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KOPSAVILKUMS

No cilvéka adas izdatas mezenhiaias cilmes #nas (MCS) ir multipotentasigas ar
potencilu pielietojumam Kiniskajos gtijumos. Lai noertetu ilgtermiain vitro pavairosanas
ietekmi uz derrlo MCS kulfiram, tika g@irbaudta kariotipa stabilitte, TERT, diferenciicijas
markieru un ar apoptozi sail gehu ekspresijas izmgas [@c 5, 25 un 50 popétijas
daliSaras reiZm (PD). Papildus tika pilnveidota laboratarijizmantos ilgtermina
krioprezendcijas metode.

Pec PD50 8&nas saglai)a nornalu kariotipu, neuzgka TERT ekspresiju, bet
pakapeniski palielinjas apoptozesimenis kultiras. Diferencicijas makieru ekspresijas
panet tika nowrotas ar ar atseWdm MCS kultiram (ieditas no afiirigiem individiem)
saisitas varicijas. Gliceins tika at#s par nepieRrotu krioprotektantu ilgternia
Krioprezenicija.

Darbs izstidats Latvijas Universiites Bioanatisko un biodozimetrisko metozu

laboratorip no 2010. gadaipija lidz 2011. gada maijam.

Atslegas wardi: dermas MCS, ilgterma dinu kultira, gergtiska stabiliite, apoptoze,

diferenckcijas makieri, krioprezerdcija



SUMMARY

Human skin-derived mesenchymal stem cells (MSC) ratdtipotent cells with a
potential for applications in clinical trials. Torauate the influence of long-term vitro
expansion on dermal MSC cultures, karyotype stghiliERT, differentiation marker and
apoptosis-related gene expression changes weeel @&fser 5, 25 and 50 population doublings
(PD). In addition long-term cryopreservation methsed in the laboratory was improved.

After 50 PDs cells maintained normal karyotype, did expres§ERTgene, however
apoptosis level of the cultures steadily increasedividual MSC culture (established from
different individuals) related differences were etved in differentiation marker expression
panel. It was concluded that glycerol is unsuitaldeyoprotectant for long-term
cryopreservation.

The work was done in Laboratory of bioanalyticaldabhiodosimetry methods,

University of Latvia from july, 2010, till may, 2a1

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

markers, apoptosis, cryopreservation

Title: Human dermis-derived mesenchymal cell loagrt culture characterization and

optimization of long-term cryopreservation.



SAISINAJUMI

PD - popuicijas daiSaras

DMSO - dimetilsulfok®ds

MCS - mezenhiraas cilmes 8nas

BGLAP - kauluy-karboksilglutanata proténs fpone gamma-carboxyglutamate

(gla) protein); paastams arka osteokalms

SPARC - skbais, cistenbaditais sekredtais prot@ns Gecreted protein, acidic,
cysteine-rich, paistams arka osteonekns

RUNX2 - ar pundurismu saitdis transkripcijas faktors 2runt-related
transcription factor 2

PPARG - peroksisomu proliferator-akitais receptors y (peroxisome

proliferator-activated receptor gammyapaastams ar ka glitazona

receptors
ADPN - adipsns
PLIN - perilipins
HAPLN1 - hialuroranu un proteogliknu saistoSais prates 1 fiyaluronan and

proteoglycan link protein)1
SOX9 - dzimumu nosakaSregiona homeoboksa prates 9 GRY (sex

determining region Y)-box)9

BCL-2 - B inu limfomas 2 prot@s, antiapoptotisks prates

BAX - BCL-2 asocttais X proténs, proapoptotisks prates

TERT - Telomedzes reverdstranskripiize

B-ACTIN - B-akins, pamatmetabolismadqusekeepinggens

GAPDH - gliceraldetda-3-fosfita dehidrogefize, pamatmetabolisma&rs
BAX _F - tieSais praimeris (pieirs)

BAX_R - apgrieztais praimeris (piens)



IEVADS

Mezenhimalo sinu iv vitro un Kkinisko g@tijumu skaits pdejos gados itiski
palielingjies. Ss dinas piedva pladu @tijumu spektru gan fundaméiis ziratnes afistba,
gan kiniskajos ptijjumos akitu un hronisku slinbu arstSanai.

Ada ir viegli pieejams mezenhiito cilmes $nu avots.Adas virskirtas audu matetiis
ir relativi vienkarSi iegistamas, turkit no adas izdatas Sinas iespjams ilgstosi kultiét un
pavairotin vitro. Tomer vairums fundamealo pétijumu balsis uzislaiagu Sinu kultiru
izmantoSanu; akliniskajos ptijumos pamat tiek pielietotas @nas, kas pavairotas ne \&ir
ka 20 reizes. &las Tcibas iemesls ir maz izfitie procesi, kas notiek amdu kultiram
ilgtermina, ka ai varhitiba, ka ilgstoSas kaulu smadmeun taukaudu mezenhito Sinu
kultaras uzkajas hromosomu abagijas un &s transformjas par audyu Sinam. Cilveka
somatisks cilmes 8nasin vitro kultara sgejigas daties 50 un vaiik reizes idz sk novecot
vai difereng¢jas par specialetam &nam. ligtermpa kultiras var izmantot par
moddobjektiem, pieraram, infekciju un jaunu au formu @Etijumos, kur Iatiski nowerot
izmaipas metabolism vai Sinas funkcijis ilgaka laika. Tomer pirms tam ir labi japzirgs,
kadi procesi notiek#nas ilgstoSi atrodotiem vitro — janoverté sinu geretiska un funkciorala
stabilitate. Tapat wlams izveidot metoZzu kopu, kas pietiekami izgpse raksturotu
mezenhinalas §inas atkaba no iesgjama talaka pielietojuma.

llgtermina stradajot ar Sinu  kuliram nepiecieSamas 1iaratbilstoSas paraugu
uzglalmSanas metodes. &dfjot ar adas mezenhiatajam Sinam uzglalaSanas pamatmetode
ir krioprezenrdcija, kuras laik Sinu suspensijas tiek iesatds ultrazers temperatras.
Krioprezenacija dazdas nianses (pietram, saldSanas siduma izéle, Sinu skaits tilpuma
vieriba u.c.) varé starp laboratoriym un reiZm af viena @tijuma ietvaros. Eiropas un
pasaules vadas instificijas piedva dazdus krioprezencijas protokolus. Kriopreze#cijas
faktorus nepiecieSams pilnveidof #ipéc, ka tiek izmantotas aizvien jaunu audu izcelsmes
MCS kultiras..

Magistra darba rerkis bija nowertét ilgstosSasin vitro pavairoSanas ietekmi wadas
mezenhinalo Sinu stabiliiti un pilnveidot laboratordj izmantos krioprezergcijas metodes.
Mérka sasniegSanai tika izvitzsekojoSi uzdevumi:

1. Novertet dernalo Sinu gergtisko stabilifiti ilgstoSasgn vitro pavairoSanas ladk
2. Novertet genu ekspresijas izm@as ilgstoSas vitro pavairoSanas laik
3. Optimizet dernglo Sinu krioprezergciju.



1. LITERAT URAS APSKATS

1.1.Ada

Ada ir cilveka lielakais orgins, kas nefrtraukti pakauts atjaunos$as procesiemAda
sastopamas gan mezodeélas, gan ektoder@ias izcelsmesidhas [satmali et al. 2002 cit
pec Riekstina et al. 2008Tas prinmara funkcija ir barjeras veidoSana pret mikroorganesm,i
mehaniskiem bofjumiem un sausumu~awcett 1993 cit. g¢ Vardaxis et al. 1997 bet jau
vairak ka desmit gadugida saista zidtnieku interesi k cilmes $inu avots.Ada sastopami
vairaki Sinu tipi, kam rakstdgas cilmes @énuipadbas, pierdram, mata fpola $inas, folikula
un dermas priek&t&inas Blanpain and Fuchs 2006, Watt et al. 2D06o $inu piedeibu
cilmes &nam raksturo sga diferencties hondorttu, adipo@u, miodtu un osteoblastu
linijas, k& af mezenkmas &nam rakstutgie virsmas maieri CD73, CD90 un CD105
(Lorenz et al. 2008, Riekstina et al. 2D0&das biopsijas ir viegk veicamas un neprasa tik
invazivas metodes,a pieneram, kaulu smadze aspifta iediSana, turkdt adai piemt oti
labas rgenefcijas sgjas, &de]l adas &nas ir RuvusSas par daudzu potedlai terapiju
moddobjektu Toma et al. 2005, Hoogduijn et al. 2006

Adu veido tfs kartas: epiderma, saistaudu veiglderma un zeauas tauku ghis (Yu et
al. 2008) Epiderma ir veidojusies no ektodermas, kamermu un ze@das sini pamaid
veido mezenhiglas izcelsmes#has. Epiderma galvenai nodroSina aizsargfunkciju un
pigmengciju, bet derma, kas ir aptuveni 10 — 13 reizezabi@ (Rose et al. 1977 cit.ep
Vardaxis et al. 1997)ietver asinsvadus, limfvadus un nervus, tostarp sapju un
termoreceptorus. Tur atrodasi anatu saknes, matu m@&muskdi, sviedru un tauku
dziedzeri (1.att.). Starp Siem abierangtm atrodas bata memb&na, kurukimiski veido 1V
tipa kolagns, glikoproteni, piengram, laminns, entakhhs un hepans, un proteoglini
(perlekans) (Hasegawa et al. 2007)
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Figure 1. Human skin stucture.

Cilveka epidermas biezums ir 50-12dn (Meyer et al. 1978)un @ sasiv no
keratinogtiem, melanottiem, Merkela 8nam un Langerhanaufam. Keratinodti sastida
aptuveni 90-95% no visas epidermas. ##2 memb&na atrodas keratingtu cilmes &nas
(Toulza et al. 2007Veidojoties jaunam keratintiam, $ina tiek stumta augSup cauri pieciem
epidermas ahiem (bazlo, dzelmaino, graudaino, sgosSo un ragshi), kur @ iziet
pakapenisku diferenaciju. Pamazm virzoties uz virspusi, has tiek saplacitas, zaud
kodolus un keratiniggas (kerains sastda kidz pat 85% no visa apragot keratinodta
(korneodta) olbaltumvielu). Ar laiku korneatt atmirst un veido blu epitlija slani adas
virskarta, kas kalpo par efeitu barjeru pret vides kajumu, kimiskiem bogjumiem vai
bakterilu infekciju (Presland and Jurevic 2002bet & nav viendga keratinodtu funkcija. Ka
sawa apskatrakat norada Martin (Martin 1997) bra¢u raSaf@is gadjuma norit pastipriata
keratino@tu veidoSaas un virZSaras uz ievainojuma vietu, kur tie ggm g€taudus, atjauno
barjeru un pc tam uzskasadas dzSana.

