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IVADAS

Uminis inksty paZeidimas (UIP) — tai daznas ir grésmingas polietiolo-
ginis klinikinis sindromas, pasireiSkiantis staigiu svarbiausiy inksty funkcijy
sutrikimu. UIP nustatomas mazdaug 1015 proc. pacienty, patekusiy j ligo-
ning, o intensyviosios terapijos skyriuose jo daznis gali siekti daugiau nei
50 proc. [1]. MirStamumas dél UIP skirtingy autoriy duomenimis gali svy-
ruoti nuo 10 iki 65 proc. [2-8]. Siuo metu pakaitin¢ inksty terapija (hemo-
dializ¢, peritoniné dializ¢, hemofiltracija, hemodiafiltracija arba inksty trans-
plantacija) yra vienintelis gydymo pasirinkimas pacientams, kuriems diagno-
zuotas UIP ir (ar) létiné inksty liga. Dél $ios prieZasties nuolat ieSkoma naujy,
inovatyviy biidy Sioms rimtoms sveikatos problemoms spresti.

Pastaraisiais metais daug démesio buvo skiriama tyrimams, kuriuose
mezenchiminés kamieninés lgstelés buvo taikomos UIP gydymui [9]. Me-
zenchiminés kamieninés lastelés — nediferencijuotos, savaime atsinaujinan-
¢ios suaugusio organizmo kamieninés Iastelés, kilusios i§ mezodermos —
embriono vidurinio gemalinio sluoksnio [10, 11]. Sios multipotentinés laste-
lés yra placiai paplitusios organizme, gali buti gana lengvai iSskirtos 1§ skir-
tingy audiniy, tokiy kaip kauly ¢iulpai, riebalai, skersaruoziai griau¢iy raume-
nys, virkstelés kraujas, periosteumas, plauciy, séklidziy audiniy, dermio [12—
22]. Mezenchiminés kamieninés lastelés geba diferencijuotis j riebalines,
kremzlés, kaulo, skersaruoziy griauciy ir lygiyjy raumeny, Sirdies raumens,
inksty, nervinio audinio lasteles [14, 19-21, 23-25]. Ankstesni tyrimai paro-
dé, kad mezenchiminés kamieninés lastelés skatina regeneracinius procesus,
sukelianéius inksty audiniy bei funkcijos atsistatyma UIP modeliuose in vivo
[26-29]. Toks teigiamas terapinis poveikis greifiausiai pasireiSkia del Siy
lasteliy antioksidaciniy, prieSuzdegiminiy ir nuo apoptozés sauganciy savy-
biy [26, 28, 30, 31].

Kauly ¢iulpy mezenchiminés kamieninés lastelés — vienas placiausiai
tyrinéty mezenchiminiy lasteliy tipy, taikomy inksty regeneracijos tikslais
[32]. Daugelis moksliniy darby pademonstravo $iy Igsteliy terapijos efekty-
vumg UIP gydymui skirtinguose gyviiny modeliuose [33-38]. Kelios moksli-
ninky grupés apras¢ kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy gebé-
jima migruoti | pazeidimo vieta, inkorporuotis i inksty audinius ir diferenci-
juoti i skirtingas inksty lasteliy linijas [39, 40]. Taciau naujausiy tyrimy
duomenys leidzia manyti, kad pagrindinis $iy kamieniniy lasteliy terapijos
poveikis pasireiskia per parakrininj ir (ar) endokrininj kelig, i$siskiriant spe-
cifiniams augimo veiksniams [18-20]. Tikétina, kad mezenchiminiy kamie-
niniy lgsteliy veikimo mechanizmas yra sudétingas ir apima daugiau nei vie-
ng galimg poveikj.
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Vienas i§ galimy mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy Saltiniy yra griauciy
skersaruoziai raumenys [13, 41, 42]. Nustatyta, kad suaugusio organizmo
skersaruoziuose raumenyse randamos raumenings kilmés kamieninés pirmta-
kings lastelés pasizymi dideliu proliferacijos potencialu, geba atsinaujinti ir
yra multipotentings, t.y. gali virsti skirtingy tipy lastelémis ir regeneruoti
jvairius audinius [43—46]. Manoma, kad audiniy regeneracija i§ dalies yra
susijusi su $iy mezenchiminiy lgsteliy padidintu atsparumu stresui ir parakri-
niniu efektu. Lasteliy i$skiriami humoraliniai veiksniai sukelia organizmo
kamieniniy lasteliy migracija j pazeidimo viet, stimuliuoja angiogeneze ir
reguliuoja imuninj atsaka. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy laste-
liy terapija taikyta jvairiuose ikiklinikiniuose modeliuose siekiant jvertinti jy
poveikj tokioms bilkléms kaip raumeny distrofija, Sirdies ligos, diabetas,
osteoartiritas, periferinio nervo pazeidimas [45-52]. Iki Siol nebuvo vertintas
§iy Igsteliy terapinis poveikis UIP atveju. Jvertinus raumeninés kilmés kamie-
niniy pirmtakiniy lgsteliy charakteristikas ir savybes, iSkelta hipoteze, kad
Sios lastelés gali biti alternatyvus Saltinis kauly ¢iulpy mezenchiminéms ka-
mieninéms lgsteléms inksty regeneracijos srityje.

Darbo tikslas

Sio darbo tikslas — sukurti eksperimentinj iminio inksty paZeidimo gy-
dyma panaudojant raumeninés kilmés kamienines pirmtakines lasteles, jver-
tinti jy citokinetikg ir efektyvumg fiminio inksty pazeidimo modelyje.

Darbo uzdaviniai

1. I8skirti, kultivuoti, i§samiai charakterizuoti ir palyginti raumeninés
kilmés kamienines pirmtakines lasteles ir kauly ¢iulpy mezenchi-
mines kamienines Igsteles, jvertinant kamieniniy lgsteliy morfolo-
gija, proliferacijos potenciala, fenotipa, geny ekspresijg ir multipo-
tentiSkuma.

2. Ivertinti raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy poveikj
pazeisto inksto regeneracijai po gentamicino sukelto iminio inksty
pazeidimo.

3. Palyginti raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy ir kauly
¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy terapinio efektyvumo
skirtumus eksperimentinio Giminio inksty pazeidimo modelyje.

4. Ivertinti raumeninés kilmeés kamieniniy pirmtakiniy Igsteliy ir kauly
¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy citokinetikos ypatumus.
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Darbo aktualumas ir naujumas

Nepaisant inovacijy medicinos srityje ir ger¢jancios sveikatos prieziiiros
visame pasaulyje, UIP daznis kiekvienais metais vis auga. Tai lemia senéjanti
visuomene, didéjantis létiniy ligy pasireiSkimo daznio augimas. Dazniau-
siomis UIP pasireiskimo prieZzastimis ligoninése yra jvardijama sumaZz&jusi
inksty perfuzija, septinis Sokas, kontrastiniy medziagy naudojimas, nefrotok-
siniy vaisty vartojimas, didelés chirurginés intervencijos ir kt. [5, 6, 53-55].
Nors supratimas ir Zinios apie UIP rizikos veiksnius, ligos prieZastis ir patofi-
ziologija pleciasi, geréja UIP diagnostika, prevencijos ir gydymo galimybiy
vis dar triikksta [56].

Naujausi irodymai rodo, kad mezenchiminés kamieninés Iastelés naudin-
gos inksty regeneracijai, dél iSskiriamy parakrininiy faktoriy ir ekstralgste-
liniy piisleliy i recipiento inksty lasteles. D¢l Siy savybiy jos laikomos per-
chiminiy kamieniniy lasteliy terapija teigiamai veikia inksty regeneracija per
jvairius mechanizmus, sukeldama prieSuzdegiminj, antiapoptotinj, oksidacinj
stresg slopinantj, antifibrotinj, imunomoduliacinj ir proangiogeninj poveikj
inksty audiniams [58].

Vienas i§ neatsakyty klausimy susijusiy su mezenchiminiy kamieniniy
Igsteliy terapijos taikymu UIP gydymui yra tinkamiausio Igsteliy Saltinio
pasirinkimas. Mezenchiminés kamieninés lgstelés gali buti i$skirtos i§ tokiy
audiniy kaip kauly Ciulpai, riebalai, griau¢iy skersaruoziai raumenys, perios-
teumas, virkstelés kraujas [12-22]. Raumeninés kilmés kamieninés pirmta-
kinés lastelés iSskirtos 1§ griauciy skersaruoziy raumeny yra multipotentinés,
pasizymi ilgai iSliekanciu proliferacijos potencialu, dideliu atsinaujinimo
pajégumu ir skatina endogeninj audiniy atsistatyma, iSskirdamos trofinius
veiksnius. I§ griau¢iy raumeny isskirtos Igstelés buvo panaudotos tokiy audi-
cijai [43, 59-62]. Sis lasteliy tipas atitinka daugelj Tarptautinés lasteliy
terapijos draugijos keliamy reikalavimy multipotentinéms mezenchiminéms
kamieninéms lasteléms, todél jis pasirinktas Siam tyrimui [63].

Pirmajame in vitro tyrimy etape siekéme iSskirti, kultivuoti ir i§samiai
charakterizuoti raumeninés kilmeés kamienines pirmtakines Igsteles bei paly-
ginti jas su kauly ¢iulpy mezenchiminémis kamieninémis lastelémis, atsizvel-
giant | jy morfologija, proliferacijos potenciala, pavirSiaus Zymeny fenotipa,
geny ekspresijg ir multipotentiSkuma. Kadangi kauly ¢iulpy mezenchimines
kamieninés lgstelés iki Siol buvo bene placiausiai taikyta kamieniniy lgsteliy
terapija UIP ikiklinikiniuose tyrimuose, sickéme nustatyti, ar misy pasirink-
tos raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés galéty buti tinkama
alternatyva UIP gydymui remiantis $iy Igsteliy savybémis.
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Antrajame in vivo tyrimy etape siekéme iSsiaiskinti raumeninés kilmés
kamieniniy pirmtakiniy lasteliy terapijos poveikj pazeisto inksto regenera-
cijai po gentamicino sukelto iminio inksty pazeidimo. Nors i§ griauciy sker-
saruoziy raumeny i$skirty kamieniniy lasteliy terapija placiai tyrinéta ekspe-
rimentiniuose tyrimuose, taciau iki Siol raumeninés kilmés kamieninés pirm-
takings Igstelés nebuvo panaudotos iminio inksty pazeidimo gydymui.

Tre¢iajame in vivo tyrimy etape nor¢jome palyginti raumeninés kilmés
kamieniniy pirmtakiniy Igsteliy ir kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy terapijos efektyvumo skirtumus timinio inksty pazeidimo modelyje,
bei jvertinti ir palyginti $iy lasteliy citokinetikos ypatumus.

Misy ziniomis, mes buvome pirmoji mokslininky grupé jrodziusi, kad
raumenings kilmés kamieninés pirmtakings Iastelés yra alternatyvus mezen-
chiminiy kamieniniy lasteliy Saltinis Giminio inksty paZeidimo gydymui,
turintis keletg pranaSumy, lyginant su kauly ¢iulpy kamieninémis lastelémis,
iskaitant skeleto raumeny audinio gausg ir priecinamumg lgsteliy iSskyrimui,
palyginti lengvus lasteliy izoliavimo ir padauginimo biidus ir, svarbiausia,
didesn;j proliferacijos greitj, leidziantj gauti reikiamg lasteliy kiekj per trum-
pesni laika [64, 65].
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Uminis inksty paZeidimas

Umings inksty ligos ir sutrikimai (UIL) apima inksty funkcijos ir strukti-
ros sutrikimus, trunkané¢ius maZiau nei 3 ménesius. UIP apibréZiamas kaip
UIL pogrupis, kuris dél jvairiy prieZas¢iy i$sivysto per septynias dienas [66].
UIP — tai grjztamasis polietiologinis klinikinis sindromas, pasireikiantis
staigiu svarbiausiy inksty funkcijy sutrikimu ir charakterizuojamas padidéju-
sia kreatinino ir azotiniy medziagy koncentracija kraujyje bei inksty negebé-
jimu reguliuoti skysCiy ir elektrolity homeostazg. Dél hipoksiniy salygy,
dideliy metabolizmo poreikiy, dazno toksiniy medziagy poveikio, inkstai
patiria nuolating padidéjusig rizikg susirgti UIP.

Ankscéiau UIP vadintas Giminiu inksty nepakankamumu, ta¢iau po dauge-
lio i§samiy patofiziologiniy tyrimy nustatyta, kad iSeminiai ir hipoksiniai
procesai inkstuose atsiranda gerokai anksciau nei kraujyje padidéja kreatini-
no koncentracija [67]. Pasireiskus UIP aktyvuojama renino-angiotenzino-
aldosterono sistema, inksty simpatiné nervy sistema, kanaléliy-glomeruly
atgalinis rysys. Sie kraujotakos poky¢iai sukelia inksty kraujagysliy susiauré-
jimg ir padidina arginino vazopresino i$siskyrima, kuris sukelia vandens
susilaikyma organizme.

UIP yra apibiidinamas kaip dminé kanaléliy nekrozé, inksty funkcijos
sutrikimas, metaboliniy produkty kaupimasis organizme, galintis sukelti
rimtas komplikacijas ir kity gyvybiskai svarbiy organy nepakankamuma [68].
Kaip minéta, dél UIP sutrinka organizmo homeostaze, paros diurezé suma-
z¢ja iki maziau nei 0,5 ml/kg/val. per bent SeSias valandas. Organizme ima
kauptis azotinés medziagos, kreatinino koncentracija kraujo serume padidéja
daugiau nei 1,5 karto, sutrinka vandens, elektrolity, rigsc¢iy ir Sarmy pusiau-
svyra, pasireiSkia imi ureming¢ intoksikacija.

2012 m. tarptautiné inksty ligy eksperty grupé¢ KDIGO (angl. Kidney
Disease: Improving Global Outcomes) paskelbé timinio inksty pazeidimo
klasifikacijos ir gydymo gaires [69]. Gairés buvo parengtos remiantis jrody-
mais, gautais iki 2011 m. vasario mén. Nuo tada atsirado naujy irodymuy,
kurie turi svarbiy pasekmiy klinikinei UIP diagnostikai ir gydymo strate-
gijoms. 2019 m. balandZio mén. KDIGO surengé konferencija ,,Umus inksty
pazeidimas®, kurios tikslai buvo nustatyti geriausig praktikg ir neaiSkumus,
susijusius su UIP gydymu, perzitiréti pagrinding aktualig literatiirg, paskelbta
nuo 2012 m. KDIGO UIP gairiy, spresti nuolatinius gindytinus klausimus,
nustatyti naujas temas ar problemas, kurios turi biiti perzitirétos kitai KDIGO
UIP gairiy redakcijai ir apibudinti tyrimus, reikalingus UIP valdymui tobu-
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linti. Konferencijos iSvados buvo publikuotos ir patikslinta tminio inksty
pazeidimo, 1étinés inksty ligos ir Giminiy inksty ligy klasifikacija, pateikta
1.1.1 lenteléje [66].

1.1.1 lentelé. Uminio inksty pazeidimo, létinés inksty ligos ir iimines inksty
ligos klasifikacija [66]

Buklé Funkciniai kriterijai Stru!(tul."l fiat
kriterijai
Norma Glomeruly filtracijos greitis > 60 ml/min. 1,73 m?, Jokiy kriterijy
stabilus kreatinino kiekis kraujyje be UIP, LIL ar UIL
Uminis Kreatinino padidéjimas kraujo serume > 50 proc. per Jokiy kriterijy
inksty 7 dienas
pazeidimas ARBA
Kreatinino padidé¢jimas kraujo serume > 0,3 mg/dl
(=26,5 umol/l) per 48 valandas,
ARBA
Oligurija
Uminé Uminis inksty pazeidimas Inksty pazeidimas
inksty liga ARBA <3 mén.
Glomeruly filtracijos greitis < 60 ml/min. 1,73 m?
<3 mén.
ARBA
Glomeruly filtracijos greicio sumazéjimas > 35 proc.
arba kreatinino padidéjimas kraujo serume > 50 proc.,
kai < 3 mén.
Létiné Glomeruly filtracijos greitis < 60 ml/min. 1,73 m? Inksty pazeidimas
inksty liga | > 3 mén. >3 mén.

Literatiiroje UIP apibréZimas biina grindZiamas arba anksciau apibréZtais
rizikos, inksty pazeidimo, nepakankamumo, praradimo, galutinés stadijos
inksty ligos kriterijais (angl. RIFLE — Risk, Injury, Failure, Loss of kidney
function, and End-stage kidney disease) arba iminio inksty pazeidimo tinklo
kriterijais (angl. AKIN — Acute Kidney Injury Network) [70-73].

1.1.1. Uminio inksty paZeidimo epidemiologija ir rizikos veiksniai

UIP yra daznas ir grésmingas sveikatos sutrikimas. UIP taip pat yra viena
dazniausiai pasireiskian¢iy ir viena dazniausiai mirtj sukelian¢iy nepagei-
daujamy reakcijy i vaistus. UIP daznai lydi sunkios Sirdies ir kraujagysliy,
kvépavimo, virSkinimo, nervy sistemos komplikacijos, infekcijos. Literatiiros
duomenimis visuomeng¢je jgytas UIP pasireiSkia 1-3 proc. bendrosios popu-
liacijos [74, 75], ligoninéje jgytas UIP yra nustatomas 5-30 proc. hospitali-
zuoty pacienty [1, 74, 76]. Tuo tarpu pacientams, gydomiems intensyvios
terapijos skyriuose, UIP daznis yra dar didesnis, priklauso nuo 3alies ir gydy-
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mo jstaigos bei, kai kuriy autoriy duomenimis, gali sudaryti net du tre¢dalius
intensyviosios terapijos pacienty [6, 53, 54].

UIP pasireiSkimo atvejy skaicius visame pasaulyje auga dél didéjancio
létiniy ligy tokiy kaip diabetas ar Sirdies bei kraujagysliy ligos, paplitimo
didéjimo, didéjancio kontrastiniy medziagy naudojimo medicinoje, ilgéjan-
ios gyvenimo trukmés. DaZniausios ligoninése pasireiskian¢io UIP prie-
zastys — sumazéjusi inksty perfuzija, septinis Sokas, kontrastiniy medziagy
naudojimas, nefrotoksiniy vaisty vartojimas, didelés chirurginés interven-
cijos ir kt. [5, 6, 53-55].

UIP pasireiskimo daznio didéjimas taip pat stebimas ir Lietuvoje. Re-
miantis Skarupskienés I. ef al. Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligo-
ninéje Kauno klinikose atlikto tyrimo duomenimis, UIP pasireiskimo daznis
per 12 mety iSaugo beveik keturis kartus [5]. UIP pasireiskimas buvo
statistiSkai reikSmingai didesnis tarp vyry ir vyresnio amziaus pacienty. Per
12 mety ligoninéje diagnozuoty UIP atvejy beveik pusé pacienty (44 proc.)
miré, o maziau nei deSimtadalis (8,1 proc.) liko priklausomi nuo dializes.

MirStamumo rodikliai nuo UIP skirtingy autoriy duomenimis gali
svyruoti tarp 10 ir 65 proc. [2-8]. Kaip ir UIP pasireiskimo, taip ir mirSta-
mumo rodikliai yra didesni pacientams, gydomiems intensyvios terapijos
skyriuose. Remiantis ankstesniy studijy rezultatais, tokiems pacientams
mirties rizika dél UIP yra 3-5 kartus didesné nei hospitalizuotiems pacien-
tams, kuriems nereikalinga intensyvi terapija [53, 74]. Pagrindiniai mirSta-
mumo rizikos veiksniai — septinis ir kardiogeninis Sokas, tre¢ioji UIP stadija,
hepatorenalinis sindromas, vazopresoriy skyrimas, mechanin¢ ventiliacija,
vyresnis amzius ir kt. [5, 6, 53, 77].

1.1.2. Uminis inksty paZeidimas ir pakaitiné inksty terapija

UIP iSgyvenusiems pacientams galimos baigtys yra visiskas inksty
funkcijos atsistatymas, dalinis inksty funkcijos atsistatymas arba létin¢ inksty
liga (LIL), kuriai kontroliuoti reikalinga pakaitin¢ inksty terapija (dializes ir
(ar) inksty transplantacijos). Kadangi S§iuo metu néra jokiy specifiniy
efektyviy vaisty ar kity priemoniy UIP gydymui, pakaitiné inksty terapija yra
pagrindinis taikomas gydymo metodas arba palaikomoji terapija [54]. Pa-
kaitin¢ inksty terapija yra taikoma 5-15 proc. pacienty gydomy intensy-
viosios terapijos skyriuose, o tokiy pacienty mirStamumas gali siekti 40—
60 proc. [53, 78, 79]. Taip pat §i terapija yra susijusi su labai daznu nepagei-
daujamy reakcijy, tokiy kaip hipotenzija, hipotermija, aritmijos, anemija,
trombocitopenija, pasireiskimu [80].

Nors technologijos spar€iai tobul¢ja ir pasiekta reikSmingy teigiamy
poky¢iy taikant pakaiting inksty terapijg kritinés buklés pacientams, kuriems
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pasireiské UIP, iSlieka keletas svarbiy neiSspresty problemy, susijusiy su Sia
terapija. Reikalingi tolimesni tyrimai siekiant optimizuoti pakaitinés inksty
terapijos intensyvuma, parinkti tinkamiausig Sios terapijos buidg (nenutriiks-
tama, pertraukiama, ilgalaiké maZzo efektyvumo dializé¢) atsizvelgiant j
paciento charakteristikas, tiksliai apibrézti kriterijus, kada ja reikia pradéti ir
kada nutraukti [54, 79].

Svarbu paminéti, kad dializé tik palaiko paciento gyvybines funkcijas,
taciau nepasSalina inksty nepakankamumo ir pazeidimo priezasCiy. Inksty
transplantacija taip pat iSsprendzia problema tik i§ dalies, kadangi pacientai
operacijos laukia 2—3 metus, po operacijos yra transplanto atmetimo rizika,
pacientas po transplantacijos visg gyvenimag privalo vartoti imunosupresan-
tus. Siuo metu pakaitiné inksty terapija yra vienintelis gydymo pasirinkimas
pacientams, sergantiems LIL, tod¢l ieSkoma naujy budy $iai rimtai sveikatos
problemai spresti.

