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1. Hematopoezé

Blastomeros lastelés yra pirmosios kamieninés lastelés zmogaus kiine. Sios lastelés
totipotentinés ir gali iSsivystyti 1 bet kokio tipo lasteles. Embriono gastruliacijos etape lastelés
pradeda specifikacijos (t.y. diferenciacijos) procesa - susidaro dviejy tipy lastelés: trofoblastai ir
embrioninis mazgas. Embrioniniame mazge esancios lastelés vadinamos pliuripotentinémis
lastelémis — jos geba diferencijuotis ] visy tipy Iasteles: ektodermos, mezodermos ir endodermos.
Sios lastelés negali diferencijuotis j lytines ir placentos audiniy lasteles. Tolesniuose
diferenciacijos etapuose pliuripotentinés lgstelés virsta ,,audiniy kamieninémis lastelémis®,
vadinamosiomis multipotentinémis lastelémis. Sios lastelés gali dalytis asimetridkai j vieng
motinine kamiening Igstele ir kita duktering Igstele, kuri turi unipotentinj aktyvumg. Kamieniniy
lasteliy vystymosi procesas lengviausiai stebimas kraujodaros sistemoje. Visi kraujo Igsteliniai
komponentai yra kile i§ nedidelés kraujodaros kamieniniy lasteliy populiacijos, gebancios
daugintis, atsinaujinti ir diferencijuotis j specifines lasteliy linijas. Vaisiaus hematopoeze
prasideda mazdaug 2-3 savaite¢ po apvaisinimo ir i§ pradziy vyksta trynio maiSe. Vaisiaus
vystymosi metu kraujodara laipsniskai pereina j kepenis, o mazdaug, 5-6 savaitg, kai iSsivysto
kaulai, vyksta kauly ciulpuose. Multipotentiné hematopoetiné¢ kamieniné Igstele (HSC) visa
gyvenimg asinchroniskai dalijasi j dvi dukterines lgsteles — vieng HSC ir vieng hematopoeting
pirmtake Igstele (HPC). HPC yra ankstyviausia pirmtaké Igstelé, kuri, skirtingai nei HSC, neturi
galimybiy savarankiskai atsinaujinti ir apsiriboja viena ar keliomis diferenciacijos linijomis ir yra
pasalinama apoptozés budu. IS HPC gali susidaryti mieloidinés krypties lastelé pirmtaké
sudaranti granulocity, eritrocity, makrofagy ir megakariocity populiacijas (CFU-GEMM) arba
limfoidin¢ lastelé pirmtaké (CFU-Lymph), kuri formuoja T ir B limfocity bei NK Igsteliy
populiacijas (zr. 1 pav.) [1].



1 pav. Hematopoetiniy lasteliy linijy susiformavimo schema (Dabrowski ; Stojko and Witek; Yao et
al. 2004) [1].

2. Virkstelés anatomija

Virkstelé, lotyniskai Funiculus Umbilicalis, tai siaura audiniy gija, jungianti besivystantj
embriong su placenta. Zmogaus virkstelé iki gimimo yra mazdaug 60 cm ilgio ir 1,3 cm
skersmens. Virksteléje yra dvi arterijos ir viena vena, apsuptos drebutinio (Wharton‘s Jelly)
audinio, kurj daugiausia sudaro hialurono rugstis ir iSorinés membranos. Per virkstele vaisiaus
Sirdis pumpuoja krauja ] placentg ir i$ jos, vyksta maisto medziagy ir atlieky mainai su motinos
kraujotakos sistema. Virkstelés vena nesSioja deguonies prisotintg kraujg i§ placentos ] vaisiy.
Virksteleés arterijos iSnesa krauja su maziau deguonies ir vaisiaus atliekas i§ vaisiaus, perduoda
placentai, kur jos yra apdorojamos motinos kiine (Zr. 2 pav). Po gimimo virkstel¢ yra uzsegama
arba suriSama, po to nupjaunama. VirksStelés pamatiné dalis, likusi prie kiidikio po keliy dieny

nukrinta [2].



2 pav. Virkstelés anatomija ir zonos i§ kuriy gaunamos lastelés [2].

Virkstelés mezenchiminés kamieninés 1astelés

Mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy i§skyrimas i§ virkstelés kraujo (angl. mesenchymal stem cells
from umbilical cord blood (UCB-MSC) po gimdymo priklauso nuo kraujo ttrio bei laikymo
laiko po surinkimo. Idealus surinktas kraujo ttiris turéty biiti didesnis nei 80 ml, o laikymo
trukmé neturéty buti ilgesné kaip 6 valandos. ISskirtos virkSteles kraujo mezenchiminés
kamieninés lastelés turi ] fibroblastus panaSia morfologija ir geb¢jimg diferencijuotis
adipogenine, osteogenine ir chondrogenine kryptimis. Virkstelés kraujo mezenchiminéms
kamieninéms lasteléms biidinga CD73, CD90 ir CD105 Zymeny raiSka, kuri mazé¢ja joms

diferencijuojantis.

Virkstelés dangalo mezenchiminés kamieninés lgstelés (angl. Cord lining-mesenchymal stem
cells (CL-MSC)) pasizymi CD23, CD14 raiska ir nedidele CD34 ir CD35 rai$ka; nepasizymi
endotelinio Zymens CD31 raiSka ir geriau proliferuoja in vitro nei drebutinio audinio
mezenchiminés kamieninés Igstelés. Drebutinio audinio mezenchiminés kamieninés lgstelés
nepasizymi CD14 ir CD23 raiska. Drebutiniame audinyje yra maZzesnis MSC Igsteliy tankis,
ta¢iau didesnis jo kiekis leidZia greitai iSskirti daug lasteliy. 5-10 mm® dydzio Whartono
drebudiy gabale galima i$skirti ir i$auginti iki 1 milijardo MSC per 30 dieny. Zmogaus virkstelés
perivaskulinés Iastelés yra beveik identiSkos drebuciy MSC. ISoriné virkstelés membrana yra

nepaprastai turtingas kamieniniy Igsteliy Saltinis [3].



3. Virkstelés kraujas

Virkstelés kraujo kamieninés Igstelés iSlieka didziausiu potencialiu kamieniniy lgsteliy
Saltiniu pasaulyje, atsizvelgiant | bendrg gimstamuma, kuris per metus siekia apie 135 milijonus.
Taip pat virkStelés kraujas tampa vis patrauklesniu transplantacijos tyrimy objektu, nes Sio
kraujo Igstelés kelia mazesn¢ (angl. graft-versus-host) transplantacinés ligos tikimybeg, bei yra
galimybé naudoti negiminingus transplantus (angl. Unrelated donor (URD) cord blood) [4].
Tyrimai rodo, kad virkstelés kraujo Igstelés yra maziau aloreaktyvios nei kauly Ciulpy lastelés, ir
yra patrauklios ligoms gydyti (pvz., Fanconi anemija, aplastin¢ anemija, leukemija, medziagy
apykaitos ir kiti jgimti sutrikimai) [5]. 2010 mety duomeninis, pasaulyje per metus atlickama
apie 3000 virkstelés kraujo lgsteliy transplanty [6]. IS vienos virkstelés apytiksliai iSgaunama
60 ml kraujo. Virkstelés kraujyje yra gausu kraujodaros (hematopoetiniy) kamieniniy Iasteliy
(turin¢iy naivy imuninj statusg) ir ne hematopoetiniy kamieniniy lasteliy, kurios dar vadinamos
virkstelés kraujo 1 embrionines panasiomis kamieninémis lgstelémis CBE (angl. Cord Blood
Embryonic-like stem cells) [3]. Yra duomeny, kad virkstelés kraujo Igsteliy transplantacijos gali
i$8aukti (nors ir mazesniu laipsniu nei naudojant kauly ¢iulpy KL) GVH ligg (,,transplantantas
prie$ Seimininkg®, angl. Graft-Versus-Host Disease, GVHD) [7]. Taip pat platy virkstelés kraujo
naudojimg riboja palyginti mazas hematopoetiniy kamieniniy Igsteliy kiekis vienete: kai kuriais
atvejais kraujo vienety kamieniniy Igsteliy néra pakankamai suaugusiesiems, tad yra poreikis
kurti naujas technologijas lgsteliy, i$skirty i$ vieno donoro, padauginimui [6].

2017 m. duomenimis daugelyje kraujo banky minimali lgsteliy dozé yra 125x10" arba
150107 branduolj turin¢iy lasteliy. Lasteléms saugoti labai paplites automatizuoto uzsaldymo
budas. Nauji biidai, kaip atSildyti virkstelés kraujo lgsteles transplantacijos centre, naudojant
skiedimo ir neplovimo metoda, galéty padidinti lasteliy atsigavimg. Virkstelés kraujo
transplantacija yra gydomoji terapija pacientams, sergantiems leukemija, limfoma, mieloma,
mieloproliferaciniais sutrikimais, genetinémis ligomis ir medziagy apykaitos sutrikimais.
Virkstelés kraujas yra ypac svarbus ne Vakary Europos-protéviy kilmés pacientams, nes Siems
pacientams sunku rasti tinkamg donorg kauly ¢iulpy donory registre. Dvigubo virkstelés kraujo
(t.y., dviejy kraujo vienety) transplantavimo ir mazesnio intensyvumo rezimy naudojimas
padidino jy vartojimg vyresnio amziaus pacientams ir sumaZzino su transplantacija susijusj
mirStamumg. Pagrindiniai virkstelés kraujo transplantacijos i$Siikiai, gydant hematologines ligas
yra Sie:

1. Persodinimas ir imuninés sistemos atstatymas veluoja, todel padidéja infekcijos rizika
2. Dviejy virkstelés kraujo transplantaty (dvigubo virkstelés kraujo persodinimo

suaugusiesiems atveju) jsigijimo kaina gali biiti 80 000 USD (labai brangu).



3. Pirminés ligos atkrytis iSlieka pagrindine pacienty mirties priezastimi po transplantacijos.

Virkstelés kraujo hematopoetiniy lasteliy morfologija

Zmogaus hematopoetinés kamieninés lastelés — apvalios lastelés su siaura citoplazma,
kurioje mitochondrijos ir endoplazminis tinklas yra prastai vizualiai idreiksti. Sios lastelés turi
gebéjima intensyviai daugintis, atsinaujinti bei diferencijuoti. HSC yra palaikomos ciklo GO
faz¢je, neturi metabolinio aktyvumo ir beveik visiSkai slopina baltymy sinteze, todél Siek tiek
dazosi fluorescenciniais dazais, tokiais kaip Rhodamine 123, Hochest 33342, arba Pyronin Y.
Hematopoetiniy lasteliy aktyvinimas siejamas su jy iS¢jimu i§ GO fazés | G1 fazg, kuriai
biidingas transkripcijos aktyvinimas ir mRNR kaupimosi padid¢jimas. Lastelés, gautos i$
ilgalaikiy kultiiry, turi panaSia morfologija: jos yra didelés, apvalios, turinCios didel; ir apvaly
branduolj ir nedidelj citoplazmos kiekj, kuris biidingas ir hematopoetinéms lgsteléms pirmtakéms

[1].

3 pav. Hematopoetiniy kamieniniy 1asteliy morfologija. Molekulé UM171 (kuri aktyvina subalansuotg
prouzdegiminj ir antiuzdegiminj signalg per NFxB aktyvacijg ir baltymo C valdomg ROS detoksifikacija)
gali padidinti virkstelés kraujo kamieniniy lgsteliy skaiciy. Kairéje neveiktos UM171, deSinéje paveiktos
UMI171 [8], [7], [9].



Virkstelés kraujyje aptinkamos kolonijas formuojanciy Igsteliy grupés

1 ml virkstelés kraujo yra apie 8000 primityviy eritroidiniy pirmtaky (BFU-E) lasteliy, apie
13-24 000 mieloidiniy pirmtaky (CFU-GM) lasteliy ir 1 000-1 0000 multipotentiniy pirmtaky
(CFU-GEMM). Virkstelés kraujo hematopoetiniy pirmtakiy lasteliy tankis labai panasus j kauly
Ciulpy, bet yra ir skirtumy: virkstel¢je randamas didesnis kiekis eritroidiniy pirmtaky nei kauly
Ciulpuose. Mieloidiniy pirmtaky kiekis lyginant su kauly ciulpais panaSus, bet virkstel¢je
aptinkama daugiau nesubrendusiy granulomonocitiniy pirmtaky (Zr. 1 lentel¢). CFU-GEMM
lasteliy virkstelés kraujyje daugiau nei kauly Ciulpuose. Virkstelés kraujyje randama primityviy
lasteliy pirmtakiy, kurios iSaugina gausias kolonijas greitai proliferuojanciy hematopoetiniy
lasteliy (HPP-CFC), taip pat aptinkamos Igstelés negebancios formuoti kolonijy pusiau kietose
kultiirose, bet galin¢iy kolonijas formuoti po keliy savai¢iy Dexter-tipo ilgalaikése kultiirose.
Kolonijas formuojanciy vienety kiekis priklauso nuo citokiny kombinacijos naudojamos lgsteliy
kultivavimui [10].

Virksteles kraujo lasteliy jsijungimas | kraujotaka ir i$sivystymo iki neutrofily vidutinis
laikas yra daugiau kaip 25 dienos, o periferinio kraujo 20 ir maziau dieny, kauly Ciulpy 24 ir

maziau dieny [11].

1 lentelé Virkstelés kraujo ir kauly ¢iulpy hematopoetiniy lasteliy kiekio palyginimas [11].

