanos sasalšanas laikā (Morris 

et al. 2006).  

Krioprotektīvās īpašības ir pētītas dažādām vielām – cukuriem, serumam un 

šėīdinātājiem – gan atsevišėi, gan kombinācijās. Populārākie un plašāk pielietotie 

krioprotektanti ir DMSO un glicerīns, kuriem arī izdevies uzrādīt visaugstākos izdzīvotības 

rādītājus (Baust et al. 2002, Morris et al. 2006). DMSO paaugstina šėīduma osmotisko 

spiedienu, saistot daudz brīvā ūdens, un mazliet šėīdina šūnu membrānas, tādējādi padarot 

membrānas elastīgākas pret kristālu izraisītiem bojājumiem (Szmant 1975, Smondyrev and 

Berkowitz 1999). Glicerīns mijiedarbojas ar ūdeĦraža saitēm, tādējādi ievērojami samazinot 

ūdens sasalšanas temperatūru. Šajā gadījumā šūnas sasalst pirms ārējās vides un nereaăē uz 

kristālu veidošanos (Morris et al. 2006). Rasul un kolēăi (Rasul et al. 2007) centās šos 

krioprotektantus apvienot, bet rezultātā šūnu izdzīvotība bija krietni zemāka, nekā izmantojot 

katru vielu atsevišėi. 

Tomēr krioprotektantu pārmērīga lietošana var būt šūnām toksiska un kaitīga, 

piemēram, DMSO ievērojami samazina putnu spermatozoīdu izdzīvotību un fertilitāti 

(Tselutin et al. 1999), var izraisīt uzvedības izmaiĦas bezmugurkaulniekiem (Pagan et al. 

2006), izsaukt apoptozi cilvēka šūnās (Vondracek et al. 2006) un bojāt peĜu centrālās nervu 

sistēmu tās attīstības laikā (Hanslick et al. 2009). Glicerīns bojā šūnas osmotiskās aktivitātes 

dēĜ, turklāt tas var iesaistīties glikozes ciklā, kā rezultātā uzkrājas toksisks metabolīts 

metilglioksāls (Gutierrez-Perez et al. 2008). Šo iemeslu dēĜ krioprotektanta daudzums 

jāizvēlas Ĝoti rūpīgi. Literatūras dati mudina izmantot 8-15% krioprotektanta (Baust et al 

2002), kas šėīdināts vai nu serumā, vai arī tādā pat barotnē, kādā šūnas audzētas. Serums 

šūnām palīdz pārvarēt badošanos un darbojas kā „matracis” sasalšanas un atkušanas laikā 

(Sachdeva 2009, Thirumala et al. 2010). 
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Vairumā gadījumu aplūkojot saldēšanas apstākĜu ietekmi, eksperimenti ir īstermiĦa un 

sniedz vispārīgu priekšstatu par varbūtējām sekām, un visai maz datu ir pieejami par šūnu 

izdzīvošanu pēc ilgtermiĦa krioprezervācijas. 

Krioprotektanta un saldēšanas vides izvēle nenoliedzami ir galvenais bioloăiskā 

materiāla izdzīvošanu veicinošs faktors, tomēr ir arī citi apstākĜi, kas var ietekmēt šūnu 

izdzīvotību. Daži autori (Stachecki and Cohen 2004, Paris et al. 2009) norāda uz 

nepieciešamību šūnas sinhronizēt (nostādīt vienā attīstības dzīves cikla fāzē) pirms 

saldēšanas. Sinhronizāciju var panākt ar ėīmiskiem reaăentiem vai arī ierobežojot šūnu 

funkcijām nepieciešamās barības vielas, piemēram, serumu (Davis et al. 2001). Tāpat nozīme 

ir arī šūnu skaitam tilpuma vienībā – mazā koncentrācijā uz šūnām tiek izdarīts lielāks 

osmotiskais spiediens un tās saĦem lielāku krioprotektanta devu (Mazur and Cole 1985, 

Mazur and Cole 1989), bet arī pārmērīgas koncentrācijas var samazināt bioloăiskā materiāla 

izdzīvotību – šūnu ir tik daudz, ka veidojas nesasalstošā masa, kas ātri vien aiziet bojā 

(Piasecki et al. 2009). Lielās koncentrācijas gan gluži neattiecas uz MCŠ krioprezervāciju, 

kur parasti maksimālais saldējamo šūnu blīvums nepārsniedz 107 šūnas mililitrā. 
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2. MATERI ĀLI UN METODES 

2.1. Šūnu kultūras 

Cilvēka ādas paraugi tika iegūti no pēcoperāciju materiāliem, saskaĦā ar LU EKMI 

medicīniskās ētikas komisijas atzinumu. Visas biotehnoloăiskās darbības ar cilvēka šūnām 

veiktas saskaĦā ar Latvijas Republikas likumdošanu. 

Darbā izmantotas piecas cilvēka dermas šūnu kultūras ar laboratorijas numerāciju 10D, 

51D, 52D, 53D un 55D un viena HeLa audzēja šūnu līnija. 

 

2.2. Dermālo šūnu izdalīšana no ādas parauga. 

Ādas paraugu apstrādā ar 10% dispāzes II (2,4 u/µl, Sigma-Aldrich, ASV) šėīdumu 

PBS (fosfātu buferšėīdums, Invitrogen, ASV) un inkubē 2-4 stundas, +37 °C. Dermu atdala 

no epidermas un 30-60 min inkubē +37 °C 5 ml kolagenāzes XI šėīdumā (50 CDU/µl, Sigma-

Aldrich, ASV). Kolagenāzes reakciju inhibē ar 10 ml S10 barotni (67% DMEM, 22% F-12 

barotnes piedeva, 10% teĜa fetālais serums, 1% penicilīna un streptomicīna maisījums, visi 

reaăenti no Invitrogen, ASV). Šūnas mazgā ar PBS un filtrē caur šūnu filtru (d=70 µm), tad 

suspendē 5 ml S10 barotnes, izskaita šūnas hemocitometrā un suspensiju pārnes T25 (virsmas 

laukums 25 cm2) audu kultivēšanas flakonā. 

Šūnas kultivē +37 °C, 5%CO2 atmosfērā, barotni mainot ik pēc 3-5 dienām. Šūnām 

sasniedzot 75-90% konfluenci, tās nepieciešams pārsēt. 

 

2.3. Šūnu pārsēšana un skaitīšana 

Šūnu monoslāni noskalo ar 5ml PBS, tam uznes 1 ml 0,25% tripsīna/EDTA (Invitrogen, 

ASV) šėīdumu un inkubē 2-3 min +37 °C. Reakciju inhibē ar 2 ml S10 barotni, šūnas mazgā 

ar PBS un suspendē 1 ml S10 barotnes. 1,5 ml stobriĦā sagatavo tripānzilā (Invitrogen, ASV) 

šėīdumu (50% tripānzilais, 45% S10, 5% šūnu suspensija) un hemocitometrā izskaita kopējo 

(NK) un iekrāsoto (mirušo) šūnu skaitu (NM). Šūnu izdzīvotību (I) nosaka pēc formulas I=(NK-

NM)/NK*100%. Šūnu PD pieaugumu aprēėina pēc formulas ∆PD=log2(NK/NS), kur NS ir šūnu 

skaits, kas sākotnēji tika izsēts flakonā. 

Flakonā pārnes 5-10x104 šūnas un pievieno barotni līdz 5 ml. Pārējo suspensiju izmanto 

eksperimentiem, iesaldē vai likvidē saskaĦā ar LU BBML tehniskajiem noteikumiem 

„Atkritumu aprite laboratorijā”. 
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2.4. Šūnu krioprezervācija 

Sagatavo 1 ml šūnu suspensijas saldēšanas pamatvidē (serums vai S10 barotne). Šūnu 

suspensiju atdzesē uz ledus vismaz vienu stundu, tad pievieno 1 ml uz ledus atdzesēta 20% 

krioprotektanta (DMSO (Sigma-Aldrich, ASV) vai glicerīna (Enola, Latvija)) šėīduma 

(Krioprotektants jāšėīdina tajā pašā pamatvidē, kurā tiek suspendētas šūnas). Krioprotektanta 

šėīdumu pakāpeniski pievieno šūnu suspensijai. Saldēšanas stobriĦus ar šūnu suspensiju saldē 

ar izopropanolu (Enola, Latvija) pildītā kamerā, kur šūnas tiek sasaldētas pakāpeniski – 

aptuveni -1 °C/min (gradual freezing). Saldēšanas kameru ievieto -20 °C, bet pēc stundas 

pārvieto uz -80 °C frīzeri. 