1.2. Morfologiniai poky¢iai ir inksty regeneraciniai procesai
po iminio inksty paZeidimo

UIP pasireiskes dél iSeminiy ir toksiniy veiksniy organizme sukelia
inksty disfunkcijg ir epiteliniy kanaléliy Iasteliy praradima. Po inksty pazei-
dimo atsiranda struktiiriniai ir biocheminiai poky¢iai, kurie sukelia vazokon-
strikcija, kanaléliy lasteliy atsiskyrima ir kanaléliy obstrukcijg. Morfologiniai
inksty pokyciai, kurie atsiranda dél inksty paZzeidimo, yra apibtidinami kaip
lasteliy poliskumo ir citoskeleto vientisumo praradimas, Sepetinio krasto
praradimas, epitelio Iasteliy barjero suirimas ir tvirtyjy jungciy sunykimas,
kuris véliau sukelia kanaléliy lasteliy apoptoze ir (arba) nekrozg [81, 82].

Inkstai pasizymi ypa¢ didelémis regeneracinémis galimybémis, kurios
yra zinomos jau daugiau kaip 60 mety ir Siuvo metu inksty regeneracija
pagrinde yra siejama su inkstuose nuolat esan¢iomis pirmtakémis lastelémis.
Sios suaugusio organizmo inksty pirmtakinés lastelés (angl. adult renal
progenitor cells — ARPCs) yra ypa¢ svarbios normaliai inksty lasteliy
apykaitai ir ciklui, bei pazeisto inksto regeneraciniams procesams [83, 84].

Kitas svarbus inksty atsistatymo po pazeidimo veiksnys yra autokrini-
niai, parakrininiai ir (ar) endokrininiai augimo veiksniai. Jie skatina inksty
lasteliy proliferacija ir diferenciacija, todél yra biitini inksty regeneracijai po
iSeminio ar toksinio pazeidimo. Inksty kamieninés Iastelés ir augimo veiks-
niai, dalyvaujantys inksty atkiirime, toliau bus detaliai aptarti 2.2.1 ir 2.2.2
skyriuose.
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1.2.1. Inksty pirmtakiniy lasteliy taikymas inksty regeneracijai
eksperimentiniuose ikiklinikiniuose tyrimuose

Kaip minéta, suaugusio organizmo inksty pirmtakinés lastelés, yra nuolat
esancios inksty audiniuose. Tai jrodo eksperimentai in vitro, kuriy metu
suaugusio organizmo inksty pirmtakinés lastelés buvo s¢kmingai iSskirtos 1§
inksty audiniy [85-88]. Suaugusio organizmo inksty pirmtakinés lastelés,
i8skirtos 1§ skirtingy inksto segmenty pasiZymi labai panaSiomis bendra
biologine savybiy raiska. Sios pirmtakinés Igstelés yra charakterizuojamos
pagal tokius Zzymenis kaip CD24 (kar$¢iui atsparus antigenas), CDI133
(promininas-1), transkripcijos veiksnys Pax2. Nustatyta, kad suaugusio orga-
nizmo inksty pirmtakinés lastelés taip pat pasizymi mezenchiminiy kamie-
niniy lgsteliy Zymeny tokiy kaip CD29 (integrinas -1), CD90 (Thy-1), CD44
(Iasteliy adhezijos molekul¢), CD73 (5'-nukleotidaze) raisSka bei neigiama
hematopoetiniy kamieniniy lasteliy Zymeny CD34 (hematopoetiniy lgsteliy
pirmtakiy antigenas) ir CD45 (baltymy tirozino fosfatas) raiska [85, 89].

Suaugusio organizmo inksty pirmtakinés Iasteles turi gebéjimg diferenci-
juotis i skirtingas lasteliy linijas, tokias kaip inksty kanaléliy epitelio Igstelés,
osteogeningés lgstelés, adipocitai, bei pasizymi gebé¢jimu pakeisti paZeistas
audiniy lasteles [85, 89]. Nepaisant $iy suaugusio organizmo inksty pirmta-
kiniy lasteliy savybiy, jy veikimo mechanizmas inksty regeneracijos proce-
suose iSlieka diskutuotinas ir iki Siol néra iSsiaiskinta, ar inksty atsistatymas
vyksta dél $iy lasteliy diferenciacijos, ar teigiamas efektas pasiekiamas deél
parakrininio poveikio, kurj sukelia kamieninés lastelés.

Eksperimentiniy tyrimy rezultatai pademonstravo inksty pirmtakiniy
lasteliy (angl. renal progenitor-like cells) ir inksty kamieniniy pirmtakiniy
lasteliy (angl. renal stem/progenitor cells) teigiama poveiki inksty regene-
racijai [85, 90]. Kaip galimus suaugusio organizmo inksty pirmtakiniy laste-
liy veikimo mechanizmus mokslininkai nurodo atsparumg apoptotiniams dir-
gikliams, sustipréjusj normaliy angiogenezés procesy iSsaugojima, inkorpo-
racija ] pazeistus inksto audinius ir diferenciacijg i kanaléliy epitelio Iasteles.
Sie anks¢iau paminéti poveikiai lemia inksto infarkto zonos sumazéjima,
mazesnj nekrotinj pazeidima, mazesn¢ audiniy fibroze bei kreatinino ir §la-
palo azoto koncentracijos kraujo plazmoje maz¢jima, kas lemia ilgesnj ekspe-
rimentiniy gyviny i§gyvenamumg ir mazesnj mirStamumo daznj po pazei-
dimo [85, 90].

Alternatyvus regeneracijos kelias yra kamieniniy lasteliy, kilusiy ne i§
inksty audiniy, migracija ir inkorporacija j paZeistus audinius. Vienus i$ pir-
muyjy jrodymy, kad atsistatymas gali buiti nulemtas iSoriniy, t. y. ne inkstuose
reziduojanciy kamieniniy lgsteliy, publikavo Gupta S. et al. (2002 m.) [91].
Analogiskus rezultatus paskelbé ir kitos mokslininky grupés [92, 93], taciau
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tiksli iSoriniy kamieniniy lgsteliy migracijos ir inkorporavimosi pazeidimo
vietoje jtaka inksto regeneracijai iSlieka diskutuotina [94-96].

1.2.2. Autokrininiai, parakrininiai ir endokrininiai augimo
veiksniai

Tarp galimy inksty regeneracijos veikimo mechanizmy jvardijama ir
padidéjusi inksty kanaléliy trofiniy veiksniy gamyba. Kaip minéta anksciau,
autokrininiai, parakrininiai ir endokrininiai augimo veiksniai skatina lasteliy
proliferacijg ir diferenciacija, todé¢l atlieka svarby vaidmen] inksty regenera-
ciniuose procesuose po iSeminio ar toksinio inksty pazeidimo. Tarp tokiy
citokiny, chemokiny ir mediatoriy jvardijami epiderminis augimo veiksnys
(angl. epidermal growth factor — EGF), hepatocitinis augimo veiksnys (angl.
hepatocyte growth factor — HGF), fibroblastinis augimo veiksnys 2 (angl.
fibroblast growth factor 2 — FGF?2), interleukinas-22 (IL-22), ekstralastelinio
signalo regulivojama kinaz¢ (angl. extracellular signal-regulated kinase), ir
kiti [97-101].

1.3. Mezenchiminés kamieninés 1astelés

Mezenchiminés kamieninés lastelés (angl. mesenchymal stem cells —
MSCs), taip pat zinomos kaip mezenchiminés stromos lastelés (angl. mesen-
chymal stromal cells) — tai lasteliy linija, kilusi i§ mezodermos gemalinio
sluoksnio. Sios nediferencijuotos suaugusio organizmo lastelés pasizymi
gebéjimu atsinaujinti, dideliu proliferacijos potencialu, multipotentiskumu,
tai yra gebéjimu diferencijuotis j skirtingas lasteliy linijas [11, 102]. Sios
multipotentinés kamieninés lgstelés yra placiai pasklidusios visame orga-
nizme ir gali biiti lengvai iSskiriamos i§ skirtingy audiniy, tokiy kaip kauly
Ciulpai, riebalai, griauciy skersaruoziai raumenys, periosteumas, virkstelés
kraujas [12-22].

Mezenchiminés kamieninés Igstelés geba diferencijuotis mezenchiminiu
ir ne mezenchiminiu biidu ir virsti j riebalines, kremzlés, kaulo, skersaruoziy
griauciy ir lygiyjy raumeny, Sirdies raumens, inksty, nervinio audinio Igsteles
[14,18-21, 23,24, 103, 104]. Mezenchiminés kamieninés Igstelés yra placiai
naudojamos eksperimentiniuose tyrimuose dél jau minéty palankiy charak-
teristiky (salyginai lengvas iSskyrimas, multipotentiSkumas, didelis prolife-
racijos potencialas ir kt.), galimybés panaudoti jas taikant tiek autologine, tiek
alogening kamieniniy lasteliy terapija bei daug zadanciy atradimy regenera-
cin¢je medicinoje.

19



1.3.1. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy veikimo mechanizmas
regeneraciniuose procesuose po iminio inksty paZeidimo

Daugelis anksciau publikuoty moksliniy tyrimy pademonstravo, kad
mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy veikimo mechanizmas, dél kurio pasie-
kiamas funkcinis ir morfologinis inksty atsistatymas po paZeidimo, apima
apsaugg nuo lasteliy apoptozés, padidéjusig augimo veiksniy gamyba, oksi-
dacinio streso ir uzdegiminiy procesy slopinima [28, 30, 31, 33, 34, 37, 105—
109]. Nustatyta, kad inksty kanaléliy Igsteliy proliferacijos padid¢jimas yra
veikiamas per endokrininj ir (ar) parakrininj kelia, dalyvaujant inksto pirm-
takéms lgsteléms. Taip pat endokrininiu ir (ar) parakrininiu keliu gali vykti
esamy diferencijuoty inksty audiniy lgsteliy dediferenciacija, proliferacija ir
rediferenciacija [110].

Skirtingos mokslininky grupés taip pat pademonstravo, kad galima
tiesioginé mezenchiminiy kamieniniy lasteliy inkorporacija j paZeistus inksto
audinius ir diferenciacija j inksty Iasteles [35, 110]. Tac¢iau svarbu paminéti,
kad nustatytas diferencijavusiy lasteliy skai¢ius inksto audiniuose buvo gana
mazas, dél to iki Siol diskutuojama, ar tiesioginis inkorporavimasis j inkstg ir
diferenciacija | specifines inksto lasteles gali biiti laikomas pagrindiniu
mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy veikimo mechanizmu.

Tikétina, kad mezenchiminiy kamieniniy lasteliy veikimo mechanizmas
yra sudétingas ir apima kelis poveikio mechanizmus. Westenfelder C. ir
Togel F. E. detaliai apra$¢ §j procesa. Mezenchiminés kamieninés lgstelés
migruoja ir prasiskverbia j inksto audinj, patenka j inksto pazeidimo vietg ir
laikinai prisitvirtina prie glomeruly ir prie i§ glomeruly iSeinanciy kapiliary.
Sekretuojami augimo veiksniai ir citokinai patenka j pazeistus proksimalinius
inksty kanalélius vykstant filtracijai per glomeruly pamating membrang. Sie
augimo veiksniai taip pat patenka j i§ glomeruly iSeinancius kapiliarus ir
pasiekia proksimaliniy inksty kanaléliy Igsteles i§ bazolateralinés pusés.
Gyvybingose kanaléliy lastelése aktyvuojama augimo veiksniy receptoriy
raiSka. Prikibusios mezenchiminés kamieninés lastelés veikia per parakrininj
mechanizma, jy taikinys yra glomeruly, smulkiyjy kraujagysliy endotelio ir
uzdegimings lastelés. RySiai tarp mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy ir greti-
my inksty lasteliy bei uzdegiminiy lasteliy sukelia teigiamus geny ekspresijos
poky¢ius, kurie slopina lasteliy apoptoze ir uzdegiminius procesus [111].

1.3.2. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy taikymas iminio
inksty paZeidimo gydymui ikiklinikiniuose tyrimuose

Kaip aptarta anks¢iau, UIP pasireiskimas sukelia didelj pavojy zmogaus
gyvybinéms funkcijoms ir gali baigtis mirtimi ar proceso peré¢jimu j LIL,
todél nuolat ieSkoma naujy, inovatyviy biidy ir metody UIP gydymui ir LIL
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prevencijai. Per pastaruosius deSimtmecius, vis did¢jantis mokslininky déme-
sys tenka kamieniniy lgsteliy terapijai, kuri galéty tapti efektyvia UIP gydy-
mo strategija.

Mezenchiminés kamieninés lastelés yra vienas labiausiai tyrinéjamy
Igsteliy tipy, kaip potenciali terapija UIP gydymui eksperimentinése studijose
in vivo. Toks didelis susidoméjimas mezenchiminiy Igsteliy linijomis gali
biiti paaisSkinamas tuo, kad kaip ir inkstai, jos yra kile i§ mezodermos gema-
linio lapelio.

Ankstesni tyrimai pademonstravo i$ kauly ¢iulpy [26-28, 33—-37], riebaly
[29, 105-107, 112-115] ir virkstelés kraujo [108, 109, 116-119] isskirty
mezenchiminiy kamieniniy lIgsteliy efektyvumg UIP gydymui jvairiuose
eksperimentiniy gyviiny modeliuose in vivo. UIP buvo sukeliamas naudojant
nefrotoksikantus, tokius kaip gentamicinas, cisplatina, folio rugstis, taip pat
taikant iSemijos-reperfuzijos, rabdomiolizés, nudegimo ar sepsio sukelto UIP
modelius. 1.3.2.1 lentel¢je pateikiama Siy eksperimentiniy tyrimy apzvalga.

1.3.2.1 lentelé. Mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy taikymas iminio inksty
pazeidimo gydymui skirtinguose gyviiny modeliuose

Modelis Gyviiny Sialomas veikimo Saltinis
rusis/linija mechanizmas
Kauly Ciulpy mezenchiminés kamieninés lgstelés
Gentamicino Wistar ziurkés Parakrininis poveikis greiciausiai |Reis LA et al.,
sukeltas UIP pasireiskiantis per RNR, kurias 2012 [33]
pernesa mikrovezikulés
Cisplatinos Sprague-Dawley | Lasteliy apoptozés inhibavimas | Qi S et al.,
sukeltas UIP ziurkés 2013 [34]
ISemijos- Albino ziurkés Migracija j pazeistg audinj ir Sadek EM et al.,
reperfuzijos diferenciacija 2013 [35]
sukeltas UIP
Rabdomiolizes | C57BL/6 pelés Parakrininis apsauginis poveikis, |Ni W et al.,
sukeltas UIP sumazejusi su uzdegimu susijusiy | 2021 [37]
molekuliy raiska
Sepsio sukeltas | C57BL/6 peles Apsauginis poveikis per Gal-9/  |Luo C et al.,
UIP Tim-3 parakrininj kelig 2023 [36]
Sepsio sukeltas | Sprague-Dawley | Mitofagijos skatinimas, apopto- | Guo J et al.,
UIP ziurkes z¢€s ir piroptozes slopinimas 2021 [38]
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1.3.2.1 lentelés tesinys

Modelis Gyviiny Siulomas veikimo Saltinis
rusis/linija mechanizmas
Riebalinés kilmés mezenchiminés kamieninés lgstelés
Cisplatinos Sprague-Dawley | Antiapoptotinis poveikis Yao Wetal.,
sukeltas UIP ziurkés 2015 [112]
Folio rugSties | FVB peles Uzdegimo moduliavimas ir laste- | Burgos-Silva M
sukeltas UIP liy ciklo reguliavimas etal.,2015[105]
Cisplatinos Sprague-Dawley | Oksidacinio streso ir uzdegiminiy | Chen YT et al.,
sukeltas UIP ziurkes reakcijy supresija 2011 [106]
Cisplatinos Sprague-Dawley | Parakrininis apsauginis poveikis, |Kim JH et al.,
sukeltas UIP ziurkes antiapoptotinis poveikis, sumazé- (2012 [107]
jusi su uzdegimu susijusiy mole-
kuliy raiska
ISemijos- Sprague-Dawley | Inksty lasteliy apoptozés slopini- | Zhang JB et al.,
reperfuzijos ziurkes mas, uzdegiminiy reakcijy supre- 2017 [115]
sukeltas UIP sija
ISemijos- Sprague-Dawley | Oksidacinio streso ir uzdegiminiy | Sheashaa H
reperfuzijos ziurkés reakcijy supresija etal,2016[120]
sukeltas UIP
Virkstelés kraujo mezenchiminés kamieninés lgstelés
ISemijos- C57BL/6 pelés Humoralinis poveikis, padidé¢jusi |Jang HR et al.,
reperfuzijos VEGF sekrecija 2014 [108]
sukeltas UIP
Nudegimo Ziurkés Inksty lasteliy apoptozés slopi- LuGetal.,
sukeltas UIP nimas 2013 [109]
Cisplatinos Imunodeficitinés | Pazeisty inksty kanaléliy lasteliy | Perico L et al.,
sukeltas UIP NOD/SCID pelés | metabolinis perprogramavimas 2017 [117]
ISemijos- Wistar ziurkés Oksidacinio streso supresija Fahmy SR et al.,
reperfuzijos 2017 [118]
sukeltas UIP

Kai kurios studijos nepatvirtino teigiamo mezenchiminiy kamieniniy
Iasteliy poveikio inksty regeneracijai po UIP [110, 121]. Sie priestaringi
duomenys néra netikéti, kadangi tokie rezultatai gal¢jo biiti gauti dél netiks-
laus lgsteliy kultturos identifikavimo, charakterizavimo ar netinkamos dozés
parinkimo.
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1.3.3. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy taikymas iminio
inksty paZeidimo gydymui klinikiniuose tyrimuose

Nepaisant ikiklinikiniy tyrimy metu gauty tvirty jrodymy dél mezenchi-
miniy kamieniniy lgsteliy terapinio poveikio gydant UIP, iki $iol yra atlickami
ar jau atlikta nedaug I ir II fazés klinikiniy tyrimy [122—124]. ClinicalTrials.gov
tyrimai yra orientuoti j UIP gydymg ir daugiausia démesio skiria kamieniniy
lasteliy terapijos saugumui ir veiksmingumui jvertinti po $irdies operacijy,
veziu ir COVID-19 sergantiems pacientams bei asmenims, kuriems atliekama
nuolatiné pakaitin¢ inksty terapija. 1.3.3.1 lenteléje pateikiama klinikiniy
tyrimy, vertinan¢iy kamieniniy Igsteliy terapijos veiksmingumg gydant UIP,
apzvalga.

1.3.3.1 lentelé. Mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy taikymas aminio inksty
pazeidimo gydymui klinikiniuose tyrimuose

K.lmlklﬁlo tyrimo . Tyrimo pavadinimas Indikacija

registracijos numeris

NCT00733876 Alogeniniy multipotentiniy stromos Iasteliy terapi- | Umi inksty
ja iminiam inksty pazeidimui po Sirdies operacijos | kanaléliy

nekrozé

NCT01275612 Mezenchiminés kamieninés lastelés esant cisplati- | Solidinis
nos sukeltam timiniam inksty nepakankamumui vézys, UIP
pacientams, sergantiems solidiniy organy véziu

NCT01602328 Tyrimas, skirtas jvertinti AC607 saugumg ir veiks- | UIP
minguma gydant inksty pazeidima pacientams,
kuriems atlikta Sirdies operacija

NCT03015623 Lasteliy terapijos tyrimas pacientams, sergantiems | UIP
iminiu inksty pazeidimu, kuriems taikoma nuola-
tiné pakaitiné inksty terapija

NCT04445220 Lasteliy terapijos tyrimas COVID-19 pacientams, |COVID-19,
sergantiems iminiu inksty pazeidimu ir kuriems UIP
taikoma pakaitiné inksty terapija

NCT04194671 Klinikinis mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy tera- | UTP
pijos tyrimas gydant sunky timinj inksty pazeidima

1.4. Raumeninés lastelés

Griauciy skersaruoziai raumenys sudaro 40—50 proc. suaugusio Zzmogaus

organizmo kiino masés ir yra svarbus Saltinis siekiant iSskirti skirtingy tipy
raumenings kilmeés lgsteliy linijas. Kiidikiy raumeny augimas po gimimo ir
suaugusiyjy griauciy skersaruoziy raumeny regeneracinis potencialas dau-
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giausia siejamas su satelitinemis lastelémis, dar kitaip vadinamomis raume-
ninémis lgstelémis arba raumeny pirmtakinémis lgstelémis [125-127].

Raumeniniame audinyje esancios $ios lastelés pasizymi multipoten-
tiSkumu ir geba diferencijuotis j skirtingas Igsteliy linijas, taciau jy pavirSiaus
zymeny fenotipas rodo ribotg diferenciacijg bei priklausomybe raumeny
lasteliy linijai. Svarbu paminéti, kad be satelitiniy lasteliy, kelios kitos kamie-
niniy Igsteliy linijos pasiZzyméjo miogeniSkumo potencialu. Tai tokios papil-
domos lasteliy populiacijos, tokios kaip raumeninés kilmés kamieninés
pirmtakinés Igstelés ir mezangioblastai [128, 129].

Kitas raumeninéms lgsteléms artimas tipas — pericitai. Tai miogeniniai
prekursoriai, kurie skiriasi nuo satelitiniy lgsteliy, nes yra glaudziai susije su
raumeny kapiliary sienelémis [130]. Nepaisant daugelio skirtingy raumeniniy
Igsteliy populiacijy, jy taikymas UIP gydymui labai ribotas — iki Siol jis
minimas tik viename moksliniame straipsnyje [121].

