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Izgudrojums attiecas uz panémienu dzivu, neiezimétu Sinu identificéSanai un SkiroSanai péc teloméru
garuma, kas ir pielietojams, pieméram, redenerativaja medicina un kosmetologija. Piedavatais
panémiens ietver dzivu, neiezimétu mezenhimalo cilmes S$Gnu sagrupéSanu ieprieks noteikta skaita
grupas péc Sltnu izméra un dzivu, neiezimétu mezenhimalo cilmes Sinu atdaliSanu no heterogénas
cilmes Stnu populacijas, kur stnu atdaliSanu veic péc teloméru garuma ar dielektroforézes palidzibu,
polarizéjot Slinas elektriska lauka gradienta ietekmé. Atdalita dzivu cilmes Sinu subpopulacija ar garam
teloméram var tikt izmantota terapeitiskos nolikos ka izejmateridls organu 3D-modelu veidoSanai uz
bioCipa, lai pétitu organu noveco$anas procesus, izstradatu jaunas zales, ka ari pétitu ar vecumu
saistitas slimibas.
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IZGUDROJUMA APRAKSTS

Tehnikas nozare

[001] Izgudrojums attiecas uz panémienu dzivu, neiezimé&tu $tnu identificéSanai un skiro$anai
péc teloméru garuma, kas ir pielietojams pieméram, regenerativaja medicina, kosmetologija un

farmacija, gatavojot jaunieviestas terapijas zales vai to derivatus.

Zinamais tehnikas limenis

[002] No taukaudiem izdalitas mezenhimalas cilmes $tinas (AdMSC) ir nozimigs $iinu resurss
somatisko S§tinu terapijai tadu smagu slimibu arstéSanai ka miokarda infarkts, konvencionalai
medicinai rezistentas autoimiinas saslimsanas, brii¢u regeneracija/dzisana [ 1, 2, 3]. Cilmes $tinu
teloméru garumam ir biitiska nozime Stinu potencei: dalities, migrét un diferencéties, veidot
starpStinu matriksu un kopuma sp&jai sekmét audu regeneraciju [4]. Teloméru garuma
saisinasanas Stnu daliSanas procesa izraisa ar vecumu saistitas saslimsanas, tadas ka sirds un
asinsvadu slimibas un vézi [5, 6].

[003] Lai labak izprastu vecuma patogenézes mehanismus, izstradatu zales pret Stnu
novecosanas, pieméram, senolitikus, ir nepiecieSams izmantot dzivas cilmes Stinas ar dazada
garuma teloméram. Lai model&tu vecu un jaunu organu funkcijas uz bio€ipa, ir iesp&ja izmantot
cilmes $iinas no agrinam un v&linam pasazam, pienemot apgalvojumu, ka agrinas pasazas
cilmes Stinam ir garakas telome@ras (replikativi jaunas Siinas), bet velakas pasazas — isakas
telomeras (replikativi vecas $iinas).

[004] Bet $ada pieeja nav pietiekosi preciza, jo jebkura cilmes Stinu populacija gan sakuma, gan
beigu pasazas péc teloméru garuma ir heterogéna. Cilmes Stinu populacija vienlaicigi ir cilmes
Stinas ar dazadiem teloméru garumiem, jo cilmes Stinu daliSanas nenotiek vienlaicigi [7, §].
[005] Ir zinamas Stnu teloméru garuma mérisanas metodes [9, 10, 11], kas ietver telomé&ru
mark&Sanu tada veida, kas ievérojami samazina $tinu dzivotsp&ju vai pat nogalina $iinas, kuru
teloméras tiek méritas. Lidz ar to ar zinamajam metodém pé&c Sunu teloméru garumu

noteikSanas Stinas nav derigas talakai organu uz bio€ipa veidoSanai.