Pirms saldēšanas iespējams šūnas sinhronizēt, iepriekšējā dienā S10 barotni nomainot 

pret barotni bez seruma. 

Iesaldētas šūnas uzglabā 1 nedēĜu, 1 mēnesi, 6 mēnešus vai ilgāk. 

Atkausējot šūnas, saldēšanas stobriĦu 1-3 min inkubē siltā ūdens vannā (37 °C). Šūnu 

suspensiju pārnes 15ml stobriĦā un lēnām pievieno S10 barotni līdz 10 ml. Maisījumu 

atmazgā no krioprotektanta. Šūnas izskaita hemocitometrā, nosaka to izdzīvotību, izsēj audu 

kultivēšanas flakonā un inkubē 37 °C, 5%CO2 atmosfērā. 

 

2.5. Kariotipa analīze 

Šūnu kultūru sinhronizē atstājot uz nakti (aptuveni 16 stundas) barotnē bez seruma. 

Šūnas apstrādā ar tripsīnu un suspendē S10 barotnē, pēc tam pievienojot kolcemīda 

(Invitrogen, ASV) šėīdumu ar gala koncentrāciju 0,2 µg/ml. Inkubē 3 h 37 °C. Suspensiju 

centrifugē un nogulsnes suspendē 0.075M KCl šėīdumā un inkubē 10 min 37 °C. Pēc tam 

šūnas fiksē metanolā:ledus etiėskābē (3:1) un pilina uz priekšmetstikliĦa no 30-50 cm 

augstuma. Hromosomas vizualizē ar Giemsa krāsvielu (Invitrogen, ASV) un aplūko gaismas 

mikroskopā 1000x (eĜĜas imersijas objektīva) palielinājumā. 

 

2.6. RT-PCR un laikā novērojamās PCR (qPCR) analīze 

Paraugu kopējo RNS izdala pēc TRIzol ražotājfirmas (Invitrogen, ASV) ieteiktā 

protokola. Trīssimt tūkstošiem (3x105) šūnu pievieno 0,5 ml TRIzol reaăenta, kam pievieno 

0,1 ml hloroforma (Sigma-Aldrich, ASV), aktīvi samaisa, inkubē 2-3 min istabas temperatūrā 

un centrifugē 15 min 14000 rpm 4 ˚C. Pēc centrifugēšanas augšējo (ūdens) fāzi pārnes jaunā 

stobriĦā ar 0,25 ml izopropanola, samaisa un inkubē 10 min istabas temp., centrifugē 10 min 

14000 rpm 4 ˚C un nogulsnes suspendē 0,5 ml 75% etanolā/H2O-DEPC (Jaunpagasts Plus, 
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Latvija, Invitrogen, ASV). Paraugus centrifugē, nožāvē, resuspendē 30-50 µl H2O-DEPC un 

inkubē 10 min 55˚C.  

RNS koncentrāciju mēra ar NanoDrop spektrofotometru (ThermoScientific, Vācija) 

vadoties pēc ražotāja ieteiktā protokola. Pēc RNS koncentrācijas aprēėina komplementārās 

DNS (kDNS) sintēzes reakcijā nepieciešamos RNS šėīduma tilpumu. Reakciju sagatavo 0,2 

ml stobriĦā, RNS šėīdumam pievienojot 0,5 µl (0,25 µg) Oligo(dT)18 praimera, 0,5 µl (0,1 µg) 

nejaušo heksomēru maisījuma, 4 µl 5x reakcijas bufera, 2 µl (1 mM) dNTP maisījuma, 1 µl 

(200 u) Reversās transkriptāzes RevertAid, 0,5 µl (20 u) RNāžu inhibitora RiboLock un 

uzpildot līdz 20 µl ar H2O-DEPC (Reversās transkripcijas reaăenti no Fermentas, Lietuva). 

Reakciju veic „Veriti” (Applied Biosystems, ASV) PCR iekārtā uzstādot programmu +25˚ C 

10 min, +42˚ C 60 min un +70˚ C 10 min. 

Iegūto vienpavediena kDNS uzglabā -20 ˚C vai uzreiz izmanto polimerāzes ėēdes 

reakcijas (PCR – polimerase chain reaction) analīzēm. 

PCR analīzes reakciju sagatavo 0,2 ml stobriĦā, kurā sapilina 2 µl Parauga kDNS, 1 µl 

(0,25 µM) tiešo praimeri, 1 µl (0,25 µM) apgriezto praimeri, 10 µl 2x PCR maisījumu 

(Fermentas, Lietuva) un uzpilda līdz 20 µl ar H2O-DEPC. Preimeru sekvences aplūkojamas 1. 

tabulā. Reakciju veic „Veriti” PCR iekārtā uzstādot programmu +95˚ C 20 s, +60˚ C 

(temperatūra atkarīga no praimera) 30 s un +72˚ C 30 s, kuru atkārto 40 ciklus. 

PCR produktus pārbauda 1% agarozes (Fermentas, Lietuva) gēla elektroforēzē, krāsojot 

ar etīdija bromīdu (Enola, Latvija). 

Laikā novērojamās (kvantitatīvās) PCR (qPCR) analīzes reakciju sagatavo 96 lauciĦu 

plates lauciĦā, sapilinot 2 µl parauga kDNS, 1 µl (0,25 µM) tiešo praimeri, 1 µl (0,25 µM) 

apgriezto praimeri, 10 µl 2x „SYBRgreen qPCR maisījumu (Fermentas, Lietuva) un uzpilda 

līdz 20 µl ar H2O-DEPC. Reakciju veic „StepOne Plus” (Applied Biosystems, ASV) qPCR 

iekārtā, „StepOne Plus software” datorprogrammā uzstādot programmu +95˚ C 30 s, +60˚ C 

(temperatūra atkarīga no praimera) 1 min un +72˚ C 30 s, kuru atkārto 40 ciklus. DNS 

daudzuma nolasīšana tiek veikt katra cikla beigās. 

Datus apkopo „StepOne Plus software” un analizē Microsoft Office Excel 

datorprogrammās. Visi PCR rezultāti tiek veikti 2 tehniskajos atkārtojumos. Iegūtajiem 

rezultātiem aprēėina vidējās vērtības un standartnovirzes. Gēnu relatīvās ekspresijas dati tiek 

analizēti pēc Livaka metodes (Livak and Schmittgen 2001). Statistisko ticamību pārbauda ar 

Stjūdenta koeficienta T-testu. Rezultāti, kuros p vērtība ir mazāka par 0,05 (p<0,05), 

uzskatāmi par statistiski ticamiem. 
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1. tabula 
Maăistra darbā izmantotie praimeri 

Table 1 
Primers used in Master thesis 

Nosaukums Sekvence 5’-3’ 
Produkta 

garums, bp 

Gēnu bankas 

references Nr. 