1.4.1. Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés

Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés (angl. skeletal muscle-
derived stem/progenitor cells — MDSPCs) yra mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy linija, galbiit kilusi i3 satelitiniy raumeny lasteliy [59, 60]. Sios
lastelés yra multipotentinés, pasizymi ilgai iSliekanciu proliferacijos poten-
cialu, dideliu atsinaujinimo pajégumu ir sukelia endogeninj audiniy atsistaty-
ma i3skirdamos trofinius veiksnius [43, 59—61]. Sis lasteliy tipas atitinka
daugelj Tarptautinés lasteliy terapijos draugijos (angl. International Society
for Cellular Therapy) kriterijy, skirty multipotentinéms mezenchiminéms
kamieninéms lgsteléms [63]. Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés
lastelés pasizymi CD90 teigiama rai$ka ir mazesne nei 1 proc. CD45 ir CD34
raiSka, geba diferencijuoti osteogenine, chondrogenine ir adipogenine kryp-
timis.

Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy gebéjimas atstatyti
ir regeneruoti daugelj skirtingy audiniy po pazeidimo ar audinius pazei-
skirtos lastelés, iskaitant raumeninés kilmés kamienines pirmtakines lasteles,
buvo panaudotos skirtingy audiniy, tokiy kaip raumenys, kaulai, kremzlés,
biidy tokioms ligoms kaip jvairios raumeny distrofijos, su amziumi susijusios
degeneracinés biuklés, stazinis Sirdies nepakankamumas, Slapimo pislés
disfunkcija [43, 59-62].
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Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakings lastelés taip pat buvo panau-
dotos kaip geny neSikliai tokiems augimo veiksniams kaip BMP2, BMP4,
VEGF [62]. Svarbu paminéti ir tai, kad raumeninés kilmés kamieninés pirm-
takinés lastelés dalyvauja audiniy regeneracijoje ne tik per diferenciacijg i
specifiniy Igsteliy tipus. Nustatyta, kad §i Igsteliy populiacija skatina endo-
geninj audiniy atsistatyma per parakrininj mechanizma, iSskirdama angio-
trofinius, neurotrofinius ir kitus augimo veiksnius [61].

1.4.2. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy

iSskyrimas

Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy iSskyrimui naudoja-
mos jvairios metodikos, pagristos lasteliy adhezijos, proliferacijos bei pavir-
$iaus zymeny profilio skirtumais. Sie metodai apima gradienty frakcionavi-
mg, serijinj kultliry persé¢jima, uzsaldymo-atsildymo metoda, magnetinj rii-
Siavimg ir fluorescencinés aktyviosios lgsteliy riisiavimo technologija (angl.
fluorescence-activated cell sorting — FACS).

Siuo metu vienas dazniausiai naudojamy ir tiksliausiy raumeninés kilmés
kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy i§skyrimo buidy — M. Lavasani et al. sukurta
metodika (angl. pre-plate technique) [13]. Sis i§skyrimo metodas leidzia
atskirti skirtingas raumeniniy lasteliy populiacijas pagal jy adhezijos skirtu-
mus. Paskuting, Sestaja iSskyrimo metu gautg frakcija sudaro létai prie I tipo
kolagenu dengto pavirSiaus prisitvirtinancios lastelés, vadinamos raumeninés
kilmés kamieninémis pirmtakinémis Igstelémis. Si metodika buvo naudojama
lasteliy iSskyrimui Siame darbe, o detaliau aptarta 3.2.1 skyriuje.

1.4.3. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy
privalumai ir juy taikymo galimybés

Kaip minéta anksciau, suaugusio organizmo kamieninés lgstelés buvo
s¢kmingai iSskirtos i§ tokiy audiniy kaip kauly Ciulpai, raumenys, riebalai,
oda, bei kiti audiniai [12-22]. Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés
lastelés pasizymi keliais privalumais palyginti su kitomis suaugusio orga-
nizmo kamieninémis lgstelémis. Visy pirma, griauc¢iy raumeny biopsija yra
pakankamai nesudétinga procedira, palyginti su, pavyzdziui, kauly Ciulpy
biopsija. Nedidelis biopsijos méginys gali uztikrinti pakankama Igsteliy skai-
¢iy gydymui [61]. Funkcionuojancios raumeninés kilmés kamieninés pirmta-
kinés lastelés gali biiti dauginamos tik ex vivo [43]. Si savybé sumazina reika-
lingg raumens biopsijos kiekj ir suteikia galimybe taikyti pacientui lasteliy
terapijg pakartotinai, be poreikio pakartotinai atlikti biopsija.
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Taip pat svarbu paminéti, kad i§ vyresniy organizmy iSskirtos raume-
ninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés, nepaisant sumazéjusio jy rege-
neracinio potencialo, gali biiti atnaujintos ir veikti panaSiai kaip i§ jauny
organizmy iSskirtos lastelés [131]. Tai reiSkia, kad net vyresnio amziaus
pacientai galéty buti tinkamais kandidatais autologinei kamieniniy lasteliy
terapijail.
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2. METODIKA

2.1. Tyrimy etika ir laboratoriniai gyviinai

Eksperimentai su laboratoriniais gyviinais atlikti vadovaujantis Lietuvos
Respublikos gyviiny gerovés ir apsaugos jstatymu (Zin., 1997, Nr. 108-2728;
2012, Nr. 122-6126), Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2010/63/ES
dél mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsaugos, Europos konvencija dél
eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamy stuburiniy gyviiny
apsaugos (Zin., 2007, Nr. 49-1883, Nr. 49-1884) bei ,Mokslo ir mokymo
tikslais naudojamy gyviiny laikymo, priezitiros ir naudojimo reikalavimais*
patvirtintais 2012 m. spalio 31 d. Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos
direktoriaus jsakymu Nr. B1-866.

Prie§ atliekant tyrimus, Vilniaus universitete Gamtos moksly fakultete
Biochemijos institute iSklausytas Neurobiologijos magistro studijy progra-
mos kursas ,,Laboratoriniy gyviiny mokslas“. [gytas FELASA reikalavimus
atitinkantis C kategorijos pazyméjimas darbui su laboratoriniais gyvinais
(pazymejimo Nr. 237, i8duotas 2013 m. vasario 7 d.). Tyrimy procediiroms
atlikti gauti Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimai (leidimo
Nr. 0191 ir Nr. G2-21).

Tyrimams atlikti pasirinktos Wistar veislés Ziurkés. Raumeninés kilmés
kamieniniy pirmtakiniy Igsteliy ir kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy iSskyrimui naudoti 2-3 savaifiy amziaus ziurkiy patinéliai, kuriy
svoris buvo 2040 g. Eksperimentams in vivo naudotos 8—12 savaiciy amziaus
ziurkiy patelés, kuriy svoris buvo 150-250 g.

2.2. Kamieniniy lasteliy iSskyrimas

2.2.1. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy

iSskyrimas

Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy i§skyrimas atliktas
naudojant M. Lavasani metodika [13]. Ziurkés naujagimiui buvo atlickama
eutanazija kaklo slanksteliy dislokacija, paimami dvigalvio (lot. musculus
gastrocnemius) ir plekSninio (lot. musculus soleus) raumeny audinio gabalé-
liai i§ abiejy uzpakaliniy galiiniy, ir perkeliami | sterily mégintuvélj, pripil-
dyta Hanko buferinio druskos tirpalu (angl. Hank’s Buffered Salt Solution;
HBSS; Invitrogen).

Laminare (Esco LA2-4A1, Esco, Jungtiné Karalyst¢) audinio bioptatai
buvo perkeliami j Petri 1¢kstele ir mechaniskai smulkinami steriliais jrankiais.
Susmulkinta raumeny masé buvo perplaunama HBSS tirpalu tris kartus.
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Susmulkintas raumuo buvo perkeliamas | mégintuvelj ir centrifuguojamas
930 x g, 2—-8 °C temperatiiroje, 5 min. (centrifuga Eppendorf 5702R, Eppen-
dorf AG, Vokietija). Po centrifugavimo HBSS tirpalas buvo nusiurbiamas,
lastelés resuspenduojamos HBSS tirpalu ir dar karta centrifuguojamos. Po
trijy praplovimy, lastelés buvo atskiriamos fermentais.

Fermentinis virSkinimas buvo pradedamas 0,2 proc. XI tipo kolagenazés
tirpalu (Sigma-Aldrich), inkubuojama 60 min., po to 2,4 U/ml dispazés tirpa-
lu (Invitrogen), inkubuojama 45 min., galiausiai 0,1 proc. tripsino-EDTA
tirpalu (Invitrogen), inkubuojama 30 min. Po kiekvieno inkubacijos periodo
lasteliy suspensija buvo centrifuguojama 2630 x g 5 min., kambario tempera-
tiroje, nusiurbiamas fermento tirpalas, uzpilamas kitas fermentas ir resu-
spenduojama. Lastelés inkubuotos 37 °C temperatiroje, aplinkos dujy sudé-
tis — 5 proc. CO; ir 95 proc. oro (CO; inkubatorius Esco, CCL-170B-8, Esco,
Jungtiné Karalyst¢).

Po fermentinio vir§kinimo lgsteliy suspensija buvo filtruojama pro sterily
70 um dydzio pory filtrg (Becton Dickinson) ir pers¢jama j pirmaji flakona
(zymima pp1), dengta I tipo verSelio odos kolagenu (Sigma-Aldrich). Laste-
liy kulttra pp1 inkubuota 2 val., supernatantas su neprikibusiomis Igstelémis
pers¢jamas | kitg flakong (zymima pp2) ir inkubuojamas 18 val. Pastaroji
procediira kartota kas 24 val., kol gauta pp6 lasteliy kultiira. ISskirta pp6 las-
teliy kultiirg sudaro 1é¢iausiai prikimbancios raumeninés kilmeés kamieninés
pirmtakinés Igsteles.

Lasteliy proliferacijai buvo naudojama Dulbecco modifikuota Eagle ter-
pé (angl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium; DMEM; Invitrogen) su dideliu
gliukozes kiekiu (4500 mg/l), praturtinta 10 proc. fetalinio jaucio serumu
(angl. Fetal Bovine Serum; FBS; Invitrogen), 10 proc. arklio serumu (angl.
Horse Serum; HS; Invitrogen), 1 proc. antibiotiky tirpalu sudarytu i$
100 U/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino (Invitrogen) ir 0,5 proc. vis-
¢iuko embriono ekstraktu (angl. Chick Embryo Extract; CEE; Accurate
Chemical Co.).

Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy pp6 kultira auginta
9-12 dieny, terpé buvo kei¢iama kas 2—-3 dienas. Lasteliy susiliejimui (angl.
confluence) pasiekus 40-50 proc., lastelés buvo inkubuojamos 2 ml 0,25 proc.
tripsino-EDTA tirpalu 2 min. kambario temperattiroje ir padalijamos j du
naujus flakonus, siekiant nuolat palaikyti reikiamg lasteliy tankj. Terpé buvo
keiciama kas 3 dienas. Pasiekus reikiama lasteliy skaiciy, 1astelés buvo uzsal-
domos po 1 mIn. HBSS ir dimetilsulfoksido tirpale santykiu 1:10 ir latkomos
—80 °C temperatiiroje iki tolimesniy tyrimy.
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2.2.2. Kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy iSskyrimas

Kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy (angl. bone marrow
mesenchymal stem cells — BM-MSCs) i8skyrimas buvo atliekamas pagal M.
Soleimani metodika [16]. Po ziurkés patinélio eutanazijos kaklo slanksteliy
dislokacija buvo atliekamas pjuvis aplink uzpakalines galtines, oda nuimama
traukiant link pédos ir nupjaunama ties ¢iurna. Tuomet atsargiai nupjaunamos
uzpakalinés galiinés, kad nebity pazeistas Slaunikaulis ir neatvertos kauly
Ciulpy ertmés. Galiinés patalpinamos | DMEM terpe praturtintg 1 proc. anti-
biotiky tirpalu (100 U/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino).

Laminare nuo galiiniy kauly paSalinami raumenys ir jungiamasis audi-
nys. Blauzdikauliy ir $launikauliy galai buvo nukerpami prie kauly ciulpy
ertmés galo. Kauly ¢iulpy mezenchiminés kamieninés Iastelés buvo surenka-
mos naudojant 27G adata, pritvirtintg prie 10 ml Svirksto, pripildyto DMEM
terpés, praturtintos 15 proc. FBS tirpalu, 2 mg L-glutamino, 1 proc. antibio-
tiky tirpalu (100 U/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino) bei 3,7 mg/l
NaHCO;. Tuomet kaulo galas buvo nukreipiamas j Petri lékstele, o terpé
perleidziama per kauly Ciulpy ertmes. Procediira kartojama i§ abiejy kaulo
galy tol, kol kauly ¢iulpy ertméje nebelieka rausvos spalvos.

Lasteliy suspensija buvo filtruojama pro 70 pm dydzio pory filtra. Kauly
Ciulpy mezenchiminés kamieninés lastelés buvo s¢jamos | nedengtus flako-
nus, uztikrinant 2,5 x 108 Iasteliy/ml tankj. Lastelés buvo inkubuojamos 37 °C
temperatiiroje, aplinkos dujy sudétis — 5 proc. COz ir 95 proc. oro. Lasteliy
kultiira buvo inkubuojama 18 val. Terpé su neprikibusiomis lastelémis buvo
nusiurbiama, tada uzpilama 1,5 ml SvieZzios terpés ir inkubuojama 8 val. Pa-
staroji procediira buvo kartojama kas 8 val., 72 valandy laikotarpiu. Gauta
kulttira sudaro kauly ¢iulpy kilmés mezenchiminés kamieninés Igsteles.

Kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy kultiira buvo perplau-
nama fosfatiniu buferiniu tirpalu (angl. Phosphate Buffered Saline; PBS;
Sigma-Aldrich), terpé kei¢iama kas 3—4 dienas. Po 2 savaiciy kultiira buvo
perplaunama PBS tirpalu, o Iastelés inkubuojamos 2 ml 0,25 proc. tripsino-
EDTA tirpalu 2 min. kambario temperattiroje, tada padalijamos j 2 naujus
flakonus, siekiant palaikyti reikiamg tankj. Terpé keiciama kas 3 dienas.
Paprastai lgsteliy pasazas atlickamas kas 7 dienas. Pasiekus reikiama lasteliy
skaiciy, lastelés buvo uzsaldomos po 1 mln. HBSS ir dimetilsulfoksido tirpa-
ly terp¢je (santykiu 1:10) ir laikomos —80 °C temperatiiroje iki tolimesniy
tyrimu.
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2.3. Kamieniniy lasteliy charakterizavimas

2.3.1. Populiacijos padvigubéjimo laiko vertinimas

Populiacijos padvigubéjimo laikas — tai lasteliy kulttiros parametras, ro-
dantis, per kiek laiko lasteliy populiacija padvigubéja. Sis parametras svarbus
tiek eksperimentiniu, tiek klinikiniu poZiiiriu, nes leidzia jvertinti lasteliy
kulttiros proliferacijos potencialg ir prognozuoti laika, per kurj bus pasiektas
reikiamas lasteliy skaiCius. Siekiant jvertinti bei palyginti raumeninés kilmes
kamieniniy pirmtakiniy Igsteliy bei kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy proliferacija in vitro, atlikti populiacijos padvigubéjimo laiko tyrimai.

Abiejy tipy lastelés buvo pasétos 1 SeSiy Sulinéliy Ieksteles, kai 1asteliy
tankis buvo 9,5 x 10* Igsteliy/Sulinélyje (10* lgsteliy/cm?). Kiekvienos lgste-
liy kultiiros Iastelés buvo tiriamos triguba kontrole, t. y. vienu metu tiriant po
tris Sulinélius kiekvienai Igsteliy kulttirai. Lasteliy skai¢iaus nustatymas buvo
atliekamas Sesis kartus (3—8 pasazai) 72 val. intervalais, apskaiciuojant trijy
meginiy vidurkj. Lastelés buvo skai¢iuojamos naudojant rankinj Neubauerio
hemocitometrg (Neubauer improved, Heinz Herenz Medizinalbedarf, Vokie-
tija). Populiacijos padvigub¢jimo laiko apskai¢iavimas atliktas remiantis
toliau pateiktomis formulémis [132]:

CT log N
PDT =—— PDN=—"—
PDN Ny x 3,31
kur: CT — Igsteliy kultivavimo laikas tarp pasazy;

PDN — populiacijos padvigub¢jimy skaicius;

N — lasteliy skaicius kultivavimo periodo pabaigoje;

No — lasteliy skai¢ius kultivavimo periodo pradzioje.

2.3.2. Lasteliy charakterizavimas imunofluorescencijos metodu

Lasteliy charakterizavimas imunofluorescencijos metodu atliktas remian-
tis G. Li publikuota metodika [133]. Raumeninés kilmés kamieninés pirmta-
kinés lastelés ir kauly Ciulpy mezenchiminés kamieninés lastelés buvo tiria-
mos 4-5 pasazuose, siekiant jvertinti CD34, CD45, CD90, c-kit ir Desmin
zymeny raiska. Tirtos trijy skirtingy lasteliy i§skyrimy populiacijos, siekiant
patikrinti proceduros atkuriamuma ir populiacijy fenotipo vienodumg.

Visi antikiinai naudoti imunofluorescenciniam daZzymui jsigyti i§ gamin-
tojo Abcam, iSskyrus zymenj Desmin, kuris jsigytas i$ Sigma-Aldrich. Abiejy
tipy lastelés buvo séjamos j 24 Sulinéliy léksteles, esant Igsteliy tankiui 5 x 10*
lasteliy/Sulinélyje. Pries dazyma, lastelés buvo fiksuojamos 15 min. kambario
temperatiiroje, naudojant 2 proc. formaldehido tirpalg (Sigma-Aldrich; 10 proc.
formalino tirpalas, praskiestas PBS tirpalu). Po fiksavimo lastelés blokuoja-
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mos 10 proc. arklio serumu arba 10 proc. ozkos serumu 60 min. siekiant
padidinti lasteliy membranos laidumg ir uzblokuoti nespecifines baltymy
sgveikas.

Pirminiy ir antriniy antikiing koncentracija inkubacijai parinkta pagal
gamintojo rekomendacijas. Po blokavimo lgstelés buvo inkubuojamos su
pirminiais antiktinais PBS tirpale ir palieckamos 4 °C temperatiiroje per naktj.
Inkubacija antriniu antiktinu truko 60 min. kambario temperattiroje. Po antri-
nés inkubacijos Zymenims CD34, c-kit ir Desmin Zymenims atlikta inkuba-
cija Strepatvidin-Cy3 (Sigma-Aldrich) santykiu 1:400 PBS tirpale 15 min.
kambario temperatiiroje. Lasteliy branduoliai buvo daZzomi 4,6-diamidino-2-
fenilindolo dihidrochlorido hidratu (DAPI; Sigma-Aldrich) 1:10000 PBS
tirpale 10 min. kambario temperatiiroje. Po kiekvieno Zingsnio lastelés buvo
plaunamos PBS tirpalu. Nudazius lasteliy kulttiras, jos buvo tiriamos inverti-
niu fluorescentiniu mikroskopu (Olympus 1X73, Olympus, Japonija).

2.3.3. Lasteliuy charakterizavimas tékmés citometrijos metodu

Imunofenotipavimas tékmeés citometrijos metodu buvo atliekamas pagal
F. C. Lewis aprasSyta metodika [134]. Naudoti CD34, CD45, CD90, c-kit
(CD117) antiktiniy tirpalai, praskiesti santykiu 1:10. Kaip ir imunofluore-
scencijos tyrimuose, tirtos trijy skirtingy lasteliy i§skyrimy populiacijos.

Visy antikiny inkubavimas atliktas naudojant terpe sudarytg is 0,5 proc.
jaucio serumo albumino (angl. Bovine Serum Albumin; BSA; Sigma-Aldrich),
0,4 proc. EDTA-PBS be Ca?" ir Mg?*. Prie$ antikiiniy inkubacijg, lastelés
blokuojamos 10 proc. asilo serumu (angl. Donkey Serum; Santa Cruz Biotech),
15 min. 4 °C temperatiroje. Antikiinai buvo konjuguoti FITC (angl. anti-
fluorescein isothiocyanate) arba PE (angl. anti-phycoerythrin), o nezyméti
antikiinai aptinkami naudojant atitinkamg FITC arba PE konjuguota antrinj
antiktinj. Visy antikiiny inkubacija buvo atliekama 15 min. 4 °C temperatu-
roje, po to tris kartus plaunama inkubavimo terpe. Kiekvienam antikiinui
buvo naudojama atitinkama izotipo kontrolé. Analizé atlikta naudojant
FACSCalibur tékmés citometrg (BD Biosciences, Singaptras) ir CellQuest
programing jrangg (BD Biosciences).

2.3.4. Lasteliy charakterizavimas realaus laiko polimerazés
grandininés reakcijos metodu

Lasteliy charakterizavimas realaus laiko polimerazés grandininés reakci-
jos (angl. real-time polimerase chain reaction; RT-PCR) metodu buvo atlie-
kamas siekiant nustatyti OCT4, SOX2 ir NANOG geny raiska. IS kamieniniy
lasteliy buvo iSskiriama genominé¢ DNR naudojant ISOLATE II Genomic
DNA Kit rinkinj (Bioline, Jungtin¢ Karalysté¢). Eliucijai buvo naudojama
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60-100 pl vandens. ParuoSiamas realaus laiko PGR miSinys i§ Bioline
SensiMix II Probe rinkinio 2x misinio (Bioline), pradmeny (200 nM galutiné
kiekvieno pradmens koncentracija) ir zondy (100 nM galutin¢ kiekvieno zon-
do koncentracija). Vienos reakcijos galutinis tiiris 15 pl.

Visos reakcijos buvo atlickamos dviem egzemplioriais (dublikatuose).
Fluorescencija nuskaitoma zalios ir geltonos spalvos kanaluose. Gauti rezul-
tatai buvo jvertinami naudojant 2799t analizes metodg. Apskaiciuojamas
santykinis Zymens kiekis méginiuose. Analizei naudoti nukleotidy seky prad-
menys pateikti 2.3.4.1 lenteléje.