Melanogti ada atbild par pigmenciju un kasojumu un epidermir lokalizéti tuvu
bazlajai memb&nai. Langerhana un Merkelarsas attietlgi nodroSina specifisko imuatt
pret mikroorganismu anttgiem (Kaplan et al. 2007un piedais taustes sajas veidoSan
(Halata et al. 2002)

Bazla memb&na notur epiliju pie brivajiem saistaudiem zem.tSo noenkuro$anos
nodroSina 8nu adRzijas molekulas. Bara membana ietekmd tadus $inu procesus, XK
savstarpjo sinu adlziju, daiSanos, migiciju un diferenciciju (Hasegawa et al. 2007)
Papildus Sis 8his kalpo ar ka selekiva membi#na starp kontakjoSiem audiem. Bata
membéna sagiv no bazlas phtnites, ko izstida epiteliodti, un retikubras phtnites, kuru
veido fibroblastiHasegawa et al. 2007)



Dermu jebisto adu veido fibroblasti un daudz cituardu, kas ir krietni maak
parstavétas, — makrafgi, melanodi, Langerhanaisas u.c.(Yu et al. 2008) Makrofagi ir
sinas, kas rodas no specifisk baltagm asins 8nam monodtiem. Gan mondt, gan
makrofigi darbojas k fagodti un nodroSina organisma specifisko un nespedfiskunitti.
Tomer visizplattakais &inu tips derra, ka af citos davnieku saistaudos, ir fibroblastiisS
Sinas sintez un uztur daudzu audu strukilo rami jeb stromu. Fibroblasti @izan piedais
bric¢u dziedSars, jo pateicoties seruin
esoSajiem augSanas faktorientjsyairoties un diferenéties par audiem, ar kuriem aizst
bojatos. Piendram, vdgju brucu vietas, veidojoties sarépmam, fibroblasti ir tie, kas veido
granubrus savienojumus starp &emu vieam (Martin 1997)

Derma iedals karpinu un tklainag slani. Izteiktas robezas starp tiem nav, tonr
atiribas starp I8edru KiliSu biezumu. Krpinu skna kiedru kiliSi, ko veido Il tipa
kolagens, ir pinaki, jo Saj slani sastopamas vak Sinu un pamatvielas.aflas krpinu skna
ipa3bas nodroSina sekgiku Sinu difiziju un migeSanu. Tklaino skni veido bivi,
nereguiri saistaudi, kur frsvaa ir kolagens |, kas pidgr adai labu mehnisko iztuibu (Yu et
al. 2008)

Zemadas tauku ahi domirgjosas Sinas ir adipotti, ko deve af par tauku gnam. Tas ir
specializjusas enegijas uzkasara tauku forma. Uztu@ uzmemtie tauki tiek narditi par
glicerinu un taukskbém, tad tos nogpa lidz adipo@tiem, kas nodroSina to uzZiganu
trigliceridu forma. Trigliceridi var tikt izmantoti engiijas iediSanai. Adipotti atfistas no

mezenhinalajam cilmes &nam un veido taukaudyJan et al. 2004)

1.2. Mezenhinalas cilmes finas

Gandiz ikviera cilveka kermena orgina sastopams lieks vai mazks cilmes #nu
daudzums(Morasso and Tomic-Canic 2005 Cilmes &nas var ieda pec piedetbas
konkretiem ordginiem (piengram, nervaudu vai aknu cilmesn®s) vai ar lielakas grups
atkafba no dinu izcelsmes, piednam, mezenhidlas cilmes 8nas (MCS). MCS var izdl
no adas, kaulu smadzem, nabassaitesi8am, nabassaites a®m, taukaudiem, skeleta
muskdiem, piena zobu pulpas un citiem audiem. Ne visiagidi ir mezenhifdas izcelsmes,
tapec pedgjos gados ziftnieku vidi izskargjis ierosirajums plasi izmantotaj sasinajuma
MCS vardu ,mezenhiralas” aizst ar ,multipotentas”, téu oficiali tas \el nav apstipriats.

MCS ir sggjigas diferengties osteoblastosMackie 2003, Karsenty 20p3adipodtos

(Jones et al. 20Q5un hondrotos Arthur et al. 201}, bet daZzdos apgiklos &s iesgjams

10



diferen@t af citos tipos, pierfram, kardiomiotos Ge et al. 200Pun nervu 8nas (Kim et
al. 20089.

Cilveka MCS tiek paredits milzu potendils rakotnes &nu terapijis pateicoties sjai
paSatjaunojosi dales un spjai diferen@ties daZdu lniju Sinas (Takeuchi et al. 2007
Pastv vairaki kriteriji, lai $inas pieskaitu MCS: uz to virsmasapit eksprestiem CD73,
CD90 un CD105 mé&reriem, &m javeido adherents monasis kultira un @ASpE]
diferen@&ties mezenimalas lnijas dinas (adipottos, osteoblastos un honditms) ©ominici
et al. 2000.

Tomer ilgstoSain vitro Sinu kultiveSanas laik joprojam rodas Eersli Sanu terapiju
kliniskam pielietojumam, piegnam, ierobezots dves ilgums un genomiska un funkciden
nestabiliite. MCS potendlie kliniskie pielietojumi ir ragusi lielu interesi sabietita — psc
majas lapasvww.clinicaltrials.govdatiem, Sold pasau tiek veikti 1694 kiniskie gEtijumi,
kuros izmanto MCS. apec ir batiski pareizi iz\ertet to efektivititi un dro3bu ilgstosi
kultivgjot in vitro kultiras Guan et al. 2010 MCS izviratas pragbas irloti nespecifiskas un
vaji defing Sinas, K iesgjamo meditnas produktuNemot \&ra augstos standartus un
pragbas zlu ievieSanai praks cilmes &nas, kuras § hbatibas ir Joti heterognas un
ievérojami atgiras starp donoriem uniatzves cikla fizes, diez vai vags tikt apstipriatas
oficials medianisks produkts. ddel Eiropas Meditmas genfiras afistito terapiju komiteja
(Comittee for Advanced Therapies — GA3aw 2010.gada publidcija rosina veidot
izsmdoSus mdieru pangus, kas vatu sniegt pc iesggjas detaliztaku priekSstatu pari$iu
vai audu iesgamam reakcipm, bet konkétus Etijumus veikt saskgjot atbilstoSi katras

valsts likumdoSanai.

1.3. Diferenchcijas markieri

Viena no cilmesinas raksturojagn ipagbam ir sggja diferenc¢ties jeb @arveidoties par
specialigtiem dinu tipiem. Cilmes @&nu areja no nediferertam MCS par diferergtiem
ginu tipiem notiek aktigjot vai apsipgjot noteiktus sighlicelus. Sie sigalce]i var bt
specifiski vienam @nu tipam, 8nu grupai, vai arbatiski kopejam diferencicijas procesam
(Ng et al. 2008 MCS jeblada vecuns jasgej diferencties par osteohonaliis un taukaudu
linijas $inam (2.att.). Katram no Siemusu tipiem ir savi rakstagie makieri, kuru

kombiracijas biezi vierlauj pietiekami specifiski raksturotigas.
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Ar izmainam no Nget al.2008.

2.atéls. VienkarSota MCS diferenatijas slima. Ar melnu apgméti Sanu tipi, ar sarkanu transkripcijas faktori.
Figure 2. Simplified schematic drawing of MSC diffatiation. Cell types are marked black, transyipt
factors ar marked red.

1.3.1. Ostegerczes makieri

Pilnvertigam cilveka skeleta funkciim nepiecieSams, lai kaulsith ciets, nedaudz
lokans un viegls,atle] to struktuéli veido cieSs #nu un arpus$inu matriksa komplekss.
Arpuss$nu matrikd lielos daudzumos tiek uzks kalcija hidroksiapats, kas piggir kaulam
stingfibu un spku. Kauk sastopami 1s Sinu tipi — kaulu veidojoSie osteoblasti,andoSie
osteoklasti un ostedc kas ir paSu sekréth matriksi ieskgti osteoblasti. Osteoblastu un
osteoklastu funkcijas un re@alja ir cieSi saigtas, lai nodroSiitu pareizu kaulu veidoSanos
(Ducy et al. 200D Osteoblasti veic osificiju jeb kaulu veidoSanu ieibt jauno kaula
materilu mezenimas saistaudos vai skrimglCaetano-Lopes et al. 20Q)7savulkirt kaula
naardiSana jeb rezorbcija notiek gardtetras reizedtrak ka osifikacija, apec osteoblasti
bez kaulu veidoSanas pieslaf osteoklastu veilss rezorbcijas regatija (Harada and
Rodan 2008

Ostegereze ir process, kér no mezenhirmias izcelsmes cilmesasam veidojas
osteoblasti fackie 2003, Karsenty 20R3Saj diferencicija un wlak af osteoblastu
uztuSara iesaisiti simtiem @gnu un ne visi procesi ostgereze ir pietiekami izgtiti un
saprasti, torgr vadoSie gni ir diezgan plasi aprakst MCS diferendicija par osteoblastiem
loti batiska ir tis transkripcijas faktoru &tbttne — RUNX2, Osterix (Osx)n ATF4 (Stains
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and Civitelli 2003, Gronthos et al. 2003, Krane 80Franceschi et al. 2009 Franceschi
uzsver, ka bez Siemegiem nornala kaulu afistba nav iesgjama. So gnu efektu @lreiz

uzsver ar Lee un katgu (Lee et al. 2011 eksperiments, karar elektropaiciju ienesot
taukaudu cilmesihas RUNX2un Osxgenus pagaca $inu oste@erezi, kas specialiu audu
cilmes $inas nenotiek vienksi.

RUNX2 (veakos avotos arCBFAL - core binding factor alpha)ljeb ar pundurismu
saisttais transkripcijas faktors 2runt-related transcription factor 2 ir batiskakais
osteoblastu difereraxijas gns Ghali et al. 201D Geéna kodtais protens pieder RUNX
transkripcijas faktoru saimei, jo satRunt DNS-saistoSo doamu, &péc darbojas & rezsis
(scaffold nuklanskabem un regulatoriem elementiem, kas iegtiissteoblastu diferenatija.
RUNX2 proténs mrveido MCS par oste@gajam prieksteésinam, tiesi iedarbojoties uz
vairakiem hitiskiem ¢@gniem kaulu un skrinla atistiba, pientram, cileka estrogna
receptorua (Lambertini et al. 200){ osteokalthu (Makita et al. 2008 un jau piemiato
transkripcijas faktoru osteriX)s® (Nishio et al. 2006

Osterix, pawtams ar ka transkripcijas faktors SP7, ir ekspeessvisos kaulos, kas
atistis. § @ena izségSana Knock-ouf peks izraisa kaulu mineralizijas tkumu
(Nakashima et al. 2002Osx ekspresija noved pie termalas osteoblastu diferencijas,
kurpretim RUNX2 aizgk osteo-hondrodiferenaxiju, kas var rezudties gan ar osteoblastu,
gan skrimfa veidoSanul(ee et al. 2008 RUNX2 géna izségSana peks noved pieOsx
expresijas aptadanu, itad Osx ir palauts RUNX2 regualijai. Eksperimentos ir
demonstEta So gnu ekspresijas koratija (Nakashima et al. 2002, Lee et al. 2003, Nishio et
al. 2009, toner, ka tieSi notiek mijiedarliba, pagaiam nav pieadits.

ATF4 (aktivejoSais transkripcijas faktors 4)alk®otngji tika atklats ka cikliska
adenommonofosfita (CAMP) atbildes elementu saistoSais prege (CREB2), un tikaidlak
tika atkbta & noame oste@ercze, kur ATF4 aktivigjas &linajos kaula atsttbas posmos,
piedaloties matriksa mineraéianas regatija (Franceschi et al. 2009, Matsuguchi et al.
2009. ATF4 ir batisks osteg@ercze (Franceschi et al. 20Q9toner tas ir saigts af ar citiem
organisma procesiengdel nevar tikt uzskats par viennoamigu ostegenézes makieri.