TERT_F GGAAGAGTGTCTGGAGCAAGTTG 
254 NM_198253 

TERT_R AGCTGCACCCTCTTCAAGTG 

B-actin_F AGCCTCGCCTTTGCCGA 
174 NM_001101 

B-actin_R CTGGTGCTGGGGCG 

BCL2_F TTGCTTCCCGGCGTCCCT 
201 NM_000657 

BCL2_R TCCTGGGGACTCCTGGAC 

BAX_F GCTTCAGGGTTTCATCCA 
148 NM_138765 

BAX_R GCTCCATGTTACTGTCCA 

BGLAP_F CACCATGAGAGCCCTCAC 
248 NM_199173 

BGLAP_R CTCGGGCAGCTTGCTCTT 

RUNX2_F AGTGGACGAGGCAAGAGTTTCA 
111 NM_001015051 

RUNX2_R GGGTTCCCGAGGTCCATCTA 

SPARC_F CCCATTGGCGAGTTTGAGAA 
140 NM_003118 

SPARC_R TTGCAAGGCCCGATGTAGTC 

PPARG_F AGCCTCATGAAGAGCCTTCCA 
120 NM_005037 

PPARG_R TCCGGAAGAAACCCTTGCA 

ADPN_F AGGGTCACCCAAGCAACAAG 
151 NM_001928 

ADPN_R TACGTGGCCCATGCTGATCT 

PLIN_F ACCCCCCTGAAAAGATTGCTT 
86 NM_002666 

PLIN_R GATGGGAACGCTGATGCTGTT 

HAPLN1_F TCACACTCGCCCAGAGACAA 
194 NM_001884 

HAPLN1_R TGATCAGCCCAGCAGATTGA 

Sox9_F ACCAGTACCCGCACTTGCAC 
136 NM_000346 

Sox9_R GGGTGGTCCTTCTTGTGCTG 

Praimeri iegūti no LU BBML kolekcijas. 

 

2.7. Šūnu ploiditātes noteikšana  plūsmas citometrā 

Šūnas pēc apstrādes ar tripsīnu mazgā PBS. Suspensiju centrifugē un nogulsnes 

suspendē propīdija jodīda šėīdumā (50 µg/ml, Sigma-Aldrich, ASV). Plūsmas citometrā 

„FACScalibur” (Becker Dickinson, ASV) uzstāda tiešās izkliedes, sānu izkliedes un propīdija 

jodīda kanālu un veic paraugu analīzi. Datus apkopo „BD CellQuest Pro” datorprogrammā. 
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3. REZULTĀTI 

Maăistra darbā tika izmantotas piecas cilvēka dermas mezenhimālo šūnu kultūras sākot 

no 3.pārsējuma jeb darba bankas šūnām (atbilstoši Eiropas farmakopejas ieteikumiem par 

šūnu banku veidošanu). Pēc šūnu izsēšanas tika uzsākta populācijas dalīšanās (PD) reižu 

uzskaite. Ăenētiskās stabilitātes kontrolei tikai kultivēta arī audzēja šūnu līnija (HeLa). HeLa 

šūnām PD uzskaite netika veikta. 

Identiskos apstākĜos izdalītas un kultivētas šūnas laboratorijā iepriekš raksturotas kā 

ādas mezenhimālās cilmes šūnas (MCŠ) (Riekstina et al. 2008, Riekstina et al. 2009). 

 

3.1. Ādas MCŠ ăenētiskā stabilitāte ilgstošas in vitro pavairošanas laikā 

Dermālo šūnu hromosomu komplekts tika noteikts pēc aptuveni 5, 25 un 50 dalīšanās 

reizēm un  divu nedēĜu ilgas krioprezervācijas. Katram paraugam tika aplūkoti vismaz pieci 

mitotiskie izklājumi (mitotic spread) un visos izklājumos tika skaitītas redzamās hromosomas 

(2.tab.). 

 

2. tabula 
Hromosomu skaits 

Table 2 
Chromosome number 

 10D 51D 52D 53D 55D HeLa 

PD5 46 46 46 46 46 46, 48, 

51, 55, 

56, ... 

PD25 46 46 46 46 46 

PD50 46 46 46 46 46 

Pēc 

Krioprezerv ācijas 
46 46 46 46 46 - 

 

Visās piecās dermālo šūnu kultūrās tika detektētas 46 hromosomas, kas atbilst 

normālam cilvēka kariotipam. Kultūrām sasniedzot PD25 un PD50, hromosomu skaita 

izmaiĦas netika novērotas. Divu nedēĜu ilga krioprezervācija neatstāja ietekmi uz šūnu 

kariotipu visas šūnu kultūras saglabāja normālu kariotipu. HeLa šūnu līnijas paraugos tika 

saskaitītas 46, 48, 51 55, 56 un vairāk hromosomas. 

Visiem paraugiem tika pārbaudīta arī telomerāzes reversās transkriptāzes (TERT) gēna 

ekspresija. TERT ekspresiju noteica ar RT-PCR metodi un rezultātus atspoguĜoja tabulā 

(3.tab.). 
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3 tabula 
TERT gēna ekspresija 

Table 3 
TERT gene expression 

 10D 51D 52D 53D 55D HeLa 

PD5 NEG NEG NEG NEG NEG 

POZ PD25 NEG NEG NEG NEG NEG 

PD50 NEG NEG NEG NEG NEG 

Pēc 

Krioprezerv ācijas 
NEG NEG NEG NEG NEG - 

 

Dermas šūnu kultūrās nevienā no dotajiem laika punktiem netika konstatēta TERT 

expresija. Arī divu nedēĜu krioprezervācija neizraisīja TERT ekspresijas uzsākšanos. Paraugā, 

kas iegūts no HeLa šūnām, TERT ekspresija bija Ĝoti izteikta. 

 

3.2. Ādas MCŠ diferenciācijas marėieru ekspresija ilgstošas in vitro pavairošanas laikā 

Darba ietvaros tika sastādīts mezenhimālās diferenciācijas marėieru panelis, kas veidots 

no 8 gēniem (3 osteoăenēzes, 2 hondroăenēzes un 3 adipoăenēzes marėieri). Katras 

mezenhimālās diferenciācijas līnijas (osteoblastu, hondrocītu, adipocītu) raksturošanai tika 

izvēlēts viens transkripcijas faktors (attiecīgi RUNX2, SOX9, PPARγ) un viens vai divi 

diferencētām šūnām specifiski proteīni – BGLAP (osteokalcīns) un SPARC (osteonektīns) 

osteoblastiem, HAPLN1 hondrocītiem un ADPN (adipsīns) un PLIN (perilipīns) adipocītiem. 

Lai novērtētu šo gēnu izmaiĦu laikā, no visām dermas šūnu kultūrām pēc PD5, PD25 un 

PD50 veica laikā novērojamo PCR. No mērėgēna sliekšĦa cikla (Ct) tika atĦemts iekšējās 

kontroles jeb pamatmetabolisma (housekeeping) gēna ß-aktīna sliekšĦa cikls, un iegūtā 

starpība (∆Ct)  ievietota formulā 2-∆Ct, ar kuru aprēėināja mērėgēna ekspresijas relatīvās 

vienības. Gēnu relatīvās ekspresijas vienības salīdzināja starp kultūrām un attēloja grafikos 

(4.att., 1.pielikums, 2.pielikums). 
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4. attēls. Atšėirības marėieru gēnu ekspresijā starp ādas šūnu kultūrām pēc 5 dalīšanās reizēm. 
Figure 4. Differences in marker gene expression between dermal cell cultures after 5 doublings. 

 

Diferenciācijas gēnu ekspresijas tendences ievērojami variēja starp paraugiem. Jau 

agrīnajās kultūrās (PD5) atšėirības starp paraugiem bija Ĝoti lielas, sasniedzot pat 40 reižu 

lielu atšėirību adipsīna ekspresijā starp 52D un 55D, kas neĜauj izdarīt viennozīmīgus 

secinājumus par dermas šūnu kultūrām kopumā. TādēĜ kultūrās atsevišėi tika novērtētas gēnu 

ekspresijas izmaiĦu tendences laikā. Marėiergēnu ekspresijas izmaiĦu tendences salīdzināja 

starp PD5 un PD25 un PD25 un PD50 un atšėirības atspoguĜoja tabulā (4.tab.). 