2.3.4.1 lentelé. Nukleotidy seky pradmenys naudoti kamieniniy Ilgsteliy
charakterizavimui realaus laiko polimerazés grandininés reakcijos metodu

Pradmens Atkaitinimo
Genas Nukleotido sekos pradmuo o . temperatiira
llng (bp) (oC)
B-Actin |5-GCACMATGAAGATCAAGATCATTGCTCC- 118 60
3’ (forward)
5'-TCRTACTCCTGCTTGCTGATCCAC-3'
(reverse)
OCT4 |5-GGCCCCTGCTGGAGAAGTG-3' (forward) 120 60
5-CACGGTTCTCAATGCTAGTCCGC-3'
(reverse)
SOX2 |5-TCAGCGCCCTGCAGTACAAC-3' (forward) 140 60
5-GGCCTCGGACTTGACCACAG-3' (reverse)
NANOG | 5'-GGTTGAAGACTAGCAACGGTCTGACT-3' 81 60
(forward)
5'-AGCCCTGAGAATAGCTGCAATGG-3'
(reverse)

2.3.5. Multipotentiné diferenciacija

Siekiant jrodyti abiejy tipy kamieniniy lasteliy multipotentiSkuma, t. y.
gebéjimg diferencijuotis | skirtingy tipy lasteles buvo atliekami Igsteliy
diferenciacijos tyrimai. MDSPC ir BM-MSC lasteléms in vitro buvo taikoma
miogening, adipogening, chondrogeniné ir osteogeniné diferenciacija pagal
X. Gao aprasyta metodika [135].

Miogeninei diferenciacijai 6 x 10* lasteliy buvo séjama j 12 Sulinéliy
leksteles, dengtas kolagenu, ir palickama 24 val. kol pasiekiamas 100 proc.
lasteliy susiliejimas (2.3.5.1 pav.). Naudojama terpé, | kurig jeina DMEM
tirpalas su dideliu gliukozés kiekiu, praturtintas 2 proc. FBS tirpalo ir 1 proc.
penicilino/streptomicino tirpalu. Terp¢ kei¢iama 2-3 kartus per savaite, laste-
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lés stebimos 2 savaites. Miogenin¢ diferenciacija patvirtinama Desmino
imunofluorescencija, kaip aprasyta 2.3.2 skyriuje.

2.3.5.1 pav. 100 proc. lgsteliy susiliejimas

Adipogeninei diferenciacijai buvo naudojama 2 x 10° Igsteliy, kurios
s¢jamos 1 6 Sulineliy leksteles ir paliekamos 24 val. kol pasiekiamas 100 proc.
lasteliy susiliejimas. Naudotas adipogeninés diferenciacijos rinkinys (hMSC
Adipogenic BulletKit; Lonza). Lastelés buvo veikiamos 3 dienas adipoge-
ninés indukcijos terpe, po to 2 dienas adipogeninés prieziiiros terpe. Toks
terpiy keitimo rezimas buvo kartojamas 3 kartus. Adipogeniné diferenciacija
patvirtinama Oil Red O dazymu.

Chondrogeninei diferenciacijai buvo naudotas chondrogeninés diferen-
ciacijos rinkinys (hMSC Chondrogenic BulletKit; Lonza). Naudojama 2,5 x 103
lasteliy, perkelty i 15 ml mégintuvélius, jos centrifuguotos 800 % g 5 min. Po
centrifugavimo lastelés resuspenduotos bazine chondrogenine terpe ir dar
kartg centrifuguotos. Po to Iastelés resuspenduotos chondrogenine terpe, pra-
turtinta papildais ir augimo veiksniais, ir centrifuguotos 500 x g 5 min.

Po keliy dieny Igstelés atsiskiria nuo mégintuvélio dugno ir suformuoja
3D rutulio formos struktiirg. Diferenciacija trunka 21 dieng, terpé keiiama
3 kartus per savait¢. Po diferenciacijos susiformavusios struktiiros buvo
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talpinamos ] NEG50 Saldymo terpe (Richard-Allan Scientific), uz§aldomos —
80 °C temperatiroje (Saldytuvas 6483 GFL, Gesellschaft fiir Labortechnik,
Vokietija), ir véliau pjaustomos 8 um storio pjiiviais Saldomuoju kriotomu.
Chondrogeniné diferenciacija buvo patvirtinama Alcian blue dazymu.

Osteogeninei diferenciacijai buvo naudotas osteogeninés diferenciacijos
rinkinys (hMSC Osteogenic BulletKit; Lonza). Naudojama 2,5 x 10° Igsteliy,
perkelty i 15 ml mégintuvélius, jos centrifuguotos 800 x g 5 min., resuspen-
duotos osteogenine terpe ir vél centrifuguotos 500 x g 5 min. Diferenciacija
trunka 4 savaites, terpé keiciama 3 kartus per savaite. Po diferenciacijos susi-
formavusios struktiiros Saldomos ir pjaustomos kaip aprasyta anksciau.
Osteogeniné diferenciacija patvirtinta Von Kossa dazymu.

2.4. Kamieniniy lasteliy terapijos taikymas eksperimentiniame
nefrotoksiSkumo modelyje in vivo

2.4.1. Eksperimentinis nefrotoksiSkumo modelis in vivo

Eksperimentams in vivo naudotos 8—12 savai¢iy amziaus Wistar linijos
ziurkiy patelés, kuriy pradinis svoris buvo 150-250 g. Gyvinai buvo jsigyti
i§ Lietuvos sveikatos moksly universiteto Veterinarijos akademijos Vivariu-
mo. Gyvinai eksperimento metu laikyti individualiuose metaboliniuose
narvuose (Techniplast, Italija), pavaizduotuose 2.4.1.1 pav.

2.4.1.1 pav. Metaboliniai narvai, kuriuose buvo laikomi
laboratoriniai gyviinai eksperimento metu
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Gyviiny laikymo patalpose buvo palaikoma pastovi temperatiira (24,0 +
1,0 °C) ir santykiné oro drégmé (50-55 proc.). Paros apSvietimo ciklas
(Sviesa/tamsa) buvo keiciamas kas 12 val. Laboratoriniai gyviinai buvo Seria-
mi grauzikams skirtu pasaru ir nuolat gavo geriamojo vandens ad libitum.

Kiekvieno gyviino kasdieniam stebéjimui buvo sudarytas protokolas,
kuriame buvo fiksuojamas gyviino identifikacijos numeris, lytis, amzZius,
svoris, eksperimentin¢ grupe, eksperimento pradzios data ir, jei taikyta,
gentamicino chlorido injekcinio tirpalo ttiris (ml). Adaptacijos periodas pries
eksperimentg truko 2 paras.

Pries eksperimentus ziurkés atsitiktinai suskirstytos j keturias grupes:

1. Kontroliné grupé — sveiki gyviinai,

2. GM grupé — timinio inksty pazeidimo grupé;

3. GM+MDSPCs grupé — iiminio inksty pazeidimo grupé, kuriai buvo

skiriamos raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés Iastelés;
4. GM+BM-MSCs grupé — iminio inksty pazeidimo grupé, kuriai
buvo skiriamos kauly ¢iulpy mezenchiminés kamieninés lastelés.

Vieno eksperimento metu j kiekvieng grupe jtraukti 6 gyviinai. Eksperi-
mentai kartoti 3 kartus. Reikiamos tiriamyjy imties apskai¢iavimui naudoti
statistiniai metodai apraSyti 3.5 skyriuje. Eksperimentinio modelio grafine
schema pateikta 2.4.1.2 pav.

Kontroliné >—o o—o PY PY PY

grupé DO DI D7 DS D14 D21 D35

Gentamicinas
i.v. 80 mg/kg/d.
I—I—l

GM grupé —0—0 *—o @ @ @
DO DI D7 D8 D14 D21 D35

Gentamicinas MDSPCs
i.v. 80 mg/kg/d. iv. 1 x 10°

I—I—l
+
GM MD§PCs o—o o—o PY PY PY
grupe DO DI D7 D8 D14 D21 D35

Gentamicinas BM-MSCs
i.v. 80 mg/kg/d. iv. 1 x 10°

- I—I—l
GM+BM MSCS o—o *—o Py PY Py
grupe D0 Dl D7 D8 D14 D21 D35

Kraujo, Slapimo ir inksty méginiy paémimas

2.4.1.2 pav. Eksperimentinio modelio schema
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GM, GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupiy ziurkéms kasdien 7 die-
nas i§ eilés buvo leidziamas gentamicino chlorido injekcinis tirpalas (Genta-
micin Krka, 80 mg/2 ml, 2 ml, injekcinis/infuzinis tirpalas, N10, KRKA)
80 mg/kg kiino svorio i.p. Si doze yra toksin¢ ir sukelia UIP. Nefrotoksikanto
dozés parinkimas atliktas remiantis anksciau atliktais eksperimentais [64, 136].

Pragjus 24 valandoms po paskutinés gentamicino injekcijos GM+MDSPCs
ir GM+BM-MSCs grupiy gyviinams buvo suleista atitinkamai raumeninés
kilmeés kamieniniy pirmtakiniy lIasteliy ir kauly ¢iulpy mezenchiminiy ka-
mieniniy lasteliy suspensija. Ziurkéms buvo skiriamos vienkartinés kamie-
niniy Igsteliy injekcijos sisteminiu biidu | uodegos veng (lot. vena caudalis).
Vienkartiné dozé — 1 x 10° Igsteliy/500 ul terpés be serumo gyviinui. Kont-
rolinés grupés ziurkés buvo laikomos tomis paciomis salygomis kaip ir tiria-
mieji gyviinai visg eksperimento laikotarpj. Joms nebuvo skiriama nei genta-
micino, nei kamieniniy lasteliy injekcijy.

Dozés parinkimas pagristas 2.4.2 skyriuje. Kraujo, Slapimo bei inksty
meéginiai buvo paimami siekiant jvertinti funkcinj ir morfologinj inksty
pazeidima bei atsistatyma skirtingais eksperimento etapais.

2.4.2. Kamieniniy lasteliy dozés parinkimas

Eksperimentiniy kamieniniy lasteliy terapijy dozés parinkimas atliktas
remiantis literatiros duomenimis, siekiant mazinti naudojamy bandomuyjy
gyviiny skaiciy ir laikantis 3R (Replacement, Reduction, Refinement) prin-
cipy. Terapinés eksperimentiniy kamieniniy lgsteliy terapijy dozés UIP
modeliuose, remiantis jvairiy autoriy duomenimis, svyruoja nuo 0,5 x 10° iki
5 x 106 Igsteliy vienam gyvanui [34, 107, 137, 138].

ISanalizavus naujausig literattira, nuspresta pasirinkti vienkarting kamie-
niniy lgsteliy doz¢ — 1 x 10° Igsteliy vienam gyvinui, kuri dazniausiai naudo-
jama ikiklinikiniuose tyrimuose. Sios dozés parinkimg nulémé dvi pagrindi-
nés priezastys: jos veiksmingumas anksciau publikuotuose tyrimuose gydant
uminj inksty pazeidimg ir optimalus Igsteliy kiekis tiek jy paruoSimui, tiek
saugojimui ir suleidimui. Si dozé leidzia greitai i$skirti reikiama lasteliy
kiekj, patogiai Saldyti (vieng doze viename kriomégintuvélyje) ir sumazina
reikalingo terpés turio kiekj paruoSimui bei injekcijai.

2.4.3. Eksperimentiniy terapiju kamieniniy lasteliy paruoSimas

injekcijoms

Eksperimentiniy terapijy kamieniniy lgsteliy paruoSimas injekcijoms
buvo vykdomas trimis etapais. I$ pradziy lastelés buvo suskai¢iuojamos nau-

dojant Neubauer hemocitometro kamera, véliau visos lastelés buvo zenklina-
mos fluorescuojanciais membraniniais PKH26 dazais lasteliy migracijai i
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pazeistus inksty audinius stebéti, kaip aptarta 3.4.9 skyriuje. Pazymétos
lastelés buvo resuspenduotos reikiamame DMEM terpés be serumo tiiryje,
padalintos i dozes (1 x 10° Iasteliy 500 pl terpés) ir laikomos ant ledo iki
suleidimo.

2.4.4. Paros diurezés nustatymas

Ziurkiy paros diurezé (ml/24 val.) buvo matuojama kasdien nuo 1 iki 8
eksperimento dienos, véliau — 14, 21, 28 ir 35 dieng. Paros diurezé buvo
matuojama tuo paciu metu — 8 val. ryte, surenkant paros §lapimo meéginius ir
matuojant jy tiirj graduotu matavimo cilindru.

2.4.5. Kreatinino koncentracijos nustatymas ir kreatinino klirenso
apskaiciavimas

Kreatinino koncentracijos nustatymas Slapime ir kraujo serume atliktas
visose eksperimentinése grupése tuo paciu metu (po adaptacijos, veliau 8, 14,
21, 28, 35 diena). Slapimo méginiai buvo surenkami j sterilius vienkartinius
plastikinius mégintuvelius. Kraujo meéginiai paimti i§ uodegos venos (lot.
v. caudalis) 1 vienkartinius sterilius plastikinius centrifuginius mégintuvélius
be antikoagulianty. Kraujo méginiai centrifuguoti 10 min., esant 1000 aps./min.
greitiui, siekiant i¥vengti hemolizés. Slapimo ir kraujo serumo méginiai iki
pristatymo j laboratorijg buvo laikomi —20 °C temperattiroje. Kreatinino kon-
centracijos nustatymas Slapime ir kraujo serume atliktas naudojant automatinj
biocheminj analizatoriy ,,COBAS INTEGRA 400 plus“ (Tegimenta Ltd
Roche, Sveicarija).

Apskaiciuotas 24 val. endogeninio kreatinino klirensas renkant ziurkiy
paros Slapimg pagal formule:

Uc X Vipava

CCr =
Ser X 24 x 60

kur: Ccr — kreatinino klirensas (ml/min.);
Uc: — kreatinino koncentracija Slapime (umol/l);
Vunan — Slapimo kiekis (ml/24 val.);
Scr — kreatinino koncentracija kraujo serume (umol/l).

2.4.6. Inksty paZeidimo Zymeny KIM-1 ir NGAL nustatymas

Siekiant jvertinti inksty pazeidimg skirtinguose eksperimento taskuose,
ziurkiy Slapime buvo tiriama KIM-1 ir NGAL zymeny koncentracija ELISA
(angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) metodu. Rinkiniai reikalingi
tyrimui buvo jsigyti i§ Abcam. Tyrimai buvo atlickami vadovaujantis
gamintojo protokolu.
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I kiekvieng 96 Sulinéliy plokstelés Sulinélj buvo jpilta po 100 ul paruosty
standarty ir atskiesty méginiy, po to inkubuota 37 °C temperatiiroje 90 min.
Po inkubacijos Sulin¢liai iStuStinami vengiant iSdzitivimo. Tuomet j kiekvieng
Sulin¢lj jpilama 100 pl KIM-1 antikiino prie§ ziurke ir inkubuojama 37 °C
temperattiroje 60 min. Plaunama PBS tirpalu (300 pl), po 1 min., 3 kartus.
Tuomet j kiekvieng Sulinélj pridedama 100 pul Avidin-Biotin-Peroksidazés
kompleksinio tirpalo ir inkubuojama 37 °C 30 min. Plaunama 300 pl PBS
tirpalu po 1-2 min. 5 kartus. Plovimo tirpalas pasalinamas ir j kiekvieng Suli-
nelj pridedama 90 ul TMB spalva iSrySkinancio reagento ir inkubuojama
37 °C 25-30 min. tamsoje. Reakcija stabdoma pridedant 100 ul TMB Stop
tirpalo. Galiausiai tirpalas akimirksniu pakeicia spalva i§ melsvos | geltona.

Plokstelés buvo nuskaitytos naudojant mikroploksteliy skaitytuva ,,Tecan*
(Tecan Trading AG, Sveicarija), nustatant absorbcija esant 450 nm bangos
ilgiui per 30 min. po reakcijos stabdymo. Duomenys apdoroti Magellan duo-
meny analizés programine jranga.

2.4.7. Inksty histologijos vertinimas

Laboratoriniams gyviinams atlikta eutanazija CO; dujomis, sukeliant
asfiksija. Po laparotomijos inksty méginiai buvo fiksuoti 10 proc. formalino
tirpalu (santykiu 1:20) ir per 24 val. pristatyti j laboratorija. Inksty méginiai
buvo jlieti j parafino blokus, o véliau supjaustyti 5 pm storio pjuviais. Inksty
meéginiy daZzymas buvo atliktas hematoksilino ir eozino dazymo metodu.

Inksty histologiniai poky¢€iai vertinami pagal anks¢iau aprasyta skalg
[34, 106]. Apskai¢iuojama kanaléliy 1asteliy nekrozé, Sepetinio krasto prara-
dimas, kanaléliy iSsiplétimas, lasteliy infiltracija: 0, néra; 1, <10 proc.;
2, 11-25 proc.; 3, 2645 proc.; 4, 46—75 proc.; ir 5, > 76 proc. Vertinama 10
nepersidengianciy histologinio vaizdo lauky. Inksty pazeidimo procentiné
iSraiSka buvo apskai¢iuojama remiantis formule:

Pazeisty kanaléliy skaicius

Inksty pazeidimo balas (proc.) = x 100
4 paz (proc.) Visy kanaléliy skaicius

2.4.8. Inksty apoptozés vertinimas

Po eutanazijos, dalis laboratoriniy ziurkiy inksty méginiy buvo uzsaldo-
mi —80 °C temperatiiroje. Apoptozei tirti inksty audiniai buvo supjaustyti i
5 um storio pjiavius. Apoptozé buvo vertinama TUNEL metodu (angl.
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labeling), vadovaujan-
tis gamintojo instrukcijomis (Molecular Probes Inc., JAV).
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I§ pradziy pjuviai buvo inkubuojami 3 proc. H>O» tirpale PBS 10 min.,
po to tris kartus plaunami PBS tirpalu (po 2 min.). Véliau méginiai inkubuoti
TdT reakcijos buferyje 10 min., po to inkubuoti TUNEL reakcijos tirpale,
kuriame buvo terminaliné deoksinukleotidilo transferazé (TdT). TdT tirpalas
uzlasintas ant inksty méginiy, uzdengtas dengiamuoju stikleliu ir inkubuotas
drégnoje kameroje 37 °C temperatiiroje 60 min. Reakcija stabdyta specialiu
buferiniu tirpalu, po to méginiai inkubuoti 10 min. ir tris kartus plauti PBS
tirpalu (po 2 min.). Tuomet inksty méginiai inkubuoti su Streptavidin-HRP
tirpalu PBS 20 min. kambario temperatiiroje, po to tris kartus plauti PBS
tirpalu (po 2 min.). Galiausiai méginiai inkubuoti DAB tirpale 1-2 min., po
to plauti vandeniu. Po reakcijos méginiai dazyti Gill hematoksilinu 30 sek.,
plauti vandeniu 5 min., dehidratuoti 95 proc. etanoliu 5 min., 100 proc. eta-
noliu du kartus po 5 min., skaidrinti ksilenu du kartus po 5 min.

Apoptozé inksty audiniuose vertinta Sviesinés mikroskopijos metodu.
Apoptotinémis buvo laikomos tos lastelés, kuriy branduoliai TUNEL reakci-
jos metu jgavo tamsiai violeting arba juoda spalva. TUNEL reakcijai teigia-
mos kanaléliy epitelio apoptotinés lastelés inksty zievéje buvo skaic¢iuojamos
10 nepersidengianciy lauky kiekviename pjuvyje (X400 didinimas). Apopto-
z¢ buvo kiekybiskai jvertinta naudojant TUNEL reakcijai teigiamy lasteliy
procenting iSraiska. Visy lasteliy skai¢ius viename matymo lauke buvo laiko-
mas standartu.

Procentiné apoptozées iSraiSka buvo apskaiciuojama remiantis Sia formule:

Apoptotiniy lgsteliy skaicius
X

Apoptoze (proc.) = 100

Visy lasteliy skaicius

2.4.9. Lasteliy Zyméjimas fluorescuojanciais membraniniais daZais
PKH26 ir jy migracijos vertinimas

Lasteliy zyméjimas fluorescuojanciais membraniniais dazais PKH26
buvo atlieckamas vadovaujantis gamintojo instrukcija (Sigma-Aldrich Co.
LLC. JAV). Procediira buvo atlickama kambario temperatiroje (20-25 °C).
Lastelés buvo tris kartus plaunamos terpe be serumo, po to centrifuguojamos
(400 x g, 5 min.), supernatantas atsargiai paSalinamas, paliekant ne daugiau
kaip 25 pl. Po to, Igstelés resuspenduojamos reikiamu tiiriu Diluent C,
ipilama Svieziai paruosty PKH26 dazy, pipetuojant gerai sumaiSoma ir inku-
buojama 1-5 min. Dazymas nutraukiamas jpilant atitinkamg baltymy tirpalo
(1 proc. BSA) tiirj, po to inkubuojama 1 min. Lastelés tris kartus plaunamos
pilnai komplektuota terpe, tarp praplovimy centrifuguojamos (400 x g, 5 min.,
20-25 °C). Po paskutinio praplovimo lasteliy gyvybingumas ir fluorescen-
cijos intensyvumas vertinti naudojant fluorescencinj mikroskopa.
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Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy ir kauly ciulpy
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy migracija ir jsijungimas j pazeistus inksty
audinius vertinti 9, 14, 21 ir 35 eksperimento dienomis. Po laboratoriniy
gyviny eutanazijos paimti inksty méginiai ir uzsaldyti —80 °C temperatiiroje.
Véliau inksty méginiai supjaustytij 5 pm storio pjuvius, o lasteliy branduoliai
dazyti DAPI dazais. Pjiiviy analize atlikta fluorescentiniu invertuotu mikro-
skopu Olympus IX73 naudojant QCapture Pro 7 programing jrangg.