Bez transkripcijas faktoriem iraciti ar kaulu veidoSanos saisigeni. Osteokalms jeb
kauluy-karboksiglutarata (gla) protens, kuru kod BGLAP géns, ir proténs, kas sastopams
kaulos un zobosMakita et al. 2008 Osteokalthu sekret tikai osteoblasti un tas prin
atbild par kalcija jonu homea&t un kaulu mieliniZciju, bet jaudkie ptijumi apraksta ar
osteokaltha endokino lomu — tas stimal pastipriritu insuina atbtvoSanu no aizkyga
dziedzera 3-salim un adiponekba sek&ciju no tauk&§nam, kas palielinai®u jutbu pret
insulinu (Lee et al. 200 Peks osteokalima injekcijas uzlabo glikozes metabolismu un
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nokrs dialgta atistibu (Ferron et al. 201} un vagtu bit iesaisits virieSu fertiliites
saglalasars, jo atrasti pieadijumi, ka osteokalnis pastiprina testosterona sit(Oury et al.
2011).

SPARC 6ecreted protein, acidic and rich in cystéinpadstams arka osteoneklns ir
kalciju un ratriju saistoSs glikoprotes (Yan and Sage 1999 cite@ Rotllant et al. 2008
Osteoneklns ir multifunkcionals prota@ns ar augstu afirditi pret katjoniem un hidroksiapéad,
kas nodroSina labu keri ararpussinas matriksu utauj sadarboties ar plasa spektra augSanas
faktoriem @rekkan and Sage 20p1XGan osteokalnos, gan osteonekis var tikt izmantoti &k
oste@erezi raksturojoSi maeri, jo to ekspresija n@vojama tikai diferengtos osteoblastos

un osteottos.

1.3.2. Hondrgenczes makieri

Hondrgzergzes laik no mezenimas cilmes @am veidojas skrimslis. Sis
daudzpakpju processakas ar MCS proliferciju, tad turpias ar konder&iju un m@rtapSanu
par nenobrieduSiem honditiem, kuri @arveidojas prehipertréfos hondrottos un visbeidzot
diferen@jas hipertroétos hondrottos Provot and Schipani 2005Agrinas hondrgerczes
laika akiivi sinte£jasarpus$inu matriksa prot@i, seviki Il un Xl tipa kolagns un agreins,
bet \lakajos skrimfa veidoSams posmos vaik sak sintezties X tipa kolagns.
Hondrazeréze var uzakties, ja MCS akuSas eksprés RUNX2 proti Kuvuas par
osteognam prieksteésuinam (Eames et al. 2004, Yamashita et al. 2009

Transkripcijas faktors Sox9 aktidzgenus, kas saidt ar skrim3a fenotipu — agreiau
un 1l tipa kolagnu (Sekiya et al. 2000, Eames et al. 20(80x9 ietekra strauji samaziis
RUNX2 ekspresija un uzkas agdgina hondrg@erceze. Tas rezuitéjas ar osteamno
prekursor8nu parveidoSanos par hondmiem, &pec Sox9 uzskaims par [atiskako
hondrgergzes iniciatoru Tsuchiya et al. 2003, Eames et al. 2004, Yamashih 2009.

HAPLN1 (hialuroraina un proteogliinu saistoSais prates 1), paistams ar ar
vienkar&aku nosaukumu skrinpd saistoSais prates 1 (CRTL1 —cartilage link protein },
skrimstk stabilizZ agrekina un hialuronsibes agregfus (Kou and lkegawa 2004HAPLN1 ir
viens no retajiem diferedttem hondrottiem specifiskajiem méreriem. Vel par hondrottu
markieriem uzskata Il, X un XI tipa kol@gus un agrednu, bet tie ir plasSi sastopami &itos

audos.
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1.3.3. Adipgerczes makieri

Taukaudiem un sews$ adipodtiem nepierit tikai rezervju uzkiSanas funkcija, tie
darbojas arendokini, sintezjot un sekregjot dazdus citoknus, protenus un hormonusran
et al. 2004, Ronti et al. 20p6Process, karno MCS veidojas adipd@it ir pazstams &
adipgzereze.

Viens no nomnigakajiem adipgercze iesaisttajiem gniem ir PPAR (Peroxisome
proliferator-activated receptor gammakas kod Il tipa kodola receptoru, kas patams ar
ka glitazona receptorsMichalik et al. 2005 PPAR/ veido heterodirgru ar retinddu X
receptoru (RXR) un regtilvairaku genu ekspresiju, tostarp jagenus, kas atbilwyi par
adipqzerezi (Jones et al. 2009ylichalik et al. 200%. Peks ar izségtu PPAR pec dictas ar
ievérojami paaugstifitu tauku daudzumu, taukaudi neveidofJones et al. 2005

Adipsins (ADPN) ir seina protéze, kuru sekr@t adipodti. Tas pieder triggu
(peptidizu) saimei, bet iesabst ar intuinsistmas komplementa alteriat cda kaslades.
Imanas darbbas @] adipsns literatira plagk paZstams K faktors D Yolanakis and
Narayana 1995%

Perilipins (PLIN) ir proténs, kas prklaj lipidu pilienus adipatos un stermus
sintezjoSas dinas. Adipgerezes laild ieverojami paaugstiis 3 géna ekspresijaAkter et al.
2008. Perilipns ir kiatisks faktors lipdu uzglaliSanas un lip@kes reguicija un ir

paaugstiati eksprests tuklos obesé¢ augsikajos dzvniekos Brasaemle et al. 2009

1.4. Sinu noveco$ana un stabiliite

Pirms 50 gadiem ASV zitnieki Leonards Heifliks un Pauls ivheds Hayflick and
Moorhead 1961 cit. g& Sikora et al. 201)l1atklaja, ka normila Sinu popudcija ir sgEjiga
ierobeZoti daties. Heifliks demonstja, ka nornilas cilveka fetlas Sinas kultira sggjigas
dalities 40-60 reizes. So robeZu nosauca par Heifliksitd. Pagdiba, visticankais,
skaidrojama ar eikariotu hromosomu galu jeb t@emsasinaSanos, kas noris dzjb.
Replikacijas laika katru reizi hromosomu 3™ gaDNS polime#ze nelielu fragmentu (100-150
bp) atsij nenokogtu (Serakinci et al. 2008 Laika gaig teloneri sasinas tik loti, ka $ina
vairs nespj dalities Olovnikov 199% Turklat teloneri var tikt sasinatas af oksidatvu
bojajumu unkimisku vielu rezulita (Serakinci et al. 2008Teloneru sasinasars ir visbiezk
skaidrotais 8nu novecoSanas iemeskRgddel 1999, Londono-Vallejo 2008

Sasniedzot Heiflika limitu,@®wu teloneri ir praktiski izzudusi, kas padara hromosomas
nestabilas. Noralos apsiklos $ina, kuras telo@ri sasimjusies 1dz kritiskajam imenim,

uzsk apoptozi Philippi et al. 2010. Ja kdu iemeslu @ apoptoze neieghas, atkitos
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hromosomu galus tfas iek8jas kontroles sistma interpret ka divpavedienu DNS
parravumu un &dus bojjumus labo savienojot (lggot) bojatos galus kop. Sinu dat3arsis
laika apvienois hromosomas tiekaprautas nevienfrigi, izraisot nopietnas madijas un
hromosomu abeécijas Guan et al. 2010, Sikora et al. 201Drganisma S&das muicijas
parasti tiek laikus detedtas un bgjtas dinas likvicktas, tongr reizzm Sdas mudcijas
uzkrjas. Tas var lut neitialas, iespjams, ierobezotdu turpniiko daiSanos un funkcijas, bet
var hit af laundaligas un rosit audzju veidoSanosL(ondono-Vallejo 2008 Sinu kultiras

mutacijas uzkgjas daudz biek, jo kultira nepastv argjas kontroles meinismi.

1.4.1 Telomeize

Embrioralas un audgju Sinas darbojas ribonukleoprates telomeize, kas pagarina 3°
gala telomdrus ar TTAGGG sekve atkartojumiem. Tadgjadi teloneri nesasinas un snas ir
siejigas neierobezoti ddes Olovnikov 199% Telomehdzes protena dda darbojas k
reverd transkripize (elomerase reverse transcriptasee TERT), bet konjuga
ribonuklanskabe elomerase RNA componenTERC) kalpo par TERT matric®€karan et
al. 201Q. Telomeéze ir popuirs Etijjumu objekts gan savas nores §nu prolifeiacija, gan
savdalgas strukfiras &l.

Cilmes &nas gc defiricijas ir sgjigas neierobezoti d#ies, @pec logisks hitu
pienemums, ka tajs ir noerojama at telomeéfizes aktiviite. Rtijjumi paiada, ka telomeaizes
darliba samaziis laika gaita, tadé] embrioralas cilmes 8nas un gamess telomeizu
aktivitates iImenis ir augsts, bet pieauguso cilmasa$ (tai skai adas MCS) telomare ir
ekspresta niedgos daudzumos, vai nav ekspm@tes vis@r (Serakinci et al. 2008
Mezenhinalo Sinu Kkultiras telomefize strauji zaugl savu aktiviiti. Swu Sinu kultiras jau
pec daam parscSanas reim (padzam) telomefizes aktivifite strauji samazis. Tapat
telomefizes aktiviite samazias af pec krioprezerdcijas (Martinello et al. 201).

TelomeBzes aktivitite ir detekita 80-90% audiu, tapec liela dda pret&za zlu tiek
oriengtas tieSi uz SenZma inhil&Sanu Philippi et al. 2010. Pasiv uzskats, ka telom&tu
reaktivacija ir galvenais iemesls ar vecumu séastiudzju veidoSan (Anisimov 2008 Tadg]
telomefdzu aktiviate itu batisks makieris, lai noteiktu 8nu s@ju veidot audgju.

1.4.2. Apoptoze

Apoptoze ir programg@tas dinu raves paveids, kas rakstgs daudz$nu organismiem.
Apoptozes laik biokimisku reakciju rezuita Sinas morfolgiski izmairas, $ik veidot

pusliSus (blebus), ®u DNS kondergas un kodols fragmegjas. Atkiriba no nekrozes,
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apoptozes laik veidojas apototiskikermensi, kuros uzkijas $inu atlikumi, tostarp enmi,
kas vagtu kaitt blakus esasn sinam (Kiechle and Zhang 2002

Apoptoze ir daigs process, kartiek likvidétas nevajadgas, novecojusas, latgs vai
nepareizi funkciogjoSas finas. Pierdfram, embrija aittiba, veidojoties roku un #u
pirkstiem, @&inas starp falaragn apoptotiski atmirst, un veidojas ndtlias pirkstu starpas
(Lallemand et al. 2009 Tapat apoptozi uzk vecas 8nas, kuru telorri ir izzudusi @hilippi
et al. 2010. Apoptoze saglabaudu homeosti un regu¢ fiziologisko augSanuRulda and
Debatin 2008.