4.tabula 
Diferenciācijas gēnu ekspresijas tendences pieaugot kultūras PD 

Table 4 
Tendences of diferentiation gene expression with increasing the culture PD 

Kultūra 
Laika  

posms 

Marķieri 

Osteoģenēzes Hondroģenēzes Adipoģenēzes 

RUNX2 BGLAP SPARC SOX9 HAPLN1 PPARG ADIPSIN PLIN 

10D PD5-PD25 ↗ ↗ ↗ ↗ → ↘ ↘ ↘ 

 PD25-PD50 → ↘ ↘ ↗ ↗ → → ↘ 

51D PD5-PD25 ↗ ↘ ↗ ↘ ↗ ↘ ↘ ↘ 

 PD25-PD50 ↗ → ↗ ↗ ↗ ↘ ↘ ↘ 

52D PD5-PD25 ↗ ↗ ↗ ↘ ↘ ↗ ↗ ↗ 

 PD25-PD50 → ↘ ↘ ↘ → ↗ ↗ ↗ 

53D PD5-PD25 ↘ ↘ ↘ ↘ ↘ → ↗ ↗ 

 PD25-PD50 ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ 

55D PD5-PD25 ↗ ↘ ↗ ↗ ↗ ↘ ↘ ↘ 

 PD25-PD50 ↘ → ↘ ↗ ↗ → → ↘ 

↗ - ekspresija palielinās dotajā laika posmā, ↘- ekspresija samazinās dotajā laika posmā, → - ekspresija būtiski 
nemainās dotajā laika posmā 
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Diferenciācijas gēnu tendences vairumā gadījumu Ĝāva izdarīt secinājumus par 

izmaiĦām šūnu kultūrā. 10D paraugā laika gaitā samazinājās adipoăenēzes marėieru 

ekspresija, bet pieauga hondrocītiem raksturīgo gēnu ekspresija. Osteoăenēzes marėieri līdz 

PD25 pieauga, bet tad samazinājās vai palika nemainīgi, kā RUNX2 gadījumā. Līdzīgas 

tendences novēroja 51D paraugā, kur visu adipoăenēzes marėieru ekspresija samazinājās, 

kamēr osteoăenēzes un hondroăenēzes marėieru ekspresija pieauga. 52D paraugā līdz PD25 

pieauga gan osteoăenēzes, gan adipoăenēzes marėieri, bet līdz PD50 osteoăenēzē iesaistīto 

gēnu ekspresija atkal samazinājās. Hondrocītiem raksturīgo gēnu ekspresija 52D kultūrā laika 

gaitā samazinājās. Līdz PD25 paraugā 53D samazinājās osteoăenēzes un hondroăenēzes 

marėieri,bet līdz PD50 to ekspresija atkal paaugstinājās. Adipoăenēzes marėieru ekspresija 

paraugā 53D pakāpeniski pieauga. Visbeidzot 55D paraugā pieauga hondroăenēzes, 

samazinājās adipoăenēzes un vispirms pieauga, tad samazinājās osteoăenēzes marėieru gēnu 

ekspresija. 

 

3.3. Apoptozes līmeĦa izmaiĦas ādas MCŠ ilgstošas in vitro pavairošanas laikā 

Apoptozes līmenis tika mērīts salīdzinot proapoptotiskā Bax un antiapoptotiskā Bcl-2 

gēnu ekspresijas attiecību. Tika aprēėinātas abu gēnu ekspresijas relatīvās vienības un iegūta 

to attiecība (5.att.). Relatīvās attiecības skaitĜiem tika izteiktas vidējās vērtības no visām 

dermas līnijām dotajos laika punktos. Salīdzinājumam, ar šo metodi tika pārbaudīta arī HeLa 

šūnu līnija.  

 
5. attēls. Bax un Bcl-2 gēnu ekspesijas relatīvo vienību attiecība piecās dermas šūnu kultūrās PD5, PD25, PD50 
un HeLa šūnu līnijā. KĜūdu stabiĦi attēlo standartnovirzi. 
Figure 5. The ratio of Bax and Bcl-2 gene expression relative values in five dermal cell cultures in PD5, PD25, 
PD50 and HeLa cell line. Error bars show standard deviation. 

p=1,11 * 10-5 

p=0,01 

*  
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Apoptozes līmenis pieauga pakāpeniski palielinoties kultūras PD. Paraugos 10D un 51D 

Bax/Bcl-2 relatīvās attiecības vienības pieauga lēnāk, kamēr pārējos paraugos pieaugums bija 

krasāks, tomēr kopumā visās līnijās apoptozes pieaugums bija lineārs atblistoši kultūras PD.  

Jaunām kultūrām (PD5) Bax/Bcl-2 attiecība bija vidēji 3,3 relatīvās vienības, vidējām (PD25) 

– 19,5, bet novecojušām (PD50) – 43. Hela šūnu līnijai Bax/Bcl-2 attiecība bija 2,17 relatīvās 

vienības. 

Lai salīdzinātu metodes precizitāti, tika veikts eksperiments, kurā konfluentas (pilns 

monoslānis) dermas šūnas divas dienas tika audzētas kontroles (10% seruma barotne), 1% 

seruma barotnes un bezseruma barotnes apstākĜos. Seruma badināšana ir literatūrā aprakstīta 

kā iekšēji izraisīto apoptozi veicinošs process (Schamberger et al. 2005). Pusi šūnu izmantoja 

RNS iegūšanai un laikā novērojamās PCR analīzēm, bet otru pusi analizēja plūsmas 

citometrā, nosakot šūnu ploiditāti. Šūnām līdzīgie veidojumi, kuru ăenētiskais materiāls bija 

mazāks par n (normālām šūnām tas ir n vai 2n), tika uzskatīti par apoptotiskiem ėermenīšiem, 

un tika noteikts to procents kultūrā (5.tab.). Ploiditātes tests Ĝauj semikvantitatīvi novērtēt 

apoptozes līmeni šūnu kultūrā. 

 

5. tabula 
Apoptozes noteikšanas metožu salīdzinājums 

Table 5 
Comparison of apoptosis detection methods 

 
10% seruma 

barotne 
1% seruma barotne Bezseruma barotne 

Bax/Bcl-2 attiecība, 

relatīvās vienības 
3,14 6,43 12,47 

Apoptotisko 

ėermenīšu skaits, 

procenti 

0 0,6 2 

 

Laikā novērojamās PCR dati demonstrēja apoptozes līmeĦa pieaugumu palielinoties 

seruma trūkuma izraisītajam šūnu stresam. Ploiditātes tests sniedza līdzīgus rezultātus – 

apoptotisko ėermenīšu īpatsvars kultūrā palielinājās samazinot seruma daudzumu kultūrā. 

3.4. Krioprezervācijas optimizācija 

Mezenhimālo šūnu krioprezervācijā iespējamas dažādas variācijas – iesaldēto šūnu 

skaits, izvēlētā saldēšanas vide un citi, piemēram, šūnu sinhronizēšana pirms saldēšana. Lai 

piemeklētu labākos saldēšanas apstākĜus ilgtermiĦa uzglabāšanai, tika novērtēta kultūras 

blīvuma, sinhronizēšanas un saldēšanas vides nozīme šūnu izdzīvošanā. 
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Kultūras blīvuma nozīme tika noteikta iesaldējot dermas šūnas četros dažādos blīvumos 

– 0,125, 0,25, 0,5 un 1 miljons šūnu mililitrā) uz divām nedēĜām (6.att. A). Eksperiments tika 

veikts 5 atkārtojumos. 

Sinhronizācijas ietekmi uz šūnu izdzīvotību noteica dienu pirms saldēšanas kultūru 

sadalot divās daĜās - vienu daĜu atstāja normālos apstākĜos, otru sinhronizēja 16 stundas ar 

bezseruma barotni (6.att. B). Eksperiments tika veikts piecos atkārtojumos. 

2010. gada jūnijā LU Bioloăijas fakultātes studente Dina Sarceviča aizstāvēja bakalaura 

darbu ar nosaukumu „Dažādu krioprezervāciajs metožu salīdzinājums no dermas un 

epidermas izdalītu šūnu kultūrās”, kurā viĦa salīdzināja šūnu izdzīvotību pēc 

krioprezervācijas dažādos saldēšanas šėīdumos (Sarceviča 2010). Sarcevičas darbā tika 

salīdzināta šūnu izdzīvotība pēc īsa laika (līdz 1 mēnesim) krioprezervācijas. 