2.5. Imties sudarymas ir statistiné duomeny analizé

2.5.1. Gyviny imties sudarymas

Gyvuny imties sudarymui naudotas ,,iStekliy lygties” (angl. resource
equation) metodas. Remiantis Siuo metodu, apskai¢iuojama E reikSmé, t.y.
tirlamyjy skaicius grupéje, kuri turi biti intervale 10-20. Jei E reikSmé ma-
zesneé nei 10, gyviny skai€ius laikomas per mazu, jei didesné nei 20 — per
dideliu. Kadangi pagal eksperimentinj modelj buvo sudaryta viena kontroliné
ir trys tirlamosios grupés, todél minimali grupés imtis tur¢jo biiti ne mazesne
kaip 5 gyviinai.

Reikalinga tiriamyjy imtis apskai¢iuota remiantis formule [139]:

E = (Gyviiny skaicius grupéje x Grupiy skaicius) — Grupiy skaicius

2.5.2. Statistiné duomenuy analizé

Aprasomoji ir lyginamoji statistin¢ analiz¢ atlikta naudojant statistinés
analizés programg SPSS Statistics 17.0. Apskaiciuoti i§ anksto parinkty kinta-
myjy dazniai ir sudarytos kryZminés lentelés, atliktas x> testas, o skirtumams
tarp grupiy lyginti taikyta vienfaktor¢ ANOVA su Tukey HSD post hoc
kriterijumi. Apskaiciuoti kiekvieno fiziologinio, biocheminio ir glomeruly
filtracijos greiCio parametro vidurkiai bei standartiniai nuokrypiai (SD).
Rezultatai laikyti statistiSkai reikSmingais, jei patikimumo koeficientas
p <0,05.
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3. REZULTATAI

3.1. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy ir kauly ¢iulpy
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy charakteristikos

3.1.1. Morfologija

Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés morfologisSkai yra
apvalios, verpstés arba trikampio formos. Kauly ¢iulpy mezenchiminés ka-
mienines lastelés morfologiskai yra apvalios arba verpstés formos. Lasteliy
morfologiniai poZymiai skirtinguose pasazuose pateikti 3.1.1.1 pav. [64].

Tiek raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy, tiek kauly
¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy iSskyrimas kartotas 3 kartus. Sta-
tistiSkai reikSmingy skirtumy lyginant skirtingy lasteliy tipy savybes tarp
skirtingy i§skyrimy nenustatyta (p > 0,05).

Atlikus abiejy lgsteliy tipy krioSaldymg (po 1 x 10 Igsteliy 1 ml Saldymo
terpés) ir atSildzius lasteliy kultiiras po 30, 60 ir 90 dieny lasteliy gyvybin-
gumas nekito. Vidutiniskai 90 proc. lasteliy iSliko gyvybingos po atSildymo
ir pasizymeéjo dideliu proliferacijos potencialu.
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MDSPCs BM-MSCs

1 pasazas

3 pasazas

6 pasazas

3.1.1.1 pav. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy ir kauly
Ciulpy mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy morfologija [64]

Mikroskopinés nuotraukos iliustruoja raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy ir
kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy morfologija pirmojo (1 pasaZzas), treciojo
(3 pasazas) ir $estojo (6 pasazas) pasazy metu. Pastebima, kad raumeninés kilmés kamie-
ninés pirmtakingés lastelés pradinése kultivavimo stadijose yra mazesnio dydzio ir nevienodos
formos, taciau didéjant pasazy skaiCiui jos tampa verpstiskesnés ir labiau homogenizuotos.
kauly ciulpy mezenchiminés kamieninés lastelés iSlaiko savo morfologinius bruozus
ankstyvuosiuose pasazuose, taciau vélesniuose etapuose taip pat stebimas verpstiskesniy
lasteliy dominavimas. Mastelio juosta — 200 um.
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3.1.2. Populiacijos padvigubéjimo laikas

Raumeninés kilmes kamieniniy pirmtakiniy lasteliy ir kauly ¢iulpy me-
zenchiminiy kamieniniy lasteliy populiacijos padvigubéjimo laikas skirtingy
pasazy metu yra pateiktas 3.1.2.1 paveiksle [64].
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3 pasazas 4 pasazas 5 pasazas 6 pasazas 7 pasazas '8 pasazas " Vidurkis -
EBM-MSCs O MDSPCs

3.1.2.1 pav. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy
ir kauly ciulpy mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy populiacijos
padvigubéjimo laikas (*p < 0,05) [64]

Grafikas atspindi raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy ir kauly ¢iulpy mezen-
chiminiy kamieniniy lasteliy populiacijos padvigub¢jimo laika (valandomis) nuo tre¢iojo iki
aStuntojo pasazo bei jy viduting vertg. Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés
pasizymi reikSmingai trumpesniu populiacijos padvigubéjimo laiku lyginant su kauly ¢iulpy
mezenchiminémis kamieninémis lastelémis visose analizuotose pasazy stadijose. Tai rodo
spartesnj raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy Iasteliy proliferacijos tempa, kuris
islieka stabilus per kelis pasazus. Paklaidos juostos rodo standartinj nuokrypi (SD).

Raumeninés kilmes kamieniniy pirmtakiniy lasteliy populiacijos padvi-
gub¢jimo laiko vidurkis buvo 43,64 + 3,10 val., kai tuo tarpu kauly ciulpy
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy populiacijos padvigubéjimo laiko vidur-
kis buvo 60,78 + 3,34 val. Sis kiek daugiau nei 17 val. skirtumas buvo stati-
stiSkai reikSmingas (p = 0,001).

Siy tyrimy rezultatai rodo, kad reikiamas raumeninés kilmés kamieniniy
pirmtakiniy Igsteliy skai¢ius terapiniais tikslais gali biiti pasiektas reikSmin-
gai greiciau, lyginant su kauly ¢iulpy mezenchiminémis kamieninémis laste-
lémis.
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3.1.3. Imunofenotipas

Atlikus tékmeés citometrijos ir imunofluorescencijos tyrimus nustatyta,
kad raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés ir kauly ¢iulpy me-
zenchiminés kamienines lastelés pasizymejo stipria mezenchiminiy Zymeny
CD59 ir CD90 raiska. Abu lasteliy tipai nepasizyméjo hematopoetiniy ir
endoteliniy Zymeny CD45 ir CD34 raiSka. Raumeninés kilmés kamieninés
pirmtakinés lastelés taip pat pasizymejo teigiama desmino raiska, rodancia
lasteliy kilme i§ griauciy raumeny ir silpna c-kit raiSka, rodancia lasteliy
kamieniSkumg. Tékmeés citometrijos ir imunofluorescencijos tyrimy rezul-
tatai pateikti 3.1.3.1-3.1.3.3 pav. [64].

o ﬁ

c-kit :I

CD90

CD45

CD34

40 60 80 100
Lasteliy Zymeny raiska (proc.)

OMDSPCs mBM-MSCs

3.1.3.1 pav. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy ir kauly ciulpy
mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy imunofenotipo kiekybiné analizé [64]

Paveiksle pateikta pavirSiniy zymeny (CD34, CD45, CD90, c-kit, CD59) kiekybin¢ analiz¢,
iSreiksta procentais. Abiejy lasteliy tipy populiacijos pasizymeéjo stipria CD90 Zymens raiska
(> 98 proc.), kas biidinga mezenchiminéms kamieninéms Igsteléms. Hematopoetiniai Zyme-
nys CD34 ir CD45 buvo minimaliai ekspresuojami (< 1 proc.), rodant gryna mezenchiminj
fenotipg. CD59 ekspresija buvo panasi tiek raumeninés kilmés kamieninése pirmtakinése
Iastelése, tiek kauly Ciulpy mezenchiminése kamieninése lgstelése (~50 proc.). Tuo tarpu
c-kit (CD117) zymens raiska buvo aptikta tik raumeninés kilmés kamieninése pirmtakinése
Iastelése (1,4 proc.), bet ne kauly ¢iulpy mezenchiminése kamieninése Iastelése kas rodo tam
tikrus $iy lasteliy kilmes ar savybiy skirtumus.
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CD34

CD45

CD90
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CD59

3.1.3.2 pav. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy
ir kauly ciulpy mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy imunofenotipas

MDSPCs BM-MSCs
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10° 10" 10> 10° 10* 10° 10" 10> 10° 10*

jvertintas tékmeés citometrijos metodu [64]

Paveiksle pateikti ttkmés citometrijos analizés taskiniai grafikai, rodantys jvairiy pavirSiniy
zymeny (CD34, CD45, CD90, c-kit, CD59) raiska raumeninés kilmés kamieninése pirm-

takinése lastelése ir kauly Ciulpy mezenchiminése kamieninése Iastelése.
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MDSPCs BM-MSCs

CD34

CD45

CD%0

c-kit

Desmin

3.1.3.3 pav. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy ir
kauly ciulpy mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy imunofenotipas
jvertinas imunofluorescencijos metodu [64]
Branduoliai dazyti DAPI (mélynai), specifiniai baltymai Zyméti fluorescenciniais antikiinais
(zaliai arba raudonai). Abiejy tipy lastelés iSreiskia rySkig CD90 fluorescencija (zalia spalva).
c-kit ir Desmin raiSka nustatyta tik raumeninés kilmés kamieninése pirmtakinése Iastelése.
Hematopoetiniai zymenys CD34 ir CD45 nenustatyti. Mastelio juosta — 50 um.
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3.1.4. SOX2, OCT4 ir NANOG geny raiska

Raumenings kilmeés kamieniniy pirmtakiniy Igsteliy ir kauly ¢iulpy mezen-
chiminiy kamieniniy lasteliy geny raiskos rezultatai pateikti 3.1.4.1 pav. [64].
Atlikus realaus laiko PGR nustatyta, kad raumeninés kilmés kamieninés
pirmtakinés lgstelés pasizymejo statistiskai reikSmingai didesne OCT4 geno
raiSka (p =0,037), bei didesne NANOG ir SOX2 geny raiska lyginant su
kauly ¢iulpy mezenchiminémis kamieninémis Igstelémis, taciau $is skirtumas
nebuvo statistiSkai reikSmingas.

20 7
18 1 *
16
14 1
12
10

Reliatyvi geny raiska (proc.)

SOX2 OCT4 NANOG
B BM-MSCs 0O MDSPCs

3.1.4.1 pav. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy ir kauly

Ciulpy mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy geny raiska (*p<0,05) [64]
Grafike pavaizduota pluripotencijos Zymeny SOX2, OCT4 ir NANOG geny raiska kauly
¢iulpy mezenchiminése kamieninése lastelése (tamsiai pilki stulpeliai) ir raumeninés kilmés
kamieninése pirmtakinése lastelése (Sviesiai pilki stulpeliai). Duomenys pateikiami procen-
tine iSraiSka, normalizuota pagal endogeninius kontrolinius genus. Rezultatai rodo, kad
OCT4 geno raiska raumeninés kilmés kamieninése pirmtakinése lgstelése buvo reikSmingai
didesné nei kauly ciulpy mezenchiminése kamieninése lastelése. Tuo tarpu SOX2 ir NANOG
raiskos lygiai abiejose lasteliy populiacijose buvo zemi ir statistiSkai reikSmingai nesiskyré.
Paklaidos juostos rodo standartinj nuokrypj (SD).

3.1.5. Multipotentinés diferenciacijos potencialas

Atlikus multipotentinés diferenciacijos eksperimentus nustatyta, kad tiek
raumeningés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés, tiek kauly ¢iulpy mezen-
chiminés kamieninés lastelés geba diferencijuoti osteogenine, chondroge-
nine, adipogenine bei miogenine kryptimis. Diferenciacijos rezultatai pateikti
3.1.5.1 pav. [64].
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3.1.5.1 pav. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy ir
kauly ciulpy mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy diferenciacija [64]

Osteogenezé. Mineralizuota matrica vertinta Von Kossa dazymu. Juodos nuosédos rodo
kauliniam audiniui biidingg kalcio kaupimasi. Chondrogenezé. Kremzlés audinyje besikau-
piantys gliukozaminoglikanai vizualizuoti Alcian Blue dazymu (mélyna spalva). Adipoge-
nez¢ patvirtinta Oil Red O dazymu (raudoni lipidy intarpai). Miogeneze patvirtinta Desmin
dazymu (raudona fluorescencija), branduoliai dazyti DAPI (mélyna spalva). Mastelio juostos:
100 pm (osteogenezé, chondrogenezé, adipogenezé), 200 um (miogeneze).
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Osteogeniné diferenciacija patvirtinta von Kossa dazymu, kurio metu
suformuoto 3D kaulo darinio kalcifikatai (kalcio druskos) nusidazé ruda arba
juoda spalvomis. Chondrogenin¢ diferenciacija patvirtinta Alcian blue dazy-
mu, kurio metu rugstiniai polisacharidai, tokie kaip glikozaminoglikanai,
nusidazé meélyna spalva. Adipogenin¢ diferenciacija patvirtinta Oil red O
dazymu, kurio metu trigliceridai ir riebalai nusidaz¢ raudona spalva.

Miogeniné diferenciacija buvo vertinta remiantis imunofluorescencijos
metodu, naudojant antikiing Desming. Susiformavusiy miogeniniy lgsteliy
membranos pasizymejo raudonos spalvos fluorescencija. Taip pat stebint
lasteliy miogeninés diferenciacijos kultiira Sviesiniu mikroskopu paskutine
eksperimento dieng buvo stebimos ilgos daugiabranduolés Iastelés,
pasizymincios kontraktiliSkumu.

3.2. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy ir
kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
palyginimas iiminio inksty paZeidimo modelyje in vivo

3.2.1. Paros diurezés jvertinimas

Kaip minéta, eksperimentams in vivo naudotos 8—12 savaiiy amziaus
Wistar linijos ziurkiy patelés. Paros diurezeés vidurkis O eksperimento dieng
buvo 7,1 £ 2,6 ml/24 val. (ribos 3,0—12,0). Paros diurezés rezultatai skirtin-
guose eksperimento taskuose pateikti 3.2.1.1 pav.

Nenustatyta statistiSkai reikSmingy skirtumy 0 eksperimento dieng ly-
ginant paros diurezés vidurkj tarp grupiy (p > 0,05) bei lyginant skirtingus
eksperimentus (p > 0,05). Taip pat nenustatyta jokiy statistiSkai reikSmingy
skirtumy tarp grupiy vertinant gyviny paros diurezés vidurki 0, 8, 14, 21 ir
35 eksperimento dienomis, lyginant GM, GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs
grupiy gyviiny rezultatus.

Kaip parodyta 3.2.1.1 pav., toksinés gentamicino injekcijos sukelé iiminj
inksty pazeidima, kurj atspindi poliurija, pasireiskusi GM, GM+MDSPCs ir
GM+BM-MSCs grupiy gyviinams jau 8 eksperimento dieng (paros diureze
padidéjusi vidutini$kai 3,3 karto), ir i§liekanti iki 21 eksperimento dienos. Sie
paros diurezes pokyc¢iai GM, GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése buvo
statistiSkai reikSmingi (p < 0,05) 8 ir 14 eksperimento dienomis, lyginant su
kontroline grupe, kurios gyviinams nebuvo skiriamos gentamicino injekcijos.
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3.2.1.1 pav. Vidutiniai paros diurezés pokyciai eksperimento metu
(*p < 0,05)
Paveikslas vaizduoja paros diurezés (ml/24 val.) dinamika skirtinguose eksperimento taSkuo-
se (DO, D8, D14, D21, D35). Rezultatai rodo, kad 8 ir 14 dieng diurezé buvo statistiSkai
reikSmingai didesn¢ GM, GM+MDSPC ir GM+BM-MSC grupése, lyginant su kontroline
grupe, dél gentamicino sukelto UIP. 21 dieng GM grupéje diurezé iSliko statistiskai
reikSmingai didesné nei kontrolinéje grupéje. Tai rodo, kad raumeninés kilmeés kamieninés
pirmtakeés lgstelés ir kauly ¢iulpy mezenchiminés kamieninés lastelés statistiskai reikSmingai
pagreitino inksty regeneracija ir funkcijos atsistatyma. Paklaidos juostos rodo standartinj

nuokrypi (SD).

3.2.2. Slapimo ir kraujo biocheminiy rodikliy poky¢iy jvertinimas

Kreatinino koncentracijos ziurkiy $lapime vidurkis eksperimento pradzio-
je buvo 6421,6 £ 1150,2 umol/l. Kreatinino koncentracijos poky¢iai eksperi-
menty metu pateikti 3.2.2.1 pav.

Nenustatyta statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp grupiy vertinant kreati-
nino koncentracijg $lapime 0 eksperimento dieng (p > 0,05). Jau 8 eksperi-
mento dieng buvo stebimi ryskiis kreatinino koncentracijos Slapime poky¢iai,
t. y. kreatinino koncentracija Slapime sumaz¢jo vidutiniskai 2,3 karto [65].

Lyginant GM, GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupes su kontroline
grupe nustatyti statistiSkai reikSmingi skirtumai 8, 14 ir 21 eksperimento die-
nomis (p < 0,05), atspindintys toksiniy gentamicino injekcijy sukelta iminj
inksty pazeidimg. Taip pat svarbu paminéti, kad nors 21 dieng GM+MDSPCs
(4763,2 £ 644,9 umol/l) ir GM+BM-MSCs (4933,2 £+ 905,6 umol/l) grupiy
rodikliai reik§mingai skyrési nuo kontrolinés grupés (7021,7 = 772,6 umol/l),
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taciau jie taip pat buvo ir statistiSkai reikSmingai geresni (p < 0,05), lyginant
su GM grupe (3333,8 + 502,0) [65].

Eksperimento pabaigoje, vertinant kreatinino koncentracija Slapime ne-
nustatyta statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp kontrolinés, GM+MDSPCs ir
GM-+BM-MSCs grupiy (p < 0,05), taciau Sis rodiklis GM grupéje statistiskai
reik§mingai skyrési nuo kontrolinés grupés gyviiny (p < 0,05).
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3.2.2.1 pav. Vidutiniai kreatinino koncentracijos pokyciai slapime
eksperimento metu (*p < 0,05) [65]

Paveiksle vaizduojama kreatinino koncentracijos $lapime (umol/l) dinamika skirtinguose
eksperimento taskuose (D0, D8, D14, D21, D35). Eksperimento pradzioje kreatinino kon-
centracijos reik§més tarp grupiy reikSmingai nesiskyre. 8 ir 14 dienomis kreatinino koncen-
tracija Zymiai sumazéjo GM, GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése, palyginti su kontro-
line grupe. 21 ir 35 dienomis GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése kreatinino koncen-
tracija isliko reikSmingai didesné nei GM grupéje, taciau vis dar reikSmingai mazesné nei
kontrolinéje grupéje. Sie rezultatai rodo, kad gentamicino sukeltas UIP sumaZino kreatinino
ekskrecijg su Slapimu, tac¢iau raumeninés kilmés kamieninés pirmtakes lastelés ir kauly ¢iul-
pu mezenchiminés kamieninés lgstelés statistiskai reikSmingai pagreitino inksty regeneracija
ir kreatinino koncentracijos atsistatymga. Paklaidos juostos rodo standartinj nuokrypi (SD).

Kreatinino koncentracijos ziurkiy kraujo serume vidurkis eksperimento
pradzioje buvo 50,3 + 12,6 umol/l. Nenustatyta statistiSkai reikSmingy skir-
tumy tarp grupiy vertinant kreatinino koncentracija kraujo serume 0 ir 35
eksperimento dienomis (p > 0,05) [65].

Kaip parodyta 3.2.2.2 pav., GM, GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs gru-
pése kreatinino koncentracija kraujo serume padidéjo vidutiniskai 2,7 karto
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lyginant su kontroline grupe. Sis skirtumas buvo statistidkai reikimingas
(p <0,05) ir i8liko iki 14 eksperimento dienos.
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DO D8 D14 D21 D35
OKontroliné grup¢ W GM grup¢ O GM+MDSPCs grupe B GM+BM-MSCs grupe

3.2.2.2 pav. Vidutiniai kreatinino koncentracijos pokyciai kraujo serume
eksperimento metu (*p < 0,05) [65]
Paveiksle vaizduojama kreatinino koncentracijos kraujo serume (pmol/l) dinamika skirtin-
guose eksperimento taskuose (D0, D8, D14, D21, D35). Eksperimento pradzioje kreatinino
koncentracijos reikSmés tarp grupiy reik§mingai nesiskyré. 8 diena GM, GM+MDSPCs ir
GM-+BM-MSCs grupése kreatinino koncentracija kraujo serume reikSmingai padidéjo,
palyginti su kontroline grupe. 14 ir 21 dienomis GM grupéje kreatinino koncentracija i$liko
reik§mingai aukstesné nei GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése, o 35 dieng visose gru-
pése kreatinino koncentracija grizo i kontrolinius lygius. Paklaidos juostos rodo standartinj

nuokrypi (SD).

GM grupés ziurkiy kreatinino koncentracija kraujo serume 21 eksperi-
mento dieng statistiSkai reikSmingai skyreési tiek nuo kontrolinés grupés, tiek
nuo GM+MDSPCs bei GM+BM-MSCs grupiy gyviny (p < 0,05). Sis rodik-
lis 21 eksperimento dieng kontrolin¢je, GM+MDSPCs bei GM+BM-MSCs
grupése statistiskai reikSmingai nesiskyre (p < 0,05) [65]. Analogiski rezulta-
tai gauti ir vertinant iSvestinj rodiklj — kreatinino klirensa, kaip parodyta
3.2.2.3 pav.