Apoptoze tiek inidgita vai nu arargjiem faktoriem (Fas ligandi, TNF), vai ie§8
procesu rezuita, pientram, $inu stress vai telonu garums (3.att.).Argji izraisita
(extrinsiq apoptoze akas ar proapoptotiskergju sigralu, citokinu (TNF) vai intinsisemas
ginu membinu proténu (Fas) saisanos pie receptorienifas memkna. Sie receptori ir
konjugeti ar @ sauktajiem aves kompleksiem, kuri akitvkaspizi-8 (Fulda and Debatin
2000. Kaspze-8 pieder kasfiu protézu saimei, kas ir galveni apoptozes izl
Kasmze-8 filak aktive efektosis kasjzes 3, 6 un 7, kuru datia noved pie apoptozeArgji
izraigta apoptoze visbigk saisita ar inunsistmas izsauktu i bopeju audzju vai
autointino saslimSanu ggdmos Eulda and Debatin 2006

lek&ji izraisita (intrinsic) apoptoze akas $inas iek8ju procesu, piegram, DNS
bojajumu, defekiva Sinas cikla, hipoksijasgréjas vides sigalu trikuma vai atdagaras no
arpus$inu matriksa gaguma, tatad da#di Sinas stresi. lek§ izraisitas apoptozes uzkSaris
vai nonikSana balas uz pro- un antiapoptotisko Bcl-2 virssaimesiperfamily protanu
lidzsvaru, kas nosaka mitohondriju meamor caurlaidou (Rogerio et al. 2006 Visi Bcl-2
saimes locek satur Bcl-2 protasnu homologos doamos (BH) un tiek dali apakSgrups ec
donena tipa, ko tie satur, piggram 3.tipa dorenu saturoSie proiei ir padstami ki BH3,
kamer citi (vairakus BH dom@nus saturoSi) tiek deti vienkarSi par BH proteniem.
Proapoptotiskie BH3 protei (BAD, BIK, BIM u.c.) aktik BH protanus ar vaikiem
domeniem (BAK, BOK, BAX u.c.). Sie profei palielina mitohondriju membnas
caurlaidbu (Lindsay et al. 2011 Antiapoptotiskie prot@i (BCLW, BCL-X,, BCL-2 u.c.)
cenSas 50 procesu reost inaktivejot BAX un BAK. TieSi BAX un BCL-2 ir &nu stresa
izraigtas apoptozesakumposma pdgjie efektori un nosaka vai apoptoze tiks akta. So
genu balanss literata biezi apraksts ka objekivs Sinu labkkjibas &ditajs (Wiren et al.
2006, Hu et al. 2007, Ziolkowska-Seta et al. 2008, et al. 201). Rogerio un kdagi
(Rogerio et al. 2006demonsija, ka BAX un BCL-2 genu ekspresijas attidmas uziditie
rezul@éti sakit ar rezulitiem, kas iegti ar TUNEL ieaméSanas metodi, kura ir pgtama &

stabila un uzticama apoptozesrmanas sisma.
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Figure 3. The initiation of apoptosis. Simplifiechematic drawing.

Pec proapoptotisko proteu iedarbas uz mitohondrijiem to mentma Kast
caurlaidgaka un citoplazra noKist citohroms, kas, saistot kagp9 un apoptotisko proiéu
aktivgjoSo faktoru 1 (Apafl) izveido apoptosomu, kalak aktive efektos kaspzes 3, 6 un
7 (Bao and Shi 2007

Sanu kultiras apoptoze notiekafiu stresa iespaidvai af Sinam parakmi vienai otru
stimuljot uzsikt apoptozi. Parakma apoptozes stimébana visbiedk raksturga stipri
konfluentm Sinu kultiram (Kuppers et al. 2011 bet $inu stresa izraita - gadjumos, kad ir
slikti augSanas ap#li, trukst barbas vielas vaias noveco chamberger et al. 20D5
Apoptozi var izsaukt arkimiski ggenti, piengram, dimetilsulfokeds (DMSO) palielina Fas
ekspresiju kaimisinas, bet neieteki Bcl-2 saimes protau ekspresiju {ondracek et al.
2006. Apoptozes imepa nowroSana 8nu kultiras var paldzet analiZt stresu izraisoSus

faktorus un nogrtet kopgjo kultaras labkéjibas tmeni.

1.5. Krioprezervacijas optimizacija
Sanu un audu §fjumos neizbgami rodas nepieciedaba [Ec ilgtermina uzglalasanas
metodm. Biologiem pieejamas dadas uzglabSanas metodes — dehidi@dja, kas ir

popubira metode datb ar raugiem, & af liofiliz acija, vitrifikacija un krioprezeracija.
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Krioprezenacija ir metode, ko visbiek lieto stidajot ar adas MCS, unas laika Sinas vai
audi tiek ievietoti speglos &idumos un paipeniski sasalgti [i1dz -80°C - -196°C, kurtdu
dzvibas procesi praktiski tiek apttir(Baust et al. 2002

Tomeér dda Sinu krioprezericijas laila aiziet boji dehidraicijas un ledus krigtu
veidoSags ] (Guan et al. 200) tade] loti svaigi izveleties pareizu salidanas §idumu, kas
pec iesgjas lalak pasargtu Fnas. Viens no sadanas Edumu komponentiem ir
krioprotektants — viela, kuras galvenaisrkis ir samaziat kristalu veidoSaas radtos
bojajumus, un So ®@rki dazdi krioprotektanti sasniedz dados veidos, piedram samazinot
sasalSanas punkta temparat osmotiski saistot bro adeni no &inam, ka af padarot
Skidumu viskozku un &dgjadi veicinot amorfu strukiru veidoSanos sasalSanas daiklorris
et al. 2000.

Krioprotekivas ipaSbas ir @titas daZdam vielam - cukuriem, serumam un
Skidinatajiem — gan atsevig, gan kombiacijas. Popudrakie un plagk pielietotie
krioprotektanti ir DMSO un glice@ns, kuriem arizdevies uzidit visaugsikos izdivotibas
raditajus (Baust et al. 2002, Morris et al. 2006DMSO paaugstinakfduma osmotisko
spiedienu, saistot daudzi adens, un mazlietk¥dina $inu membi&nas, idejadi padarot
membénas elasgakas pret krigtlu izraigtiem bogjumiem Szmant 1975, Smondyrev and
Berkowitz 1999 Gliceiins mijiedarbojas afidenraza saitm, tadgjadi ieverojami samazinot
idens sasalanas temparat Saji gadjuma &inas sasalst pirm&gjas vides un nergg uz
kristalu veidoSanos Morris et al. 200¢. Rasul un kalgi (Rasul et al. 200)7 cenis Sos
krioprotektantus apvienot, bet reztit Sinu izdavotiba bija krietni zerika, nel& izmantojot
katru vielu atsevi§.

Tomer krioprotektantu prmériga lietoSana var @ Sinam toksiska un kaiga,
piemeram, DMSO ie@rojami samazina putnu spermatoho izdavotibu un fertiligti
(Tselutin et al. 1999 var izraist uzvedbas izmaias bezmugurkaulniekienPégan et al.
2000, izsaukt apoptozi cikka dinas (Vondracek et al. 20Q06un bojt pdu centélas nervu
sisemu s atistibas laikk (Hanslick et al. 2000 Glicefins boj Sinas osmotisis aktivitates
del, turklat tas var iesaitties glikozes cild, ka rezuléta uzkmjas toksisks metabié
metilglioksals (Gutierrez-Perez et al. 2008 So iemeslu & krioprotektanta daudzums
jaizvelas loti rupigi. Literafiras dati mudina izmantot 8-15% krioprotektanBayst et al
2002, kas gidinats vai nu serum vai af tada pat barotd, kada Sinas audzas. Serums
Sanam paidz prvaret badoSanos un darbojag kmatracis” sasalSanas un atkuSanasalaik
(Sachdeva 2009, Thirumala et al. 2010
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Vairuma gadjumu aplikojot saldSanas apsklu ietekmi, eksperimenti fistermpa un
shiedz visprigu priekSstatu par vafitgjam selam, un visai maz datu ir pieejami parmsi
izdzivoSanu pc ilgtermipa krioprezericijas.

Krioprotektanta un satdanas vides iZke nenoliedzami ir galvenais bigiska
materkla izdavoSanu veicinoSs faktors, t@mir arn citi apstkli, kas var ietekmt Sinu
izdzivotibu. Dazi autori $tachecki and Cohen 200#&aris et al. 2009 nomda uz
nepiecieSaitu Sinas sinhroni& (nostdit viem atfistibas dzves cikla z€) pirms
salctSanas. Sinhroniziju var paakt ar kimiskiem regentiem vai ar ierobezojot 8nu
funkcijam nepiecieSafs barbas vielas, piegram, serumulavis et al. 200l Tapat nozme
ir an Sinu skaitam tilpuma viaba — maz koncenticija uz Sinam tiek izdarts lielaks
osmotiskais spiediens uast smem lieeku krioprotektanta devuMazur and Cole 1985,
Mazur and Cole 1989 bet ar parmérigas koncenticijas var samazit biologiska materéla
izdzivotibu — $inu ir tik daudz, ka veidojas nesasalgto8asa, kastri vien aiziet baj
(Piasecki et al. 2009 Lielas koncenticijas gan gluZi neattiecas uz MCS krioprezeiju,

kur parasti maksiaais saldjamo $inu bivums neprsniedz 10 &inas mililitra.
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2. MATERI ALI UN METODES

2.1. Sinu kultaras
Cilvéka adas paraugi tika iedgi no pscopefciju materiliem, saskaa ar LU EKMI
medianiskas &tikas komisijas atzinumu. Visas biotehngikkas darlibas ar cilgka dinam
veiktas saskg ar Latvijas Republikas likumdoSanu.
Darka izmantotas piecas cidka dermasiu kultiras ar laboratorijas nunsefju 10D,
51D, 52D, 53D un 55D un viena HelLa ag@dz3inu linija.

2.2. Dermalo Sinu izdaliSana noadas parauga.

Adas paraugu apatla ar 10% dispzes Il (2,4 u/pl, Sigma-Aldrich, ASV)k&umu
PBS (fosfitu bufer&idums, Invitrogen, ASV) un ink@2-4 stundas, +37 °C. Dermu atdala
no epidermas un 30-60 min inkub37 °C 5 ml kolageizes XI &iduma (50 CDU/ul, Sigma-
Aldrich, ASV). Kolagenazes reakciju inhi® ar 10 ml S10 barotni (67% DMEM, 22% F-12
barotnes piedeva, 10%laefetilais serums, 1% penitila un streptomioa maigums, visi
reagenti no Invitrogen, ASV). 8has mazg ar PBS un filt¢ caur $inu filtru (d=70 pm), tad
suspend 5 ml S10 barotnes, izskaitar&s hemocitometrun suspensijugsnes T25 (virsmas
laukums 25 crf) audu kultigSanas flakom

Sinas kultie +37 °C, 5%CQ atmoséra, barotni mainot ik gc 3-5 dieam. Sinam

sasniedzot 75-90% konfluencistnepiecieSamsapset.

2.3. Sinu parseédana un skail3ana

Sinu monosini noskalo ar 5ml PBS, tam uznes 1 ml 0,25% ni@=DTA (Invitrogen,
ASV) &idumu un inkub 2-3 min +37 °C. Reakciju inhébar 2 ml S10 barotni,ifas mazg
ar PBS un suspead ml S10 barotnes. 1,5 ml stal@isagatavo triinzila (Invitrogen, ASV)
Skidumu (50% tripnzilais, 45% S10, 5%uafiu suspensija) un hemocitonteizskaita kopjo
(Nk) un iekasoto (miruso) &nu skaitu (\,). Sinu izdavotibu (1) nosaka §c formulas 1=(N-
Nw)/Nk*100%. Sinu PD pieaugumu agkina pec formulasAPD=log(Nk/Ns), kur Ns ir $anu
skaits, kasakotngji tika izsets flakora.

Flakor parnes 5-10x1b&inas un pievieno barotridz 5 ml. Rrgjo suspensiju izmanto
eksperimentiem, iesadvai likvideé saskaa ar LU BBML tehniskajiem noteikumiem

LAtkritumu aprite laborator§”.
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2.4. Sinu krioprezervacija

Sagatavo 1 mli#u suspensijas safanas pamatvid(serums vai S10 barotne)ars
suspensiju atdzesuz ledus vismaz vienu stundu, tad pievieno 1 mlednis atdzesta 20%
krioprotektanta (DMSO (Sigma-Aldrich, ASV) vai ghgna (Enola, Latvija)) l&duma
(Krioprotektants §skidina taj pa% pamatvi@, kura tiek suspengtas $inas). Krioprotektanta
Skidumu pakpeniski pievieno@u suspensijai. Satdanas stohiius ar §nu suspensiju satd
ar izopropanolu (Enola, Latvija) pitd kameg, kur Sinas tiek sasaftias pakpeniski —
aptuveni -1 °C/mindradual freeziny Sald¢Sanas kameru ievieto -20 °C, betpstundas
parvieto uz -80 °C fizeri.