Izgudrojuma meérkis un bitiba

[006] ST izgudrojuma mérkis ir izstradat panémienu, ar kuru var saskirot cilmes $iinas péc

teloméru garuma, nebojajot Stinas, nemot véra noteiktu §tinu parametru kopumu. Izvirzitais
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mérkis tiek sasniegts ar piedavato panémienu, kas ietver dzivu, neiezimétu mezenhimalo
cilmes Stnu sagrup&Sanu iepriekS noteikta skaita grupas péc Stnu izmé&ra un dzivu,
neiezim&tu mezenhimalo cilmes $iinu atdaliSanu no heterogénas cilmes stinu populacijas,
kur Stnu atdaliSanu veic péc teloméru garuma ar dielektroforézes palidzibu, polariz&jot

Stinas elektriska lauka gradienta ietekmég, vai ar dzivu Siinu pliismas citometriju.

Izgudrojuma detalizéts izklasts

[007] Piedavatais panémiens dzivu, neiezim&tu $tnu identific€Sanai un Skirosanai ietver
dzivu, neiezim€tu mezenhimalo cilmes Siinu sagrup&Sanu iepriekS noteikta skaita grupas
p&c Stinu izméra un dzivu, neiezim&tu mezenhimalo cilmes Stinu atdaliSanu no heterogénas
cilmes $tinu populacijas, kur Stinu atdaliSanu veic péc teloméru garuma ar dielektroforézes
palidzibu, polarizg§jot Stnas elektriska lauka gradienta ietekm&. Saskana ar piedavato
izgudrojumu, cilmes Stnas tiek kontroléti in vitro pavairotas. Saskana ar vélamo
izgudrojuma izpausmi, dzivas, neiezimétas mezenhimalas cilmes $iinas ir no taukaudiem
izdalitas mezenhimalas cilmes §tinas. Saskana ar vél vienu vélamo izgudrojuma izpausmi,
Stinu polarizaciju elektriska lauka gradienta ietekmé veic vidé ar konduktivitati 10 — 100
mS/m, 35-40 °C temperatiira (optimali 10 mS/m, pie 37 °C); vides sastava PBS, DMEM-
F12 un citas $tnu ekspansijas vides. Turklat elektrisko spriegumu izvélas diapazona 3-50
V (optimali 20 V) un elektriska sprieguma frekvenci no 10 kHz lidz 100 MHz.

[008] Cilvekiem un pasazam ir atSkirigi Cilmes §tnu izméri. Cilmes $tinu izméru ietekmée
ekspansijas (Stinu kultivéSanas) apstakli. Tapec cilmes Stinu sadalijums tris grupas (liela, videja
un maza izméra - 33%:33%:33%) ir relativs un veicams katrai populacijai pirms Skiros$anas.
Pirms SkiroSanas apseko 1-5000 Stinas, [1dz rodas priekstats par populacijas izméru diapazonu,
—proti, uz iegiitas informacijas pamata par $tinu populacijas izméru robezam, nosaka skirojamo
populaciju izméru diapazonu. Izmanto tikai 1/3 no populacijas: 1/3 no populacijas ar mazu
1zmeru, ja nepiecieSama populacija ar garakam telome&ram, un 1/3 liela izmera, ja nepiecieSamas
populacijas cilmes $tinas ar 1sakam teloméram. No populacijas izmanto 1/3, bet 2/3 neizmanto.
[009] Piedavatais panémiens dod iesp&ju sadalit dzivas S$iinas suspensija péc pliismas
citometriski noteicamiem parametriem, t.sk. pé€c izmeéra, un citometriski pétit telomeéru garumu

diskriminétajas populacijas.
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Izgudrojuma isteno$anas piemeérs

