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TELOMĒRU GARUMA
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(57) Kopsavilkums:

Izgudrojums attiecas uz paņēmienu dzīvu, neiezīmētu šūnu identificēšanai un šķirošanai pēc telomēru
garuma, kas ir pielietojams, piemēram, reģeneratīvajā medicīnā un kosmetoloģijā. Piedāvātais
paņēmiens ietver dzīvu, neiezīmētu mezenhimālo cilmes šūnu sagrupēšanu iepriekš noteikta skaita
grupās pēc šūnu izmēra un dzīvu, neiezīmētu mezenhimālo cilmes šūnu atdalīšanu no heterogēnas
cilmes šūnu populācijas, kur šūnu atdalīšanu veic pēc telomēru garuma ar dielektroforēzes palīdzību,
polarizējot šūnas elektriskā lauka gradienta ietekmē. Atdalīta dzīvu cilmes šūnu subpopulācija ar garām
telomērām var tikt izmantota terapeitiskos nolūkos kā izejmateriāls orgānu 3D-modeļu veidošanai uz
biočipa, lai pētītu orgānu novecošanās procesus, izstrādātu jaunas zāles, kā arī pētītu ar vecumu
saistītās slimības.
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IZGUDROJUMA APRAKSTS 

 

Tehnikas nozare 

[001] Izgudrojums attiecas uz paņēmienu dzīvu, neiezīmētu šūnu identificēšanai un šķirošanai 

pēc telomēru garuma, kas ir pielietojams piemēram, reģeneratīvajā medicīnā, kosmetoloģijā un 

farmācijā, gatavojot jaunieviestas terapijas zāles vai to derivātus. 

Zināmais tehnikas līmenis 

[002] No taukaudiem izdalītas mezenhimālās cilmes šūnas (AdMSC) ir nozīmīgs šūnu resurss 

somatisko šūnu terapijai tādu smagu slimību ārstēšanai kā miokarda infarkts, konvencionālai 

medicīnai rezistentas autoimūnas saslimšanas, brūču reģenerācija/dzīšana [1, 2, 3]. Cilmes šūnu 

telomēru garumam ir būtiska nozīme šūnu potencei: dalīties, migrēt un diferencēties, veidot 

starpšūnu matriksu un kopumā spējai sekmēt audu reģenerāciju [4]. Telomēru garuma 

saīsināšanās šūnu dalīšanās procesā izraisa ar vecumu saistītas saslimšanas, tādas kā sirds un 

asinsvadu slimības un vēzi [5, 6]. 

[003] Lai labāk izprastu vecuma patoģenēzes mehānismus, izstrādātu zāles pret šūnu 

novecošanās, piemēram, senolītiķus, ir nepieciešams izmantot dzīvas cilmes šūnas ar dažāda 

garuma telomērām. Lai modelētu vecu un jaunu orgānu funkcijas uz biočipa, ir iespēja izmantot 

cilmes šūnas no agrīnām un vēlīnām pasāžām, pieņemot apgalvojumu, ka agrīnās pasāžās 

cilmes šūnām ir garākas telomēras (replikatīvi jaunas šūnas), bet vēlākās pasāžās – īsākas 

telomēras (replikatīvi vecas šūnas). 

[004] Bet šāda pieeja nav pietiekoši precīza, jo jebkura cilmes šūnu populācija gan sākuma, gan 

beigu pasāžās pēc telomēru garuma ir heterogēna. Cilmes šūnu populācijā vienlaicīgi ir cilmes 

šūnas ar dažādiem telomēru garumiem, jo cilmes šūnu dalīšanās nenotiek vienlaicīgi [7, 8]. 

[005] Ir zināmas šūnu telomēru garuma mērīšanas metodes [9, 10, 11], kas ietver telomēru 

marķēšanu tādā veidā, kas ievērojami samazina šūnu dzīvotspēju vai pat nogalina šūnas, kuru 

telomēras tiek mērītas. Līdz ar to ar zināmajām metodēm pēc šūnu telomēru garumu 

noteikšanas šūnas nav derīgas tālākai orgānu uz biočipa veidošanai. 

Izgudrojuma mērķis un būtība 

[006] Šī izgudrojuma mērķis ir izstrādāt paņēmienu, ar kuru var sašķirot cilmes šūnas pēc 

telomēru garuma, nebojājot šūnas, ņemot vērā noteiktu šūnu parametru kopumu. Izvirzītais 
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mērķis tiek sasniegts ar piedāvāto paņēmienu, kas ietver dzīvu, neiezīmētu mezenhimālo 

cilmes šūnu sagrupēšanu iepriekš noteikta skaita grupās pēc šūnu izmēra un dzīvu, 

neiezīmētu mezenhimālo cilmes šūnu atdalīšanu no heterogēnas cilmes šūnu populācijas, 

kur šūnu atdalīšanu veic pēc telomēru garuma ar dielektroforēzes palīdzību, polarizējot  

šūnas elektriskā lauka gradienta ietekmē, vai ar dzīvu šūnu plūsmas citometriju. 