Pirms saldSanas iespams $inas sinhroni&, iepriekja diera S10 barotni nomainot
pret barotni bez seruma.

lesaldttas $inas uzglab 1 neclu, 1 nenesi, 6 nenesus vai ilgk.

Atkaussjot dinas, saldSanas stobgu 1-3 min inkub silta adens vana (37 °C). $inu
suspensiju frnes 15ml stobsia un knam pievieno S10 barotniidz 10 ml. Mai§umu
atmazg no krioprotektanta. #has izskaita hemocitomefrnosaka to izdzotibu, iz€j audu
kultivéSanas flakomun inkulz 37 °C, 5%CQ atmoséra.

2.5. Kariotipa analize

Sanu kultiru sinhroniz atsijot uz nakti (aptuveni 16 stundas) bafinez seruma.
Sinas apstida ar tripsnu un susperid S10 barots, pec tam pievienojot kolcerda
(Invitrogen, ASV) &idumu ar gala koncentriju 0,2 ug/ml. Inkuke 3 h 37 °C. Suspensiju
centrifug un nogulsnes suspen®.075M KCI &iduma un inkul® 10 min 37 °C. Bc tam
Sinas fike metanadi:ledus eftskabe (3:1) un pilina uz priekSmetstikia no 30-50 cm
augstuma. Hromosomas vizuéliar Giemsa kisvielu (Invitrogen, ASV) un apko gaismas

mikroskog 1000x (élas imersijas objekta) palielirajuma.

2.6. RT-PCR un laika noverojamas PCR (qPCR) anaize

Paraugu koglo RNS izdala pc TRIzol razadjfirmas (Invitrogen, ASV) ieteikt
protokola. Trssimt tikstoSiem (3x18) &inu pievieno 0,5 ml TRIzol rganta, kam pievieno
0,1 ml hloroforma (Sigma-Aldrich, ASV), aki samaisa, inkub2-3 min istabas tempefad
un centrifug 15 min 14000 rpm 4 °C.ee centrifugSanas augfo (idens) fizi parnes jaua
stobriha ar 0,25 ml izopropanola, samaisa un irk@B min istabas temp., centrii@0 min
14000 rpm 4 °C un nogulsnes suspefgd ml 75% etanalH,O-DEPC (Jaunpagasts Plus,
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Latvija, Invitrogen, ASV). Paraugus centrifygnozve, resuspengl 30-50 ul H,O-DEPC un
inkubg 10 min 55°C.

RNS koncenticiju méra ar NanoDrop spektrofotometru (ThermoScientifigcija)
vadoties pc razotija ieteiké protokola. Bc RNS koncen#icijas apegkina komplemeriras
DNS (KDNS) sinkzes reakcl nepiecieSamos RNi#luma tilpumu. Reakciju sagatavo 0,2
ml stobriha, RNS &idumam pievienojot 0,pl (0,25ug) Oligo(dT)s praimera, 0,5l (0,1 ug)
nejauso heksoenu maigjuma, 4ul 5x reakcijas bufera, gl (1 mM) dNTP maiguma, 1l
(200 u) Revemss transkripizes RevertAid, 0,5 (20 u) RNiZu inhibitora RiboLock un
uzpildot idz 20l ar HbO-DEPC (Reveis transkripcijas regenti no Fermentas, Lietuva).
Reakciju veic ,Veriti” (Applied Biosystems, ASV) Hiekarta uzstidot programmu +25° C
10 min, +42° C 60 min un +70° C 10 min.

legito vienpavediena KDNS uzgi@b20 °C vai uzreiz izmanto polim&zres kedes
reakcijas (PCR polimerase chain reactiQranaizem.

PCR anakes reakciju sagatavo 0,2 ml stabrikura sapilina 2ul Parauga kDNS, 1l
(0,25 uM) tieso praimeri, 1ul (0,25 uM) apgriezto praimeri, 1 2x PCR maigumu
(Fermentas, Lietuva) un uzpildaz 20ul ar H,O-DEPC. Preimeru sekvencesidmjamas 1.
tabul. Reakciju veic ,Veriti” PCR iekrta uzstidot programmu +95° C 20 s, +60° C
(temperaira atkafga no praimera) 30 s un +72° C 30 s, kurd@rak40 ciklus.

PCR produktus gzbauda 1% agarozes (Fermentas, Lietuetd glektrofogze, krasojot
ar eidija bromdu (Enola, Latvija).

Laika nowerojanas (kvantitaivas) PCR (qPCR) anales reakciju sagatavo 96 lawuci
plates lauaja, sapilinot 2ul parauga kDNS, 1l (0,25 uM) tieSo praimeri, ul (0,25 uM)
apgriezto praimeri, 1@l 2x ,SYBRgreen gPCR majsmu (Fermentas, Lietuva) un uzpilda
Iidz 20ul ar H,O-DEPC. Reakciju veic ,StepOne Plus” (Applied Bistgms, ASV) gPCR
iekarta, ,.StepOne Plus software” datorprogramoestidot programmu +95° C 30 s, +60° C
(temperaira atkatga no praimera) 1 min un +72° C 30 s, kuruadtk 40 ciklus. DNS
daudzuma nolaSana tiek veikt katra cikla beis}.

Datus apkopo ,StepOne Plus software” un agalilicrosoft Office Excel
datorprogramris. Visi PCR rezufiti tiek veikti 2 tehniskajos asiktojumos. legtajiem
rezul@tiem apekina vidkjas \ertibas un standartnovirzese relaivas ekspresijas dati tiek
analizti pec Livaka metodeslLivak and Schmittgen 20P1Statistisko ticanbu @Erbauda ar
Stjudenta koeficienta T-testu. Reziif kuros p rtiba ir mazka par 0,05 (p<0,05),

uzskaiimi par statistiski ticamiem.
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1. tabula
Magistra darla izmantotie praimeri

Table 1
Primers used in Master thesis
Produkta Geénu bankas
Nosaukums Sekvence 5'-3’
garums, bp 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 iegti no LU BBML kolekcijas.

2.7. Sinu ploiditates noteik3ana pismas citomet
Sinas [gc apstides ar trip;iu mazg PBS. Suspensiju centrifsgun nogulsnes
suspend profadija jodida &iduma (50 pg/ml, Sigma-Aldrich, ASV). Bémas citome#r
.,FACScalibur” (Becker Dickinson, ASV) uzxia tieds izkliedes, anu izkliedes un praglija

jodida kanlu un veic paraugu anal. Datus apkopo ,BD CellQuest Pro” datorprograimm
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3. REZULTATI

Magistra darla tika izmantotas piecas céka dermas mezenhéo Sinu kultiras gkot
no 3.f@arsejuma jeb darba bankasirim (atbilstoSi Eiropas farmakopejas ieteikumiem par
Sanu banku veidoSanu).eP Sinu iz€Sanas tika uzgta popuicijas daiSaras (PD) reizu
uzskaite Gergtiskas stabiliites kontrolei tikai kultigta af audzja Sinu finija (HeLa). HelLa
sanam PD uzskaite netika veikta.

Identiskos apaklos izdaitas un kultigtas $inas laboratordj iepriekS raksturotasak
adas mezenhigas cilmes 8nas (MCS) Riekstina et al. 2008, Riekstina et al. 2D09

3.1.Adas MCSgenetiska stabilitate ilgsto3asn vitro pavairosanas laika

Dermalo sinu hromosomu komplekts tika noteiktscpaptuveni 5, 25 un 50 dgaras
reizzm un divu nedlu ilgas krioprezercijas. Katram paraugam tika agbti vismaz pieci

mitotiskie izkkjumi (mitotic spreadl un visos izkijumos tika skaitas redzams hromosomas
(2.tab.).

2. tabula
Hromosomu skaits
Table 2
Chromosome number
10D 51D 52D 53D 55D HelLa
PD5 46 46 46 46 46 46, 48,
PD25 46 46 46 46 46 51, 55,
PD50 46 46 46 46 46 56, ...

Pec
) - 46 46 46 46 46 -
Krioprezerv acijas

Visas pieas dermalo sinu kultiras tika detekitas 46 hromosomas, kas atbilst
normalam cilveka kariotipam. Kuliram sasniedzot PD25 un PD50, hromosomu skaita
izmaipas netika nodrotas. Divu neelu ilga krioprezergcija neatstja ietekmi uz 8&nu
kariotipu visas @nu kultiras saglafja nornilu kariotipu. HeLa 8nu lnijas paraugos tika
saskaiitas 46, 48, 51 55, 56 un v@irhromosomas.

Visiem paraugiem tikagobaudta af telomefzes reverss transkripizes TERT) gena
ekspresija. TERT ekspresiju noteica ar RT-PCR metwd rezulitus atspogioja tabui
(3.tab.).
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3 tabula
TERTgena ekspresija

Table 3
TERTgene expression
10D 51D 52D 53D 55D HelLa
PD5 NEG NEG NEG NEG NEG
PD25 NEG NEG NEG NEG NEG POZ
PD50 NEG NEG NEG NEG NEG
Pec
NEG NEG NEG NEG NEG -

Krioprezerv acijas

Dermas #8nu kultiras nevied no dotajiem laika punktiem netika konstat TERT
expresija. At divu neclu krioprezerdcija neizraiga TERTekspresijas uzkSanos. Paraag

kas iegits no HelLa 8nam, TERTekspresija bijdoti izteikta.

3.2.Adas MCS diferencicijas markieru ekspresija ilgstosasn vitro pavairo3anas laila

Darba ietvaros tika saslits mezenhirlas diferencicijas makieru panelis, kas veidots
no 8 gniem (3 ostegerczes, 2 hondrgerezes un 3 adipgerczes makieri). Katras
mezenhinalas diferencicijas lnijas (osteoblastu, hondite, adipodtu) raksturoSanai tika
izvéléts viens transkripcijas faktors (attigc RUNX2, SOX9, PPAR) un viens vai divi
diferen@tam &inam specifiski proteni — BGLAP (osteokainis) un SPARC (osteonéks)
osteoblastiem, HAPLN1 hondridem un ADPN (adipsis) un PLIN (perilipns) adipotiem.

Lai noertétu So gnu izmapu laika, no viesm dermas@u kultiram psc PD5, PD25 un
PD50 veica laik nowrojamo PCR. No @rkgena sliekga cikla (Ct) tika atemts iek8jas
kontroles jeb pamatmetabolismao(sekeeping gena R-akina sliekga cikls, un iegta
starpba (ACt) ievietota formul 22 ar kuru apkinaja mérkgena ekspresijas relafis
vieribas. Gnu relailvas ekspresijas viébas sadzinaja starp kuliram un atéloja grafikos
(4.att., 1.pielikums, 2.pielikums).
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Diferenciacijas markieru ekspresija dermas Stnu kultlru PD5
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Markieris

4. attls. Atiribas maltieru genu ekspresi starpadas §inu kultiram pec 5 daiSaras reizZm.
Figure 4. Differences in marker gene expressiowden dermal cell cultures after 5 doublings.

Diferencicijas @gnu ekspresijas tendences dmjami varEja starp paraugiem. Jau
agfinajas kultiras (PD5) atkiribas starp paraugiem bijati lielas, sasniedzot pat 40 reizu
lielu atkirtbu adipsna ekspresij starp 52D un 55D, kas sl izdart viennoZmigus
secirajumus par dermadiBu kultiram kopun&. Tadg] kultaras atsevigi tika nowertétas gnu
ekspresijas izmau tendences laik Markiergenu ekspresijas izmail tendences salzinaja
starp PD5 un PD25 un PD25 un PD50 utieii$as atspodoja tabui (4.tab.).