Imunofenotipas

Virkstelés kraujo hematopoetinés kamieninés lgstelés pasizymi CD34" (glikoproteinas,
hematopoetiniy lasteliy adhezijos reguliatorius), tokiy lasteliy virkstelés kraujyje yra apie 1 % iS
visy branduolj turinéiy lasteliy. Si lasteliy populiacija heterogeniska, didZioji dalis taip pat



ekspresuoja HLA-DR ir CD38 antigenus. Subpopuliacijas galima atskirti pagal CD45RA ir
CD71 raiska. CD34*CD45RA™°"CD717°" yra CFU-GEMM lgstelés, CD34* CD45RA* CD71!™
yra granulomonocity pirmtakai, CD34*CD45RA°CD71* yra eritroidiniai pirmtakai. 60 %
CD34" lasteliy pasizymi c-kit proto-onkogeno raiska (CD117), 90 % — FLT3 (CD135) raiska.
Taigi, dazniausias virkStelés kraujo kamieniniy Iasteliy fenotipas CD347CD38§"
CD45RAPYCD71'°% Thy-1*c-kit°“Rh'" [10].

2 lentelé Antigeny raiska virkstelés kraujo CD34" lastelése [10].

Virkstelés kraujo kamieniniy Igsteliy plitimas ir proliferacija

In vivo biologinés lasteliy savybés priklauso nuo vidiniy veiksniy ir citokiny
esan¢iy mikroapinkoje. In vitro proliferacija ir priauginimo galimybés priklauso nuo terpés,
terpés keitimo daznio, temperattiros, serumo buvimo/nebuvimo, Igsteliy tankio ir kity veiksniy.
Primityvios CD34" subpopuliacijos pasizymi didesniu ekspansijos potencialu, bet létesne
proliferacija nei labiau diferencijavusios lgstelés. CD34*CD45RAYCD71°% — ekspancijos
potencialas didZiausias, o CD34*CD45RAYCD71* — didziausia proliferacija. Eritroidiniai
pirmtakai turi didZiausig proliferacijos potenciala (i§ vienos lastelés - 9x10° Iasteliy), makrofagy
pirmtaky ekspansijos potencialas didZiausias - iki 9000 CD34" lasteliy i§ vieno pirmtako.
Kultivuojant in vitro svarbu kokie citokinai bus kulttroje: svarbtis SCF, interleukinasl (IL-1),
IL-3, IL-6, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, eritropoetinas (Epo), trombopoetinas (Tpo) ir FL.
Didziausia ekspansija stebima kai jdedama anksti veikianciy faktoriy SCF, FL, TPo. Vélai
veikiantys faktoriai padeda gauti daugiau subrendusiy lasteliy [10]. Hematopoetiniai inhibitoriai
tokie kaip: TGF-B, TNF-a, ir makrofagy uzdegiminis baltymas-1a reikSmingai sumazina lgsteliy
CD34" ekspansijg ir proliferacijg, todél Siam efektui paSalinti kultivuojant lgsteles gali biiti

naudojami antitransformuojantis augimo faktoriaus-f monokloninis antikiinas su stimuliaciniais

9



citokinais. 97 % virkstelés kaujo CD34"HLA-DR™ Igsteliy kulttros iniciacijos metu yra G0/G1
fazéje. Po 36 valandy inkubacijos 55 % lasteliy liecka GO/G1 ciklo fazéje. 88 % kauly Ciulpy
CD34"HLA-DR" lasteliy kultivavimo pradzioje yra GO/G1 fazéje, o po 36 valandy 72 % tokiy
lasteliy. Virkstelés kraujo plazmoje aptinkama daugiau citokiny nei kraujo plazmoje, dél to Sios
lastelés stimuliuojamos ir greiciau iSeina 1§ G1/GO fazés. Lasteliy chromosomy galy telomeriniai
pasikartojimai (TTAGGG)n su kiekvienu lastelés pasidalijimu trumpéja apie 50-100 bp.
Virksteles kraujo lastelés prie§ kultivacijg turi ~12 kb ilgio telomerinius fragmentus, o kauly
¢iulpy ~8 kb ilgio telomerinius TRF fragmentus. 25 dienas kultivuojant telomeros sutrumpéja

1,5 kb ir kauly Ciulpy ir virkstelés kraujo Igstelése [10].

3lentelé Ex vivo virkstelées kraujo CD34+ lasteliu expansija. Rezultatai pateikti kaip santykinés
ekspansijos CFC ir CD34+ vidurkis skystose kultiirose papildytose citokiny kombinacijomis E = Epo; G
= G-CSF; M = M-CSF; PX = PIXY-321. CFC- kolonijas formuojancios Igstelés [10].

In vivo tyrimai
SCID pelése transplantavus su zmogaus virkstelés kraujo kamieninémis Igstelémis, peliy
kraujotakoje pradéjo gamintis mieloidinés ir limfoidinés zmogaus kilmés lgstelés. Tai rodo, kad
ivyko kamieniniy lgsteliy implantacija. Buvo nustatyta, kad Zzmogaus citokinai nedaro jtakos
virkStelés kraujo kamieniniy Igsteliy prisitaikymui peliy organizme. Tuo tarpu persodinus kauly
Ciulpy lasteles ir pridéjus zmogaus citokiny matomas didelis kamieniniy Igsteliy prisitaikymo
pelés organizme pageréjimas. Tai rodo, kad virksStelés kraujo Iastelés pacios iSskiria citokinus ir
joms nereikia jy papildomai pridéti. Virkstelés kraujo kamieninés lastelés yra geresnis taikinys
10



genetinéms manipuliacijoms ir geny pernaSai nei kauly Ciulpy lgstelés ir galéty biiti taitkomos

geny terapijai [10].

4. Metodai: virkStelés kraujo iSskyrimas ir hematopoetiniy kamieniniy
lasteliy iSskyrimas ir dauginimas

Kraujo surinkimas

Virkstelés kraujas, kuris paprastai yra utilizuojamas, yra lengvai surenkamas gimdymo
metu, nesukeliant pavojaus ir nepatogumy donorui ar motinai [12]. Surinkti virkstelés krauja
galima atliekant virkstelés venos punkcija: 1) placentai vis dar esant gimdoje arba 2) po pacios
placentos pasiSalinimo 1§ moters organizmo. Pirmuoju metodu kraujg padeda surinkti gimdos
susitraukimai, tod¢l procedura turi biiti atlickama greitai ir steriliai, kadangi yra rizika uzkrésti
virkStelés kraujg motinos krauju ar mikroorganizmais. Antrasis metodas gali sumazinti tarSos
tikimybe, taCiau yra tikimybe, kad virkStelés vena bus nebetinkama kraujui surinkti (sublitks).
Kad kraujas nesukreséty, naudojami heparinas ir ACD (riigstis, citratas, dekstroze); neseniai
buvo jrodyta, kad CPD (citratas, fosfatas, dekstroz¢) maziau priklausomas nuo surinkto kraujo

tario poky¢iy, todél yra pranasesnis virkstelés kraujo surinkimui [5].

Lasteliy iSskyrimas ir atskyrimas i populiacijas

Pagal He et al, 2005. Vienbranduolés lastelés 1§ Sviezio (< 8 val. nuo gimimo) kraujo buvo
iSskirtos standartiniu Histopaque (Sigma) tankio gradientu. CD34" lIgstelés buvo praturtintos
naudojant tiesioginj CD34 pirmtaky lasteliy iSskyrimo rinkinj (Miltenyi Biotech, Auburn, CA)
pagal gamintojo instrukcijas. Trumpa protokolo versija: 1x108 vienbranduoliy lasteliy buvo
suspenduota 300 pl atskyrimo buferio, sudaryto i§: PBS, papildyto 2 mM EDTA ir 0,5 % BSA,
100 pl Zmogaus FcR blokuojancio antikiino ir 100 pl monokloniniy ,,MicroBeads* ir buvo
inkubuojami 30 min. 6 - 12 °C temperatiiroje. Lastelés plaunamos 15 ml atskyrimo buferio,
pakartotinai suspenduojamos 1 ml atskyrimo buferio, perleidziamos per 30 Um nailonin;j tinklelj
ir atskiriamos kolon¢l¢je, MACS prietaiso magnetinio lauko principu. Kolon¢lé tris kartus
plaunama 3 ml buferio ir surenkamos visos istekancios lgstelés. Sios iStekandios lastelés buvo
CD34" branduolj turin¢ios virkstelés kraujo lasteles. Kolonélé buvo paSalinta i§ magnetinio
separatoriaus, o sulaikytos lgstelés buvo iSplautos naudojant 5 ml atskyrimo buferio, naudojant
stimoklj. Lasteliy méginiai buvo dazyti anti-CD45-PE (Coulter, Majamis, FL) ir anti-CD34-
FITC (Becton Dickinson, San Chos¢, CA) tékmés citotometrinei analizei atlikti. Eliuotos lastelés
buvo tiriamos fluorescenciniu lgsteliy rasiavimu (FACS). Tada CD34" praturtintos Igstelés buvo
inkubuotos su anti-CD34-FITC ir anti-CD133-PE (Miltenyi Biotech, Auburn, CA).
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CD34"CD133" populiacijos buvo i$grynintos FACStar tékmés citometru (Becton Dickinson, San
Chosé, CA) [4].

Pagal Chivu et al, 2004. Kraujas buvo renkamas pagal institucines gaires, normaliy

gimdymy metu, naudojant citrato fosfato dekstrozés adening kaip antikoaguliants.
Vienbranduolés Igstelés buvo atskirtos Histopaque (Sigma); tankio gradientas = 1,007 g/ml,
pakartotinai suspenduotos Iscove modifikuotoje Dulbecco terpéje (IMDM) ir suskaiciuotos.
Padauginimas kultiireje. Vienbranduolés lastelés buvo suspenduotos terpéje be serumo 2 x 10°
lasteliy mililitre tankiu. Terpés sudétis buvo tokia: Dulbecco terpé papildyta 1 % BSA (Merck),
5 x 10™*M 2-merkaptoetanolio, 1 % nepakei¢iamy aminoriigic¢iy (Gibco Life-Sciences), 2 mM L-
glutamino ir $vieziai istirpinto 10 M hidrokortizono. Lasteliy suspensija i$séta j 24 Sulinéliy
ploksteles (Iml/Sulinélyje) ir inkubuojamos 37 °C temperatiiroje, 5% CO». Norint iStirti
rekombinantiniy citokiny poveikj ex vivo lgsteliy padauginimui, kultiros taip pat buvo
papildytos kraujodaros augimo faktoriais. Visi zmogaus augimo faktoriai buvo naudojami esant
tokiai koncentracijai pad¢jo gauti didziausig lasteliy proliferacijg titravimo eksperimentuose:
10 ng/ml interleukino 6 (Chemicon), 20 ng/ml G-CSF (Hoffmann - La Roche) ir 2 V/ml
eritropoetino (Hoffmann - La Roche) [13]. Antrasis augimo kokteilis [14] buvo pagrijstas 20 %
placentos kondicionuota terpe (PCM) ir 2 % autologine plazma. Lasteliy kultiira buvo sudaryta 1§
suardyto tripsinu placentos audinio. 1,5%10° lIgsteliy buvo i¥séta j 75 cm? flakonus Dulbecco
MEM:F12 terp¢je (Sigma) su 10% NCS, 400 U/ml penicilino, 200 pg/ml streptomicino.
Reguliarts perséjimai buvo atlieckami du kartus per ménesj, santykiu 1:2. Supernatantas buvo
surenkamas, centrifuguojamas 500 g, filtruojamas per 0,22 um membrang, padalijamas j dalis ir
uzSaldomas -200 °C temperatiiroje. Lasteliy branduoliy ir gyvybingy lasteliy skaicius
jvertinamas naudojant tripano mélio testa. Maitinantis sluoksnis. Buvo sukurta ilgalaiké kauly
Siulpy kultdira, naudojant peliy kauly &iulpy lasteles. Ciulpai buvo sumaisyti 1:1 tiriu PBS, o
vienbranduolés Igstelés buvo atskirtos centrifuguojant tankio gradientu. ISplautos lgstelés buvo
pakartotinai suspenduotos stromos terp¢je: F12 terpéje (Sigma) su 10 % FBS, 400 Ul/ml
penicilino, 200 mg/ml streptomicino ir 1,0 pmol/l hidrokortizono. Lastelés buvo palaikomos
37 °C ir 5 % COas. Puse terpés buvo keiciama du kartus per savaitg. Po dviejy savaiciy lagstelés 18
sulipusiy sluoksniy buvo iSgaunamos suardant tripsino-EDTA tirpalu (Sigma-Aldrich) ir
perkeltos i SeSiy Sulinéliy ploksteles tolimesniems eksperimentams. Kultiros buvo inkubuotos
37 °C temperatiiroje 5 % COz. Kai buvo suformuotas stromos sluoksnis, kulttiros buvo valomos
20 pg/ml mitomicino C (Sigma) 4 valandas, po to intensyviai plaunamos, kad biity pasalintas
vaistas. Pabaigoje lgstelés buvo gyvybingos ir metaboliSkai aktyvios, taciau blokuotos lgstelés
cikle. Norint istirti stromos jtaka in vitro proliferacijai, mikroporinés membranos (0,4 pm,

Nunc), kurios neleidzia lgsteléms migruoti, taciau praleidzia tirpius veiksnius, pavyzdziui,
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chemokinus, buvo naudojamos virkstelés kraujo Igsteléms atskirti nuo stromos maitinanciy
Iasteliy. 2x10° vienbranduoliy lgsteliy mililitre buvo dedama j auk3¢iau aprasyta terpe, kurioje

néra serumo, ir palaikoma kultiiroje tris dienas [13].