Lai novērtētu ilgtermiĦa krioprezervācijas efektus, papildus jau izpētītajam, piecas 

dermas šūnu kultūras dažādos pārsējumos tika iesaldētas uz sešiem mēnešiem. Kopā tika 

iesaldēti 40 paraugi, pa 10 katrā no pārbaudāmajiem saldēšanas šėīdumiem (6.att. C). 

 
6. attēls. Dermālo MCŠ izdzīvotība pēc krioprezervācijas: A – atkarībā no šūnu skaita mililitrā; B – atkarībā no 
šūnu kultūras sinhronizēšanas; C – atkarībā no saldēšanas vides. KĜūdu stabiĦi attēlo standartnovirzi. 
Figure 6. The viability of dermal MSCs after cryopreservation: A – depending on cell count per mililiter; B – 
depending on cell culture synchronisation; C – depending on freezing media. Error bars show standard deviation. 

p=9,15 * 10-7 

p=6,3 * 10-9 

***  

p=0,17 
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Kultūras blīvuma ietekmes eksperiments demonstrēja, ka palielinot iesaldēto šūnu 

skaitu mililitrā, kopējā kultūras izdzīvotība uzlabojas. Gadījumos, kad kultūras blīvums bija 

mazāks par 0,25 miljoniem šūnu mililitrā (Mš./ml), ievērojami samazinājās arī šūnu 

izdzīvotība pēc atkausēšanas. Blīvumā no 0,25 līdz 0.5 Mš./ml šūnu izdzīvotība atšėiras par 

aptuveni 2%, tomēr statistiski šī atšėirība nav būtiska. Kultūras blīvumam pieaugot virs 0,5 

Mš./ml izdzīvotības izmaiĦa bija niecīga. 

Salīdzinot sinhronizētu un nesinhronizētu kultūru izdzīvotību par nepilnu procentu 

augstāku izdzīvotību uzrādīja sinhronizētās kultūras, tomēr šīs atšėirības nav statistiski 

būtiskas. 

Visbeidzot, salīdzinot saldēšanas vides ietekmi uz izdzīvotību, ievērojamas atšėirības 

parādījās ilgtermiĦa krioprezervācijā. Paraugos, kuri bija iesaldēti vienu nedēĜu vai mēnesi, 

bija vērojamas nelielas fluktuācijas starp saldēšanas vidēm – uz serumu bāzētas vides 

salīdzinot ar barotnes vidēm saglabāja nedaudz augstāku izdzīvotību, kamēr, salīdzinot starp 

krioprotektantiem, pavisam neliels izdzīvotības uzlabojums bija vidēm ar glicerīna piedevu. 

Tomēr neviena  no šīm atšėirībām nebija statistiski būtiska. Pēc sešu mēnešu 

krioprezervācijas ievērojami samazināta izdzīvotība bija šūnām, kas tika saldētas vidēs ar 

glicerīna piedevu – uz barotni bāzētās vidēs atšėirība starp DMSO un glicerīna klātbūtni bija 

20% izdzīvotība, bet seruma vidēs pat 23% izdzīvotības atšėirība. Saldēšanas pamatvides 

izvēle uz šūnu izdzīvotību neatstāja būtiskas sekas. IlgtermiĦā saldēšanas vidēs, kurās par 

krioprotektantu izmantots DMSO, šūnu izdzīvotība samazinājās par 2-3%, bet statistiski šī 

izmaiĦa nebija būtiska (p>0,05). 

 

3.5. Publicitāte 

Maăistra darbā iegūtie dati publicēti sekojošās konferencēs: 

• Uzaicināts plakāta ziĦojumam “Genetic stability of human skin-derived 

mesenchymal stem cells in long-term in vitro culture” konferencē “Chromatin, 

Replication, and Chromosomal Stability” 2011. gada 20.-21.jūnijā, Stokholmā, 

Zviedrijā (Autori: Kungs J, Cakstina I, Riekstina U, Cappiello L, Ancans J) 

•  Plakāta ziĦojums „Human skin derived mesenchymal stem cell characterisation 

and effects of DMSO on growth hormone secretion and marker profile” konferencē 

„TERMIS-EU Meeting 2011” 2011. gada 7.-10.jūnijā, Granadā, Spānijā (Autori: 

Parfejevs V, Boroduskis M, Riekstina U, Cakstina I, Kungs J, Cappiello L, Krustins 

J, Ancans J) 
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• Mutiskais ziĦojums ”Kariotipēšanas un krioprezervācijas metožu validācija cilvēka 

dermālajām mezenhīmas šūnu kultūrām” konferencē „LU 69.konference. 

Mikrobioloăijas un biotehnoloăijas sekcija” 2011. gada 9.februārī, Rīgā, Latvijā 

(Autori: Kungs J, Sarceviča D, ČakstiĦa I, Cappiello L, RiekstiĦa U, Ancāns J) 

 

Tiek gatavota publikācija par maăistra darbā iegūtajiem rezultātiem. 
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4. DISKUSIJA 

Vēsturiski pirmās MCŠ tika izdalītas no kaulu smadzenēm (Friedenstein et al. 1968 cit. 

pēc Afanasyev et al. 2009), tādēĜ literatūrā biežāk sastopamas publikācijas tieši par kaulu 

smadzeĦu kultūrām. Autoru vidū ir būtiski atšėirīgi viedokĜi par ilgtermiĦa in vitro 

kultivēšanas ietekmi uz kaulu smadzeĦu MCŠ. Daži autori norāda, ka ilgstoša kultivēšana 

izraisa MCŠ transformēšanos par audzēju šūnām (Tolar et al. 2007, Rosland et al 2009, 

Torsvik et al. 2010), citi apgalvo, ka uzkrājas hromosomu aberācijas, bet šūnas 

netransformējas (Tarte et al. 2010), kamēr ir arī autori, kas ilgtermiĦa kultūrās nav novērojuši 

ne transformāciju, ne kariotipa izmaiĦas (Bernardo et al. 2007, Choumerianou et al. 2008). 

Tomēr visi šie autori ir vienisprātis, ka šūnu izdalīšanas un kultivēšanas apstākĜi var 

ievērojami ietekmēt šūnu stabilitāti, tostarp arī novērst transformēšanos par audzēju šūnām. 

Līdzīgu pētījumu par ilgstošas in vitro kultivēšanas ietekmi uz ādas mezenhimālajām šūnām ir 

nedaudz. Jaunākajā pētījumā (Guan et al. 2010) ādas mezenhimālās šūnas tiek uzskatītas par 

drošām un stabilām. Tomēr ir labi jāsaprot kādi procesi ir iespējami ar šūnām ilgtermiĦā 

atrodoties in vitro, pirms plānot to pielietojumu in vivo pētījumos. 

 

4.1. Ādas MCŠ ăenētiskā stabilitāte ilgstošas in vitro pavairošanas laikā 

Ăenētiskā stabilitāte un hromosomu komplekts var tieši ietekmēt dažādu gēnu 

ekspresiju. Polisomijas gadījumā kāds gēns var tikt pārstāvēts vairākkārtīgi, kamēr 

hromosomu pārrāvumu vai delēciju gadījumā funkcionāli izzust. Ilgstošas kultivēšanas 

rezultātā, iespējams, uzkrājas dažādas kariotipa aberācijas, tādēĜ regulāra kariotipa pārbaude ir 

nepieciešama. 