Izgudrojuma detalizēts izklāsts 

[007] Piedāvātais paņēmiens dzīvu, neiezīmētu šūnu identificēšanai un šķirošanai ietver 

dzīvu, neiezīmētu mezenhimālo cilmes šūnu sagrupēšanu iepriekš noteikta skaita grupās 

pēc šūnu izmēra un dzīvu, neiezīmētu mezenhimālo cilmes šūnu atdalīšanu no heterogēnas 

cilmes šūnu populācijas, kur šūnu atdalīšanu veic pēc telomēru garuma ar dielektroforēzes 

palīdzību, polarizējot šūnas elektriskā lauka gradienta ietekmē. Saskaņā ar piedāvāto 

izgudrojumu, cilmes šūnas tiek kontrolēti in vitro pavairotas. Saskaņā ar vēlamo 

izgudrojuma izpausmi, dzīvas, neiezīmētas mezenhimālas cilmes šūnas ir no taukaudiem 

izdalītas mezenhimālas cilmes šūnas. Saskaņā ar vēl vienu vēlamo izgudrojuma izpausmi, 

šūnu polarizāciju elektriskā lauka gradienta ietekmē veic vidē ar konduktivitāti 10 – 100 

mS/m, 35-40 °C temperatūrā (optimāli 10 mS/m, pie 37 °C); vides sastāvā PBS, DMEM-

F12 un citas šūnu ekspansijas vides. Turklāt elektrisko spriegumu izvēlās diapazonā 3-50 

V (optimāli 20 V) un elektriskā sprieguma frekvenci no 10 kHz līdz 100 MHz.  

[008] Cilvēkiem un pasāžām ir atšķirīgi cilmes šūnu izmēri. Cilmes šūnu izmēru ietekmē 

ekspansijas (šūnu kultivēšanas) apstākļi. Tāpēc cilmes šūnu sadalījums trīs grupās (liela, vidēja 

un maza izmēra - 33%:33%:33%) ir relatīvs un veicams katrai populācijai pirms šķirošanas. 

Pirms šķirošanas apseko 1-5000 šūnas, līdz rodas priekštats par populācijas izmēru diapazonu, 

–proti, uz iegūtās informācijas pamata par šūnu populācijas izmēru robežām, nosaka šķirojamo 

populāciju izmēru diapazonu. Izmanto tikai 1/3 no populācijas: 1/3 no populācijas ar mazu 

izmēru, ja nepieciešama populācija ar garākām telomērām, un 1/3 liela izmēra, ja nepieciešamas 

populācijas cilmes šūnas ar īsākām telomērām. No populācijas izmanto 1/3, bet 2/3 neizmanto. 

[009] Piedāvātais paņēmiens dod iespēju sadalīt dzīvās šūnas suspensijā pēc plūsmas 

citometriski noteicamiem parametriem, t.sk. pēc izmēra, un citometriski pētīt telomēru garumu 

diskriminētajās populācijās. 
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Izgudrojuma īstenošanas piemērs 

[010] Pirms dzīvu, neiezīmētu šūnu mērīšanas dielektroforēzes (DEP)-biočips tiek kalibrēts ar 

dielektroforēzes (DEP)-vidi un dielektroforēzes (DEP)-lodītēm. AdMSC tiek mazgātas DEP-

vidē divas reizes un sekojoši mērītas. Tiek noteikti parametri, pie kuriem DEP ir 0 (Crossover 

frequencies), noteikts ClausiusMossotti faktors (Re[fcm]). Ar DEP metodi optimizācijas ceļā 

tiek atdalītas mirušās šūnas,. Ar DEP metodi tiek noteikti dielektriskie parametri. Ekspansētās 

(kontrolēti in vitro pavairotās) cilmes šūnas tiek sašķirotas pēc šūnu izmēra trīs grupās (relatīvā 

izmēra): maza izmēra, vidēja izmēra, liela izmēra. Škirošana veikta ar fluorescences aktivēto 

šūnu šķirošanu (FACS), bet var tikt veikta arī ar citām metodēm: optiski (mikroskopējot) mērot, 

dielektroforētiski. Tātad, lai pierādītu šūnu izmēra korelāciju ar šūnu relatīvo telomēru garumu, 

tiek veikta šūnu analīze ar “Telomere PNA Kit”.  Rezultāts – būtiski mazāka izmēra šūnas ir ar 

garākām telomērām nekā liela izmēra šūnas. 

[011] Šķirošana ar FACS. Mezenhimālās CS6-P5 un CS8-P8 cilmes šūnu kultūras tika 

resuspendētas PBS buferī koncentrācijā 20 x 10E3/µL [22]. Tika veikta šūnu suspensijas 

šķirošana ar iekārtu FACSAria (Becton-Dickinson, USA) pēc parametra Forward scatter (FS, 

taisnā izkliede), kas tieši korelē ar šūnu izmēru. Tika atlasītas divas apakšpopulācijas – 33 % 

šūnu ar viszemāko FS (“mazas šūnas”) un 33 % šūnu ar vislielāko FS (“lielas šūnas”). Iekārtas 

kalibrācijai un šūnu savākšanai tika pielietota FACSDiva programmatūra (versija 9.0). 