Pagal Almici et al 1995. Fizinis vienbranduoliy Igsteliy atskyrimas ir raudonyjy kraujo

kiineliy Salinimas sukelia lgsteliy pirmtakiy praradima, todeél iki Siol virkStelés kraujo banko
rekomendacija buvo uZzSaldyti visg virkstelés kraujg be frakcionavimo. Véliau, buvo iSbandyta
speciali atskyrimo procediira naudojant sedimentacijg zelatinoje, gauti geri rezultatai. Sékmingas
apvalymas nuo eritrocity ir kamieniniy lgsteliy atsigavimas gautas naudojant sedimentacija per
poligelj (poligeline). Darbas su poligeliu yra lengvas ir saugus, nes poligelio tirpalas yra
paruostas, standartizuotas komercinis reagentas (Emagel, Behringwerke, Marburg, Vokietija),
skirtingai nei Zelatina, kuri gaunama milteliy pavidalo, tod¢l prie§ naudojima ja reikia paruosti ir
autoklavuoti. Sedimentacija per zelating arba poligel; leidzia efektyviai atskirti eritrocitus
nepazeidziant kamieniniy lasteliy. Sios atskyrimo procediiros leidzia sumazinti méginiy, kuriuos

reikia uzSaldyti, tiirj, sumazinant laikymo vietos ir saugojimo islaidas [5].

UZzSaldymas

DaZniausiai uzSaldymui naudojamas dimetilsulfoksidas (DMSO), o Saldymas atlickamas
kompiuterizuotame kontroliuojamo greic¢io Saldiklyje. SuSaldytos lastelés laikomos skystame
arba gary fazés azote. Saldymas neturi jtakos lasteliy atsigavimui ir kolonijy formavimui,
saugant iki 7 mety. Lasteliy atsigavimas po Saldymo — CFU-GEMM 94%, BFU-E 82% CFU-
GM 90% ilgalaikéje kulttiroje [5].

Optimizuota terpé virkstelés hematopoetiniy kamieniniy 1asteliy padauginimui

Optimali serumo pakaitaly ir citokiny kokteilio hematopoetiniy kamieniniy lasteliy
padauginimui kulttiroje sistemoje kompozicija yra: Iscove modifikuota Dulbecco terpé papildyta
BIT (4g/l BSA, 0,71pg/ml insulino ir 27,81pg/ml transferino) ir CC-9 (5,53ng/ml TPO, 2,03
ng/ml IL-3, 16 ng/ml SCF, 4,43 ng/ml FL, 2,36 ng/ml IL-6, 1,91 ng/ml G-CSF, 1,56 ng/ml GM-
CSF, 2,64 ng/ml SCGF ir 0,69 ng/ml IL-11). Po 6 dieny auginimo absoliutus baltyjy kraujo
kaneliy, CD34" lasteliy, CD34"CD38" lgsteliy, kolonijas formuojanéiy lasteliy ir ilgalaikes
kultiiras inicijuojanciy lasteliy (LTC-IC) padid¢jimas buvo atitinkamai 1,4; 30,4; 63,9; 10,7 ir
2,8 karto [15].
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Lasteliy padauginimas: metody trakumai ir privalumai

Tirpiuy veiksniy panaudojimas. Nustatyta, kad purino darinys, vadinamas SR1, Zymiai
padidina zmogaus virkstelés kraujo hematopoetiniy lgsteliy CD34+ kiek; kulttiroje. Parodyta,
kad SR1 penkiasdeSimt karty padidina CD34 + Iasteliy kiekj ir 17 karty padidina lasteliy, kurios
geba jsitvirtinti imunodeficitinése pelése kiekj. SR1 yra arilo angliavandeniliy branduolinio
receptoriaus baltymo (AhR) antagonistas, susij¢s su kraujodaros kamieniniy/pirmtakiniy Iasteliy
reguliavimu. AhR pasalinimas lemia nuolatinj CD34 + lgsteliy dauginimasi kulttiroje. Taciau
SR1 néra efektyvus vienas jdétas j kultivavimo terpe. Geri rezultatai gauti terpéje be serumo,
papildytoje keturiais citokinais: trombopoetinu (Tpo), kamieniniy lgsteliy faktoriumi (SCF), FIt3
ligandu ir IL-6. Yra ir kity naudojamy veiksniy terpéms papildyti: SCF, Tpo, FGF-1 ir IGFBP2
kokteilis; Notch ligandai, Wnt, kauly morfogeniniai baltymai, IGF-2, pleotrofinas ir
prostaglandinas E2, bet nei vienas jy neveikia jdedamas ] terpe tik vienas, reikia naudoti keliy

praturtinanciy veiksniy kombinacijg [6].

Analizuojant jvairius protokolus, kurie naudojami hematopoetinéms kamieninéms
lasteléms padauginti iSsiaiSkinta, kad dazniausiai Igsteliy portSiai atskiriami prie§ kultivavima.
Dauguma tyrimy prasideda CD34" arba CD133" Igsteliy iSskyrimu panaudojant magnetinius
karoliukus. Minétose lasteliy populiacijose yra aptinkama dauguma kraujodaros pirmtakiniy
lasteliy ir ilgalaikes kultiiras palaikanciy hematopoetiniy kamieniniy lgsteliy, kurios biitinos
sékmingai klinikiniam transplantavimui. I$ankstinis CD34" arba CD133" lgsteliy atskyrimas
padidina lgsteliy proliferacijg ex vivo, grei¢iausiai dél to, kad néra subrendusiy lasteliy ar ne
hematopoetiniy lasteliy, galin¢iy slopinti hematopoetiniy kamieniniy lgsteliy dauginimasi.
Darbas su iSgrynintomis lasteliy populiacijomis taip pat palengvinty galimg geny terapija, kai
reikia parinkti hematopoetines kamienines lgsteles, kuriose transgenas buvo jterptas j norima
chromosomos vietg. Kita vertus, CD34" arba CD133" lgsteliy izoliacija turi keletg galimy
trikumy, ypa¢ turint mintyje, kad daugelis hematopoetiniy kamieniniy lasteliy, esanciy virkstelés
kraujyje, gali buti prarastos per frakcionavimo procesg. Lasteliy praradimas i dalies gali biiti
susijes su nesugebéjimu surinkti norimas lgsteles, nes teigiama atranka visada lemia Igsteliy
praradimg dél neefektyvaus suriSimo su magnetiniais rutuliukais, o kai kurios hematopoetinés
kamieninés lastelés gali nepasizyméti pakankama CD34 ar CD133 Zymeny raiSka, kad bity
galima jas atsirinkti kaip tikslines lasteles. Netyc€inis tiksliniy lasteliy praradimas taip pat gali
buti dél lgsteléms sukeliamo streso ir mirties atliekant jvairius manipuliavimo veiksmus.

Atrenkant lgsteles pagal antigenus kyla problemy, nes 1) prikabinti antikiinai lieka ant Igsteliy ir
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yra perneSami ] paciento organizmg, 2) eritrocitai gali Zymétis nespecifiskai. Vienas i§ biidy
panaikinti Siuos apribojimus yra naudoti neigiamo iSeikvojimo (angl. negative depletion)
metoda, kad biity pasalintos ne hematopoetinés kamieninés lastelés, o diferencijuotos Igstelés.
Neigiamo iSeikvojimo metodai taip pat turéty sumazinti hematopoetiniy kamieniniy lasteliy

praradima, lyginant su teigiama selekcija [6].

Kokultairos. Be jvairiy tirpiy veiksniy deriniy, keliuose apraSytuose hematopoetiniy
kamieniniy Iasteliy padauginimo protokoluose atlickamas auginimas kartu su mezenchiminiy
kamieniniy/stromos lasteliy linijomis. Sis metodas turi keleta pranaumuy, ypa¢ tai, kad CD34*
arba CD133" Iasteliy izoliacija prie$ kultivavima nereikalinga. Nepaisant to, mazai jrodymy, kad
bendra mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy kultiira palaiko ilgalaike hematopoetiniy kamieniniy
lasteliy kultiira, nors kokulttros salygos padidina kraujodaros pirmtakiniy Igsteliy skai¢iy. Be to,
keliami reikalavimai, susij¢ su klinikinio lygio mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy gamyba ir
kokybés kontrole pagal geros gamybos protokolus (GMP), trukdys naudoti Sias lgsteles, taip pat
neiSvengiama kyla rizika pacientui dél netyCinés maitinamyjy lasteliy infuzijos, gali buti
sukeliama didesn¢ imuniné reakcija ] transplanta. Be hematopoetiniy kamieniniy lasteliy,
sékminguose transplantuose turi biiti maziau primityviy (labiau diferenciavusiy) kraujodaros
pirmtaky, kad pirmosiomis savaitémis po transplantacijos bty suformuotos subrendusios
mieloidings ir limfoidinés Iastelés. Imuninés lastelés, tokios kaip T lastelés transplantate, taip pat
vaidina svarby vaidmenj jmplantacijos procese. Klinikiniu tyrimu parodyta, kad Notch signalinio
kelio skatinimas Zzmogaus CD34" pirmtaky ex vivo ekspansijos metu, Zymiai padidino absoliuty
kamieniniy lasteliy skai¢iy. Infuzijos metu pacientams neutrofily atsigavimo laikas buvo Zymiai
sutrumpintas. Sis atradimas yra svarbus, nes vélyvas lasteliy prigijimas gali sukelti didesnj

infekcijos daznj, o tai yra viena pagrindiniy mirStamumo priezas¢iy po transplantacijos [6].
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4 lentelé Tiriami jvairiis metodai hematopoetiniy kamieniniy Igsteliy prisitaikymui transplantacijos metu
ir imuninio atsako atstatymui gerinti [16].

Klinikinés strategijos pagerinti virkstelés kraujo transplanty ekspansija ir hominga [11]

1. Ex vivo ekspansija (gausinimas)

*Hematopoetiniai citokinai skystoje kulturoje. SCF, TPO, ir FLT-3L yra geriausias
kokteilis hematopoetiniy kamieniniy lgsteliy kulttiros palaikymui, o citokinai IL-3, IL-6, IL-11 ir
G-CSF greitai indukuoja lasteliy diferenciacijg. Diferencijuoty lasteliy iSskiriami augimo
veiksniai mazina kamieniniy lasteliy gebéjima atsinaujinti. Nauji hematopoetiniy kamieniniy
lasteliy kultiiroms auginti panaudojami augimo veiksniai: IGFBP-2, Angptl baltymai ir
pleiotrofinas.

*Kokultiros su mezenchiminémis kamieninémis Igstelémis atkuria kauly ciulpy
mikroaplinkg. Alogeninés kauly c¢iulpy mezenchiminés kamieninés lastelés pasalina poreikj
atlikti kamieniniy lasteliy atrankg ir kontroliuoja hematopoetiniy kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy
gyvybines funkcijas per lgstelé-1gstelé kontaktus ir baltymy sekrecija.

*Cheminés molekulés ir baltymai, kurie reguliuoja hematopoetiniy kamieniniy lgsteliy
signalinius kelius. Naudojami tetraetilenopentaminas TEPA (vario chelatas), NAM (sirtuino 1
slopiklis), SR1 ir imobiliztuotas delta-1 (Notch ligandas).

*Bioreaktoriai ir prietaisai leidziantys palaikyti pastovig kultiros perfuzija. Didelio masto

ekspansija, kuri palaiko optimalig citokiny koncentracijg ir sumazina slopikliy poveikj.
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2. Homingas

Inhibicija. Naudojama CD26/dipeptidilpeptidaz¢ IV (DPP-4). Chemotaksio pakeitimas
per DPP-4 fermentinj kirpimg SDF-1 molekulé¢je.

*Komplemento sistemos fragmento 3a (C3a) praimingas. Leidzia kalciui efektyviau patekti
1 CD34+ Iasteles.

*Dimetil-prostaglandinas E2. Reguliuoja Wnt signalinj kelig per f-katenino degradacijg ir
padidina CXCR4 raiska.

» Fukosilinimas

3. Kitos klinikinés strategijos

*Pasirinkti kraujo méginj su dideliu branduol; turinciy lasteliy kiekiu ir optimaliu HLA
sutapimu.

*Pagerinti metodus kraujo surinkimui ir minimalizuoti lasteliy praradimg. Placentos
perfuzija padidina surenkamy lasteliy kiekj, bet reikalauja specializuotos technikos, kad biity
galima jg atlikti.

*Padidinti branduolj turin¢iy lasteliy skai¢iy naudojant arba du virkstelés kraujo vienetus,
arba vieng vienetg kartu su CD34+ Igstelémis. Dvigubi kraujo vienetai arba CD34+ lgsteliy
infuzija pagerina virkStelés kraujo Iasteliy jsisavinima, taCiau reikalingas sudétingas HLA
suderinimas su galimai padidéjusiu GVHD dazniu.

*Infuzija su papildomomis Igstelémis, tokiomis kaip alogeninés virkstelés kraujo
mezenchiminés kamieninés lastelés. Pagerina persodinty hematopoetiniy kamieniniy lasteliy
pirmtakiy jterpimg sukuriant tinkama mikroaplinkg ir palengvinant GVHD poZymius.

*Brandziy imuniniy lasteliy, gauty i dalies ar viso virkStelés kraujo vieneto, infuzija.

Galéty mazinti komplikacijas po transplantacijos, tokias kaip atkrytis, infekcijos ir GVHD [11].

5. Klinikiniai tyrimai

padidina virkstelés kraujo hematopoetiniy kamieniniy Iasteliy kiekj. SR-1 lemia CD34+
hematopoetiniy kamieniniy pirmtakiy lasteliy kiekio padidéjima kultiiroje. 17 pacienty Su
hematologine liga gavo SR1 pagalba padauginty virkstelés kraujo lgsteliy. SR-1 padaugintos
lastelés buvo suleistos kartu su antruoju nepadauginty virkstelés kraujo lasteliy vienetu. SR-1
ekspansija pagerino neutrofily (vidutiniskai 15 dieny) ir trombocity (vidutiniskai 49 dienos)

atkiirimg lyginant su kontrolémis [17].
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4 pav. Wagner atlikto klinikinio tyrimo schema. Pacientams gydyti naudoti du virkstelés kraujo
vienetai, vienas vienetas nemodifikuotas, o kitas - 1astelés padaugintos ex vivo naudojant agenta SR1 [17].