Maăistra darbā pārbaudītajās dermālo šūnu kultūrās kariotipa izmaiĦas netika detektētas 

nevienā no izvēlētajiem šūnu kultūru pavairošanas punktiem. Šādi rezultāti liecina, ka 

izvēlētie kultivēšanas apstākĜi bija pietiekami, lai saglabātu normālu šūnu kariotipu. Tomēr, 

lai arī kariotipa pārbaude ar kolcemīda inkubāciju ir minēta Eirpoas farmakopejā kā vienīgā 

kariotipa pārbaudes metode šūnu kultūrām, tā nav sevišėi jutīga metode. Ar metodi tiek 

detektētas šūnas, kuras atrodas mitozē, bet to skaits nav liels – aptuveni 10% dermālo šūnu 

vienlaicīgi atrodas mitozē (Pan et al. 2009), turklāt kolcemīda inkubācija palīdz detektēt tikai 

šūnas, kas atrodas mitozes metafāzē, tātad vēl mazāku daĜu. TādēĜ iespējams, ka hromosomu 

aberācijas uzkrājušās šūnās, kuras neatrodas mitozē. Maăistra darbā tika pārbaudīts 

hromosomu skaits, bet ne struktūra un kariotipa sastāvs, tādēĜ ir iespējams, ka kāda 

hromosoma pārstāvēta vairākkārt, kamēr cita tikai vienu reizi. Tāpat iespējami arī hromosomu 

plecu fragmentu zaudējumi, kuri netika pārbaudīti. Precīzākai aberāciju detekcijai būtu 

ieteicama, piemēram, fluorescentā in situ hibridizācija. Jāatzīmē, ka hromosomu aberācijas 

tiek novērotas arī cilvēka audos novecošanas rezultātā, un bieži tās nav saistītas ar 
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Ĝaundabīgiem vai patoloăiskiem procesiem. Tāpat vairākos cilvēka šūnu un audu veidos 

poliploīdija ir fizioloăiski normāla parādība, piemēram, aknās. 

HeLa līnijā detektētais paaugstinātais hromosomu skaits atbilst literatūras datiem par šo 

audzēju līniju (Macville et al. 1999). HeLa šūnām ir raksturīga vairāku hromosomu 

polisomija kā arī vairākas pārrautas hromosomas, kas turpina dalīties kā pseidohromosomas. 

Augsta TERT ekspresija ir audzējiem raksturīga pazīme. Philippi un kolēăi (Philippi et 

al. 2010) norāda, ka 80-90% audzēju ekspresē TERT, tādēĜ tas uzskatāms par labu audzēju 

marėieri, tomēr tas jāaplūko kontekstā ar citiem audzēju marėieriem. Pastāv arī audzēju veidi, 

kas neekspresē TERT, un tie izmanto īsos telomēru garumus un hromosomu aberācijas, lai 

nodrošinātu dinamisku ăenētisko mainību un spētu izvairīties no pretvēžā terapijām (Anisimov 

2003), tomēr šādu audzēju ir relatīvi maz. TERT ekspresija raksturīga arī cilmes šūnām, it 

sevišėi embrionālajām šūnām, bet nelielos daudzumos arī pieaugušo MCŠ (Serakinci et al. 

2008). HeLa šūnu līnijā TERT ekspresija bija Ĝoti izteikta, bet pārbaudītajās dermas kultūrās 

TERT ekspresija nebija detektēta nevienā no laika punktiem, kas varētu liecināt, ka pētāmās 

šūnas neveidotu audzēju in vivo. Rezultāti arī lieciena, ka dotajos kultivēšanas apstākĜos šūnas 

neuzsāk ar vecumu saistīto TERT reaktivāciju, kas literatūrā minēts, kā viens no 

raksturīgākajiem audzēju uzsākšanas iemesliem (Anisimov 2003). Serakinci norāda, ka, ja 

mezenhimālās šūnas ekspresē TERT, tad in vitro kultivēšanas ietekmē šī ekspresija strauji 

izzūd. Martinello un kolēăi (Martinello et al. 2010) uzsvēra, ka krioprezervācija var 

samazināt TERT ekspresiju. Darbā izmantotās kultūras tika Ħemtas no trešā pārsējuma (darba 

bankas) un atkausētas pēc krioprezervācijas, kas izskaidro, kāpēc TERT ekspresija netika 

novērota arī agrīnā kultūrā (PD5). Ir pētījumi, kuri parāda MCŠ potenciālu uzsākt TERT 

ekspresiju īpašos apstākĜos, piemēram, hipoksiskās (samazināts skābekĜa daudzums) šūnu 

kultūrās, pie kam šāda ekspresija neveicina šūnu transformāciju, bet gan to iespējamā PD 

pieaugumu līdz pat 100 reizēm. Jautājums, vai TERT ekspresija in vitro pavairošanas laikā ir 

uzskatāma par nevēlamu in vivo pielietojumiem nav vienozīmīgi atbildēts. Iespējams, jauni 

pētījumi šajā jomā var pat norādīt uz īslaicīgas TERT ekspresija pozitīvo lomu šūnu 

pavairošanas procesa laikā. Tomēr pagaidām TERT ekspresija kultivēšanas laikā tiek 

uzskatīta par riska faktoru in vivo pielietojumiem. 

 

 

4.2. Ādas MCŠ diferenciācijas marėieru ekspresija ilgstošas in vitro pavairošanas laikā 

Novērtējot izmaiĦas ilgtermiĦa in vitro pavairošanas ietekmi uz šūnu kultūru iespējams 

aplūkot dažādos līmeĦos – morfoloăiskās izmaiĦas, virsmas marėieru ekspresiju, proteīnu 

sintēzi un sekrēciju, gēnu ekspresiju u.tml. Morfoloăiskas šūnas izmaiĦas rodas būtisku ārēju 

un iekšēju faktoru ietekmē, kamēr neliela skaita gēnu ekspresijas izmaiĦas var tikt izsauktas 

ar mazākiem stimuliem. Lai novērtētu ilgstošas kultivēšanas ietekmi uz gēnu ekspresiju, 



35 

 

maăistra darbā par modeĜgēniem tika izvēlēti MCŠ diferenciācijas marėieru gēni un 

novērtētas to ekspresijas izmaiĦas. 

Maăistra darbā pētītajās dermas šūnu kultūrās starp paraugiem bija novērojamas 

ievērojamas atšėirības diferenciācijas marėiergēnu ekspresijā. Jau PD5 novēroto marėieru 

ekspresijas bija stipri atšėirīgas, kas, Ħemot vērā, ka visas kultūras tika izdalītas un kultivētas 

identiski, norāda, iespējams, par ăenētiskām un epiăenētiskām atšėirībām audu donoru līmenī. 

Darba izstrādes vietai, LU Bioanalītisko un biodozimetrisko metožu laboratorijai nav 

pieejama informācija par paraugu donoriem, tādēĜ nav zināms ne donoru vecums, ne 

dzimums, ne hroniskas saslimšanas, bet visi šie faktori varētu ietekmēt dažādu gēnu 

ekspresiju. Lielo atšėirību dēĜ nebija lietderīgi analizēt visas dermas mezenhimālajo šūnu 

kultūras kopumā, bet tā vietā tika aplūkotas atšėirības marėiergēnu ekspresijas tendencēs. 

Literatūras dati norāda, ka ilgstermiĦa MCŠ kultūrā samazinās šūnu spēja diferencēties 

adipocītu līnijas šūnās, bet palielinās spēja pārveidoties osteohondrālās līnijas raksturīgajām 

šūnām (Bonab et al. 2006, Wagner et al. 2008). Tomēr, vadoties pēc maăistra darbā 

iegūtajiem diferenciācijas gēnu ekspresijas rezultātiem, to nevar viennozīmīgi apstiprināt. Ir 

jāĦem vērā tas, ka vairums publicēto pētījumu izmanto vienu vai Ĝoti limitētu MCŠ kultūru 

skaitu, līdz ar to padarot neiespējamu šādu variāciju detektēšanu. 

Paraugos 10D un 55D šūnas līdz PD50 visaktīvāk ekspresēja hondroăenēzes marėierus 

un samazināja osteoblastiem un adipocītiem raksturīgo gēnu ekspresija. Tas varētu liecināt 

par šo kultūru hondrodiferenciāciju. Paraugā 51D laika gaitā samazinājās adipoăenēzes, bet 

pieauga osteohondrālo šūnu marėieru ekspresija, kas varētu norādīt uz agrīnu osteoblastu vai 

hondrocītu diferenciāciju. 52D paraugā pretēji Wagner un kolēău teiktajam ilgstošas 

kultivēšanas rezultātā paaugstinājās tieši adipoăenēzes marėieru ekspresija, bet samazinājās 

osteoblastu un hondrocītu marėieri, tātad, iespējams, notika diferenciācija par taukaudiem. 

Paraugā 53D viennozīmīgus rezultātus neizdevās iegūt. 