4.tabula
Diferencicijas @gnu ekspresijas tendences pieaugotikak PD
Table 4
Tendences of diferentiation gene expression witheimsing the culture PD
Markieri
Laika
Kultara Osteogenézes Hondrogenézes Adipogenézes
posms
RUNX2 BGLAP SPARC | SOX9 HAPLN1 PPARG ADIPSIN PLIN
10D PD5-PD25 A A A A = N N N
PD25-PD50 -2 A A ->
51D PD5-PD25 A N A N A N N N
PD25-PD50 A - A A A N N N
52D PD5-PD25 A A A N N A A A
PD25-PD50 -2 N N N -2 A A A
53D PD5-PD25 N N N N N - A A
PD25-PD50 A A A A A A A A
55D PD5-PD25 A N A A A N N N
PD25-PD50 N - N A A - - N

2 - ekspresija palielis dotaj laika posma, N- ekspresija samaZia dotaj laika posm, — - ekspresija iitiski
nemains dotaj laika posra
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Diferencicijas @gnu tendences vairuim gadjumu lava izdart secirijumus par
izmaipam &inu kulfira. 10D paraug laika gait samazifjas adipgenczes makieru
ekspresija, bet pieauga honditam rakstuigo genu ekspresija. Ostgernczes makieri lidz
PD25 pieauga, bet tad samariis vai palika nemaigi, ka RUNX2 gadjuma. Lidzigas
tendences n@voja 51D paraugy kur visu adipgergezes makieru ekspresija samaazjas,
kamer osteg@erezes un hondrgernczes makieru ekspresija pieauga. 52D paraliglz PD25
pieauga gan ostgerezes, gan adipgerczes makieri, bet idz PD50 ostegereze iesaisito
genu ekspresija atkal samazjas. Hondrottiem rakstuigo ¢genu ekspresija 52D kulta laika
gaita samazigjas. Lidz PD25 paraug 53D samazifjas osteg@erczes un hondrgerczes
markieri,bet idz PD50 to ekspresija atkal paauggtin. Adipqzerézes mdgieru ekspresija
paraug 53D pakipeniski pieauga. Visbeidzot 55D paraugieauga hondggerezes,
samazifjas adipg@erezes un vispirms pieauga, tad samajzs ostegerczes makieru gsnu

ekspresija.

3.3. Apoptozesimena izmainasadas MCS ilgstosasn vitro pavairo$anas laiki

Apoptozes imenis tika narits saidzinot proapoptotisk Bax un antiapoptotisk Bcl-2
genu ekspresijas attidmu. Tika apgkinatas abu gnu ekspresijas rel@fs vieribas un iegta
to attiegba (5.att.). Relatas attiegbas skaiiem tika izteiktas vigjas \ertibas no vism
dermasihijam dotajos laika punktos. Sdzinajumam, ar So metodi tikaabaudta af HelLa

sanu fnija.
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5. attls. Baxun Bcl-2 genu ekspesijas relao vieribu attietba pieas dermasinu kultiras PD5, PD25, PD50
un Hela 8&nu finija. Kladu stabii attelo standartnovirzi.

Figure 5. The ratio oBax andBcl-2 gene expression relative values in five dermdl amdtures in PD5, PD25,
PD50 and HelLa cell line. Error bars show standasdadion.
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Apoptozesimenis pieauga pakeniski palielinoties kuifiras PD. Paraugos 10D un 51D
Bax/Bcl-2relatvas attie@bas viefbas pieaugeaehak, kaner pargjos paraugos pieaugums bija
krasiks, tontr kopuni visas linijas apoptozes pieaugums bija lire atblistoSi kuliras PD.
Jauram kultiram (PD5)Bax/Bcl-2attiedba bija vidji 3,3 relaivas vienbas, vig¢jam (PD25)

— 19,5, bet novecojag (PD50) — 43. Helaifu linijai Bax/Bcl-2attiedba bija 2,17 relavas
vieribas.

Lai saidzinatu metodes precizti, tika veikts eksperiments, Kukonfluentas (pilns
monosknis) dermas i#as divas dienas tika audas kontroles (10% seruma barotne), 1%
seruma barotnes un bezseruma barotneakdpst Seruma badiSana ir literaira apraksita
ka iek&ji izraisito apoptozi veicinoSs procesSchamberger et al. 20R3Pusi §nu izmantoja
RNS iediSanai un laik nowrojamas PCR anatem, bet otru pusi anakpm plismas
citomets, nosakot 8nu ploidititi. Sainam lidzgie veidojumi, kurugergtiskais mateéls bija
mazks par n (norrilam &inam tas ir n vai 2n), tika uzskéitpar apoptotiskienkermensiem,
un tika noteikts to procents kit (5.tab.). Ploidiites testdauj semikvantitavi novertet

apoptozesimeni $inu kulfira.

5. tabula
Apoptozes noteik8anas metoZudaiajums
Table 5

Comparison of apoptosis detection methods

10% seruma
1% seruma barotne Bezseruma barotne

barotne
Bax/Bcl-2 attieaba,
. 3,14 6,43 12,47
relativas vieribas
Apoptotisko
kermeriSu skaits, 0 0,6 2
procenti

Laika nowrojanas PCR dati demonsja apoptozesiinepa pieaugumu palielinoties
seruma ftlikuma izraistajam $inu stresam. Ploidites tests sniedzadligus rezulitus —

apoptotiskdkermensSuipatsvars kuitra palielinajas samazinot seruma daudzumu alt

3.4. Krioprezervacijas optimizacija
Mezenhinalo Sinu krioprezergcija iesgjamas daZdas varicijas — iesaldto Sinu
skaits, izéleta saldSanas vide un citi, piegram, $inu sinhronizSana pirms sat$ana. Lai
piemekEtu lakikos saldSanas apsklus ilgtermipa uzglalSanai, tika nogrteta kultiras

blivuma, sinhronigSanas un satdanas vides n@ome $inu izdavosan.
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Kultaras bivuma nozme tika noteikta iesaljpt dermas 8nascetros dazdos bivumos
- 0,125, 0,25, 0,5 un 1 miljongriu mililitra) uz divam nedlam (6.att. A). Eksperiments tika
veikts 5 atl@rtojumos.

Sinhronizcijas ietekmi uz &u izdavotibu noteica dienu pirms sakhnas kuttru
sadalot digs ddas - vienu dfu atstja nornalos apsiklos, otru sinhronija 16 stundas ar
bezseruma barotni (6.att. B). Eksperiments tik&tggpiecos atiktojumos.

2010. gadaiinija LU Biologijas fakultites studente Dina Sarcéaiaizsivéja bakalaura
darbu ar nosaukumu ,Dadu krioprezericiajs metozu s@dzingjums no dermas un
epidermas izdaiu &nu kultiras”, kura vipa saidzingja fnu  izdavotibu pEC
krioprezerdcijas daZdos saldSanas Edumos Garcevia 201Q. Sarcewas darh tika
saldzinata §inu izdavotiba [Ecisa laika (idz 1 neénesim) krioprezeracijas.

Lai nowrtetu ilgtermipa krioprezeracijas efektus, papildus jau idptajam, piecas
dermas 8nu kultiras daZdos prsejumos tika iesaletas uz seSiem &neSiem. Kop tika
iesaldti 40 paraugi, pa 10 katno @rbaudimajiem saldSanas §idumiem (6.att. C).
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6. attls. Dernilo MCS izdavotiba [Ec krioprezeracijas: A — atkaiba no dinu skaita mililita; B — atkatba no
&anu kulfiras sinhronizgSanas; C — atk#a no sal@dSanas vides. Kdu stabii attelo standartnovirzi.

Figure 6. The viability of dermal MSCs after cryepervation: A — depending on cell count per maititB —
depending on cell culture synchronisation; C — depgg on freezing media. Error bars show standaxdation.
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Kultaras bivuma ietekmes eksperiments demagatr ka palielinot iesakto Sinu
skaitu mililitra, koggja kultiras izdzvotiba uzlabojas. Gagimos, kad kuliras bivums bija
mazks par 0,25 miljoniem @u mililitra (MS./ml), iewerojami samazigjas af Sinu
izdzivotiba Ec atkausSanas. Bvuma no 0,25 1dz 0.5 MS./ml 8nu izdavotiba at&iras par
aptuveni 2%, tor statistiski § atkiriba nav latiska. Kuliras bivumam pieaugot virs 0,5
MS./ml izdavotibas izmaia bija nietga.

Saldzinot sinhroniztu un nesinhroniu kultiru izdavotibu par nepilnu procentu
augsiiku izdzvotibu uzadija sinhroniztas kultiras, tongr Sis at¥iribas nav statistiski
butiskas.

Visbeidzot, sabizinot saldSanas vides ietekmi uz iZgotibu, ie\erojamas at§iribas
pamdijas ilgtermpa krioprezergcija. Paraugos, kuri bija iesali vienu nedlu vai nenesi,
bija verojamas nelielas flukicijas starp sakfanas vidm — uz serumu dzétas vides
saidzinot ar barotnes vétn saglabja nedaudz augstu izdzvotibu, kangr, saidzinot starp
krioprotektantiem, pavisam neliels iZdatibas uzlabojums bija védn ar glicetna piedevu.
Tomér neviena no i atkirtbam nebija statistiski itiska. Rc seSu réneSu
krioprezenrdcijas ieerojami samazifta izdavotiba bija &nam, kas tika salgtas vids ar
glicerina piedevu — uz barotniietas vidces atgiriba starp DMSO un glicera kktbatni bija
20% izdavotiba, bet seruma vid pat 23% izdwotibas atRiriba. SaldSanas pamatvides
izvéle uz $inu izdavotibu neatstja bitiskas sekas. ligterns saldtSanas vids, kués par
krioprotektantu izmantots DMSOnsu izdavotiba samazijas par 2-3%, bet statistiski §

izmaina nebija latiska (p>0,05).

3.5. Publicitate

Magistra darh iegatie dati publi€ti sekojo&s konferengs:

e Uzaicimts plakita zipojumam “Genetic stability of human skin-derived
mesenchymal stem cells in long-term in vitro cwtukonferené “Chromatin,
Replication, and Chromosomal Stability” 2011. ga&ia-21.finija, Stokholna,
Zviedrija (Autori: Kungs J Cakstina I, Riekstina U, Cappiello L, Ancans J)

e Plakita zipojums ,Human skin derived mesenchymal stem cellraittarisation
and effects of DMSO on growth hormone secretionraadker profile” konferere
-TERMIS-EU Meeting 2011” 2011. gada 7.-1ihjja, Granad, Sganija (Autori:
Parfejevs V Boroduskis M, Riekstina U, Cakstina I, Kungs ap@iello L, Krustins
J, Ancans J)
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e Mutiskais zhojums "KariotiggSanas un krioprezeigijas metozu valigcija cilveka
dernalajam mezenimas &nu kultiram” konferené ,LU 69.konference.
Mikrobiologijas un biotehnol@jas sekcija” 2011. gada 9.felart, Riga, Latvija
(Autori: Kungs J Sarcewa D, Cakstia |, Cappiello L, Riekstia U, Anans J)

Tiek gatavota publikcija par maistra darla iegatajiem rezulitiem.
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4. DISKUSIJA

Vesturiski pirnmis MCS tika izdatas no kaulu smadzem (Friedenstein et al. 196&it.
pec Afanasyev et al. 2009tadg] literatira biezk sastopamas publikijas tieSi par kaulu
smadzeu kultiram. Autoru vidi ir batiski atkirigi viedoWi par ilgtermha in vitro
kultiveSanas ietekmi uz kaulu smadmeMCS. Dazi autori nada, ka ilgstosa kulté8ana
izraisa MCS transfora$anos par audj sinam (Tolar et al. 2007, Rosland et al 2009,
Torsvik et al. 2010 citi apgalvo, ka uzkgas hromosomu abagijas, bet 8nas
netransformjas (Tarte et al. 201)) kan®r ir ar autori, kas ilgtermia kultiras nav nogrojusi
ne transforraciju, ne kariotipa izmaias Bernardo et al. 2007, Choumerianou et al. 2008
Tomer visi Sie autori ir vienispitis, ka $inu izdaiSanas un kult&Sanas apskli var
ievérojami ietekngt Sinu stabilifiti, tostarp ar nowerst transformdSanos par audpl Sinam.
Lidzigu pEtijjumu par ilgstoSam vitro kultivéSanas ietekmi uzdas mezenhisajam inam ir
nedaudz. Jadkaja petijuma (Guan et al. 2010adas mezenhialas Sinas tiek uzskatas par
droam un stabdm. Toner ir labi jasaprot ldi procesi ir iespami ar $inam ilgtermipa
atrodotiegan vitro, pirms pinot to pielietojumun vivo petjjumos.