Pagal Cornelissen ir Blaise 2016. Atlikta virkStelés kraujo hematopoetiniy kamieniniy

lasteliy transplantacija pacientams, sergantiems UML, pasiekta pirmoji visiSka remisija.
Nustatytas Siek tiek didesnis transplantacijos nes¢kmés daznis lyginant su kauly ciulpy
lastelémis, dazniausiai siejamas su per mazu lasteliy kiekiu. IStyrus 1500 pacienty nustatyta, kad
virkstelés kraujo transplantacijos turi didesnj pirminés nesé¢kmeés daznj t.y. lgstelés dazniau
neprigyja, bet mazesn¢ atkryCio ir GVHD tikimybe lemia panasy iSgyvenimg be leukemijos
(angl. leukemia-free survival). Naudojant dviejy virksteliy kraujg nustatyta mazésné tikimybeg,
kad Iastelés neprigys, bet Siek tiek stipresné GVHD liga, padaryta i§vada, kad geriau naudoti

vieno virkstelés vieneto Igsteles, jei tik 1asteliy yra pakankamai [18].

Pagal Rocha ir Gluckman, 2006. Pirma sé¢kminga virkstelés kraujo lasteliy transplantacija

atlikta 1989 metais, o nuo 1998 m. 20 % transplantacijy jaunesniems nei 20 mety pacientams
atlickama naudojant virkstelés kraujg. Naudojant virkstelés kraujg i§ negiminingo donoro, esant
skubiam transplantacijos poreikiui galimas 1-2 HLA neatitikimas. Duomenys rodo, kad
negiminingo donoro virkstelés kraujo lasteliy transplantas turéty biiti laikomas priimtinu variantu
vaikams ir suaugusiesiems, turintiems hematologiniy ir nehematologiniy piktybiniy naviky,
kuriems HLA-suderinamas negiminingas kauly ciulpy donoras néra lengvai prieinamas.
Trumpesnis transplantacijos laikas ir geresné tikimybé rasti tinkamg transplantatg yra akivaizdiis

negiminingo donoro virkStelés kraujo pranasumai prie§ negiminingo donoro kauly ciulpy
18



transplantg. Tai ypaC aktualu pacientams, kuriems reikia skubios transplantacijos. Padidinus
turima virkstelés kraujo vienety skaiciy padidéty tikimybé rasti tokj, kuriame biity daugiau
lasteliy ir maziau HLA skirtumy. Tai yra buidas pagerinti virkStelés kraujo transplantacijos
rezultatus. Giminingy donory virkstelés kraujo transplantacija dazniausiai atliekama vaikams.
Vaiky po giminingo donoro virkstelés kraujo transplantacijos, 3 mety iSgyvenamumas yra
47%+5% piktybiniy naviky atveju (n=96), 82%+7%. pacienty, serganciy kauly Cciulpy
nepakankamumu (n=33), 100% pacienty, kuriems nustatyta hemoglobinopatija (n=52). Buvo
palyginti 113 vaiky, gavusiy virkstelés kraujg i§ HLA-tapaciy sesery/broliy, rezultatai su 2052
vaiky, kuriems buvo atliktas HLA-tapaciy broliy ir sesery kauly ¢iulpy transplantacija (BMT),
rezultatais. VirkStelés kraujg gavusiems pacientams nustatytas létesnis neutrofily ir trombocity
atsigavimas ir mazesn¢ timinio ir 1étinio GVHD rizika. Mirciy, susijusiy su atkryciu, per 100
dieny po transplantacijos ir bendras iSgyvenimas reikSmingai nesiskyré tarp dviejy grupiy. Taip
pat tyrimai parodé, kad negiminingo donoro virkstelés kraujo transplantavimas vaikams sugeb¢jo
atkurti hematopoeze ir pasiekti ilgalaikj Iasteliy jsisavinima, ir daugeliu atvejy buvo susijes su
mazu GVHD dazniu ir didesnés atkrycio rizikos nesudaré. Beveik visos nesusijusiy donory vaiky
virkstelés kraujo transplantacijy serijos parodé didele Iasteliy dozés svarbg transplantacijai ir
1Sgyvenimui. ISanalizavus i§ viso 323 vaikus sergancius imine limfoblastine leukemija, kuriems
1994-2004 m. buvo taikoma virkstelés kraujo transplantacija: vidutinis amziaus vidurkis buvo
6,5 mety, vidutiné infuzuota lasteliy dozé buvo 4,1x107 Iast./kg, o stebéjimo trukmés mediana 22
meénesiai. IS viso 2 mety i§gyvenamumas be leukemijos buvo 36% + 3%. Taip pat buvo palyginti
113 suaugusiy pacienty, serganciy hematologinémis piktybinémis ligomis, kuriems buvo taikytas
negiminingas kauly ciulpy transplantavimas (n=45) arba negiminingas virkstelés kraujo
transplantavimas (n=68). Laikas nuo donoro paieskos iki transplantacijos buvo Zymiai
trumpesnis tarp virkStelés kraujg gavusiy asmeny (mediana, 2 ménesiai), kai kauly ciulpy
recipienty (11 meénesiy). Virkstelés krauja gavusiems pacientams buvo nustatytas létesnis
neutrofily ir trombocity atsigavimas. Virkstelés krauja gavusiems pacientams po transplantacijos
buvo greiiau mazinamas imunosupresanty vartojimas, o Uminis GVHD gydymas steroidais
buvo retesnis. Be to, né vienas virkstelés kraujo gavéjas nuo GVHD nemire, nepaisant didelio
HLA neatitikimo. ISgyvenimas be ligos buvo geresnis po virkstelés kraujo, nei po kauly ciulpy

transplanto. Siame tyrime virkstelés kraujo Igsteliy dozé buvo > 2x107/kg [19].

Pagal Pineault ir Abu-Khader 2015. Virkstelés kraujo hematopoetiniy kamieniniy lgsteliy
padauginimas naudojant ankstyvo veikimo citokinus padaugina hematopoetines kamienines

lasteles su trumpalaikiu implantacijos gebéjimu (angl. short-term engraftment), bet ne ilgalaikiu
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implantacijos gebéjimu, todél klinikiniuose tyrimuose naudojant tokias lgsteles gaunami prasti
rezultatai. Naujausi tyrimai sinergiskai naudojant citokinus ir hematopoetiniy kamieniniy lasteliy
pirmtaky ekspansijos antagonistus pagerino klinikinius rezultatus. Molekulés, kurios skatina
homingg gali padéti lasteliy padauginimui ir jy pritaikymui terapijai. EX vivo hematopoetiniy
pirmtakiniy kamieniniy lgsteliy padauginimas turéty paspartinti hematopoezés atsistatyma, nes
biity jleidziamas didesnis multipotenciniy ir jau nusprendusiy kurig linija diferencijuostis
pirmtaky kiekis, taigi sutrumpéja laikas, reikalingas suformuoti funkcionalias subrendusias
lasteles. Ankstyvieji tyrimai su pelémis rodo, kad padaugintos ex Vvivo hematopoetinés

kamieninés lgstelés pirmtakés grei¢iau generuoja diferencijuotas Igsteles nei nedaugintos [20].

6. Patentai

Zmogaus hematopoetiniy kamieniniy lasteliy identifikavimas ir i§skyrimas (angl.
Identification and isolation of human hematopoietic stem cells US5643741A)

IStyrus kamienines lasteles, galima nustatyti augimo veiksnius, susijusius su jy
atsinaujinimu. Be to, gali biiti dar neatrasty augimo veiksniy, susijusiy 1) su ankstyvuoju
kamieniniy lasteliy diferenciacijos polinkiu tam tikrai linijai; 2) linijos apsisprendimu ir 3)
neigiama kamieniniy Igsteliy dauginimosi kontrole. Kamieninés lgstelés yra svarbiis geny
terapijos taikiniai, be to, geb¢jimas iSskirti kamienines lgsteles gali biiti naudingas gydant
limfomas ir leukemijas, taip pat kitas neoplastines ligas, pvz., krities vézj.

Siame patente pateikiami metodai, skirti atskirti homogenidkas zmogaus hematopoetiniy
kamieniniy Igsteliy linijas. Metoduose naudojami i§ anksto nustatyti iSskyrimo metodai, siekiant
nustatyti kiekvienos hematopoetinés lgsteliy linijos generacijg i§ izoliuoty lasteliy. Lasteléms
atpazinti naudoti antikiinai prie§ jvairius zymenis: CD3, CD8, CD10, CD14, CD15, CDI9,
CD20, CD33 ir CD34, CD33. CD3, CDS, CD10, CD14, CD15, CD19, CD20 ir CD33 buvo
FITC junginiai. FACS analiz¢ ir rasiavimas: buvo naudojamas ,,Becton-Dickinson® FACS,
modifikuotas taip, kaip aprasyta (Parks and Herzenberg, Meth. Enzymol. (1984) 108: 197). Du
lazerius prietaisas leidzia registruoti keturis fluorescencinius parametrus ir du Sviesos sklaidos
parametrus kiekvienoje analizuojamoje lasteléje. Like eritrocitai, negyvos Igstelés ir nuosédos
buvo paSalinti 1§ analizés, dazant PI (propidzio jodidas). Lasteliy populiacija pries FACS
izoliuojama, méginys praskiedziamas santykiu 1: 1 HBSS, 10 minuciy centrifuguojamas esant
200 RCF ir vél suspenduojamas 50 arba 100 ul HBSS Hemocitometrui skaiciuoti. Paimamas
reikiamas lgsteliy kiekis, jos Zymimos apraSytais antikiinais ir atliekama analizé. Kultiiros
tyrimai buvo atlikti taip: buvo naudojamos jvairios peliy stromos lasteliy linijos, i§ kuriy trys

aprasytos Whitlock ir kt., Cell (1987) 48: 1009-1021. Stromos lgsteliy sluoksniai buvo palaikomi
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iki 3-4 savaiCiy, keiciant auginimo terp¢ kas 5-7 dienas. Stromos lgsteliy sluoksniai buvo tris
kartus plaunami terpe, kurioje néra serumo, tada uzpilami 2,5 ml (T-25 flakone) 0,5 mg/ml
kolagenazes dispazés. Kultiiros inkubuojamos 15-30 minuciy 37° C temperatiiroje; tada Iastelés
buvo surenkamos ir resuspenduojamos RPMI-1640 terpéje su serumu. Stromos lgstelés buvo
suspenduotos ,,Pasteur* pipete, po to kultivuojamos tiesiogiai nuo 1-5 iki 1-50 pradinés Iasteliy
koncentracijos. Zmogaus stromos lasteliy linijos buvo auginamos panagiai. Zmogaus vaisiaus
kauly ¢iulpy lasteliy suspensijos buvo gautos i§ ilgy vaisiaus kauly 10-18 néStumo savaite.
Kaulai perpjaunami iSilgai, o vidiné ertmé subraizoma skalpelio aSmenimis. Kaulai dedami j 1
mg/ml kolagenazés/dispazes tirpalg RPMI-1640 ir inkubuojami 30 minuciy 37° C temperatiiroje.
Po to vidiné ertmé praplaunama terpémis (RPMI-1640 su Pen/Strep, 2-ME ir 5% FCS), kad buty
pasalintos hematopoetinés lastelés. Suaugusiyjy kauly ¢iulpai gaunami i§ ¢iulpy aspiraty, 1§ kuriy
pries naudojima pasSalinami raudonieji kraujo kiineliai. Vaisiaus kauly ciulpy FACS
identifikavimas buvo atliktas dalijant frakcijas j CD34*, CD10*, CD19" ir CD34" CD10", CD19'.
Tada frakcijos astuonias savaites nuolat auginamos, nesant hidrokortizono, ir tikrinamos, ar néra
mieloidiniy Igsteliy ir B lasteliy. ISrusiuotos lasteliy populiacijos ir neriiSiuotos lastelés buvo
analizuojamos atskyrimo metu (t=0), taip pat dvideSimt pirmg parg (t=21). FACS dazymo
profilio analizé, kai t=0, rodo, kad mieloidinés ir B Iastelés buvo veiksmingai pasalintos i$
CD34" CD10°CD33" Iasteliy. Priesingai, 21 parg apie 50% CD34 * CD10" CD33" Igsteliy buvo B
lastelés. Per 21 para B lgsteliy skai¢ius padidéjo 100 karty. Palyginimui, CD34" CD10" CD33"
lastelés rodo dramatiSka B lasteliy ir bendro lgsteliy skaiiaus sumaze¢jimg per 21 pars.
Nustatyta, kad CD34" CD10* CD33" Igstelés gali biiti pirmtakés B-lgsteléms, mieloidinéms
lasteléms ir eritroidinéms lgsteléms. PanaSiis rezultatai gaunami, kai lastelés yra atskirtos
remiantis CD34, CD10, CD19, CD33 arba CD34, CD3, CD7, CD8, CD10, CD14, CD15, CD19,
CD20, CD33.