Visas šūnu kultūras tika kultivētas normālos apstākĜos bez diferenciāciju veicinošu 

faktoru klātbūtnes. TādēĜ iegūtie rezultāti varētu liecināt, ka ilgstošas in vitro pavairošanas 

laikā šūnas var uzsākt spontāno diferenciāciju. Kādi faktori varētu būt izraisījuši šādas 

izmaiĦas, maăistra darba ietvaros netika pētīts. Spontānā diferenciācija šī darba ietvaros 

pierādīta netika. 

Donoru atšėirības, kā to parāda diferenciācijas marėieru ekspresija, var būtiski ietekmēt 

dažādu gēnu ekspresiju. Visas piecas dermas šūnu kultūras atbilst MCŠ definīcijai – tās veido 

adherentu monoslāni kultūrā, ekspresē virsmas marėierus CD73, CD90 un CD105 un spēj 

diferencēties mezenhimālās līnijas šūnās (Riekstina et al. 2008, Riekstina et al. 2009). Visas 

piecas MCŠ kultūras tika izdalītas, kultivētas un apstrādātas vienādi, bet bet diferenciācijas 

gēnu līmenī tās ir atšėirīgas, tāpēc, iespējams, arī in vivo apstākĜos tās reaăētu atšėirīgi. Pirms 

mezenhimālo šūnu lietošanas klīniskā pētījumā, būtu nepieciešams sagatavot marėieru paneli, 

kas Ĝautu iegūt plašāku šūnu raksturojumu. Piemēram, lietojot MCŠ skrimšĜa audzēšanā darbā 

piedāvātais diferenciācijas marėieru panelis varētu būt noderīgs, bet pielietojot MCŠ 
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imunomodulatorās īpašības, nākotnē būtu lietderīgi papildus analizēt arī citokīnu un augšanas 

faktoru ekspresiju. 

 

4.3. Apoptozes līmeĦa izmaiĦas ādas MCŠ ilgstošas in vitro pavairošanas laikā 

Šūnu daudzums, kas uzsākušas apoptozi var norādīt par apstākĜiem šūnu kultūrā, 

piemēram novērtējot kaspāzes 8 signālceĜa gēnu ekspresiju var spriest par ārējiem faktoriem, 

kas traucē šūnu fizioloăiskos procesus, bet kaspāzes 9 signālceĜš Ĝauj gūt priekšstatu par 

sarežăījumiem šūnu iekšienē. Apoptoze šūnu kultūrā nav vienkārši (un lēti, ja metode 

nepieciešama intensīvam skrīningam) detektējama. Morfoloăiski lielākā daĜa šūnu nemainās, 

tāpat arī neekspresē atšėirīgus proteīnus, ko varētu noteikt ar imunoloăiskām vai ėīmiskām 

metodēm. Tāpēc apoptozes uzsākšanos un līmeni vislabāk detektēt gēnu ekspresijas līmenī.  

Bax un Bcl-2 gēnu ekspresijas relatīvā attiecība demonstrē apoptozes uzsākšanos caur 

mitohondriju membrānu caurlaidības palielināšanu. Gadījumā, kad šī attiecība ir 2, šūnā 

pastāv balanss starp pro- un antiapoptotiskajiem proteīniem un apoptoze neuzsākas. Balansa 

skaitlis ir 2 tādēĜ, ka Bax proapoptotiskais proteīns ir homodimērs, tātad viena proteīna 

sintēzei nepieciešami divi mRNS transkripti. Brīdī, kad proapoptotiskie proteīni tiek 

pastiprināti sintezēti, bet antiapoptotisko proteīnu ekspresija un sintēze tiek kavēta, minētā 

attiecība palielinās. 

Maăistra darbā pētītajās dermas šūnu kultūrās Bax/Bcl-2 relatīvā attiecība palielinājās 

pieaugot kultūras PD, bet HeLa šūnās tā bija 2,17. HeLa šūnas ir audzēja šūnas, kam viens no 

raksturojošiem faktoriem ir izvairīšanās no apoptozes, tāpēc šī attiecība bija neliela. Tomēr 

pavisam minimāli proapoptotiskais Bax tika ekspresēts vairāk, tātad neliela daĜa HeLa šūnu 

tomēr uzsāk apoptozi. Arī literatūrā ir atrodami dati, ka neliela daĜa audzēja šūnu var dabīgi 

uzsākt apoptozi (Anisimov 2003), kaut arī kultūra kopumā pret šo procesu ir inerta. 

Dermas šūnās laikā pieaugošā Bax/Bcl-2 relatīvā attiecība demonstrē, ka ilgstošā kultūrā 

pakāpeniski palielinās apoptozi uzsākošo vai predisponēto šūnu skaits. Šūnas noveco, zaudē 

telomērus un dabīgi uzsāk apoptozi. Laika gaitā šādu šūnu skaits palielinās. Atšėirībā no 

nekrozes apoptotiskas šūnas neveicina blakus šūnu apoptozi, bet tās varētu ietekmēt vides pH 

vai nevēlamu metabolītu daudzumu, kas savukārt var pastarpināti stimulēt apoptozes 

uzsākšanos. Jāpatur prātā, ka Bax un Bcl-2 nav vienīgie iekšēji izraisītās apoptozes efektori – 

pastāv arī citas pro- un anti-apoptotiskas molekulas. Kaut gan Bax un Bcl-2 ir galvenie 

efektori, literatūrā atrodamas ziĦas, ka arī citas molekulas (Bak, Bad, Bcl-XL u.c.) var panākt 

līdzīgu efektu (Gao et al. 2008). Tāpēc maăistra darbā iegūtie rezultāti varētu būt precizējami. 

Par labu izvēlētajai metodei liecina gan literatūras avoti (Rogerio et al. 2006, Sheng et 

al. 2007, Ziolkowska-Seta et al. 2009, Liu et al. 2011), gan eksperiments ar apoptozes līmeĦa 

noteikšanu pēc seruma badināšanas. Šajā eksperimentā bez Bax/Bcl-2 relatīvās attiecības tika 

noteikts arī apoptotisko ėermenīšu procents kultūrā. Apoptotisko ėermenīšu noteikšana ir 

semikvantitatīva, tomēr var sniegt priekšstatu par apopotzes tendenci atkarībā no noteikta 
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faktora (šajā gadījumā seruma daudzuma). Šajā darbā veiktajā salīdzinājumā apoptozes 

līmeĦa pieaugums pēc Bax/Bcl-2 relatīvās attiecības nav lineāri proporcionāls ploiditātes testā 

iegūtajam, tomēr tendence saglabājās. Apoptozes gēnu ekspresija raksturo ne tikai apoptozes 

uzsākšanos, bet arī predisponēto šūnu skaita pieaugumu, kamēr ploiditātes testā redzamas 

apoptozes izraisītās sekas, tādēĜ arī atšėirības tendencēs. Ploiditātes tests arī demonstrēja, ka 

Bax/Bcl-2 vērtībai 12,5 atbilst 2% apoptotisko ėermenīšu daudzums kultūrā. Tātad PD25, kur 

Bax/Bcl-2 vērtība ir gandrīz 20, apoptotisko ėermenīšu daudzums varētu būt vismaz 3%, bet 

PD50 vēl lielāks. 

Šūnas, kas uzsākušas apoptozi, vairs neatgriezīsies pirmsapoptotiskā stāvoklī. TādēĜ, ja 

lielu daĜu kultūras aizĦem apoptotiskas vai apoptozi uzsākušas šūnas, šāda kultūra nebūtu 

rekomendējama ievadīšanai in vivo, ja pielietojuma mērėis ir stimulēt audu reăenerāciju. No 

otras puses, nav izslēgts, ka apoptotisko šūnu klātbūtne var atstāt iespaidu MCŠ in vivo 

pielietojumos kā imunomodulatoram. Tas norāda un nepieciešamību izveidot diferenciētu 

marėieru paneli atkarībā no plānotajiem ex vivo pielietojuma veidiem. 