4.1.Adas MCSgenetiska stabilitate ilgstoSasn vitro pavairo$anas laika

Gergtiska stabiliite un hromosomu komplekts var tieSi ieteknmdazdu ¢nu
ekspresiju. Polisomijas gadma kads @gns var tikt p@rstavéts vaimkkartigi, kaner
hromosomu @rravumu vai dedciju gadjuma funkciorali izzust. llgstoSas kultgSanas
rezul@ta, iesggjams, uzkiijas daZdas kariotipa abécijas, &dc] regubra kariotipa prbaude ir
nepiecieSama.

Magistra darla parbaudtajas dernalo Sinu kultiras kariotipa izmajas netika detektas
neviera no iz\eletajiem Jinu kultiru pavairo3anas punktiem.ad rezul@ti liecina, ka
izvelctie kultiveSanas apskli bija pietiekami, lai saglabu nornalu Sinu kariotipu. Torar,
lai af kariotipa @rbaude ar kolcerda inkulaciju ir mingta Eirpoas farmakopgjka vieriga
kariotipa prbaudes metodetBu kultiram, @& nav seviki jutiga metode. Ar metodi tiek
detekttas $inas, kuras atrodas mitzbet to skaits nav liels — aptuveni 10% da&ovsinu
vienlaiagi atrodas mitoz (Pan et al. 2009 turklat kolcemda inkulacija paidz detekdt tikai
Sanas, kas atrodas mitozes metaf tatad &l maziku ddu. Tade] iesgjams, ka hromosomu
abeficijas uzkajusas dinas, kuras neatrodas mitz Magistra darld tika parbaudts
hromosomu skaits, bet ne struled un kariotipa sad®¢s, @ade] ir iesggjams, ka Kda
hromosoma firstaveta vaiakkart, kaner cita tikai vienu reizi. Ipat iesgjami ai hromosomu
plecu fragmentu zaagumi, kuri netika @rbaudti. Predzakai abe#ciju detekcijai ltu
ieteicama, pied@ram, fluorescemtin situ hibridizacija. hatame, ka hromosomu abagijas
tiek nowrotas ar cilveka audos novecoSanas rezidlt un biezi s nav saistas ar
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laundaligiem vai patolgiskiem procesiem. apat vaifikos cilveka dinu un audu veidos
poliploidija ir fiziologiski normala pa&diba, piengram, akias.

Hela iinija detekétais paaugstitais hromosomu skaits atbilst litekeds datiem par So
audzju Iiniju (Macville et al. 1999 HelLa $nam ir rakstutga vaiiku hromosomu
polisomija k af vairakas p@rrautas hromosomas, kas turpinaitilzd ki pseidohromosomas.

AugstaTERT ekspresija ir audgiem raksturga pazme. Philippi un kdgi (Philippi et
al. 2010 norada, ka 80-90% audp ekspred TERT, tade] tas uzskaims par labu audp
maikieri, toner tas papliko konteksi ar citiem audgu maikieriem. Pagdiv afi audzju veidi,
kas neeksprésTERT,un tie izmantoisos telomru garumus un hromosomu af&jas, lai
nodrosSiratu dinamiskugeretisko mainbu un sptu izvaiiities no preteza terapipm (Anisimov
2003, toner S&adu audzju ir relatvi maz. TERT ekspresija rakstiga ar cilmes &nam, it
seviki embriorilajam &inam, bet nelielos daudzumosi grieauguso MCSSerakinci et al.
2008. Hela $inu linija TERT ekspresija bijdoti izteikta, bet prbaudtajas dermas kuitras
TERT ekspresija nebija deteka nevied no laika punktiem, kas vétu liecinat, ka gEtamas
Sanas neveidotu audp in vivo. Rezultti ar lieciena, ka dotajos kultéganas apsk]os dinas
neuzak ar vecumu saib TERT reaktiaciju, kas literafira mingts, lka viens no
rakstuigakajiem audzju uzsikSanas iemesliemAgfisimov 2008 Serakinci ndida, ka, ja
mezenhinalas dinas eksprésTERT, tad in vitro kultiveSanas ieteki S ekspresija strauji
izzid. Martinello un kotgi (Martinello et al. 2019 uzswra, ka krioprezeracija var
samaziat TERTekspresiju. Darbizmantoss kulfiras tikanemtas no tresparséjuma (darba
bankas) un atka@tas @c krioprezerucijas, kas izskaidro, apec TERT ekspresija netika
noverota ar agfina kultara (PD5). Ir @tijumi, kuri pagda MCS potenalu uzsikt TERT
ekspresijuipasos apsklos, piendram, hipoksisks (samaziats skibea daudzums) @u
kultaras, pie kam &a ekspresija neveicinairtu transforraciju, bet gan to iesgpama PD
pieaugumuidz pat 100 reiam. Jaudjums, vai TERT ekspresija vitro pavairoSanas laikir
uzskaima par neslamu in vivo pielietojumiem nav vienamigi atbildets. lesgjams, jauni
petijjumi Sap joma var pat noidit uz islaiagas TERT ekspresija pomid lomu $inu
pavairoSanas procesa laikTonmer pagaidm TERT ekspresija kultBSanas laik tiek
uzskaita par riska faktorin vivo pielietojumiem.

4.2.Adas MCS diferenchicijas markieru ekspresija ilgstosas in vitro pavairo3anas laia
Novertgjot izmanas ilgtermpain vitro pavairoSanas ietekmi uzrdu kultiru iesgjams
aplikot dazdos imenos — morfol@iskas izmanas, virsmas mareru ekspresiju, proieu
sinttzi un sekéciju, genu ekspresiju u.tml. Morfofgskas §inas izmaias rodas iitisku argju
un iekgju faktoru ietekm, kaner neliela skaita @ ekspresijas izmigas var tikt izsauktas
ar mazakiem stimuliem. Lai nogrtétu ilgstoSas kultigSanas ietekmi uzégu ekspresiju,

34



magistra darla par modégeniem tika izéleti MCS diferencicijas makieru ¢ni un
no\ertetas to ekspresijas izmgis.

Magistra darla petitajas dermas #u kultiras starp paraugiem bija nénejamas
ieverojamas aftgribas diferendicijas makiergenu ekspresii. Jau PD5 nawroto makieru
ekspresijas bija stipri dtBigas, kaspemot \Era, ka visas kuliras tika izdatas un kultiétas
identiski, no&da, iespjams, pargerctiskam un epgeretiskam atkirtbam audu donoruiinern.
Darba izstides vietai, LU Bioandisko un biodozimetrisko metozu laboratorijai nav
pieejama inforracija par paraugu donoriemadel nav zirams ne donoru vecums, ne
dzimums, ne hroniskas saslimSanas, bet visi Si¢oriakarctu ietekn®t dazdu gnu
ekspresiju. Lielo aidgribu ¢l nebija lietdeigi analiZ£t visas dermas mezenhilajo Sinu
kulttiras kopur, bet & vieta tika aphikotas atkirtbas magiergenu ekspresijas tendezsc

Literatiras dati norda, ka ilgstermia MCS kultira samazias inu sggja diferenéties
adipogtu linijas dinas, bet palielias sggja parveidoties osteohonais linijas rakstuigajam
sinam (Bonab et al. 2006, Wagner et al. 2008 oner, vadoties pc maistra darla
iegatajiem diferencicijas gnu ekspresijas rezatiem, to nevar viennamigi apstiprirat. Ir
janem \era tas, ka vairums pubkito petijumu izmanto vienu vajoti limitetu MCS kultiru
skaitu, 1dz ar to padarot neiegamu $du variciju detekéSanu.

Paraugos 10D un 550igas tdz PD50 visakvak ekspregja hondrgerezes makierus
un samazifja osteoblastiem un adipdiem rakstuigo genu ekspresija. Tas \&u liecinat
par So kuliru hondrodiferenaiiju. Paraug 51D laika gaii samaziajas adipgerczes, bet
pieauga osteohondo Sinu makieru ekspresija, kas \&u no@adit uz aginu osteoblastu vai
hondrogatu diferenciciju. 52D paraug pretji Wagner un kagu teiktajam ilgstoSas
kultiveSanas rezulta paaugstifjas tieSi adipgercézes makieru ekspresija, bet samazjis
osteoblastu un hondriha makieri, tatad, iespjams, notika diferengcija par taukaudiem.
Paraug 53D viennozmigus rezulitus neizdess iedit.

Visas $inu kultiras tika kultiétas normilos apsiklos bez diferenaciju veicinoSu
faktoru khtbutnes. Rdg] iegitie rezultiti varetu liecint, ka ilgstoSasn vitro pavairoSanas
laika Sinas var uzzkt spontino diferenciciju. Kadi faktori vagtu bit izraigjusi Sdas
izmaipas, maistra darba ietvaros netikaetfis. Sporiina diferencicija § darba ietvaros
pieradita netika.

Donoru atgiribas, Kk to paida diferendicijas makieru ekspresija, vartbiski ieteknet
dazdu ¢gnu ekspresiju. Visas piecas dermasuskultiras atbilst MCS defiisijai — s veido
adherentu monashi kultara, ekspres virsmas mégierus CD73, CD90 un CD105 uné&p
diferen@ties mezenhir@as linijas dinas (Riekstina et al. 2008, Riekstina et al. 2D0%isas
piecas MCS kuitras tika izdatas, kultigtas un apsidatas viendi, bet bet diferenatijas
genu limen tas ir at¥irigas, ipec, iesg@jams, arin vivo apsiklos s reactu at¥kirigi. Pirms
mezenhinalo Sinu lietoSanas khiska petijuma, batu nepiecieSams sagatavot kiaru panel,
kaslautu iegit plagiku &inu raksturojumu. Pieanam, lietojot MCS skrimig audz3ara darka
piedavatais diferencicijas makieru panelis vatu bit nodefgs, bet pielietojot MCS
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imunomodulatats ipasbas, @akotré bitu lietdelgi papildus anali ai citokinu un augSanas
faktoru ekspresiju.