Zmogaus kaulo fragmentai gali biiti persodinami jvairiose vietose j §vitintas (200-300 rad.)
arba nesvitintas CB17 SCID/SCID peles. Kauly fragmentai auga maziausiai 9 ménesius, nuolat
gamindami zmogaus B, mieloidines ir eritroidines lasteles. Kauly fragmentai yra palaikomoji
mikroaplinka Zzmogaus alogeniniy pirmtaky populiacijoms. Alogeninius kauly ¢iulpy pirmtakus
(neatitikimas HLA 1 klasei) galima jSvirksti j kaulo fragmentg prie§ arba po transplantacijos
fleidziamos ] kaulg mikroinjekcijomis, po to injekuoti kaulai inkubuojami kambario
temperatiiroje pries transplantacija | CB17 SCID/SCID peles. Jei jSvirksti Igsteles reikia po
transplantacijos po 6 savaiciy kauly transplantas gali biiti Svitinamas (200-1000 rad.), po to
suleidziamos Iastelés. Kaip alternatyva, lastelés gali buti SvirkS¢iamos ] neSvitintus kauly

fragmentus. Kauly ¢iulpy tyrimo rezultatai rodo, kad CD34" lastelés turi prakti§kai visus kauly
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Ciulpy regeneravimo gebéjimus. CD34 populiacijos subfrakcija parodé, kad CD34 Thy * Iastelés
(5% CD34 lasteliy) turi praktiskai visg B lasteliy, mieloidiniy lasteliy ir eritroidiniy pirmtaky
aktyvumga. Tyrima galima sékmingai atlikti su 10-10 000 lasteliy. Zmogaus kamieniniy lasteliy
atsinaujinimo ir ilgaamziSkumo jvertinimui gali buti naudojamas antrinis perdavimo tyrimas.
Donoro lastelés Svirk§¢iamos ] neatitinkancius HLA kauly fragmentus. Po 2 - 3 ménesiy gautos
donoro lgstelés, kurios pasidaugino, gali biiti panaudotos kamieniniy Igsteliy fenotipui nustatyti
(CD34", Thy", Lin’). Tada Sios lastelés pakartotinai j$virk§¢iamos j antrg neatitinkantj HLA
donorg. Po 1-3 ménesiy kaulas jvertinamas pagal jvairias pirmtaky populiacijas, taip pat
kamienines lgsteles. Tokiu budu galima jvertinti ilgalaikj kamieniniy Igsteliy potencialg, kad
biity sukurtos jvairios kilmés hematopoetinés Iastelés, taip pat jvertinti kamieniniy Iasteliy
skaiciy.

Sis iSradimas apibtidina lasteles, kurios yra i§ esmés homogeniskos ir pasizymi zmogaus
hematopoetiniy kamieniniy lgsteliy savybémis. Taigi, tinkamai parinkus veiksnius ir parengus
biologinius tyrimus, leidziancius savarankiskai atstatyti kamienines lasteles ir atrenkant
kamienines lasteles pagal jy pavirSiaus Zymenis, i§ esmés homogeniSka gyvybinga Zmogaus
hematopoetiniy kamieniniy Igsteliy kultira gali biiti gaminama jvairiais tikslais. Kamieninés
lastelés gali biti naudojamos transplantuojant kauly Ciulpus, kai lgstelés gali buti atskirtos nuo
neoplastiniy arba kity patogeniniy lasteliy, pvz. ZIV infekuoty lasteliy. Be to, naudojant grynas
kamienines lgsteles bus iSvengta transplanto-Seimininko ligos. Lastelés gali biiti modifikuotos
tiek homologine, tick nehomologine rekombinacija siekiant iStaisyti genetinius defektus arba
suteikti genetines galimybes, kuriy nattiraliai triiksta kamieninéms Igstelems. Kadangi
apraSytame metode i§ esmes néra kity lasteliy, kamieniniy lasteliy kultiira gali bati naudojama

izoliuoti ir apibrézti veiksnius, susijusius su regeneracija ir diferenciacija [21].

Hematopoetinés kamieninés Igstelés, paveiktos in vitro fukosilinimu, ir jy naudojimo
metodai (angl. Hematopoietic stem cells treated by in vitro fucosylation and methods of use
US7332334B2.)

Sis isradimas apraso virkstelés hematopoetiniy kamieniniy lasteliy kultivavimo metodus,
siekiant pagerinti jy terapin] naudingumga. Uzdegimo metu P-selektinas ir E-selektinas kartu daro
itaka leukocity judéjimui ir adhezijai ant kraujagysliy pavirsiaus. Kauly Ciulpy transplantacijos
metu P-selektinas ir E-selektinas taip pat tarpininkauja j veng suleisty hematopoetiniy
kamieniniy lasteliy grizimui j kauly ciulpus. Daugelyje audiniy P-selektinas ir E-selektinas
ekspresuojami endotelio Iastelése selektyviai, taciau jie nuolat ekspresuojami ant kauly Ciulpy
endotelio lgsteliy. Selektinai kaip ligandai naudoja a2,3-sialilintus ir al,3-fukosilintus glikanus,

tokius kaip sialyl Lewisx (sLex) ant glikoproteiny, arba glikolipidus kaip ligandus. Irodyta, kad
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hematopoetinés kamieninés Igstelés pasizymincios CD44 raiSka jungiasi su E-selektinu in vitro.
Manoma, kad glikoproteiny ligandai turi sLex struktiiras.

IS vieno asmens surinktos hematopoetinés kamieninés lastelés gali buti persodintos i kito
asmens kauly &iulpus po intraveninés infuzijos. Sis metodas buvo pla¢iai naudojamas gydant
jvairius hematologinius sutrikimus, tokius kaip leukemija. Klinikiniam taikymui zmogaus
hematopoetinés kamieninés lastelés yra gaunamos i§ trijy skirtingy Saltiniy: kauly ciulpy,
suaugusiyjy periferinio kraujo ir virkStelés kraujo. Nors visame pasaulyje yra uzregistruota
daugiau nei 5 milijonai negiminingy kauly Ciulpy savanoriy donory, dél HLA polimorfizmo
daugeliui pacienty vis dar kyla problemy surasti donorus su vienodais Zmogaus leukocity
antigenais (HLA). Lyginant su kauly ¢iulpais ir suaugusiyjy periferiniu krauju, virkstelés kraujas
turi keleta galimy pranaSumy. Transplantacija grei¢iau jvykdoma dél plataus ir greito lasteliy
prieinamumo ir maziau griezty reikalavimy dél donoro ir recipiento HLA tapatumo, nes mazesné
Uminio ir létinio transplantato-Seimininko ligos rizika. Galimi transplantacijos, naudojant
virkstelés kraujo hematopoetines kamienines Igsteles, o ne hematopoetines kamienines lgsteles i§
kauly ¢iulpy ar suaugusiyjy periferinio kraujo, pranaSumai yra Sie: 1) didelis potencialiy donory
fondas; 2) greitas prieinamumas, nes virkstelés kraujas buvo i§ anksto patikrintas; 3) audiniy
bankuose galima pasiekti didesne rasing jvairove, sutelkiant rinkimg j ligonines, kuriose gimsta
vaikai, turintys nepilnai atstovaujama etning kilme; 4) mazesné rizika ir diskomfortas donorui; 5)
retas uZzterSimas virusais ir 6) mazesné¢ transplantato-Seimininko ligos rizika, net tiems
pacientams, kuriy audiniy sutapimas yra ne tobulas. Taigi i§ virkstelés kraujo iSgaunamos
hematopoetinés kamieninés Igstelés pastaraisiais metais buvo vis dazniau naudojamos
transplantacijai.

Transplantacijos metu | veng suSvirkstos hematopoetinés kamieninés lastelés specifiSkai
jsitvirtina  kauly Ciulpuose, kad galéty daugintis - procesas, kuris apibiidinamas kaip
hematopoetinés kamieninés lgstelés homingas. Homingas buvo placiai istirtas tiek in vivo, tiek in
vitro. Manoma, kad homingas priklauso nuo adhezijos molekuliy sgveikos tarp hematopoetiniy
kamieniniy lasteliy ir kauly ciulpy endotelio. Tyrimai su pelémis, kurioms triko PSGL-1,
parodé, kad PSGL-1 tarpininkauja leukocity pririSimui prie P-selektino ir palaiko pririSima prie
sraute esancio E-selektino. PSGL-1 taip pat jungiasi su L-selektinu, kuris sustiprina leukocity
judéjima ant endotelio lasteliy paviriy. Zmogaus PSGL-1 P-selektino ir L-selekto jungimosi
vieta apima peptidy seka, kurioje yra trys tirozino sulfato liekanos $alia treonino, prie kurio yra
prijungtas specifinis iSsiSakojes, fukosilinto branduolio-20-glikanas. Fukozés dalis yra biitina
jungiantis prie P-selelino. Fukozilinimg katalizuoja al,3-fukosiltransferaziy Seima. Tarp jy al,3-
fukozililtransferaze IV (FT-1V) ir al,3-fukosiltransferazé¢ VII (FT-VII) ekspresuojama zmogaus

leukocituose. Hematopoetinés kamieninés lastelés gali diferencijuoti i skirtingas kraujodaros
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lasteliy linijas, tokias kaip raudonieji kraujo kiineliai, mieloidinés lastelés, limfocitai ir
trombocitai. Zmogaus hematopoetinés kamieninés Igstelés ekspresuoja pavirsiaus glikoproteing
CD34, kuris jprastai naudojamas hematopoetiniy kamieniniy Igsteliy identifikavimui ir
atskyrimui. Tokios Zzmogaus CD34" Igstelés atspindi nevienalyte palikuoniy populiacija, turin¢iag
skirtingg kraujodaros subrendimo laipsnj. Kito pavirSiaus baltymo CD38 nebuvimas (,,-“) arba
sumazintos (,,zemos*) ekspresijos lygis zmogaus CD34" lgstelése yra laikomas CD34" Igsteliy
primityvios subpopuliacijos Zzymeniu. Taigi, CD34* CD38!°"" pogrupio lgstelés, sudarancios
mazdaug 10-20% visy CD34" Igsteliy i$ kauly Ciulpy ar suaugusiyjy periferinio kraujo, pasizymi
stipriu  kamieniniy lgsteliy aktyvumu. Pazymétina, kad mazdaug 30% virkStelés kraujo
hematopoetiniy kamieniniy lasteliy yra CD34* CD38!°"". Tagiau, skirtingai nei CD34* CD38!°""
suaugusiyjy periferinio kraujo kamieniniy lasteliy, Zinoma, kad virk$telés kraujo CD34*
CD38"°%" hematopoetiniy kamieniniy lasteliy homingas j kauly &iulpus yra sumaZéjes, o tai
pirmiausia priklauso nuo Zmogaus hematopoetiniy kamieniniy lgsteliy sgveikos su P-selektinu
mikrokraujagysliy endotelyje. Tékmés citometrijos analizé¢ rodo, kad Sis defektas atsiranda dél
nefunkcinio PSGL-1, isreiksto Siose CD34" CD38"°% i§ virkstelés kraujo gautose
hematopoetinése kamieninése lastelése. Taigi susilpnéjes CD34 CD38'°Y" hematopoetiniy
kamieniniy lgsteliy sugebéjimas prisijungti prie P-selektino bent i$ dalies paaiSkina uzdelsta

trombocity ir mieloidy jsodinima, susijusj su virkstelés kraujo HSC transplantacija [22].

Virkstelés kraujo panaudojimas gydyti sergantiems ir turintiems sutrikimy Zmonéms
(angl. Use of umbilical cord blood to treat individuals having a disease, disorder or
condition US20040219136A1.)

Sis patentas apraso virkstelés kraujo ir i§ virkstelés kraujo gauty kamieniniy lasteliy
naudojimo didelémis dozémis biidus jvairioms bikléms, ligoms ir sutrikimams gydyti. IS
virkstelés kraujo gautos kamienings lgstelés yra naudojamos didelémis dozémis, pvz., maZiausiai
3 milijardai branduol;j turinCiy lgsteliy kiekvienam gydymui, kai gydymas gali apimti vieng ar
kelias infuzijas. ISradimas taip pat numato virkStelés kraujo ar i§ virkStelés kraujo gauty
kamieniniy Igsteliy, gauty i§ keliy donory, naudojimg be HLA tipo nustatymo. Sis i§radimas i§
dalies pagrjstas atradimu, kad virkstelés kraujas asmenims gali biti skiriamas didelémis dozémis
ir nereikia nustatyti HLA. Tai stebina, nes paprastai audiniy transplantacija apima kruopsty
donoro ir recipiento audiniy tipy suderinamumo nustatyma, kad biity galima sékmingai ir ilgam
persodinti alogenines Igsteles recipiente ir sumazinti transplantato-Seimininko ligos rizika. Tai
labai palengvina virkstelés kraujo surinkimg i§ keliy donory, kad biity galima Igsteles skirti
vienam asmeniui. Vartojant didelémis dozémis, galima gauti pakankamai virkstelés kraujo

kamieniniy lasteliy, kad baty uztikrinta ilgalaike sudvirksty lasteliy transplantacija. Siame
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1Sradime taip pat pateikiami virkStelés kraujo paveikimo augimo faktoriumi, pvz., Citokinu ir
(arba) interleukinu, metodai, siekiant paskatinti Igsteliy diferenciacijg. Virkstelés kraujas arba i$
jo gautos kamieninés lgstelés gali buti laikomos surinktos i§ pavienio asmens (t. y. kaip vienas
vienetas) arba gali buti sujungtos su kitais. IS virkstelés kraujo gautos kamieninés lgstelés, gautos
pagal Sio iSradimo metodus, gali apimti pluripotentines lasteles, t.y. lasteles, turincias visiSkg
diferenciacijos universaluma, kurios atsinaujina ir gali likti ,,miego* biisenoje ar ramiai tiinoti
audinyje. Virkstelés kraujyje daugiausia aptinkamos CD34" ir CD38" hematopoetinés
pirmtakinés lastelés, taip pat mazesnés nediferencijuoty ar primityviy kamieniniy lgsteliy
populiacijos. I§ virkstelés kraujo gautos kamieninés lgstelés gali biiti auginamos po surinkimo,
naudojant gerai Zinomus metodus, pavyzdziui, naudojant maitinanc¢io sluoksnio lgsteles, tokias
kaip apSvitinti fibroblastai, arba kondicionuotose terpése, kad buty gautos ilgalaikes kulttros.
Kamieninés Igstelés taip pat gali bati padaugintos prie§ surinkimg arba in vitro po surinkimo.
Tam tikruose aprasytuose metoduose kamieninés lastelés, kurios turi biiti padaugintos,
veikiamos agentu, kuris slopina lasteliy diferenciacija, arba kultivuojamos esant jam. Tokie
agentai yra gerai zinomi $ioje srityje ir apima, bet neapsiriboja, Zzmogaus Delta-1 ir Zmogaus
Serrate-1 polipeptidais, leukemijos slopinimo faktoriumi (LIF) ir kamieniniy Igsteliy faktoriumi.
Virkstelés kraujo gauty kamieniniy Igsteliy gyvybingumas, proliferacijos potencialas ir
ilgaamziskumas gali biiti jvertintas naudojant Zinomus standartinius metodus, tokius kaip tripano
melynojo testas, fluoresceino diacetato jsisavinimo tyrimas, propidzio jodido jsisavinimo tyrimas
(gyvybingumui jvertinti); ir timidino jsisavinimo tyrimas, MTT lasteliy proliferacijos tyrimas
(proliferacijos jvertinimui). Ilgaamziskumas gali biiti nustatomas gerai Zinomais metodais,
tokiais kaip maksimalus populiacijos dvigub¢jimas kultiiroje.