Po gentamicino sukelto UIP, kreatinino klirensas statisti$kai reik§mingai
sumazéjo jau 8 eksperimento dieng GM, GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs
grupése lyginant su kontroline grupe (p <0,05), o jo atsistatymas lgsteliy
terapijos grupése buvo stebimas 21 dieng. Tuo tarpu GM grupgje Sis rodiklis
pasieke normos ribas tik 35 eksperimento diena.
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3.2.2.3 pav. Vidutiniai kreatinino klirenso pokyciai eksperimento metu
(*p < 0,05) [65]

Paveiksle pavaizduota kreatinino klirenso (ml/min.) dinamika skirtinguose eksperimento
taskuose (D0, D8, D14, D21, D35). Eksperimento pradzioje kreatinino klirenso reikSmés tarp
grupiy reikSmingai nesiskyré. 8 dieng GM, GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése kreati-
nino klirensas reik§Smingai sumazéjo, palyginti su kontroline grupe. Raumeninés kilmés
kamieninés pirmtakeés lastelés ir kauly ¢iulpy mezenchiminés kamieninés lgstelés pagreitino
kreatinino klirenso atsistatyma jau 14 eksperimento dieng, o GM grupéje jo reikSmés isliko
zemos. 21 dieng GM grupéje kreatinino klirensas vis dar buvo reikSmingai mazesnis nei
GM-+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése. 35 dieng visose grupése kreatinino klirenso ro-
dikliai grjzo j normos ribas ir statistiskai reikSmingai tarp grupiy nesiskyre. Paklaidos juostos
rodo standartinj nuokrypj (SD).

StatistiSkai reikSmingy skirtumy lyginant GM+MDSPCs ir GM+BM-
MSCs grupes nenustatyta (p > 0,05). Tai rodo, kad mezenchiminés kamie-
ninés lgstelés geba paspartinti biocheminiy kraujo ir Slapimo rodikliy bei
inksty funkcijos atsistatymg po UIP [65].

3.2.3. KIM-1 ir NGAL koncentracijos pokyc¢iy jvertinimas

Imunofermentin¢ KIM-1 ir NGAL analize Slapime ELISA metodu paro-
de statistiSkai reikSmingg $iy zymeny padidé¢jima ziurkiy Slapime, pasireiSkus
gentamicino sukeltam UIP (p <0,05). ReikSmingas $iy Slapimo baltymy
padidéjimas buvo stebimas GM, GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése
8 eksperimento diena.

53



Kaip parodyta 3.2.3.1 ir 3.2.3.2 pav., tiek raumeninés kilmés kamieninés
pirmtakinés lastelés, tiek kauly ¢iulpy mezenchiminés kamieninés Igstelés
tur¢jo teigiamg poveik] inksty funkciniam atsistatymui, remiantis statistiSkai
reik§mingai mazesne KIM-1 Zymens sekrecija 14 dieng (p < 0,05) NGAL
zymens sekrecija 21 dieng (p < 0,05), lyginant su GM grupe, kuriai joks gydy-
mas taikomas nebuvo. Statistiskai reikSmingy skirtumy lyginant GM+MDSPCs
ir GM+BM-MSCs grupes visuose eksperimento taskuose nenustatyta (p > 0,05)
[65].

S
(e} [
1 |

2,54

— — [}
(e (% (e
1 1 1

KIM-1 slapime (ng/ml)

o
(9]
1

o
|

DO D8 DI11 D14 D21 D35
B GM grup¢ OGM+MDSPCs grup¢ B GM+BM-MSCs grupé

3.2.3.1 pav. Vidutiniai KIM-1 biozymens koncentracijos pokyciai
Slapime eksperimento metu (*p < 0,05) [65]

Paveiksle vaizduojama inksty pazeidimo zZymens KIM-1 koncentracijos Slapime (ng/ml)
dinamika skirtinguose eksperimento taskuose (D0, D8, D11, D14, D21, D35). 8 dieng GM
grupéje KIM-1 koncentracija Slapime reikSmingai padidéjo, o 11 dieng pasieké maksimaly
lygi, kuris buvo reikSmingai didesnis nei GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése. 14 diena
KIM-1 koncentracija GM grupg¢je iSliko aukstesné nei GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs
grupése, taciau reikSmingai nesiskyré. D21 ir D35 dienomis KIM-1 koncentracija visose
grupése sumazejo ir reikSmingai nesiskyrée. Paklaidos juostos rodo standartinj nuokrypj (SD).
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3.2.3.2 pav. Vidutiniai NGAL biozymens koncentracijos pokyciai

Slapime eksperimento metu (*p < 0,05) [65]
Paveiksle vaizduojama inksty pazeidimo Zymens NGAL koncentracijos Slapime (ng/ml)
dinamika skirtinguose eksperimento taskuose (D0, D8, D11, D14, D21, D35). Eksperimento
pradzioje (D0) NGAL koncentracija tarp grupiy reikSmingai nesiskyre. 8 dieng visose tiria-
mosiose grupése NGAL koncentracija padidéjo. D11 ir D14 dienomis NGAL koncentracija
iSliko padidéjusi, taciau reikSmingy skirtumy tarp grupiy nenustatyta. 21 dienag GM grupéje
NGAL koncentracija buvo statistiskai reikSmingai didesn¢ nei GM+MDSPCs ir GM+BM-
MSCs grupése. 35 diena NGAL koncentracija tarp grupiy reikSmingai nesiskyré. Paklaidos
juostos rodo standartinj nuokrypj (SD).

3.2.4. Inksty histologijos poky¢iu jvertinimas

Gentamicino injekcijos 80 mg/kg 7 dienas i$ eilés sukélé tipinj amino-
glikozido sukelta timinj inksty pazeidima, kuris pasireiské kaip proksimaliniy
inksty kanaléliy nekrozé, Sepetinio krasto iSnykimas kanaléliuose ir kanaléliy
iSsiplétimas (3.2.4.1 pav., GM, GM+MDSPCs, GM+BM-MSCs grupés, 8, 14
dienos).

Pirmosiomis savaitémis po gentamicino sukelto UIP (D8 ir D14) visose
grupése stebimi rySkiis degeneraciniai pokyc¢iai. GM grupéje matomas didelis
inksty kanaléliy pazeidimas — epiteliniy lasteliy vakuolizacija, nekrozé ir
reikSminga uzdegiminé infiltracija. Glomeruly strukttira sutrikusi, krauja-
gysliy stazé rodo sutrikusj kraujotakos procesg. GM+MDSPCs ir GM+BM-
MSCs grupése taip pat matomi pazeidimai, taciau Siose grupése kanaléliy
struktiira geriau iS§saugota, uzdegimas maziau intensyvus, o epitelinés lastelés
rodo pirmuosius regeneracijos pozymius.
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3.2.4.1 pav. Inksty morfologijos pokyciai eksperimento metu [65]

Audiniai dazyti hematoksilinu ir eozinu (H&E). D8. Visose grupése pastebima ryski tubuliné
degeneracija, epiteliniy lasteliy vakuolizacija ir nekroze, uzdegiming infiltracija, kraujagys-
liy stazé. Pastebimas edeminis audinio patinimas, uzdegiminé infiltracija. D14. Visose
grupése pastebimi didelés apimties nekroziniai pazeidimai, uzdegiminé infiltracija aplink
kanalélius, sutrikusi glomeruly strukttra. D21. GM grupé: Tubuliniai pazeidimai ir uzdegi-
ming infiltracija i§lieka, stebima daliné regeneracija. GM+MDSPCs grupé: Zenkliai maZesni
uzdegimo pozymiai, aiSkesné kanaléliy struktiira. Glomerulai beveik normalios struktiiros.
GM+BM-MSCs grupé: Regeneracija pazengusi, inksty kanaléliai atrodo sveikesni. Matoma
minimaliai uzdegiminiy poky¢iy. D35. GM grupé: Inksty struktiira pageréjusi, taciau kai dar
stebimi degeneraciniai pokyc¢iai. Maziau uzdegiminiy lasteliy. GM+MDSPCs grupé: Kanalé-
liai beveik normalios struktiiros, uzdegiminé infiltracija minimali. GM+BM-MSCs grupé:
Inksty strukttira beveik visiSkai atstatyta, uzdegimo beveik nelik¢. Mastelio juosta — 50 pm.
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Eksperimento pabaigoje (D35) GM grupg¢je vis dar matomi uzdegiminiai
zidiniai ir daliné kanaléliy atrofija, taciau regeneracijos pozymiai yra mini-
malis. PrieSingai, GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése inksty audinys
atrodo beveik visiSkai atstatytas — inksty kanaleliy struktiira yra normali,
glomerulai aiskiai suformuoti, o uzdegiminiai infiltratai Zenkliai sumazéje.

Toksinj gentamicino poveikj atspindi ir inksty pazeidimo balas (3.2.4.2
pav.). Tiek raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lgstelés (inksty
pazeidimo balas 1,50 £ 0,55), tiek kauly ¢iulpy mezenchiminés kamieninés
lastelés (inksty pazeidimo balas 1,65 + 0,60) reikSmingai pagreitino inksty
morfologijos atsistatyma jau 21 eksperimento dieng, praéjus 14 dieny po
kamieniniy lgsteliy terapijos, lyginant su inksty pazeidimo grupe (inksty
pazeidimo balas 2,67 + 0,52), kuriai joks gydymas nebuvo taikytas (p < 0,05
lyginant GM+MDSPCs ir GM grupes, p < 0,05 lyginant GM+BM-MSCs ir
GM grupes, p > 0,05 lyginant GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupes)
[65].
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3.2.4.2 pav. Inksty pazeidimo balo pokyciai eksperimento metu
(*p < 0,05) [65]

Paveiksle vaizduojamas histologiskai jvertintas inksty pazeidimo balas skirtinguose ekspe-
rimento taskuose (D8, D14, D21, D35). 8 dieng visose grupése buvo nustatytas didziausias
inksty pazeidimo balas, taciau tarp grupiy reikSmingy skirtumy nenustatyta. 14 dieng pazei-
dimo balas sumazgéjo visose grupése, taciau reik§mingy skirtumy tarp eksperimentiniy grupiy
taip pat nepastebéta. 21 dieng GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése inksty pazeidimo
balas buvo reikSmingai mazesnis nei GM grupg¢je. 35 diena visose grupése pazeidimo balai
toliau mazéjo ir reik§mingai nesiskyré. Paklaidos juostos rodo standartinj nuokrypi (SD).
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3.2.5. Inksty apoptozés jvertinimas

Gentamicino injekcijos 80 mg/kg 7 dienas i eilés sukélé UIP ir kanaléliy
epitelio lgsteliy apoptoze inksty zievéje. Toksiniy gentamicino doziy poveiki
atspindi apoptozes balas (3.2.5.1 pav.) ir TUNEL dazymui teigiamos lastelés
inksty audinivose (3.2.5.2 pav.). Tiek raumeninés kilmés kamieninés
pirmtakinés lgstelés, tiek kauly ¢iulpy mezenchiminés kamieninés lastelés pa-
sizymé&jo statistiSkai reikSmingu antiapoptotiniu poveikiu. Tai atspindi
TUNEL dazymui teigiamy lgsteliy procentin¢ iSraiSka 21 eksperimento
dieng, pra¢jus 14 dieny po kamieniniy lgsteliy terapijos (GM-+MDSPCs
grupéje — 21,53 £+ 1,34 proc., GM+BM-MSCs grupéje — 27,35 + 0,97 proc.,
GM grupéje — 39,66 + 3,14 proc.; p <0,05 lyginant GM+MDSPCs ir GM
grupes, p < 0,05 lyginant GM+BM-MSCs ir GM grupes, p > 0,05 lyginant
GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupes).

Nors apoptozes pasireiSkimas mazéjo visose grupése iki eksperimento
pabaigos, tac¢iau GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése jis buvo statis-
tiskai reikSmingai mazesnis jau 21 eksperimento dieng lyginant su GM grupe
(p<0,05 lyginant GM+MDSPCs ir GM grupes; p<0,05 lyginant GM+BM-
MSCs ir GM grupes) [65]. Tai rodo, kad abiejy tipy kamieninés lastelés
pagreitino inksty funkcijos atsistatymg po inksty pazeidimo gentamicino
injekcijomis, lyginant su GM grupe, kur joks gydymas nebuvo taikomas.
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B GM grup¢ OGM+MDSPCs grupe B GM+BM-MSCs grupé
3.2.5.1 pav. Apoptotiniy lgsteliy kiekio pokyciai (*p < 0,05) [65]

8 ir 14 dienomis visose grupése apoptozé pasieké auksciausig lygj (~40—60 proc. TUNEL
teigiamy lasteliy). Tai rodo aktyvy lasteliy Ziities procesa dél gentamicino sukelto UIP.
21 dieng apoptozes lygis GM grupéje pradéjo mazéti, taciau vis dar buvo reikSmingai didesnis
nei GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése. 35 dieng visose grupése apoptozé sumazéjo ir
tarp grupiy reikSmingai nesiskyre. Paklaidos juostos rodo standartinj nuokrypj (SD).
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3.2.5.2 pav. Inksty apoptozés pasireiskimo pokyciai eksperimento metu [65]
0 diena — apoptozés néra. 8 ir 14 dienomis visose grupése stebétas didelis TUNEL teigiamy
lasteliy skaicius, ypac¢ inksty kanaléliy epitelyje. Tai rodo aktyvius apoptozés procesus.
21 dieng GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése pastebétas reikSmingas apoptozés
sumazéjimas lyginant su GM grupe, tac¢iau audiniuose dar iSliko pavieniai TUNEL teigiami
branduoliai. GM grupéje apoptotiniy lasteliy skaicius 35 diena sumaz¢jo, bet buvo didesnis
nei GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupése, nors $is skirtumas nebuvo reik§mingas.
Mastelio juosta 100 um.
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Kaip nurodoma daugelyje anksciau publikuoty moksliniy tyrimy, anti-
apoptotinis poveikis yra laikomas vienu svarbiausiy mezenchiminiy kamieni-
niy lasteliy veikimo mechanizmy, kuris toliau apzvelgtas 5 skyriuje.

3.2.6. Lasteliuy farmakokinetikos jvertinimas

Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy ir kauly ciulpy
mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy migracija j pazeista inksto audinj buvo
nustatoma pazymint lgsteles PKH-26 fluorescuojanciais membraniniais
dazais. PKH26 zymétos lastelés parodytos 3.2.6.1 pav.

3.2.6.1 pav. PKH?26 fluorescuojanciais dazais Zymétos lgstelés in vitro,
pries lgsteliy injekcijg

Nustatyta, kad tieck PKH-26 Zzymétos raumeninés kilmés kamieninés
pirmtakinés lgstelés, tiek zymétos kauly Ciulpy mezenchiminés kamieninés
lastelés geba migruoti | pazeistus inksty audinius ir nedidelis jy kiekis yra
aptinkamas inksto zievéje (kaip parodyta geltonomis rodyklémis 3.2.6.2 pav.
GM+MDSPCs ir GM+BM-MSCs grupés) [65]. GM grupé naudota kaip
neigiama kontrolé. Sioje grupéje 14, 21 ir 35 eksperimento dienomis inksty
audiniuose PKH-26 teigiamy Iasteliy neaptikta.
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3.2.6.2 pav. PKH-26 zymétos kamieninés lgstelés inksty audiniuose [65]

Paveiksle pavaizduotas PKH-26 fluorescenciniu dazu (raudona spalva) pazymeéty kamieniniy
lasteliy iSsidéstymas inksty audiniuose skirtinguose eksperimento taskuose (D14, D21, D35).
Branduoliai dazyti DAPI (mélyna spalva). PKH-26 teigiamas lasteles Zymi geltonos rodyk-
Iés. 14 dieng PKH-26 zyméty lasteliy nerasta GM grupéje, ta¢iau GM+MDSPCs ir GM+BM-
MSCs grupése matomi pirmieji kamieniniy lasteliy integracijos poZymiai. 35 dieng PKH-26
teigiamy lasteliy skaicius kiek sumazéjo, taciau jos vis dar buvo aptinkamos GM+MDSPCs
ir GM+BM-MSCs grupése. Tai rodo jy ilgalaikj iSlikimg inksty audiniuose ir galima
parakrininj poveikj audiniy regeneracijai. Mastelio juosta — 50 pm.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Uminis inksty paZeidimas — globali problema, kurios daznis kasmet auga
dél demografinio sen¢jimo, létiniy ligy, tokiy kaip cukrinis diabetas ir
hipertenzija, paplitimo, taip pat dél didelio nefrotoksiniy vaisty vartojimo [1,
140]. Pasaulinés sveikatos organizacijos 2019 mety duomenimis, inksty ligos
buvo deSimta pagal daznuma mirties priezastis pasaulyje, sukeliancios 1,3
milijono mir&iy per metus [141]. Sis skai¢ius toliau didéja, atspindédamas ne
tik didesnj inksty pazeidimo paplitima, bet ir ribotus gydymo budus, kurie
dazniausiai apsiriboja simptominiu gydymu ar dialize. UIP yra susijes su
didele rizika Siai biiklei pereiti j 1éting inksty liga (LIL), kuri dar labiau didina
pacienty mirtinguma [142]. Remiantis moksliniais tyrimais, kasmet 13 mili-
jony zmoniy patiria UIP, i§ kuriy 1,7 milijono mir$ta dél tiesioginio ar netie-
sioginio poveikio, t. y. ligos komplikacijy [143].

Pastaruosius du deSimtmecius mokslininkai stengési surasti naujy budy
UIP gydymui ir LIL prevencijai, jskaitant inovatyvius metodus, naudojant
kamienines lasteles ar lasteliy komponentus, del jy gebéjimo moduliuoti
uzdegima, skatinti angiogeneze ir atkurti pazeistus audinius [9]. Bene
didziausias démesys regeneracinéje medicinoje iki Siol buvo skiriamas kauly
Siulpy mezenchiminéms kamieninéms lastelems [26-28, 33-37]. Sio tipo
kamieninés lastelés gali slopinti inksty pazeidima veikdamos j jgimtos imuni-
nés sistemos reguliacija, skatindamos inksty regeneracijg ir uzkirsdamos
kelig inksty audiniy fibrozei [144]. Btent dél Sios priezasties, disertaciniame
darbe palyginimui su raumeninés kilmés kamieninémis pirmtakinémis Iaste-
lémis buvo pasirinktos placiausiai inksty regeneracijos srityje iStyrinétos
kauly ¢iulpy mezenchiminés kamieninés lastelés.

Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés yra mezenchiminiy
kamieniniy lgsteliy linija, pasizyminti multipotentiSkumu, ilgai isliekanciu
proliferacijos potencialu, dideliu atsinaujinimo pajégumu ir sukelian¢iu endo-
geninj audiniy atsistatyma [43, 59—61]. IS griau¢iy raumeny iSskirtos kamie-
nings lgstelés, buvo naudojamos raumeny, kauly, kremzlés, raisciy, periferi-
niy nervy ir kity audiniy regeneracijai ikiklinikiniuose tyrimuose [43, 59-62].
D¢l daug Zzadanciy duomeny, miisy eksperimentuose nuspregsta pritaikyti §j
Igsteliy tipg UIP gydymui ir inksty regeneracijai ir kaip minéta anksCiau,
palyginti jas su placiai iStyrinétomis kauly ¢iulpy mezenchiminémis kamieni-
némis lgstelémis.

Disertacinio darbo in vitro tyrimy rezultatai parodé¢, kad tiek raumeninés
kilmés kamieninés pirmtakinés lIgstelés, tiek kauly Ciulpy mezenchimings
kamieninés Igstelés pasizymi labai panasiu imunofenotipu, geny ekspresija ir
multipotentinés diferenciacijos potencialu. Raumeninés kilmés kamieniniy
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pirmtakiniy lasteliy populiacijos padvigub¢jimo laikas buvo statistiSkai
reik§mingai trumpesnis nei kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy Iasteliy
[64]. Tai rodo, jog i§ griauciy skersaruozio raumens audinio isskirty lgsteliy
proliferacijos greitis yra didesnis ir suteikia Sioms lasteléms pranaSumga pries
1§ kauly ciulpy isskirtas kamienines lgsteles, nes reikSmingai didesnis lgsteliy
skaicius gali biiti gaunamas per trumpesnj laika.

Tyrimai in vivo atskleid¢, kad raumeninés kilmés kamieninés pirmtaki-
nés lastelés reikSmingai pagreitina inksty regeneracija ir funkcinj atsistatyma
po gentamicino sukelto inksty pazeidimo. Taip pat nustatyta, kad raumeninés
kilmeés kamieninés pirmtakinés lastelés yra lygiavertés labiau iStyrinétoms,
kauly ¢iulpy mezenchiminéms kamieninéms lgsteléms vertinant efektyvuma
ir turi net tam tikry privalumy klinikiniu poziiiriu (proliferacijos greitis, rau-
meny audinio prieinamumas ir kiekis). Lasteliy migracijos tyrimai parode¢,
kad abiejy tipy kamieninés lgstelés geba migruoti j pazeistus inksty audinius,
ir dalis jy inkorporuojasi inksto zievingje dalyje [65].

4.1. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy ir kauly ¢iulpy
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy charakteristikos

Disertacijos tyrimy rezultatai in vitro neprieStarauja anksciau atliktiems
moksliniams tyrimams, vertinusiems raumeninés kilmés kamieniniy pirmta-
kiniy lasteliy ir kauly Ciulpy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy charakte-
ristikas. Kaip aprasyta anksciau, tiek raumeninés kilmés kamieninés pirmta-
kinés Iastelés, tiek kauly ¢iulpy mezenchiminés kamieninés lastelés pasizy-
mejo stipria CD90 Zymens raiska, taciau buvo neigiamos CD34 ir CD45
zymenims [11, 145, 146]. Si savybe atitinka tarptautinius kriterijus, aprasytus
Dominici et al. [147]. CD90 raiska daznai laikoma mezenchiminiy kamieni-
niy lasteliy funkcijos ir regeneracinio potencialo Zymeniu [148]. Valdivia
et al. nustaté, kad CD90 padeda lasteléms prisitvirtinti prie ekstralgstelines
matricos ir skatina jy migracija j pazeistus audinius [149].

CD45 ir CD34 zymeny nebuvimas patvirtina, kad Sios lastelés néra
hematopoetinés kilmeés. Kaip ir miisy tyrime, taip ir ankstesniuose eksperi-
mentuose nustatyta, kad tiek raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés
lgsteles, tiek kauly ¢iulpy mezenchiminé kamieninés lastelés geba diferen-
cijuotis adipogenine, chondrogenine, osteogenine bei miogenine kryptimis in
vitro [11, 145, 146].