[012] Pēc šķirošanas katras populācijas relatīvais telomēru garums (RTG) tika noteikts ar 

plūsmas citometrijas metodi ar iekārtu FACSAria (Becton-Dickinson, USA) un reaģentu 

komplektu Telomere PNA Kit/FITC for Flow Cytometry (Dako, Glostrup, Denmark, kods 

K5327) atbilstoši ražotāja rekomendācijām. Turklāt šūnu līnija ATCC/LGC Standards (Boras, 

Sweden) tika izmantota kā iekšējā kontrole. Specifiskā telomēru fluorescence tika noteikta 

FL1-FITC kanālā (525 nm), kopējais ar PI krāsotas DNS daudzums – FL3 -PC5 kanālā (660 

nm). Katram testam tika izmeklētas vismaz 20.000 šūnas. Iekārtas kalibrācija, fluorescences 

kompensāciju aprēķins, plūsmas citometrijas rezultātu analīze un datu eksportēšana uz MS 

Excel tika veikta ar FACSDiva programmatūru (versija 9.0). 

[013] Testu dati tika eksportēti uz MS Excel, RTG tika aprēķināts pēc formulas: 

𝑅𝑇𝐺 %

=
(𝑘𝑟ā𝑠𝑜𝑡𝑢 šū𝑛𝑢 𝑚𝑒𝑑𝑖ā𝑛𝑎 − 𝑛𝑒𝑘𝑟ā𝑠𝑜𝑡𝑢 šū𝑛𝑢 𝑚𝑒𝑑𝑖ā𝑛𝑎) ∗ 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑠 šū𝑛𝑢 𝐷𝑁𝑆 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑘𝑠𝑠 ∗  100

(𝑘𝑟ā𝑠𝑜𝑡𝑢 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑠 šū𝑛𝑢 𝑚𝑒𝑑𝑖ā𝑛𝑎 − 𝑛𝑒𝑘𝑟ā𝑠𝑜𝑡𝑢 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑠 šū𝑛𝑢 𝑚𝑒𝑑𝑖ā𝑛𝑎) ∗ šū𝑛𝑢 𝐷𝑁𝑆 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑘𝑠𝑠
 

 

[014] Šķirotajā CS6-P5 mazu šūnu populācijā RTG bija augstāks (40,3 %) salīdzinājumā ar 

lielāku šūnu populāciju (30,4 %); starpība bija statistiski ticama (p < 0,001, Mann-Whitney U 

tests, MS SPSS v.21). 
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Šķirotajā CS8-P8 mazu šūnu populācijā RTG bija augstāks (21,66 %) salīdzinājumā ar lielāku 

šūnu populāciju (13,20 %); starpība bija statistiski ticama (p < 0.001, Mann-Whitney U tests, 

MS SPSS v.21).  

[015] Atdalītā dzīvu, neiezīmētu cilmes šūnu subpopulācija ar garām telomērām var tikt 

izmantota terapeitiskos nolūkos, jo no tās var tikt atdalītas replikatīvi vecas šūnas (ar īsām 

telomērām), kurām piemīt zema potence, ir lielāka toksicitāte un ir palielināts onkogenitātes 

risks. Pēc telomēru garuma atdalītās cilmes šūnu subpopulācijas (gan ar garākām telomērām, 

gan ar īsākām) arī ir izmantojamas kā izejmateriāls orgānu 3D-modeļu veidošanai uz biočipa, 

lai pētītu orgānu novecošanās procesus, piemēram, ādas (“Skin-on-a-chip”, “Organ-on-a-chip” 

modeļos); izstrādātu jaunas zāles, piemēram, senolītiķus; kā arī pētītu ar vecumu saistītās 

slimības, piemēram, sirds asinsvadu mazspēju, diabētu, vēža veidošanos. 
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PRETENZIJAS 

 

1. Paņēmiens dzīvu, neiezīmētu šūnu identificēšanai un šķirošanai, kas ietver dzīvu, 

neiezīmētu mezenhimālo cilmes šūnu sagrupēšanu iepriekš noteikta skaita grupās pēc 

šūnu izmēra un dzīvu, neiezīmētu mezenhimālo cilmes šūnu atdalīšanu no heterogēnas 

cilmes šūnu populācijas, kur šūnu atdalīšanu veic pēc telomēru garuma ar 

dielektroforēzes palīdzību, polarizējot šūnas elektriskā lauka gradienta ietekmē. 

 

2. Paņēmiens saskaņā ar 1.pretenziju, kur cilmes šūnas ir kontrolēti in vitro pavairotas. 

 

3. Paņēmiens saskaņā ar 1.pretenziju, kur dzīvas, neiezīmētas mezenhimālas cilmes šūnas 

ir no taukaudiem izdalītas mezenhimālas cilmes šūnas. 

 

4. Paņēmiens saskaņā ar 1.pretenziju, kur šūnu polarizāciju elektriskā lauka gradienta 

ietekmē veic vidē ar konduktivitāti 10 – 100 mS/m, 35 – 40 °C temperatūrā, ar elektrisko 

spriegumu 3-50 V un elektriskā sprieguma frekvenci no 10 kHz līdz 100 MHz. 