Agentai, galintys sukelti kamieniniy ar progenitoriniy lasteliy diferenciacijg, yra gerai
zinomi $ioje srityje ir apima, bet tuo neapsiriboja: Ca**, EGF, o-FGF, B-FGF, PDGF,
keratinocity augimo faktoriy (KGF), TGF-0, citokinus (pvz., IL-la, IL-1B, IFN-y, TFN),
retinoiné rigstis, transferinas, hormonai (pvz., androgenai, estrogenai, insulinas, prolaktinas,
trijodtironinas, hidrokortizonas, deksametazonas), natrio butiratas, TPA, DMSO , NMF, DMF,
matricos elementy (pvz., Kolageno, laminino, heparano sulfato, Matrigel ™) arba jy derinius.
Kai i§ virkstelés kraujo gautos kamieninés lastelés yra skatinamos diferencijuotis j tam tikrg
lasteliy tipa, jos veikiamos augimo faktoriais, pagal gerai zinomus metodus. Augimo veiksniai
gali buti: GM-CSF, IL-4, FIt3L, CD40L, IFN-alfa, TNF-alfa, IFN-gama, IL-2, IL-6, retinoiné
rugstis, bazinis fibroblasty augimo faktorius, TGF-beta-1, TGF-beta-3, hepatocity augimo
faktorius, epidermio augimo faktorius, kardiotropinas-1, angiotenzinogenas, angiotenzinas I
(Al), angiotenzinas II (visi), visi AT2 tipo receptoriy agonistai arba jy analogai ar fragmentai.

Agentai, slopinantys lasteliy diferenciacija, taip pat yra gerai Zinomi $ioje srityje ir apima, bet
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neapsiriboja: Zzmogaus Delta-1 ir zmogaus Serrate-1 polipeptidai, leukemijos slopinimo faktorius
(LIF) ir kamieniniy lasteliy faktorius. Kamieniniy Igsteliy diferenciacija j tam tikra lasteliy tipa
gali biiti nustatyta Zinomu metodu, pvz., matuojant morfologijos ir lasteliy pavir§iaus Zymeny
poky¢ius, naudojant tokius metodus kaip tekmés citometrija ar imunocitochemija, tiriant lasteliy
morfologija, naudojant Sviesing ar konfokaling mikroskopijg, arba iSmatuojant geny raiskos
poky¢ius, naudojant gerai zinomus metodus, tokius kaip PGR ir geny raiskos profiliavimas.

Norint atlikti kauly &iulpy transplantacija, reikia susvirksti mazdaug 1x10® — 2x10® kauly
¢iulpy vienbranduoliy Igsteliy vienam paciento kilogramui (t.y. 70 kg donorui mazdaug 70 ml
kauly ¢iulpy). Norint gauti 70 ml kauly ¢iulpy, reikia intensyvaus donorystés proceso ir stebimas
reikSmingas kraujo praradimas. Lastelés, gautos i§ nedidelio kauly ¢iulpy kiekio (pvz., 7-10 ml),
galéty biiti padaugintos bioreaktoriuje prie§ infuzijg i recipienta. Kraujo lastelés atsinaujina tarp
chemoterapiniy procediry, taciau vézys turi laiko augti ir dél nattralios atrankos gali biiti
atsparesnis chemoterapijos vaistams. Tod¢l kuo ilgesné chemoterapija ir kuo trumpesné gydymo
trukme, tuo didesné¢ tikimybé sékmingai nuzudyti vézj. Norint sutrumpinti laikg tarp
chemoterapijos seansy, | pacientg galima suleisti virkStelés kraujo ar virksStelés kraujo
kamieniniy Igsteliy. Toks gydymas sutrumpinty laika, per kurj pacientui biity nustatytas mazas
kraujo lgsteliy skaiCius, ir tod¢l biity galima anksc¢iau tgsti chemoterapin} gydyma.

Pagal §j iSradimg agentai, sukeliantys lasteliy diferenciacija, gali biiti naudojami virkstelés
kraujui ar i§ virkStelés kraujo gautoms kamieninéms lgsteléms kultivuoti. Agentas, sukeliantis
diferenciacija, gali biiti pridedamas prie lasteliy populiacijos terp¢je jskaitant, bet neapsiribojant:
Ca*", EGF, o-FGF, B-FGF, PDGF, keratinocity augimo faktoriumi (KGF), TGF-B, citokinais
(pvz., IL-1a, IL-1pB, IFN-y, TFN), retinoine rigstimi, transferinu, hormonais (pvz., Androgenai,
estrogenai, insulinas, prolaktinas, trijodtironinas, hidrokortizonas, deksametazonas), natrio
butiratu, TPA, DMSO, NMF, DMF, matricos elementais (pvz., Kolagenas, lamininas, heparano
sulfatas, Matrigel ™) arba jy deriniais [23].

Virkstelés kamieniniy lasteliy i suderinty audiniy perdavimo transplantacijai sistema ir
metodas (angl. System and method for delivering umbilical cord-derived tissue-matched
stem cells for transplantation US20020132343A1.)

Sis i$radimas susijes su sistemomis ir metodais kamieniniy lasteliy gamybai, reguliavimo
patvirtinimui ir pristatymui. Struktiirizuotg virkStelés kraujo panaudojimo sistemag sudaro
virkstelés kraujo kamieniniy lasteliy rinkimas, gamyba, licencijavimas ir pristatymas. Sio
iSradimo apraSyta virkstelés kraujo sistema (angl. SCBS) i§ vieno donoro virkstelés kraujo
Saltinio gali pagaminti pakankamg kiekj virkstelés kraujo kamieniniy Igsteliy transplantacijai

suaugusiesiems. SCBS turi galimyb¢ gaminti pakankamg kiekj i§ virkStelés kraujo gauty
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pirmtakiniy lasteliy, kad biity galima pakartotinai transplantantus naudoti kliniSkai. SCBS
produktai gali buti skiriami Zmonéms siekiant uzkirsti kelig ligoms ar suzalojimams, juos gydyti,
diagnozuoti. Lasteliy produktai, kuriuos turi generuoti SCBS, yra naudojami gydyti ligas,
reaguojancias ] kamieniniy lgsteliy ir pirmtaky lasteliy jvedima, taip pat diferencijuotas Igsteles
specifiniams audiniy tipams. Todél SCBS gali biiti naudojamas tokioms ligoms kaip veézys
gydyti, prie§ pradedant arba netaikant chemoterapijos. SCBS taip pat gali biiti naudojamas
genetinéms ligoms iStaisyti, kai Zmogaus audiniai, pvz., Pjautuvinés anemijos, nesugeba sukurti
funkcionaliy Igsteliy. ]| SCBS gamybos metodus jtraukti virkSteles CD34" hematopoetiniy
kamieniniy lgsteliy dauginimo procesai i§ vieno virkstelés Saltinio, serumo neturincioje terpéje,
pavyzdziui, QBSF-60. Viename $io iSradimo jgyvendinimo variante CD34" lastelés yra
padaugintos daugiau nei 200 karty. Sio isradimo SCBS apima CD34* kamieniniy lasteliy
padauginimo i§ vieno virks$telés Saltinio procesg. SCBS metodu CD34" Igstelés yra padaugintos

mazdaug 200 karty ir (arba) pagamina apie 100 milijony CD34" kamieniniy lgsteliy [24].

7. VirkStelés audinio kamieniniy lasteliy dauginimas ir terapinés
galimybés

Virkstelés kamieninés lgstelés gali biiti iSgaunamos 1S keliy audiniy: mezenchimings
kamieninés Igstelés i§ amniotinés membranos, virkstelés dangalo (angl. cord lining), drebutinio
audinio ir perivaskulinio regiono, o hematopoetinés kamieninés lastelés i§ virkstelés kraujo [25].
Sios lgstelés, kaip ir kamieninés lastelés i kity Saltiniy, gali bati panaudojamos terapiniais
tikslais, jvairioms ligoms gydyti, taip pat kaip Igsteliy Saltinis transplantacijoms. Kadangi jos
charakterizuotos véliau nei kitos kamieninés lastelés (pvz., kauly Ciulpy kamieninés lgstelés),
virkStelés kraujo kamieniniy lgsteliy terapinis potencialas vis dar tiriamas.

Ankstesniuose skyriuose minéti virkStelées kraujo bankai kai kurivose Salyse (pvz.,
Lenkijoje PBKM/FamiCord group audiniy banke, JAV, taip pat Taivane) saugo ne tik virkStelés
kraujo Iasteles, bet ir uzSaldytas virksStelés mezenchimines kamienines Iasteles, iSskirtas i$
drebutinio audinio. Ateityje biity idealu uzSaldyti visg virkStele, taip nebiity prarandamos
lastelés. Siuo metu naudojamos naujos technologijos vientiso virkstelés audinio uz$aldymui, su
galimybe atSildZius gauti jj pradinés biisenos. Naudojant Sios dienos metodus uzSaldzius visg
virksStele vis dar nejmanoma gauti pakankamai gyvybingy kamieniniy lgsteliy. Dé¢l Sios
priezasties mezenchiminéms kamieninéms lgsteléms iSgauti naudojami Sviezi virkstelés audinio
fragmentai. Daugelyje Europos audiniy banky yra galimybé saugoti susmulkintg virkstelés
audinj. Norint naudoti virkstelés kraujo lasteles pacientams, turi buti laikomasi geros gamybos

praktikos taisykliy, atlickamas 14 dieny standartinis lgsteliy kultiros sterilumo patikrinimas, kad
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biity nustatyta ar yra bakteriné infekcija (Gram dazymas), tikrinama dél mikoplazmy bei tiriami

lasteliy pavirSiaus zymenys ir diferenciacijos potencialas, endotoksiny lygis ir gyvybingumas po

atSildymo.

Pagal Ding ir kt. (2015) jvairiy virkstelés audiniy kamieninés lgstelés gali biiti

panaudojamos kaip:

Maitinantis sluoksnis embrioninéms kamieninéms lasteléms. Zmogaus virkstelés
mezenchiminés kamieninés lgstelés gali buiti maitinantis sluoksnis, turintis netumorogeninj
(angl. nontumorgenic) poveikj dél sumazéjusio c-myc signalinio kelio aktyvumo.

PrieSvéZinés terapijos agentas. Dauguma solidiniy vézio (angl. solid cancers) terapijos
tyrimy naudojant virkstelés mezenchimines kamienines lIgsteles. Zmogaus krities véZio
lasteliy linija MDA MB-231 yra labiausiai tiriama lasteliy linija. In vivo tyrimas atskleidé,
kad tris savaites injekuojant virkStelés audinio mezenchimines kamienines Igsteles j veng
galima susilpninti kriities naviko augimg. Kitame tyrime buvo naudojama Zziurkiy kriities
veézio lasteliy linija, siekiant iStirti prieSvézinj ziurkiy virkstelés kamieniniy lasteliy (rUSC)
poveikj. Nustatyta, kad rUSC injekcija j veng gali susilpninti naviko augimg. Be to, visiSka
naviko regresijag galima pasiekti po 1 ménesio injekcijy, o efektas iSlieka ilgiau nei 3
ménesius. Virkstelés mezenchiminiy kamieniniy lasteliy sukeliamas naviko slopinimo
poveikis priklauso nuo kontakto su lgstelémis ir internalizacijos, tai gali baiti stebima in vitro
ir in vivo. In vitro nustatyta, kad DKK1, kurj iSskiria virkstelés kraujo mezenchiminés
kamieninés lastelés, gali slopinti naviko augima fosfatazés ir tenzino homologo (PTEN)
keliu. Taip pat nustatyta, kad virkstelés mezenchiminés kamieninés lgstelés auginamos kartu
su veézinémis kamieninémis lagstelémis sukelia jy apoptoze. VirkStelés mezenchiminés
kamieninés Igstelés taip pat mazina ksenograftinio naviko dydj per fosfoinositido-3-kinazés
(PI3K) ir Akt signalinius kelius. Tiriant endometrinés karcinomos TOV-112D lasteles,
naudojant kondicionuotg terpe ir virkSteleés mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy lizatus
nustatyta, kad kondicionuota terpé ir lasteliy lizatai gali slopinti naviko lasteliy dauginimasi
ir priversti jas likti sub-Gl, einancioje | apoptozés stadija. Buvo stebimas BAX, BCL2,
autofagijos ir iSgyvenamumo geny pakit¢s reguliavimas. Daroma iSvada, kad virkstelés
mezenchiminés kamieninés lgstelés iSskiria molekulés, slopinancias navikg. Be krities
vézio, tyrimai atlikti su plauciy véZiu ir gauti panaSis rezultatai. Maurya ir kt. publikavo
straipsnj apie rtUSC naudojimg peliy plauciy adenokarcinomai slopinti, nustatyta, kad rUSC
gali susilpninti vézio plitimg ir kolonijy susidarymg. Dauguma véZio lgsteliy licka G0/G1
fazéje, pastebimas pakites ciklino A ir nuo ciklino priklausomos kinazés?2 (CDK2)
reguliavimas. Gydymas naudojant rUSC gali sumazinti naviko dyd;j ir svorj. Preliminarts

kito tyrimo rezultatai atskleidZia, kad virkstelés mezenchiminés kamieninés Igsteles veikia
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SKOV3 lasteles (kiauSidziy vézio lasteliy linija), slopindamos P21/Rb signalinj kelia.
Neseniai virkStelés mezenchiminés kamieninés lgstelés buvo pradétos tirti Burkitto
limfomos gydymui. Lasteliy proliferacija, gyvybingumas ir limfomos Iasteliy zatis buvo
stipriai slopinamos po 48 valandy poveikio virkStelés mezenchiminémis kamieninémis
lastelémis ar jy ekstraktais, o tai rodo, kad virksStelés mezenchiminés kamieninés lgstelés
i§skiria molekules, kurios oksidacinio streso keliais slopina limfomos Igsteliy augima.