Kopumā izvēlētā Bax/Bcl-2 relatīvās attiecības metode uzskatāma par piemērotu 

apoptozes mērīšanai šūnu kultūrā un var palīdzēt novērtēt kultūras piemērotamību plānotajam 

pielietojumam (piemēram, klīniskajam pētījumam). 

 

4.4. Krioprezervācijas optimizācija 

IlgtermiĦā strādājot ar šūnu kultūrām neizbēgami rodas arī vajadzība pēc ilgstošas to 

uzglabāšanas. Šajā ziĦā krioprezervācija ir viena no plašāk izmantotajām ilgstošas 

uzglabāšanas metodēm. Metodei iespējamas dažādas modifikācijas un variācijas, kas var 

ietekmēt uzglabātā materiāla izdzīvotību pēc atsaldēšanas. Šajā maăistra darbā tika aplūkota 

kultūru blīvuma, sinhronizēšanas un saldēšanas šėīduma ietekme uz dermas šūnu izdzīvotību 

pēc atkausēšanas. 

Atšėirības kultūras blīvuma ietekmē uz šūnu izdzīvotību pēc krioprezervācijas varētu 

būt skaidrojamas ar osmotiskā spiediena izraisītu šūnu bojāeju atkausēšanas laikā. Mazā 

kultūras blīvumā uz katru šūnu tiek izdarīts lielāks osmotiskais spiediens un krioprotektanta 

kaitīgās iezīmes var izpausties spilgtāk. 

Sinhronizējot šūnas būtiska atšėirība izdzīvošanā netika novērota, tāpēc var uzskatīt, ka 

sinhronizēšana neatstāj pozitīvu iespaidu uz šūnu izdzīvotību pēc krioprezervācijas, kas 

nesakrīt ar literatūras datiem (Stachecki and Cohen 2004, Paris et al. 2009). Paris un kolēăi 

norāda, ka olnīcu šūnu krioprezervācijā sinhronizēšana atstāj nelielu, bet pozitīvu iespaidu. 

TādēĜ jāpatur prātā, ka kultūras sinhronizēšana panāk visas šūnās vienā cikla fāzē, tomēr tā 

bieži rada arī šūnu iekšējo stresu, kas rezultējas ar daĜēju šūnu bojāeju. Eksperimentos 

izmantotā seruma badināšanas metode veicina arī programmēto šūnu nāvi, tādēĜ iespējams, ka 

daĜā sinhronizēto šūnu bija uzsākusies apoptoze, kas, iespējams, samazināja vidējo 

izdzīvotības rādītāju. Šūnas tika sinhronizētas 16 stundas, un tas varētu būt pietiekami 
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apoptozes uzsākšanai nelielā daĜā šūnu. Lai šo iespēju pārbaudītu, būtu ieteicams atkārtot 

eksperimentu sinhronizējot šūnas ar citu, apoptozi neizraisošu metodi, piemēram, kavējot 

DNS sintēzi, jo šāda sinhronizēšana aptur šūnas S fāzē, kas palīdz saglabāt dzīvotspējīgas 

šūnas (Davis et al. 2001). 

Saldēšanas šėīduma izvēle ir viens no kritiskākajiem faktoriem šūnu izdzīvotības 

nodrošināšanā pēc krioprezervācijas. Krioprotektanti pasargā šūnas no bīstamās ledus kristālu 

veidošanās, bet var būt arī kaitīgi savas metaboliskās aktivitātes vai toksiskās darbības dēĜ. 

Vēl viens būtisks izdzīvotību veicinošs faktors ir seruma daudzums saldēšanas vidē. Serums ir 

šūnu primārā barības vielu rezerve atsaldēšanas laikā. 

Būtiskas atšėirības saldēšanas šėīdumu izvēlē parādījās pēc sešu mēnešu 

krioprezervācijas. Šėīdumi, kas saturēja glicerīnu, nespēja nodrošināt pietiekami augstu šūnu 

izdzīvotību ilgtermiĦā. NedēĜas un mēneša ietvaros šūnas, kas tika uzglabātas glicerīnu 

saturošos šėīdumos uzrādīja līdzīgu izdzīvotību ar šūnām DMSO saturošos šėīdumos, tātad 

sasaldēšanas laikā glicerīns un DMSO krioprotektanta funkcijas veic vienlīdz labi. Lielā 

starpība šūnu izdzīvotībā varētu būt saistīta ar glicerīna izraisīto augsto šėīduma viskozitāti. 

Literatūrā atrodams viedoklis (Morris et al. 2006), ka glicerīns nav piemērots pakāpeniskai 

saldēšanai, jo augstā šėīduma viskozitāte traucē ūdens molekulām laikus pārvietoties prom no 

šūnām, tādēĜ sasalšanas brīdi daudz kristālu veidojas membrānās. Morris un kolēăi ierosina 

glicerīnu lietot straujās sasaldēšanas (rapid freezing) metodē, kur augstā viskozitāte palīdz 

veidot amorfas ūdens struktūras kristālisku vietā. Tomēr šī teorija neizskaidro, kāpēc pēc 

īsākas saldēšanas šūnu izdzīvotība bija augstāka. Cits skaidrojums varētu būt saistīts ar 

paraugu uzglabāšanas temperatūru. Eiropas farmakopeja iesaka, ka -80 °C temperatūrā šūnas 

uzglabājamas līdz trim mēnešiem, bet pēc tam pārvietojamas uz šėidro slāpekli. Šajā 

gadījumā šūnas visus sešus mēnešus tika uzglabātas -80 °C temperatūrā, tātad pārāk augstā 

temperatūra būtu vainojama pie izdzīvotības atšėirībām, bet arī šim skaidrojumam ir pretruna, 

jo DMSO saturošos šėīdumos, šūnas saglabāja augstu izdzīvotību arī pēc sešiem mēnešiem -

80°C temperatūrā. Turklāt laboratorijas kolēăi ir atkausējuši paraugus pēc 3 gadu 

uzglabāšanas -80°C temperatūrā, un šo šūnu izdzīvotība ir bijusi augsta (vairāk kā 80%). No 

tā var secināt, ka kaut arī iemesli un mehānismi nav īsti skaidri, glicerīns ilgtermiĦā nav 

piemērots krioprotektants dermas šūnu kultūrām. 

Salīdzinot seruma un barotnes nozīmi šūnu izdzīvotībā, būtiskas atšėirības netika 

detektētas, tādēĜ, Ħemot vērā seruma lielās izmaksas, dermas mezenhimālo šūnu 

krioprezervācijā ieteicamais saldēšanas šėīdums ir šūnu barotne ar 10% DMSO piedevu. 

Gadījumos, kad saglabājamās šūnas ir Ĝoti vērtīgas (piemēram, primārās šūnu bankas šūnas), 

var lietot arī seruma un DMSO saldēšanas vidi. 
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5. SECINĀJUMI 

1. Ādas MCŠ ir iespējams kultivēt līdz 50 populācijas dalīšanās reizēm, saglabājot 

normālu kariotipu. 

2. Būtiskas variācijas starp individuālām MCŠ kultūrām diferenciācijas gēnu ekspresijas 

ziĦā norāda uz jaunu kritēriju potenciālo donoru atlasē, tajā skaitā arī atkarībā no 

iespējamā šūnu pielietojuma. 

3. Bax/Bcl-2 gēnu ekspresijas relatīvā attiecība var tikt izmantota apoptozes līmeĦa 

raksturošanai un par objektīvu rādītāju in vitro ilgtermiĦa pavairošanas izraisītām 

izmaiĦām MCŠ kultūrās. 

4. Glicerīns nav piemērots krioprotektants dermas MCŠ kultūru ilgtermiĦa uzglabāšanai. 
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1. pielikums 

Atšėirības marėieru gēnu ekspresijā starp ādas šūnu kultūrām pēc 25 dalīšanās reizēm 

Appendix 1 

Differences in marker gene expression between dermal cell cultures after 25 doublings 
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2. pielikums 

Atšėirības marėieru gēnu ekspresijā starp ādas šūnu kultūrām pēc 50 dalīšanās reizēm 

Appendix 2 

Differences in marker gene expression between dermal cell cultures after 50 doublings 

 