4.3. Apoptozesimena izmainasadas MCS ilgstosasn vitro pavairo$anas laiki

Sinu daudzums, kas WwaiSas apoptozi var nadit par apstkliem dinu kulfira,
piemeram nowrtejot kaspizes 8 sigalcela genu ekspresiju var spriest pangjiem faktoriem,
kas traug sinu fiziologiskos procesus, bet kazes 9 sigalcelS lauj git priekSstatu par
saregijumiem §inu iekSied. Apoptoze 8&nu kultira nav vienkirSi (un Eti, ja metode
nepiecieSama inten@m skiningam) detekfjama. Morfolgiski lielaka dda dinu nemaias,
tapat ar neekspres atirigus protenus, ko vagtu noteikt ar imunolgiskam vai kimiskam
metodm. Tapec apoptozes uzkSanos unimeni vislalak detekét genu ekspresijagrien.

Bax un Bcl-2 genu ekspresijas rel@aa attie@ba demonst apoptozes uzgSanos caur
mitohondriju memkinu caurlaidbas palieliaSanu. Gagjuma, kad § attieagba ir 2, &na
pastv balanss starp pro- un antiapoptotiskajiem pni¢en un apoptoze neuik®as. Balansa
skaitlis ir 2 adel, ka Bax proapoptotiskais proms ir homodindrs, &tad viena protma
sinttzei nepiecieSami divi mRNS transkripti. 181 kad proapoptotiskie prata tiek
pastiprirati sinte£ti, bet antiapoptotisko prateu ekspresija un sigge tiek kagta, mireta
attieaba palieliras.

Magistra darla pétitajas dermas iu kultiras Bax/Bcl-2relatva attieGba palielirajas
pieaugot kuliras PD, bet HeLai$as & bija 2,17. HeLa#nas ir audza Sinas, kam viens no
raksturojoSiem faktoriem ir izvagaris no apoptozesagiec § attiedba bija neliela. Torr
pavisam mininali proapoptotiskaiBax tika ekspreats vaigk, tatad neliela dg Hela &nu
tomer uzak apoptozi. At literatira ir atrodami dati, ka neliela aaudzja Sinu var daiyi
uzsakt apoptozi Anisimov 2008 kaut arf kultira kopuna pret So procesu ir inerta.

Dermas 8nas laika pieaugos Bax/Bcl-2relatva attieGba demonsg; ka ilgstod kultara
pakapeniski palielias apoptozi uzkoso vai predispdio inu skaits. Snas noveco, zaad
telomerus un daipi uzsik apoptozi. Laika gait Sadu Sinu skaits palieliis. Atkiriba no
nekrozes apoptotiskagrias neveicina blakusiSu apoptozi, betas vagtu ietekntt vides pH
vai nevlamu metabatu daudzumu, kas savark var pastarpifiti stimulet apoptozes
uzsikSanos. datur pata, ka Bax un Bcl-2 nav viagie iekEji izraisitas apoptozes efektori —
pastiv afi citas pro- un anti-apoptotiskas molekulas. Kaut gax un Bcl-2 ir galvenie
efektori, literatira atrodamas nas, ka arcitas molekulas (Bak, Bad, Bcl-X.c.) var paskt
lidzigu efektu Gao et al. 2008 Tapec masistra dark iegatie rezultiti varetu bat precizjami.

Par labu iz@lctajai metodei liecina gan litefabs avoti Rogerio et al. 2006, Sheng et
al. 2007, Ziolkowska-Seta et al. 2009, Liu et 8l1D, gan eksperiments ar apoptoZiseha
noteik3anu fc seruma badi$anas. Sajeksperimerit bezBax/Bcl-2relaivas attiegbas tika
noteikts ar apoptotiskokermensSu procents kulira. ApoptotiskokermefSu noteikSana ir
semikvantitatva, toner var sniegt priekSstatu par apopotzes tendendaribikno noteikta
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faktora (38§ gadjuma seruma daudzuma). Saplarls veiktap saidzinajuma apoptozes
l[imena pieaugumsge Bax/Bcl-2relatvas attiegbas nav linari proporciorals ploiditates test
iegatajam, tondr tendence saglajas. Apoptozes &nu ekspresija raksturo ne tikai apoptozes
uzsikSanos, bet arpredispofto inu skaita pieaugumu, k&mploiditates test redzamas
apoptozes izraitas sekas,atel an atkiribas tenderts. Ploidiates tests ardemonstja, ka
Bax/Bcl-2vertibai 12,5 atbilst 2% apoptotisk@rmensu daudzums kuita. Tatad PD25, kur
Bax/Bcl-2vértiba ir gandiz 20, apoptotiskdcermensu daudzums vatu bat vismaz 3%, bet
PD50 &l lielaks.

Sinas, kas uzkusas apoptozi, vairs neatgiigies pirmsapoptotigkstivokli. Tade], ja
lielu ddu kultiras ainem apoptotiskas vai apoptozi akgSas 8nas, 8da kuliira nelmitu
rekomendjama ievaiBanaiin vivo, ja pielietojuma rérkis ir stimukt audu rgeneéciju. No
otras puses, nav izgjts, ka apoptotiskoadu klatbitne var atsit iespaidu MCSin vivo
pielietojumos E imunomodulatoram. Tas ramta un nepiecieSaivu izveidot diferencitu
markieru paneli atkaba no pknotajiemex vivopielietojuma veidiem.

Kopumi izveleta Bax/Bcl-2 relaivas attietbas metode uzskaha par pierérotu
apoptozes griSanai 8nu kultira un var paldzet nowertét kultiras piendrotambu panotajam
pielietojumam (piereram, kiniskajam gtijumam).

4.4. Krioprezervacijas optimizacija

llgtermina stradajot ar §inu kultiram neizlggami rodas arvajadiba [Ec ilgstoSas to
uzglatmSanas. Saj zipa krioprezerdcija ir viena no plagk izmantotajm ilgstosas
uzglatasanas metdagn. Metodei iespamas dazdas modifikicijas un vaicijas, kas var
ietekret uzglatata materila izdAvotibu pec atsaldSanas. Sajmagistra darla tika aptikota
kultaru biivuma, sinhronigSanas un saé8anas l§iduma ietekme uz dermasnéi izdavotibu
pec atkausSanas.

Atskiribas kultiras bivuma ietekrd uz $inu izdavotibu pEc krioprezertcijas vagtu
but skaidrojamas ar osmotiskspiediena izraitu Sinu bopeju atkausSanas laik. Maz
kultiras btvuma uz katru 8nu tiek izdaits lielaks osmotiskais spiediens un krioprotektanta
kaitigas ieZmes var izpausties spilit

Sinhronizjot Sinas litiska at&iriba izdavoSarn netika nogrota, ipec var uzskat, ka
sinhronizSana neatsi pozitivu iespaidu uz #wu izdavotibu pec krioprezerdcijas, kas
nesakit ar literatiras datiem $tachecki and Cohen 200Baris et al. 2009 Paris un kdgi
norada, ka olficu Sinu krioprezergcija sinhronizSana atgf nelielu, bet pozivvu iespaidu.
Tadg] japatur pata, ka kultiras sinhronizgSana pafik visas &nas viera cikla faze, toner ta
biezi rada ar sinu iek&jo stresu, kas rezafas ar dEju Sinu bojeju. Eksperimentos
izmanto seruma bad@sanas metode veicinai @rogramndto inu ravi, tadel iesggjams, ka
dda sinhronizto Sinu bija uzskusies apoptoze, kas, i€gms, samazidja videjo
izdzivotibas Aditaju. Sinas tika sinhronitas 16 stundas, un tas &ar bit pietiekami
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apoptozes uzgSanai nelied dda Sinu. Lai So iesgju parbaudtu, batu ieteicams atktot
eksperimentu sinhrordpt Sinas ar citu, apoptozi neizraisoSu metodi, @iemm, kawjot
DNS sin€tzi, jo $da sinhronizSana apturitdhas S ize, kas paldz saglabt dzvotsgEjigas
Sanas Pavis et al. 200

SaldSanas §iduma izéle ir viens no kritiskkajiem faktoriem 8&nu izdavotibas
nodrosSirasara pec krioprezeracijas. Krioprotektanti pasaigsinas no bstanas ledus kristlu
veidoSags, bet var bt an kaitigi savas metaboligk aktiviates vai toksisks darlibas @].
Vel viens hitisks izdavotibu veicinoSs faktors ir seruma daudzumsé&sdas vid. Serums ir
sanu primara bafibas vielu rezerve atsa&hnas laik.

Batiskas atkiribas sald@Sanas dumu izEle paidijas pEc seSu réneSu
krioprezendcijas. &idumi, kas sat@a glicefinu, nespja nodro3iat pietiekami augstuiu
izdzivotibu ilgtermiha. Nedtlas un mineSa ietvaros ifias, kas tika uzglabas glicemu
saturoSosid@dumos uzidija lidzigu izdavotibu ar $inam DMSO saturoSoskfdumos, itad
sasaldSanas laik glicefins un DMSO krioprotektanta funkcijas veic vielzl labi. Liek
starpba §inu izdZvotiba varctu bit saistta ar glicema izraisto augsto Kiduma viskoziiti.
Literatiira atrodams viedoklisMorris et al. 2009, ka glicetns nav pierérots pakipeniskai
saldtSanai, jo augstsiduma viskozite trau€ adens molekdm laikus @arvietoties prom no
Sanam, tadel sasalSanas toli daudz kristlu veidojas memlanas. Morris un katgi ierosina
glicerinu lietot straujs sasaleBSanas rapid freezing metod&, kur augst viskozitite paidz
veidot amorfasidens strukiras kristlisku vieta. Tonmer & teorija neizskaidro, 3pec pec
isakas saldSanas @&u izdavotiba bija auggka. Cits skaidrojums vaiu biat saisits ar
paraugu uzgla$anas temperatu. Eiropas farmakopeja iesaka, ka -80 °C tempexatinas
uzglatmjamas idz trim neneSiem, bet g tam prvietojamas uz l&dro skpekli. Saij
gadjuma sinas visus sesSusamesus tika uzglabas -80 °C temperata, tatad @rak augsi
temperaira kitu vainojama pie izdzotibas atgiribam, bet ar Sim skaidrojumam ir pretruna,
jo DMSO saturoSosk¥dumos, 8nas saglai)a augstu izdwotibu af péc seSiem rEneSiem -
80°C temperaira. Turklat laboratorijas kdagi ir atkaugjusSi paraugus g 3 gadu
uzglatasSanas -80°C tempefad, un So 8nu izdavotiba ir bijusi augsta (vaik ka 80%). No
ta var seciat, ka kaut ariemesli un mefnismi navisti skaidri, glicems ilgtermiha nav
pienerots krioprotektants dermasrii kultiram.

Saldzinot seruma un barotnes moz Sinu izdavotiba, biatiskas atkiribas netika
deteketas, #del, nemot \era seruma ligls izmaksas, dermas mezenhion Sinu
krioprezendcija ieteicamais salidanas dums ir &inu barotne ar 10% DMSO piedevu.
Gadjumos, kad saglapamas dinas irloti vértigas (pierdram, prinaras dinu bankasias),
var lietot ar seruma un DMSO saldanas vidi.
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5. SECINAJUMI

. Adas MCS ir iesgjams kultivet I7dz 50 populcijas daiSaris reizm, saglabjot
normalu kariotipu.

. Bitiskas varicijas starp individalam MCS kultiram diferencicijas gnu ekspresijas
zina notada uz jaunu krériju potencélo donoru atlas tap skai ai atkatba no
iesgEjama Sinu pielietojuma.

. Bax/Bcl-2 genu ekspresijas relaf attiedba var tikt izmantota apoptozesnkna
raksturoSanai un par obj@ki raditaju in vitro ilgtermipa pavairoSanas izraism
izmaipam MCS kulfiras.

. Glicerins nav piererots krioprotektants dermas MCS kuli ilgtermina uzglala$anai.
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