Saugios lastelés, lastelémis paremta terapija. Ankstyvyjy ikiklinikiniy ir klinikiniy
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy tyrimy stadijy metu persodinty virkstelés mezenchiminiy
kamieniniy Igsteliy saugumas yra gerai apraSytas gyviiny modeliuose ir bandymuose su
zmonémis. Taciau veiksmingumas zmonéms Iin Vivo yra prieStaringas. Siekiant patikrinti
sauguma, virkStelés mezenchiminés kamieninés Igstelés buvo SvirkS§Ciamos | vena
nezmoginiams primatams. Lastelés buvo SvirkS¢iamos karta per 2 savaites, 6 savaites
cynomolgus bezdZionéms. Nebuvo pranesSta apie su kamieniniy Igsteliy transplantacija
susijusj toksiSkuma, o visos tirtos injekcijos vietos ir organai buvo normalis, naviky
susidarymo nestebéta. Tolesni ilgalaikiai in vivo tyrimai turi bati atlikti siekiant uztikrinti
mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy sauguma ir gali padidinti persodinty mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy, gauty i§ suaugusiyjy zmoniy audiniy terapinj efektyvuma. Virkstelés
mezenchiminés kamieninés lgstelés gali buti naudojamos specifinei Igsteliy terapijai.
Atliekami sékminga vaiky hematologiniy susirgimy, cerebrinio paralyZziaus ir kt. atvejy
terapija Duike universitete, JAV. Liublino medicinos universiteto (Lenkija) neurologai
siekia gydyti smegeny traumy turinCius vaikus, naudodami virkstelés kraujo kamienines
lasteles. Virkstelés mezenchiminés kamieninés Igstelés gali biti diferencijuojamos ir
naudojamos in vivo, gydant galvos smegeny iSemijg, Parkinsono liga, Alzheimerio liga,
i8seting sklerozg, cerebrinis paralyzius, autizmas, tinklainés ligas, 1 ir 2 tipo cukrinj diabeta,

miogeninius susirgimus ir kt.[25].

8. IS virkstelés kraujo ir audinio iSgauty lasteliy panaudojimas ir terapinés
galimybés

Virkstelés kraujas gali biiti naudojamas atliekant kraujodaros lgsteliy transplantacija.

Broxmeyer ir kt. pirmieji aiskiai jrodé, kad virkstelés kraujas yra gausus persodinamy

kraujodaros pirmtakiniy lasteliy Saltinis. Tais paciais metais Gluckman ir kt. dokumentais

patvirtinta pirmoji kraujodaros lasteliy transplantacija, kurioje hematopoezes lgsteliy pirmtakiy

Saltiniu buvo naudojamas virkStelés kraujas, o ne kauly cCiulpai. Pazymétina, kad autoriai

sugeb¢jo atkurti Fanconi anemija sergancio vaiko hematopoeting sistema, naudodamiesi

virkstelés krauju i§ HLA tapataus broliuko. Kraujodaros lgsteliy transplantacijos sékmé priklauso
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nuo to, ar yra tinkamas donoras. Geriausias donoras yra visas HLA atitinkantis giminaitis ar
nesusijes donoras. Deja, remiantis vidutiniu Seimos dydZziu, maziau nei 30 % pacienty turés
suderintag giminingg donorg. Taigi, transplantacijos sékmés procenta i§ dalies riboja
imunologinés komplikacijos, tokios kaip transplantato prieS Seimininkg liga (GVHD),
transplantato atmetimas ir uZdelstas imuninés sistemos atstatymas. Zinoma, imunologinés
komplikacijos neturéty biti veiksnys atliekant autologine transplantacija. Uminé GVHD yra
viena pagrindiniy sergamumo ir mir§tamumo priezas¢iy po alogeniniy lasteliy transplantacijos.
Uminio GVHD vystymosi rizikos veiksniai yra recipiento amzius, donoro Iasteliy $altinis ir HLA
skirtumai. Atsizvelgiant ] tai, nors ribotas hematopoezés pirmtakiy lgsteliy skaiius viename
virkstelés kraujo vienete neleidzia jo vartoti pacientams, kuriy kiino masé didesné ir sukelia
uzdelstg kraujodaros atsigavima ir didesnj mirtinguma, vis dazniau pasirenkami du i§ dalies HLA
suderinti vienetai. Nepaisant vieno ar dviejy antigeny skirtumy tarp donoro ir Seimininko, po
virkstelés kraujo transplantacijos GVHD atsiranda reciau, palyginti su po HLA suderinty kauly
¢iulpy ar mobilizuoto periferinio kraujo i§ nesusijusiy donory transplantacijy.

Nors virkstelés kraujas daugiausia naudojamas transplantacijai kraujo sutrikimams gydyti,
ligy, kurioms jis veiksmingas, spektras buvo iSpléstas. Virkstelés kraujas taip pat naudojamas
kaip regeneracinés lgsteliy terapijos ar imuninés moduliacijos forma. Pavyzdziui, neseniai buvo
pranesta apie galimybe surinkti, paruosti ir panaudoti Sviezias autologines virkstelés kraujo
lasteles kuidikiams, sergantiems hipoksine-iSemine encefalopatija. Alogenin¢ UCB terapija kartu
su rekombinantiniu zmogaus eritropoetinu parodé¢ galimg terapin] efektyvumag vaikams,
sergantiems cerebriniu paralyZiumi. Taip pat, dél virkStelés kraujo praturtinimo kraujagysliy
formavimo pirmtakais, angiogenez¢ buvo sukelta 27 mety moteriai, serganciai Behget
multisistemine liga. Kitais tyrimais nustatyta, kad autologiné virkstelés kraujo infuzija vaikams,
sergantiems 1 tipo cukriniu diabetu, buvo saugi ir sukélé T-lgsteliy daznio pokycius, taciau
neissaugojo C-peptido. Intratracheralinis alogeniniy virkstelés kraujo vienety persodinimas
kiidikiams, kuriems nustatoma bronchy ir plauciy displazija, pasirodé esas saugus ir imanomas,
taciau tai reikalauja didesnio, kontroliuojamo II fazés tyrimo, kaip pranes¢ Chang ir kt. J[domu
tai, kad de Lima ir kt. iStyr¢ Igsteliy jsisavinimg suaugusiems pacientams, sergantiems piktybine
hematologine liga, kuriems buvo persodinti du virkstelés kraujo vienetai, i§ kuriy vienas turéjo
virkstelés kraujo lasteles, kurios ex vivo buvo padaugintos naudojant alogenines mezenchimines
kamienines lgsteles. Autoriai padaré iSvada, kad i§ virkstelés kraujo gauty, laboratorijoje
padauginty lasteliy transplantacija atrodo saugi ir efektyvi bei zymiai pagerina lasteliy
Jsisavinimg [26].

Taigi, virkstelés audiniy taikymo sritys Siuo metu i§ esmés apima neurologinio deficito,

kepeny ligy, imuninés sistemos ligy, diabeto, plauciy pazeidimo, inksty pazeidimo, timinés
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leukemijos ir kt. ligy gydymg. Didzioji dalis baigty tyrimy buvo I arba II fazése, kai buvo

gydoma >100 pacienty.

Stebimas augantis klinikinis Zmogaus virkstelés mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy
taikymas véziui gydyti, nepaisant nuolatiniy abejoniy dél mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy vaidmens kovojant su naviku. Kai kurie tyrimai parodé¢, kad po mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy injekcijy, pastebétas spartesnis naviko Igsteliy augimas, lyginant Su
kontrolinémis grupémis. Mezenchiminés kamieninés Iastelés gali diferencijuoti | su
karcinoma susijusius fibroblastus, sustiprinti naviko augimg ir invazija, skatinti vézio
lasteliy dauginimasi ir migracija, palaikyti angiogenezés formavimasi ir netgi sukelti
antiapopotinj poveikj bei atsparumg vaistams. Nepaisant to, kai kurie tyr¢jai teigia, kad
piktybiné transformacija yra tik teorin¢ rizika ir kad naviky susidarymo tikimybé,
persodinus mezenchimines kamienines lgsteles, yra maza. Lalu ir kt. atliktoje sisteminéje
apzvalgoje buvo padaryta iSvada, kad tumorigeninis poveikis gali atsirasti tik tiems
pacientams, kurie kencia nuo nuolatinio ar buvusio piktybinio proceso. Be to, buvo
nustatyta, kad virkstelés mezenchiminés kamieninés lgstelés slopina navikiniy lasteliy
dauginimasi. Virk$telés mezenchiminés kamieninés lastelés gali sekti mikroskopinius
navikus ir patologinius pazeidimus, nerizikuodamos padéti plisti naviko lastelémis, todél
galéty biti naudojamos kaip keliy prieSvéziniy agenty neSiotojai. Kai atsiranda atsparumas
vaistams arba sisteminis gydymas nepavyksta, lastelés gali biiti naudojamos kaip potenciali
dirbtiné neSiklio sistema prieSvéziniams vaistams ar navika slopinantiems genams
transportuoti. Nors gincai egzistuoja, vézio terapija, pagrista virkstelés mezenchiminémis
kamieninémis lgstelémis, turi daug Zadancig ateitj.

Insultas. ISeminis insultas yra viena i§ trijy pagrindiniy sergamumo ir mirStamumo
priezas¢iy, nepaisant pastarojo meto pazangos farmakologiniame ligos valdyme ir
Siuolaikiniy intervencijos metody. Metinis sergamumas siekia 250—400 i§ 100 000 gyventojy
visame pasaulyje, daugelis insulta patyrusiy pacienty iSgyvena nuolating neurologing
negalig. Paprastai manoma, kad neuronai turi ribota regeneracija. Po suzalojimo nervinio
audinio atstatymas atlickamas formuojant rando audinius, o tai sukelia neigiamg
remodeliavimgsi ir smegeny disfunkcija. Keletas tyrimy atskleide, kad virkstelés
mezenchiminés kamieninés lastelés gali jgyti neurony ir glijos lasteliy morfologines ir
biochemines savybes, kai veikiamos tinkamomis diferenciacijos terpémis in vitro, tuo tarpu
in vivo tik kelios i§ prigijusiy virksStelés mezenchiminés kamieninés lgstelés reiské neurony
fenotipg. VirkStelés mezenchiminés kamieninés Iastelés gali generuoti bioaktyvius
veiksnius, tokius kaip smegeny neurotrofininis faktorius, j insuling panaSus augimo faktorius

1 ir neurotrofinas 3, skatindamos biidingy lasteliy dauginimasi, sumazindamos pazeisty
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lasteliy apoptozg, taip pat skatindamos angiogeneze, aksony regeneracijg ir sinaptogeneze
bei daugybé¢ kity kompensaciniy reakcijy tiek Giminio, tiek létinio pazeidimo metu. Iki Siol
tik keliuose klinikiniuose tyrimuose buvo patikrintas virkStelés mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy terapijos poveikis insultui. Pirmasis klinikinis tyrimas, apibudinantis virkstelés
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy naudojima, buvo paskelbtas 2011 m. Pritaikius virkstelés
mezenchimines kamienines lasteles 4 insultg patyrusiems pacientams, dviem iSeminio
insulto pacientams i§ keturiy buvo stebima padidéjusi raumeny jéga, bet 6 ménesiy
steb¢jimas neleido padaryti objektyviy iSvady. PanaSius rezultatus apras¢ kitame
klinikiniame tyrime, kurj atliko Chen ir kt. 2013 m. tirta 10 pacienty patyrusiy létinj insultg.
Virkstelés mezenchiminés kamieninés Igstelés, kuriy dozé buvo 1,0-2,3*107, buvo suleistos j
veng. llgalaikio stebéjimo metu nebuvo galima pastebéti jokiy klinikiniy ar laboratoriniy
Salutiniy poveikiy, o daugumai pacienty klinikiné neurologiné funkcija pager¢jo.