Vienas svarbiausiy raumeninés kilmés ir kauly ¢iulpy kamieniniy lgsteliy
skirtumy — jy proliferacijos greitis. Peng ef al. atliktas tyrimas lygino mezen-
chininiy kamieniniy lasteliy, i$skirty i§ skirtingy Saltiniy proliferacijos greiti.
Sios grupés nustatytas kauly ¢iulpy kamieniniy lasteliy populiacijos padvigu-
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béjimo greitis atitiko miisy tyrimy rezultatus (~61 val.) [150]. Idomu, kad kai
kuriuose tyrimuose nustatytas raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy
lasteliy proliferacijos greitis buvo net didesnis, nei miisy atliktuose eksperi-
mentuose, taciau tam jtakos gal¢jo turéti skirtingas audinio donoro amzius09
biopsijos paémimo metu bei skirtinga kamieniniy Igsteliy iSskyrimo metodika
[151, 152].

Masy tyrimy rezultatai neprieStarauja anksciau publikuotiems moksli-
niams darbams, kuriuose apraSoma, jog raumeninés kilmés kamieniniy pirm-
takiniy lasteliy populiacijos padvigubéjimo laikas yra statistiSkai reikSmingai
trumpesnis, lyginant su kauly ¢iulpy raumeninémis kamieninémis lastelémis
[145, 151]. Sie duomenys yra itin svarbiis tolimesniems ikiklinikiniams ir
klinikiniams tyrimams ir tinkamiausios kamieniniy lasteliy terapijos parin-
kimui klinikingje praktikoje, nes reikiamas kamieniniy lasteliy kiekis reika-
lingas gydymo tikslais gali biiti gaunamas per reikSmingai trumpesn;j laika
panaudojant raumeninés kilmeés kamienines pirmtakines lasteles.

4.2. Raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy
ir kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy terapiju
taikymas timinio inksty paZeidimo gydymui

Tyrimy in vivo metu buvo siekiama jvertinti raumeninés kilmés kamieni-
niy pirmtakiniy lgsteliy terapinj poveikj UIP gydymui bei palyginti su kauly
Ciulpy mezenchiminémis kamieninémis Igstelémis eksperimentiniame nefro-
toksiskumo modelyje. Miisy tyrimy rezultatai rodo, kad skiriant raumeninés
kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy terapija laboratoriniams gyviinams
gentamicino sukelto UIP modelyje pasiekiamas greitas ir reikSmingas inksty
funkcijos pageréjimas bei stebimas morfologinis inksty atsistatymas.

Atsizvelgiant | tyrimy rezultatus daroma prielaida, kad tokj terapinj efek-
ta nulémé Siy Igsteliy geb&jimas migruoti i pazeidimo vieta, inkorporuotis i
inksto Zievés audinius ir sukelti antiapoptotinj poveikj. Antiapoptotinis me-
zenchiminiy kamieniniy lgsteliy poveikis gydant UIP apraSytas ne viename
ankstesniame tyrime [31, 33, 34, 38, 115]. Taip pat nustatyta, kad raumeninés
kilmés kamieninés pirmtakinés Igstelés efektyvumo poziiiriu yra lygiavertés
kauly Ciulpy mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy terapiniam poveikiui, nes
nenustatyta jokiy statistiSkai reikSmingy skirtumy lyginant $iy skirtingy ka-
mieniniy Igsteliy grupiy rezultatus nei viename eksperimento taske [64, 65].

Misy tyrimy rezultatai parodé¢, kad raumeninés kilmés kamieninés pirm-
takings lastelés ir kauly ¢iulpy mezenchiminés kamienings lastelés reikSmin-
gai sumazino kreatinino koncentracija kraujo serume ir pagerino kreatinino
klirensg UIP modelyje. Nustatyta, kad kauly ¢iulpy mezenchiminés kamie-
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ninés lastelés veikia parakrininiu budu, iSskirdamos prieSuzdegiminius ir
angiogeninius citokinus, tokius kaip VEGF, HGF ir IL-10, kurie mazina
uzdegima ir skatina kraujotakg paZeistuose audiniuose [153]. Ankstesni
tyrimai taip pat parodé, kad mezenchiminés kamieninés lastelés reguliuoja
imuninj aktyvumg ir padidina Seimininko lasteliy augimo ir diferenciacijos
potencialg per tiesioginij lasteliy kontakta ir parakrininius mechanizmus, taip
skatindamos pazeisty audiniy regeneracija [154].

Iki Siol nebuvo publikuota tyrimy, kurie vertinty raumeninés kilmés
kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy, iSskirty naudojant M. Lavasani metodika
[13], terapija UIP gydymui. Nors Arriero et al. paskelbé mokslinj darba,
kuriame nebuvo nustatytas teigiamas i§ griau¢iy raumens iSskirty kamieniniy
Iasteliy terapijos poveikis UIP gydymui [121], taiau tyrimo autoriai aiskiai
pazyméjo kamieniniy lasteliy iSskyrimo metodikos ir jy fenotipo skirtumus
lyginant su M. Lavasani atliktais tyrimais. Arriero mokslininky grupé tyri-
mams naudojo raumeninés kilmés lgsteles, kurios pasizymeéjo neigiama c-kit
raiSka ir silpna CD34 raiska, kai tuo tarpu Siame darbe i$skirtos kamieninés
lastelés pasizymejo neigiama CD34 raiska ir silpna c-kit ekspresija. Taip pat
svarbu pazymeéti, kad Arriero ir bendraautoriy darbe buvo naudojamas inksty
iSemijos pazeidimo modelis, tuo tarpu Siuose tyrimuose inksty pazeidimas
buvo sukeliamas toksinémis gentamicino injekcijomis.

Kitas svarbus aspektas — naudota lasteliy doz¢. Kamieniniy Igsteliy dozé
gyviinui disertacijos tyrimuose buvo naudojama 5 kartus didesné nei anksc¢iau
publikuotame tyrime (1 x 10° lyginant su 2 x 10° Igsteliy gyvinui). Kaip jau
minéta anksc¢iau, Arriero ir bendraautoriai nenustaté jokio teigiamo poveikio
inksty regeneracijai po nediferencijuoty kamieniniy lasteliy terapijos, nors
misy tyrimai atkleidé reikSmingg tokios terapijos jtaka inksty funkcijos atsi-
statymui ir regeneracijai. Sie skirtumai patvirtina ankstesniy tyrimy rezultatus
ir parodo, kad griau¢iy raumuo yra skirtingy lasteliy tipy Saltinis ir i§skyrimo
procediira bei jos salygos yra svarbiis veiksniai siekiant i$skirti reikiamo tipo
kamienines lasteles i§ skersaruoziy raumens audiniy [61].

Svarbus iki Siol nei$sprestas ir mokslinéje literattroje placiai diskutuo-
jamas klausimas yra tinkamiausios ir efektyviausios kamieniniy Iasteliy tera-
pijos parinkimas skirtinguose modeliuose UIP gydymui. Ankstesni tyrimai
pademonstravo i§ kauly ciulpy [26-28, 33-37], riebaly [29, 105-107, 112—
115] ir virkstelés kraujo [108, 109, 116—-119] isskirty mezenchiminiy kamie-
niniy lgsteliy efektyvumg UIP gydymui jvairiuose eksperimentiniy gyviiny
modeliuose in vivo. Reikia pazymeéti, kad UIP buvo sukeliamas skirtingomis
nefrotoksinémis medziagomis, tokiomis kaip gentamicinas, cisplatina, folio
rugstis, taip pat taikant iSemijos-reperfuzijos, rabdomiolizes, nudegimo ar
sepsio sukelto UIP modelius, taigi ir UIP patogenezé buvo kiek skirtinga.
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Gerai zinoma, kad kreatinino koncentracijos padid¢jimas yra svarbus
UIP rodiklis [155-157]. Miisy tyrimuose nustatytas rySkus kreatinino kon-
centracijos Slapime sumaz¢jimas ir kreatinino koncentracijos kraujo serume
padidéjimas po 8 eksperimento dieny atspindi tipinj gentamicino sukeltg
inksty paZeidimg, kaip apraSyta kity autoriy [33, 158, 159]. UIP charakte-
ristikos placiai apraSytos mokslingje literatiiroje, kur nurodoma, kad kreati-
nino koncentracijos poky¢iai koreliuoja su histologiniu inksty pazeidimu
[160].

Kaip minéta, misy atlikti tyrimai leido palyginti mezenchimines kamie-
nines lgsteles iSskirtas i§ griauciy skersaruoziy raumeny ir kauly ¢iulpy. Tiek
raumeningés kilmés kamieninés pirmtakinés lgstelés, tiek kauly ¢iulpy mezen-
chiminés kamieninés Igsteles reikSmingai pagreitino inksty funkcijos atsista-
tyma remiantis statistiSkai reikSmingai sumazéjusia kreatinino koncentracija
kraujo serume, padidéjusia kreatinino koncentracija slapime ir kreatinino kli-
rensu, praéjus 2 savaitéms po kamieniniy lasteliy terapijos, lyginant su inksty
pazeidimo grupe, kuriai joks gydymas taikytas nebuvo. AnalogiSki tyrimy
rezultatai publikuoti kity mokslininky grupiy, kurios taike kauly ¢iulpy me-
zenchiminiy kamieniniy Igsteliy terapija UIP gydymui ir inksty regeneracijai
eksperimentiniuose modeliuose in vivo [33, 35, 36, 38].

Nepaisant pazangos standartizuojant UIP kriterijus, jo apibrézimas tebé-
ra pagristas kreatinino kiekio serume ir §lapimo i$siskyrimo pokyciais, kurie
konkreciai neatspindi kanaléliy funkcijos ar pazeidimo ir turi tam tikry apri-
bojimy diagnozuojant UIP [155]. Siekiant kuo anks¢iau nustatyti inksty funk-
cijos sutrikimus, naudojami nauji, tikslesni biozymenys, skirti prognozuoti
UIP atsiradimg ir vystymasi. Inksty kanaléliy pazeidimo metu kraujo ir $lapi-
mo biozymenys iSsiskiria jvairiais mechanizmais. Inksty pazeidimo mole-
kule-1 (KIM-1) i$siskiria i§ proksimalinio kanalélio, o su neutrofily zelatina-
ze susijes lipokalinas (NGAL) i$siskiria i§ distalinio kanalélio. Transmembra-
ninis glikoproteinas KIM-1 yra gerai iStyrinétas ir patvirtintas UIP bioZzymuo
[156]. NGAL yra pagrindinis polipeptidas, randamas kraujyje ir $lapime UIP
vystymosi metu po i§eminio ar toksinio inksty pazeidimo [157]. Misy tyrimy
rezultatai parodé, kad tiek raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy laste-
liy, tiek kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy skyrimas nuléme
statistiSkai reikSmingg inksty pazeidimo biozymeny KIM-1 bei NGAL sekre-
cijos sumaz¢jima bei inksty morfologijos atsistatyma.

Atliekant tyrimus, nenustatyta nei raumeninés kilmeés, nei kauly ¢iulpy
mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy terapijos pranaSumy vertinant funkcinius,
biocheminius ir morfologinius inksty pokycius, tode¢l galima teigti, kad Sios
dvi kamieniniy Igsteliy terapijos turéty biti laikomos lygiavertémis UIP
gydymui. Zvelgiant i§ klinikinio panaudojimo perspektyvos, daugiau prana-
Sumy visgi turi raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lasteles. Kaip
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minéta anksciau, raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés pasi-
zymi trumpesniu populiacijos padvigubéjimo laiku, todél reikalingas lasteliy
skaicius terapiniais tikslais gali buti pasiektas per trumpesnj laika [64]. Taip
pat pakankamai svarbus yra ir biopsijos paémimo aspektas. Griau¢iy raume-
ny biopsija yra maziau invazyvi ir maziau skausminga, dé¢l to galéty biti
geriau toleruojama pacienty.

4.3. Eksperimentiniy terapijuy kamieniniy lasteliy pagrindu
veikimo mechanizmas

Tikslus kamieniniy lgsteliy terapijos veikimo mechanizmo nustatymas
neprieita bendro sutarimo. Mokslininky nuomone, galimi du pagrindiniai
veikimo mechanizmai: tiesioginis Igsteliy poveikis, joms inkorporuojantis j
pazeistus audinius ir diferencijuojantis j specializuotas audiniy lastelés [35,
39], bei netiesioginis, parakrininis/endokrininis poveikis, priklausantis nuo
lgsteliy sekretuojamy humoraliniy veiksniy [33, 34, 39, 137]. Trofiniai veiks-
niai, kurie galimai dalyvauja inksty regeneracijos procese, yra kraujagysliy
endotelio augimo faktorius, fibroblasty augimo faktorius-2, j insuling panasus
augimo faktorius-1, hepatocity augimo faktorius ir kt. [26, 28, 108].

Inksty kanaléliy lasteliy apoptozé yra biidingas gentamicino sukeltos
UIP pozymis, dél kurio sutrinka inksty funkcija. Apoptozé vaidina svarby
vaidmen] organizmo audiniy vystymesi ir homeostazéje, taip pat ir inksty
atsistatyme po UIP [161, 162]. Kity autoriy tyrimai rodo, kad mezenchiminés
kamieninés lgstelés iSskirtos i§ skirtingy audiniy geba veikti per antiapop-
totin] kelig ir tokiu budu skatinti inksty regeneracija [31, 33, 34, 38, 115].
Analogiski rezultatai pademonstruoti ir panaudojant raumeninés kilmes ka-
mienines pirmtakines lgsteles kity organy ar audiniy regeneracijai [163—165].

Misy tyrimy rezultatai nepriestarauja ankstesniy moksliniy publikacijy
duomenims. Tiek raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés, tiek
kauly ¢iulpy mezenchiminés kamieningés Igstelés pasizyméjo antiapoptotiniu
poveikiu. Tai atspindi TUNEL dazymui teigiamy Igsteliy procenting israiska
21 eksperimento dieng. Nors apoptozés pasireiSkimas mazéjo visose tiriamo-
siose grupése iki eksperimento pabaigos, taiau kamieniniy lasteliy terapijos
grupése jis buvo statistiskai reik§Smingai maZzesnis lyginant su inksty paZzei-
dimo grupe [65]. Tai reiskia, kad tiek raumeninés kilmés kamieninés pirmta-
kinés lastelés, tiek kauly Ciulpy mezenchiminés kamieninés lastelés statis-
tiskai reikSmingai pagreitino inksty regeneracinius procesus po UIP.

Misy tyrimy rezultatai parodé¢, kad tiek raumeninés kilmés, tiek kauly
Ciulpy mezenchiminés kamieninés lastelés geba migruoti | pazeidimo vieta
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po sisteminés injekcijos. Nedidel¢ dalis jy aptiktos inksty Zievinéje dalyje ir
praéjus 4 savaitéms nuo lasteliy terapijos skyrimo [65]. Sie rezultatai yra
analogiSki anksciau atliktoms studijoms, kurios parodé mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy geb¢jima diferencijuotis i specializuotas inksty lgsteles in
vivo [35, 39].

Svarbu paminéti, kad net ir nedidelis lasteliy kiekis, kuris buvo aptiktas
pazeistuose inksty audiniuose, nulémé reik§minga funkcinj ir morfologinj
inksty atsistatyma, tod¢l negalima atmesti prielaidos, kad mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy veikimo mechanizmas yra kompleksinis. Sia prielaida dar
labiau sustiprina ir anksCiau aptarti antiapoptotinio mezenchiminiy kamie-
niniy lasteliy poveikio rezultatai, bei kity tyréjy publikacijos, pagrindZiancios
netiesioginj kamieniniy Igsteliy terapijos poveikj [33, 34, 137].

4.4. Eksperimentiniy terapijy kamieniniy lasteliy pagrindu
citokinetikos ypatumai

Siekiant geriau suprasti raumeninés kilmes kamieniniy pirmtakiniy laste-
liy citokinetikos ypatumus ir galimg veikimo mechanizma regeneruojant pa-
zeistus inksty audinius, prie§ injekcijas lgstelés buvo pazymimos membra-
niniais fluorescuojanciais PKH-26 dazais ir sekamas jy jud¢jimas in vivo
skirtinguose eksperimento taskuose. Rezultatai parodé, kad tik nedidelis
lasteliy skaicius buvo stebimas inksty zievingje dalyje, taciau net ir $is saly-
ginai nedidelis Igsteliy kiekis buvo aptinkamas inkstuose iki pat eksperimento
pabaigos, t. y. pra¢jus ménesiui po kamieniniy lasteliy injekcijos [65].

Nors ankstesnés studijos pademonstravo mezenchiminiy kamieniniy 13s-
teliy geb¢jimg diferencijuotis i inksty epitelio lasteles [39] ar mesangialines
lasteles [25], naujausi jrodymai rodo, kad jy diferenciacijos galimybés yra
ribotos, kadangi jos nesidiferencijuoja j inksty parenchimos lasteles in vivo.
D¢l Sios priezasties labiau tikétinas veikimo mechanizmas yra kompleksinis
ir siejamas su Igsteliy iSskiriamy parakrininiy veiksniy poveikiu [36-38, 105,
107, 108].

4.5. Atlikty tyrimy privalumai ir trukumai

Masy tyrimai atskleidé reikSmingos naujos informacijos taikant raume-
ninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lgsteliy terapija UIP gydymui. Visy
pirma, nors i§ skersaruoziy griauciy raumeny ir i§ kauly Ciulpy iSskirtos
kamieninés lastelés placiai tyrinétos in vitro, taciau iki Siol nebuvo publikuota
palyginamyjy straipsniy, vertinusiy $iuos lgsteliy tipus, iSskirtus i§ ziurkes
audiniy. Antra, miisy Ziniomis, mes buvome pirmoji mokslininky grupé
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jrodziusi, kad raumeninés kilmeés kamieninés pirmtakinés lastelés yra alter-
natyvus mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy 3altinis UIP gydymui, turintis
keletg pranasumy, lyginant su kauly ¢iulpy kamieninémis Igstelémis, jskai-
tant skeleto raumeny audinio gausg ir prieinamuma lgsteliy i§skyrimui, paly-
ginti lengvus lasteliy izoliavimo ir padauginimo biidus ir, svarbiausia, didesnj
proliferacijos greitj [64, 65]. Dél Siy priezas¢iy raumeninés kilmés kamieni-
niy pirmtakiniy Igsteliy terapija gali buti laikoma potencialia kandidate UIP
gydymui ir prevencijai, ir turéty biiti toliau tyrinéjama ikiklinikiniuose ir
klinikiniuose tyrimuose.

Be miisy tyrimy naujumo ir teigiamy rezultaty, liko neatsakyty klausimy,
1 kuriuos turéty buti nukreipti tolimesni tyrimai. Raumeninés kilmeés kamie-
niniy pirmtakiniy Igsteliy terapijos veikimo mechanizmas ir jo kompleksis-
kumas turéty biti placiau analizuojamas jtraukiant kitus galimus veikimo
kelius, tokius kaip oksidacinio streso ir uzdegiminiy reakcijy supresija, taip
pat citokiny, chemokiny ir mediatoriy sekrecija. Sie galimi mechanizmai
tyrinéti ir patvirtinti taikant kauly ¢iulpy mezenchimines kamienines lgsteles
UIP nefrotoksiskumo modeliuose in vivo [36, 37].

Taip pat, biitina atlikti tolesnius tyrimus, siekiant nustatyti tinkamiausia
kamieniniy lasteliy terapijos skyrimo biida (intraveniné injekcija, intraparen-
chiming injekcija ar kt.), bei palyginti galimus skirtumus. Tuo paciu, svarbu
placiau nustatyti bei parinkti optimalig Igsteliy terapijos doze. Savo tyrimuose
dozés parinkimg atlikome remdamiesi anks¢iau publikuoty studijy duomeni-
mis [34, 107, 137, 138]. Taciau svarbu jvertinti, kaip keiciasi kamieniniy
lasteliy terapijos efektyvumas skiriant skirtingas dozes bei taikant skirtingg
terapijos rézima, pvz., pakartotines kamieniniy lgsteliy injekcijas.
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I1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

ISVADOS

Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés Igstelés bei kauly Ciulpy
mezenchiminés kamieninés Igstelés buvo tipinés morfologijos ir pasizy-
meéjo mezenchiminiy zymeny CD59 ir CD90 raiSka ir nepasiZyméjo
hematopoetiniy ir endoteliniy zymeny CD45 ir CD34 raiska. Raumeni-
nés kilmes kamieninés pirmtakinés lastelés taip pat pasizZyméjo teigiama
desmino raiska, ir silpna c-kit raiSka.

Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés pasizymi statistiskai
reik§mingai trumpesniu populiacijos padvigubéjimo laiku lyginant su
kauly ¢iulpy mezenchiminémis kamieninémis Igstelémis.

Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés pasizymeéjo statistis-
kai reikSmingai didesne regeneracijos OCT4 geno raiSka lyginant su
kauly ¢iulpy mezenchiminémis kamieninémis Igstelémis.

Tiek raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés Igsteles, tiek kauly
¢iulpy mezenchiminés kamieninés Igstelés yra multipotentinés, nes yra
osteogeningés, chondrogeninés, adipogenings ir miogeninés.

Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lgstelés pagreitina funkcinj
ir morfologinj inksty atsistatyma, nes sukelia statistiSkai reikSmingus
kraujo serumo ir Slapimo kreatinino koncentracijy ir kreatinino klirenso,
inksty morfologijos ir pazeidimo balo, bei apoptozes pasireiskimo poky-
¢ius 21 eksperimento diena, ir inksty pazeidimo Zymeny poky¢ius Slapi-
me — KIM-1 11 eksperimento dieng, NGAL — 21 eksperimento dieng.

Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés yra lygiavertés
kauly ¢iulpy mezenchiminéms kamieninéms lgsteléms vertinant jy efek-
tyvuma, dél to jy terapija gali biiti laikoma potencialia kandidate timinio
inksty pazeidimo gydymui.

Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lastelés geba migruoti i
paZeistus inksty audinius po sisteminés injekcijos ir nedidelé jy dalis
inkorporuojasi inksty zievinéje dalyje bei iSlieka inksty parenchimoje per
visg eksperimento laikotarpj — 35 dienas.
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PRAKTINES REKOMENDACILJOS

Raumeninés kilmés kamieninés pirmtakinés lgstelés turi potencialo
inksty regeneracijos srityje. Tolimesniais tyrimais turéty biti siekiama:

1.

Nustatyti raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy gali-
mus veikimo mechanizmus ir detaliau istirti $iy lasteliy inkorpora-
vimasi ] pazeistus inksto audinius;

Istirti Siy kamieniniy Igsteliy farmakokinetikos skirtumus vietiniy ir
sisteminiy injekcijy atvejais;

ISsiaiskinti terapinio poveikio skirtumus taikant vienkarting ir karto-
tines raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy injekcijas;

[vertinti terapinio poveikio skirtumus taikant kamienines lgsteles
derinyje su antioksidacinj poveiki turin¢iomis veikliosiomis medzia-
gomis, siekiant pagerinti lasteliy iSgyvenamuma po sisteminés
injekcijos.

Patvirtinti raumeninés kilmés kamieniniy pirmtakiniy lasteliy apsau-
ginj poveikj létinio inksty funkcijos nepakankamumo vystymuisi po
Uminio inksty pazeidimo.
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SUMMARY

INTRODUCTION

In recent years, a promising approach to manage acute kidney injury
(AKI) is the use of mesenchymal stem cells (MSCs), also known as
mesenchymal stromal cells. MSCs are undifferentiated, self-renewable, adult
stem cells of mesodermal origin. These multipotent stem cells are broadly
distributed in the body, can be easily isolated from various tissues, such as
bone-marrow, fat, muscle, umbilical cord blood, and have the capacity to
differentiate into both mesenchymal and non-mesenchymal lineages [ 12-22].
MSCs have been reported to promote regenerative responses, leading to
tissue repair and improved renal function in animal models of renal damage
such as cisplatin, gentamicin, mercuric chloride, folic acid, intramuscular
glycerol or ischemia-reperfusion induced AKI [27-30, 87, 105, 108].

One of the most thoroughly investigated type of MSCs in renal regene-
ration is bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs). Many studies
have demonstrated the efficacy of BM-MSCs in the treatment of AKI in diffe-
rent animal models [33-38]. It was shown, that BM-MSCs are capable of
direct incorporation and differentiation into different renal cell types [39].
BM-MSCs were also reported to suppress apoptosis, inflammation, oxidative
stress and to increase production of growth factors [33, 34, 36-38]. The
combination of these effects results in functional and morphological renal
recovery, defined by decreased kidney necrosis and fibrosis, decreased peak
plasma creatinine and serum urea nitrogen, prolonged survival and reduced
mortality of animals in experimental studies.

MSCs derived from the postnatal skeletal muscle using pre-plate isola-
tion technique are known as the skeletal muscle-derived stem/progenitor cells
(MDSPCs) [13, 42]. These slowly adhering cells are supposedly resided in
the perivascular niche. MDSPCs are characterized by multipotency, long-
term proliferation and self-renewal capacities [43, 59, 60]. The most
important properties of MDSPCs include their resistance to oxidative and
inflammatory stress, induction of neovascularisation and stimulation of
regeneration of various tissues, such as bone, cartilage, skeletal and cardiac
muscles. Taking into account the above-mentioned properties of MDSPCs,
it was hypothesized that this stem cell type might be an alternative to
BM-MSCs for kidney regeneration.
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THE AIM AND OBJECTIVES OF THE STUDY

The aim of the study

To develop an experimental treatment for acute kidney injury using
muscle-derived stem/progenitor cells, to evaluate their cytokinetic properties
and effectiveness in an acute kidney injury model in vivo.

The objectives of the study

1. To isolate, culture, thoroughly characterize, and compare muscle-
derived stem/progenitor cells and bone marrow mesenchymal stem
cells by assessing stem cell morphology, proliferation potential,
phenotype, gene expression, and multipotency.

2. To assess the therapeutic effect of muscle-derived stem/progenitor
cells experimental therapy for kidney regeneration after acute
kidney injury in gentamicin induced nephrotoxicity model in vivo.

3. To compare efficacy of muscle-derived stem/progenitor cells and
bone marrow mesenchymal stem cells based experimental therapies
in acute kidney injury model in vivo.

4. To assess and compare pharmacokinetics of muscle-derived stem/
progenitor cells and bone marrow mesenchymal stem cells.

SCIENTIFIC NOVELTY OF THE STUDY

Despite innovations in the field of medicine and improvements in health
care worldwide, the incidence of AKI continues to increase every year. This
is caused by an aging population and an increase in the incidence of chronic
diseases. The most common causes of acute renal failure in hospitals include
decreased renal perfusion, septic shock, use of contrast agents, use of drugs
with nephrotoxic effects, major surgical interventions, etc. [5, 6, 53-55].
Although the understanding and knowledge of the risk factors, causes and
pathophysiology of AKI are expanding, the diagnosis of AKI is improving,
and the options for prevention and treatment are still limited [56].

Recent evidence suggests that mesenchymal stem cells are beneficial for
renal regeneration by secreting paracrine factors and extracellular vesicles
into recipient kidney cells and are considered a promising cell therapy for
CKD [57]. Preclinical studies show that mesenchymal stem cell therapy has
a positive effect on renal regeneration through various mechanisms, inducing
anti-inflammatory, anti-apoptotic, oxidative stress-reducing, anti-fibrotic,
immunomodulatory and pro-angiogenic effects on renal tissues [58].
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One of the unanswered questions related to the application of mesen-
chymal stem cell therapy for the treatment of CKD is the selection of the most
appropriate cell source. Mesenchymal stem cells can be isolated from tissues
such as bone marrow, fat, skeletal striated muscle, periosteum, umbilical cord
blood [12-22]. Muscle-derived stem/progenitor cells isolated from skeletal
striated muscles are multipotent, have long-lasting proliferation potential,
high regenerative capacity and cause endogenous tissue repair by releasing
trophic factors. Cells isolated from skeletal muscle have been used to regene-
rate tissues such as muscle, bone, cartilage, ligaments, and peripheral nerves
[43, 59—62]. This cell type fulfils many of the requirements of the Interna-
tional Society for Cell Therapy for multipotent mesenchymal stem cells and
was therefore chosen in our studies [63].

In the first phase of in vitro studies, we aimed to isolate, culture and
comprehensively characterize muscle-derived stem/progenitor cells and
compare them with bone marrow mesenchymal stem cells in terms of their
morphology, proliferative potential, surface marker phenotype, gene expres-
sion and multipotency. Since bone marrow mesenchymal stem cells have
been perhaps the most widely used stem cell therapy in preclinical studies of
AKI to date, we aimed to determine whether our selected muscle-derived
stem/progenitor cells could be a suitable alternative for the treatment of AKI
based on the properties of these cells.

In a second phase of in vivo studies, we aimed to elucidate the effect of
muscle-derived stem/progenitor cell therapy on the regeneration of the
damaged kidney after gentamicin-induced acute kidney injury. Although
skeletal muscle-derived stem cell therapy has been widely explored in experi-
mental studies, muscle-derived stem/progenitor cells have not been used to
treat AKI to date.

In the third stage of in vivo studies, we wanted to compare the differences
in the therapeutic efficiency of muscle-derived stem/progenitor cells and
bone marrow mesenchymal stem cells in an acute kidney injury model, and
to evaluate and compare the cytokinetic features of these cells.

To our knowledge, we were the first group of researchers to demonstrate
that muscle-derived stem/progenitor cells are an alternative source of mesen-
chymal stem cells for the treatment of acute kidney injury, with several
advantages compared to bone marrow stem cells, including the abundance
and availability of skeletal muscle tissue for cell isolation compared to facile
techniques for cell isolation and propagation and, most importantly, higher
proliferation rates [64, 65].
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MATERIALS AND METHODS

All experiments were performed using Wistar rats. All study-related
procedures were approved by the Animal Health and Welfare Department,
State Food and Veterinary Service of Lithuania (No. G2-21). MDSPCs [13]
and BM-MSCs [16] were isolated according to the previously published
protocols. The characteristics of rat MDSPCs and BM-MSCs were assessed
by the population doubling time (PDT), immunofluorescence, flow cytomet-
ry, multipotent differentiation capacity and RT-PCR, as previously described
by our research group [64].

For the experiments in vivo 8—12-week-old female Wistar rats weighing
150 to 250 g were used. AKI was induced by intraperitoneal gentamicin
injection at 80 mg/kg daily for 7 consecutive days. The AKI model design
was based on our previous experiments [64, 136]. In order to investigate the
effects of MDSPCs and BM-MSCs in the gentamicin-induced AKI animal
model, the rats were randomly divided into 4 groups (n = 6 for each group
per time point) as shown in Fig. 1.

Control group —0—@ *—0 @ @ o
D0 Dl D7 D8 D14 D21 D35

Gentamicin
i.p. 80 mg/kg/day
I—I—l

GM group ——0 *—0 ® @ @
D0 Dl D7 D8 D14 D21 D35

Gentamicin MDSPCs
i.p. 80 mg/kg/day i.p. 1 x 109
I—I—l "7

GM+MDSPCs >—o o—e ° ° Py
group DO DI D7 D8 D14 D21 D35
Gentamicin  BM-MSCs
i.p. 80 mg/kg/day i.p. 1 x 10°
- I—I—l
GM+BM-MSCs *—o *—eo PY PY PY

group DO Dl D7 D8 D14 D21 D35
L 1 1 1 ]

Collection of blood and urine samples

Fig. 1. Experimental study design flowchart [65]
GM group was treated with gentamicin injections only, GM+MDSPCs
and GM+BM-MSCs groups received gentamicin injections plus MDSPCs or

BM-MSCs injection respectively. A single injection of either MDSPCs, or
BM-MSCs (1 x 10° cells/500 puL serum-free medium) was administered intra-
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venously into the tail vein 24 hours after the last gentamicin injection. The
stem cells concentration was chosen according to previous protocols [34, 107,
137, 138]. The control group animals were healthy rats kept under same
conditions, without administration of either gentamicin, or stem cells. Blood,
urine and tissue samples were collected for the determination of the renal
function and tissue damage. The rats were euthanized on day 8 for the valida-
tion of the nephrotoxicity and AKI, later on day 14, day 21 and day 35 of the
experiment.

Blood and 24-h urine samples were collected for the analysis of urinary
(Ucr) and serum (Scr) creatinine levels. Creatinine clearance (Ccr) was calcu-
lated. Samples were analysed using automatic biochemistry analyser COBAS
INTEGRA 400 plus (Tegimenta Ltd Roche, Switzerland). Kidney injury
molecule-1 (KIM-1) and Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL)
secretion changes in urine were determined by Enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA).

Kidney specimens were sectioned at 5 um and then stained with haema-
toxylin and eosin (HE) for light-microscopy analysis. Tubular injury was
scored by calculating the percentage of affected tubules. The whole tubule
numbers per field were considered as standard. Apoptosis was determined by
a terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labelling (TUNEL)
assay kit (Molecular Probes Inc., USA) according to the manufacturer’s
instructions. Apoptosis was scored by calculating the percentage of TUNEL-
positive cells. The whole cell numbers per field were considered as standard.

For in vivo tracking, MDSPCs and BM-MSCs were labelled with the red
fluorescent membrane dye PKH26 according to the instructions provided by
the manufacturer (Sigma-Aldrich) just prior the injection. The rats were
sacrificed 7, 14 and 28 days after MDSPCs administration (on day 14, day 21
and day 35 of the experiment), the kidney samples were snap frozen and kept
at —80°C until examination. The frozen samples were sectioned at 5 pm, the
nuclei were stained with DAPI. Fluorescent microscopy was performed with
Olympus 1X73 microscope using QCapture Pro 7 image and analysis software.

Statistical data analysis was performed using the SPSS Statistics 17.0.
All quantitative data were expressed as the mean + standard deviation (SD).
Student’s t test was used for comparison between the 2 groups. Analysis of
variance (ANOVA) and Tukey’s HSD post hoc test were used for multi-group
comparison. A value of p < 0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

Characteristics of MDSPCs and BM-MSCs

MDSPCs are morphologically round, spindle-shaped, or triangular.
BM-MSCs are morphologically round or spindle-shaped. MDSPCs were
found to have significantly lower PDT in comparison with BM-MSCs
(p = 0.001). Both MDSPCs and BM-MSCs isolated from rats were found to
be highly positive for CD90 and negative for CD34 and CD45 (as shown in
Fig. 2 A and B).

o ﬁ

c-kit :I

CD%0

CD45
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Fig. 2 (A). Immunophenotype of MDSPCs and BM-MSCs assessed
by flow cytometry [64]
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MDSCPs were also positive for desmin, showing their origin from the
muscle tissue, and have shown weak c-kit expression (as shown in Fig. 3).
The expression of these markers has not been determined in BM-MSCs.

MDSPCs BM-MSCs

CD34

CD45

CD%0

c-kit

Desmin

50 pm

Fig 3. Immunophenotype of MDSPCs and BM-MSCs assessed
by immunofluorescence [64]
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While MDSPCs had a significantly higher expression of OCT4, NANOG
and SOX2 expression in comparison to BM-MSCs, the significant difference
was found only for OCT4 (p = 0.037) as shown in Fig. 4.

20 7
18 1 *
16 1
14
12 4
10

] | ol

SOX2 = OCT4  NANOG
B BM-MSCs OMDSPCs

Fig. 4. Relative gene expression of MDSPCs and BM-MSCs
(*p < 0.05) [64]

Relative gene expression (%)

Both cell types were also capable of adipogenic, chondrogenic, osteoge-
nic and myogenic differentiation in vitro as shown in Fig. 5. The detailed

characteristics of both cell types are presented in our previous scientific publi-
cation [64].
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Fig. 5. Multipotent differentiation of MDSPCs and BM-MSCs [64]
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Effects of MDSPCs and BM-MSCs on kidney function after AKI

Five time points (day 0, 8, 14, 21, 35) were chosen for determination of
the serial changes in rat serum and urinary levels of creatinine and creatinine
clearance. There was no significant difference in any parameters at any time
point in control group animals. Similarly, no significant differences were
found between all 4 groups on day 0. There was no significant difference in
any parameters on day 0, 8 and 14 between GM, GM-+MDSPCs and
GM-+BM-MSCs groups (p > 0.05).

The physiological and functional changes were present in rats from the
GM, GM+MDSPCs and GM+BM-MSCs groups on day 8 and 14, demon-
strating gentamicin-induced acute kidney injury and these differences were
statistically significant in comparison with parameters on day 0 within the
group (p <0.05) and in comparison, with control group on day 8 and 14
(p <0.05).

As shown in Figs. 68, both MDSPCs and BM-MSCs accelerated the
recovery after AKI, as reflected by significantly lower serum creatinine
(p <0.05), increased urinary creatinine levels (p < 0.05) and creatinine clea-
rance (p < 0.05) compared with the GM group rats, not treated with MDSPCs
or BM-MSCs.

9000 1 - - - - "
8000 - o * A
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1000 -
0

Urinary creatinine (umol/L)

DO D8 D14 D21 D35
O Control group B GM group O GM~+MDSPCs group B GM+BM-MSCs group

Fig. 6. Changes in urinary creatinine concentration (*p < 0.05) [65]
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Fig. 7. Changes in serum creatinine concentration (*p < 0.05) [65]
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Fig. 8. Changes in creatinine clearance (*p < 0.05) [65]

Effects of MDSPCs and BM-MSCs on KIM-1 and NGAL secretion

Quantification of urinary KIM-1 and NGAL by ELISA showed a sta-
tistically significant increase in urine of rats treated with 80 mg/kg gen-
tamicin. The increase of urinary proteins KIM-1 and NGAL was statistically
significant 7 days after treatment in rats from the GM, GM+MDSPCs and
GM-+BM-MSCs, demonstrating gentamicin-induced acute kidney injury.
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As shown in Figs. 9 and 10, both MDSPCs and BM-MSCs had the bene-
ficial effect on kidney recovery after AKI, as reflected by significantly lower
KIM-1 secretion on day 14 (p <0.05) and NGAL secretion on day 21
(p <0.05), compared with the GM group rats, not treated with neither
MDSPCs, nor BM-MSCs.
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Fig. 9. Changes in urinary KIM-1 secretion (*p < 0.05) [65]
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Fig. 10. Changes in urinary NGAL secretion (*p < 0.05) [65]
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Effects of MDSPCs and BM-MSCs on kidney histology after AKI

Gentamicin injections at 80 mg/kg for 7 consecutive days caused typical
aminoglycoside-induced AKI, including the tubular necrosis, cast formation,
loss of brush border in the renal tubules and tubular dilatation. Even though
7 days after the last gentamicin injection kidney injury was considerably
decreased in GM+MDSPCs and GM+BM-MSCs groups in comparison to
GM group, this difference was not statistically significant.

» L v 4 - % '. L pt ) ] ;} h;- ...-r"-
Fig. 11. Morphological changes of kidney, images are 20* magnification
(scale bar is 50 um) [65]
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MDSPCs injection significantly attenuated renal tubular damage, as
shown by the kidney histology (Fig. 11) and significantly lower renal injury
(Fig. 12) score in the GM+MDSPCs and GM+BM-MSCs groups, compared
with the injury score in the GM group after 21 days of the experiment
(2 weeks after the injection of MDSPCs).
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Fig. 12. Changes in renal injury score (*p < 0.05) [65]

Anti-apoptotic effects of MDSPCs and BM-MSCs

The results indicate that both mesenchymal stem cell types, MDSPCs
and BM-MSCs promote regeneration and exert an anti-apoptotic effect in
gentamicin-induced nephrotoxicity and acute kidney injury (Figs. 13 and 14).
Moreover, TUNEL assay showed significantly reduced percentage of apopto-
tic cells in MDSPCs (p < 0.05) and BM-MSCs (p < 0.05) treated animal kidney
sections as compared to GM group on day 21 (GM+MDSPCs 21.53 £ 1.34%,
GM-+BM-MSCs 27.35 £0.97% vs. GM group 39.66 = 3.14% TUNEL posi-
tive cells) and day 35 (GM+MDSPCs 12.99 + 2.90%, GM+BM-MSCs 16.02 +
2.95% vs. GM group 22.38 + 5.98% TUNEL-positive cells).
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GM group GM+MDSPCs group GM+BM-MSCs group

Fig. 13. Manifestation of apoptosis in kidney; images are
10% magnification (scale bar is 100 um) [65]
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Fig. 14. Changes in percentage of TUNEL assay positive
apoptotic cells (*p < 0.05) [65]

Tracking of MDSPCs and BM-MSCs in vivo

The existence of MDSPCs and BM-MSCs in the renal tissue was
evaluated by the presence of PKH-26-labeled cells in the kidney sections on
day 14, day 21 and day 35 of the experiment. PKH-26-labeled MDSPCs and
BM-MSCs were identified within the renal cortex and localized around the
renal tubules and the interstitial compartment of the kidney (as shown by
yellow arrows in Fig. 15). No PKH-26 positive cells were detected in the
renal tissue of GM group on day 14, day 21 and day 35.

88



D14

D21

D35

GM group GM+MDSPCs group GM+BM-MSCs group

Fig. 15. PKH-26-labelled MDSPCs and BM-MSCs incorporated in kidney
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1.4.

tissue; images are 20x magnification (scale bar is 50 um) [65]

CONCLUSIONS

Muscle-derived stem/progenitor cells and bone marrow mesenchymal
stem cells exhibited typical morphology and expressed mesenchymal
markers CD59 and CD90, while lacking the expression of hematopoietic
and endothelial markers CD45 and CD34. Muscle-derived stem/progeni-
tor cells also showed positive desmin expression and weak c-kit expres-
sion.

Muscle-derived stem/progenitor cells had a statistically significantly
shorter population doubling time compared to bone marrow mesen-
chymal stem cells.

Muscle-derived stem/progenitor cells exhibited statistically significantly
higher regenerative OCT4 gene expression compared to bone marrow
mesenchymal stem cells.

Both muscle-derived stem/progenitor cells and bone marrow mesenchy-
mal stem cells are multipotent, as they demonstrate osteogenic, chondro-
genic, adipogenic, and myogenic potential.
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2. Muscle-derived stem/progenitor cells accelerate functional and morpho-
logical kidney recovery by inducing statistically significant changes in
blood serum and urine creatinine concentrations, creatinine clearance,
kidney morphology and kidney injury score, as well as apoptosis expres-
sion on the day 21 of the experiment. Additionally, they influence
changes in kidney injury biomarkers in urine — KIM-1 on the 11 day and
NGAL on the day 21 of the experiment.

3. Muscle-derived stem/progenitor cells are equivalent to bone marrow
mesenchymal stem cells in terms of efficacy, making them a potential
candidate for acute kidney injury treatment.

4. Muscle-derived stem/progenitor cells are capable of migrating to da-
maged kidney tissues after systemic injection, with a small portion incor-
porating into the renal cortex and persisting in the kidney parenchyma
throughout the experiment — 35 days.

PRACTICAL RECOMMENDATIONS

Muscle-derived stem/progenitor cells have potential in kidney

regeneration. Further studies should aim to:

1. Determine the possible mechanisms of action of muscle-derived
stem/progenitor cells and investigate in more detail their incorpo-
ration into damaged kidney tissues.

2. Examine the pharmacokinetic differences of these stem cells in the
cases of local and systemic injections.

3. Clarify the differences in therapeutic effects when applying single
versus repeated injections of muscle-derived stem/progenitor cells.

4. Evaluate the differences in therapeutic effects when stem cells are
combined with antioxidant-active compounds to improve cell survi-
val after systemic injection.

5. Confirm the protective effect of muscle-derived stem/progenitor
cells in preventing chronic kidney failure following acute kidney

injury.
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paramg papildomy reagenty jsigijimui ir LSMU atviram fondui uz galimybe
stazuotis JAV.

IS visos Sirdies dékoju savo Seimai ir draugams uz buvimg kartu ir
visapusiSka palaikyma.
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