Nugaros smegeny pazZeidimai. Nugaros smegeny pazeidimai yra vienas neurologiniy
sutrikimy, galindiy sukelti sensorinius ir motorinius trikumus. Siuo metu vienintelé
standartiné nugaros smegeny pazeidimy terapija yra chirurgija, didelés metilprednizolono
dozés ir simptominis gydymas. Naujasis regeneracinis gydymas suteikia perspektyvy pozitirj
1 nugaros smegeny pazeidimy gydyma, tarp jy daug zada virkStelés mezenchiminés
kamieninés Iastelés. Ikiklinikiniy eksperimenty metu dazniausiai naudojami gyviiny
modeliai yra Ziurkés ir Sunys. Pateiktos lasteliy dozés svyruoja nuo 1*10° iki 2*10°. Uminé
ir poumé suzalojimo fazés buvo pagrindinis transplantacijos laikas, taciau keletas tyrimy
taip pat persodino virkStelés mezenchimines kamienines Igsteles létinéje stadijoje po
nugaros smegeny pazeidimy, kai randas jau buvo suformuotas, stebétas reikSmingas
klinikinis pageré¢jimas. Pagrindinis istirtas virkStelés mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
naudojimo biidas yra infuzija pazeidimo vietoje. Nepaisant skirtingy gyviiny modeliy, laiko,
dozés, virkStelés mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy perdavimo biido, panasiis teigiami
rezultatai stebéti visuose tyrimuose. Po transplantacijos virkStelés mezenchimingés
kamieninés lgstelés migravo j traumos vietg ir i§gyveno, skatindamos funkcinj atsigavima.
Glaudziai susij¢ mechanizmai yra parakrininis poveikis ir imunomoduliuojantis poveikis,
kuris véliau gali modifikuoti glijos lasteliy aktyvuma, sumazinti fibroze, padidinti aksony
1Ssaugojimg, paskatinti endogeniniy lasteliy proliferacijg ir diferenciacijg bei padidinti
1Sgyvenanciy lgsteliy-Seimininky skaiciy.

Neurodegeneracinés ligos. D¢l prieSuzdegiminiy ir regeneraciniy savybiy virkStelés
mezenchiminés kamieninés lgstelés tampa labai naudinga priemone biisimiems
neurodegeneraciniy sutrikimy gydymo biidams. Atvirame tyrime, kuriame dalyvavo penki

optinj neuromielitg turintys pacientai, visi simptomai, klinikinés laboratorijos rezultatai ir
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magnetinio rezonanso tomografijos rodikliai buvo zymiai pageréje po keturiy i§ eilés
virkStelés mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy injekcijy i vena. Klinikiniai tyrimai taip pat
buvo atlikti pacientams, sergantiems iSsétine skleroze (MS). Po virkstelés kraujo injekcijy
bisenos skalg ir magnetinio rezonanso tomografija buvo Zymiai pagerintas. Neseniai atliktas
platesnio masto klinikinis tyrimas papildomai jrodé virkstelés mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy sauguma ir veiksmingumg sergantiesiems is$sétine skleroze.

Transplantato - Seimininko liga. GVHD yra su transplantacija susijusi komplikacija, kurig
sukelia donoro aktyvintos T Igstelés. Pagal atsiradimo laikg pries arba po 100 dieny po
transplantacijos, tai gali biiti apibrézta kaip Giminé ar létiné GVHD. Pirmos eilés GVHD
terapija yra kortikosteroidy terapija, o antros eilés gydymas pacientams, kurie yra atspariis
steroidy terapijai, néra aiSkiai nustatytas dél iSgyvenamumo lygio maziau nei 10 proc. per 5
metus. Pastaraisiais deSimtmeciais gausts in vitro, in vivo ir ikiklinikiniy eksperimenty
duomenys, teikiantys vil¢iy, leido manyti, kad mezenchiminés kamieninés lgstelés gali ne
tik sukelti minimaly imuninj reaktyvuma, bet ir turéti imunomoduliacinj bei prieSuzdegiminj
poveikj. Virkstelés mezenchiminés kamieninés lastelés iSreiSkia mazesnj MHC II klasés
antigeny kiek] ir santykinai maziau MHC I klasés antigeny nei kauly ¢iulpy mezenchiminés
kamieninés lgstelés. Dél visy Siy puikiy savybiy virkstelés mezenchiminés kamieninés
lastelés yra idealus kandidatas gydyti GVHD.

Kepeny ligos. Nors 2006 m. buvo praneSta apie pirmaji intraveniniy kauly ciulpy
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy transplantacijos tyrima kepeny cirozei gydyti, neseniai
atliktas in vitro tyrimas pranesé, kad pacientams, sergantiems létiniu hepatitu B ar kepeny
ciroze, autologiniai kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy transplantatai gali biiti
netinkami. Randomizuotas placebu kontroliuojamas kauly ciulpy mezenchiminiy
kamieniniy Igsteliy transplantacijos tyrimas cirozés atveju net padaré iSvada, kad ciroze
patyrusiems pacientams, kuriems kauly Ciulpy mezenchiminés kamieninés lastelés yra
infuzuojamos j perifering vena, néra teigiamo poveikio. Siuo atzvilgiu virkstelés
mezenchiminés kamieninés lgstelés gali buti geresnis pasirinkimas Siems pacientams. Po
infuzijos kamieninés lgstelés gali jsiterpti pazeistose kepenyse, diferencijuotis | albuminus
gaminancius hepatocitus, sumazinti kepeny fibrozg, pakelti albumino kiekj serume ir
pagerinti endogeniniy lasteliy iSgyvenamumg. Vienas i§ pirmyjy klinikiniy virkstelés
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy taikymo kepeny fibrozei gydyti tyrimas buvo atliktas
2011 m. I fazés klinikiniame tyrime Zhang ir kt. 30 pacienty, serganciy dekompensuota
kepeny ciroze, skyré 0,5*10%kg kiino svorio virkstelés mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy
dozes. Lastelés buvo infuzuojamos 1 vena tris kartus, kas 4 savaites. Po 40 savaiCiy

33



steb¢jimo Zymiai sumaz€jo ascito kiekis ir pager¢jo kepeny funkcija visiems virkstelés
mezenchiminémis kamieninémis lgstelémis gydomiems pacientams. Steb¢jimo metu né
vienam pacientui nepageidaujamo poveikio nepastebéta. Gavusi vil¢iy teikiancius rezultatus,
ta pati komanda véliau bandé jvertinti virkStelés mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
transplantacijos pacientams, sergantiems Uminiu ir létiniu kepeny nepakankamumu,
saugumg ir pagristuma. I$ viso buvo jtraukti 43 pacientai, sergantys timiniu ir létiniu kepeny
nepakankamumu, ir visi i§ 24 pacienty, gydyty virkstelés mezenchiminémis kamieninémis
lastelémis, pasieké geresnj terapinj poveikj nei kontroliné grupé. Norint patvirtinti
standartinio virkstelés mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy vartojimo norma, reikalingas
tolesnis keliy centry, didesnio masto, atsitiktiniy imciy, dvigubai aklas, placebu

kontroliuojamas klinikinis tyrimas.

Virkstelés mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy terapiniai mechanizmai. Dabar yra kelios
populiarios teorijos apie virkstelés mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy terapinj mechanizma.
Pirma, virkstelés mezenchiminés kamieninés lgstelés gali pakeisti pazeistas lasteles, dél savo
galimybiy atsinaujinti ir diferencijuotis. Antra, parakrininiai veiksniai gali slopinti
uzprogramuotg Igsteliy-Seimininky mirt;, modifikuoti imunologines funkcijas ir skatinti
endogeniniy kamieniniy lasteliy proliferacijg ir diferenciacija, kuri dabar yra pripazinta kaip
pagrindinis mechanizmas. Be to, jrodyta, kad abipus¢ virkstelés mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy ir Iasteliy-Seimininky sgveika vaidina lemiama vaidmen;.

e Seimininko lastelés pakeitimas. Yra du paaiskinimai, kaip pakeisti lasteles:
transdiferencijacija ir lasteliy suliejimas. Transdiferencijacija reiSkia mezenchiminiy
kamieniniy lgsteliy sugeb¢jima diferencijuoti j jvairius Igsteliy tipus. Lasteliy susiliejimas
reiSkia susiliejimg tarp MSC ir Igsteliy-Seimininky, dél kurio gali biiti perprogramuojamas
branduolys, kad biity ekspresuojami mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy specifiniai genai ir
nuo apoptozeés apsaugotos lastelés-Seimininkés. Iki Siol Igsteliy susiliejimo reiskinj galima
stebéti Purkinje lagstelése, miokardo ir kepeny lgstelése. IS pradziy manyta, kad Iasteliy
pakeitimas yra pagrindinis veiksmingas virkStelés mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy
mechanizmas. Taciau daugybei tyréjy tai sukelé abejoniy. Nustatyta, kad po transplantacijos
didelé virkstelés mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy dalis gali biiti stebima kepeny, bluznies,
plauciy ir kity nenukreipty audiniy kapiliaruose. Lasteliy, patenkanciy j pazeista vietg, néra
pakankamai, kad biity galima atnaujinti audinius. Todél mazai tikétina, kad pakeitimas yra
pagrindinis biuidas, kuriuo virkStelés mezenchiminés kamieninés lastelés daro apsauginj

poveiki.
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e Parakrininiai veiksniai. Mokslininkai kreipé daugiau démesio ] virkstelés mezenchiminiy
kamieniniy lgsteliy parakrininius veiksnius. Jie parodé, kad virkStelés mezenchiminés
kamieninés lastelés gali iSskirti daugybe ivairiy augimo faktoriy, citokiny ir chemokiny
(iskaitant hepatocity augimo faktoriy, i§ stromos gauto 1 faktoriy ir monocity chemotaktinio
baltymg 1, kraujagysliy endotelio augimo faktoriy, insulino tipo augimo faktoriy 1,
interleuking-8, smegeny neurotrofinis faktoriy ir i§ glijos Iasteliy iSvesta neurotrofinis
faktoriy (GDNF) ir kt.). Sie veiksniai gali padéti i§vengti gretimy lasteliy apoptozés, skatinti
angiogeneze¢, moduliuoti uzdegimg ir suaktyvinti vidines kamienines Igsteles, kurios padeda
sukurti palankig aplinkg vidiniams atstatomiesiems procesams. Parakrininis virkstelés
mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy poveikis patvirtintas tiek in vitro, tiek in vivo tyrimais.
Pavyzdziui, i§ virkStelés mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy gauta kondicionuota terpé
sugebéjo sustiprinti angiogenez¢ in Vvitro, o kondicionuojamos terpés injekcija 1 gyviiny
modelius galéjo paskatinti persodinty Igsteliy migracija.

e Lasteliy-lasteliy kontaktai. VirksStelés mezenchiminés kamieninés lgstelés yra specialioje
mikroaplinkoje, kurioje jos gali sgveikauti su lgstelémis Seimininkémis per standzig jungtj,
tarpy jungt] ir desmosomga, kad paveikty Igsteliy-Seimininky dauginimasi, migracijg ir
diferenciacijg. Nepaisant to, ziniy apie galimg virkstelés mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy
ir jy kaimyniniy lasteliy saveika yra gana mazai. Reikia i§samesnio supratimo apie galimg
abipuse virkstelés mezenchiminiy kamieniniy lasteliy ir Igsteliy-Seimininky sgveikg. Tai gali
suteikti mums alternatyvig koncepcija, norint nuspresti transplantuoty lgsteliy likima, ir

padéti mums iSsiaiSkinti lgstelinés terapijos strategijas [27].

9. Apibendrinimas

Virkstelés kraujo kamieninés lastelés — didziausias potencialius naujas kamieniniy lgsteliy
SaltiniS pasaulyje ir tampa vis patrauklesniu transplantacijos tyrimy objektu, nes nesukelia etiniy
problemy, yra sukauptas didelis potencialiy donory fondas, galimas greitas transplanto
prieinamumas, mazesné rizika ir diskomfortas donorui, retas transplanto uzterSimas virusais ir
mazesné transplantato-Seimininko ligos rizika, net tiems pacientams, kuriy audiniy
suderinamumas yra ne tobulas. Taip pat yra sukurti standartizuoti virkstelés kraujo surinkimo ir
ilgalaikio saugojimo metodai. Taciau virkstelés kraujas kol kas néra daznai transplantuojamas,
infekcijos rizika; pirminés ligos atkrytis iSlieka pagrindine pacienty mirties priezastimi po

transplantacijos; minimali lgsteliy dozé laikoma vienu virkstelés kraujo vienetu yra 125107 arba
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150x107 branduolj turinéiy lasteliy, kai vienai transplantacijai reikia susvirksti mazdaug 1x108 —
2x10® vienbranduoliy Igsteliy vienam paciento kilogramui. Taigi, kyla poreikis tikslines
virkstelés kraujo lasteles padauginti in vitro. Virkstelés kraujo hematopoetinés kamieninés
lastelés tiriamos daugelio moksliniy grupiy ir yra nustatyti joms biidingi pavirSiaus zZymenys
(CD34"CD38 CD45RAYCD711°*Thy-1"c-kit'*"Rh'°%). Yra kuriami ir patentuojami ex Vvivo ir in
vitro lagsteliy padauginimo metodai (kokultiros, kondicionuotos terpés, bioreaktoriai), iSaiskinti

Siy lasteliy kamieniSkuma, diferenciacijg ir ekspansijg skatinantys veiksniai.

Virksteles audinio kamieninés lastelés taip pat galéty biiti perspektyvios jvairiy ligy
gydymui. Yra dedamos pastangos, jog galima biity uzsaldyti ir ilgg laika saugoti visg virkstele
i§saugant visas pirmines jos savybes. Siam tikslui naudojami skirtingi metodai, vis délto

kuriamos ir naujos, tam skirtos technologijos.

Taigi, esami metodai néra pilnai tinkami virkStelés kraujo/audinio i§ vieno donoro
kamieniniy lgsteliy parengimui vieno suaugusio paciento transplantacijai, tad daZzniau yra
transplantuojamas vaikams. Tod¢l yra biitina tobulinti metodus Siam tikslui, maksimaliai iSplésti

panaudojimo galimybes ir iSnaudoti terapinj prenataliniy lasteliy potencialg.

Apibendrinant, galima manyti, kad artimoje ateityje virkStelés kraujas ir audinys, kaip
etiSkas ir dauguma aspekty pranasesnis uz kitus kamieniniy lgsteliy Saltinis, bus placiai

naudojamas jvairiy kritiniy ligy prevencijai ir gydymui.
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