[010] Pirms dzivu, neiezim&tu $tinu mérisanas dielektroforézes (DEP)-bioCips tiek kalibréts ar
dielektroforézes (DEP)-vidi un dielektroforézes (DEP)-loditém. AdMSC tiek mazgatas DEP-
videé divas reizes un sekojosi méritas. Tiek noteikti parametri, pie kuriem DEP ir O (Crossover
frequencies), noteikts ClausiusMossotti faktors (Re[fcm]). Ar DEP metodi optimizacijas cela
tiek atdalitas mirusas Stnas,. Ar DEP metodi tiek noteikti dielektriskie parametri. Ekspansétas
(kontrolg&ti in vitro pavairotas) cilmes $tinas tiek Saskirotas péc §tinu izméra tris grupas (relativa
izm@ra): maza izméra, vidgja izméra, liela izméra. Skiro$ana veikta ar fluorescences aktivéto
Stnu skirosanu (FACS), bet var tikt veikta arT ar citam metodém: optiski (mikroskop&jot) mérot,
dielektroforétiski. Tatad, lai pieraditu $tinu izm&ra korelaciju ar $tinu relativo teloméru garumu,
tiek veikta $tinu analize ar “Telomere PNA Kit”. Rezultats — butiski mazaka izméra Stnas ir ar
garakam telom&ram neka liela izméra Stnas.

[011] Skirosana ar FACS. Mezenhimalas CS6-P5 un CS8-P8 cilmes $iinu kultdiras tika
resuspendétas PBS buferi koncentracija 20 x 10E3/uL [22]. Tika veikta Stnu suspensijas
Skirosana ar iekartu FACSAria (Becton-Dickinson, USA) péc parametra Forward scatter (FS,
taisna izkliede), kas tiesi korel€ ar $tinu izmeru. Tika atlasitas divas apaksSpopulacijas — 33 %
Stnu ar viszemako FS (“mazas Siinas™) un 33 % Siinu ar vislielako FS (“lielas Stnas”). Iekartas
kalibracijai un $tinu savaksanai tika pielietota FACSDiva programmatiira (versija 9.0).

[012] Pec skirosanas katras populacijas relativais teloméru garums (RTG) tika noteikts ar
plismas citometrijas metodi ar iekartu FACSAria (Becton-Dickinson, USA) un reagentu
komplektu Telomere PNA Kit/FITC for Flow Cytometry (Dako, Glostrup, Denmark, kods
K5327) atbilstosi raZotaja rekomendacijam. Turklat $tinu linija ATCC/LGC Standards (Boras,
Sweden) tika izmantota ka ieksgja kontrole. Specifiska telomeru fluorescence tika noteikta
FL1-FITC kanala (525 nm), kopgjais ar PI krasotas DNS daudzums — FL3 -PC5 kanala (660
nm). Katram testam tika izmekl&tas vismaz 20.000 $tnas. Iekartas kalibracija, fluorescences
kompensaciju aprékins, plismas citometrijas rezultatu analize un datu eksportéSana uz MS
Excel tika veikta ar FACSDiva programmatiru (versija 9.0).

[013] Testu dati tika eksportéti uz MS Excel, RTG tika aprékinats péc formulas:

RTG %
(krasotu Stinu mediana — nekrasotu Stinu mediana) * kontroles $inu DNS indekss * 100

(krasotu kontroles $uinu mediana — nekrasotu kontroles $unu mediana) * Sinu DNS indekss

[014] Skirotaja CS6-P5 mazu $iinu populacija RTG bija augstaks (40,3 %) salidzinajuma ar
lielaku $tnu populaciju (30,4 %); starpiba bija statistiski ticama (p < 0,001, Mann-Whitney U
tests, MS SPSS v.21).
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Skirotaja CS8-P8 mazu §iinu populacija RTG bija augstaks (21,66 %) salidzinajuma ar lielaku
stinu populaciju (13,20 %); starpiba bija statistiski ticama (p < 0.001, Mann-Whitney U tests,
MS SPSS v.21).

[015] Atdalita dzivu, neiezim&tu cilmes Stnu subpopulacija ar garam teloméram var tikt
izmantota terapeitiskos noliikos, jo no tas var tikt atdalitas replikativi vecas $tinas (ar 1sam
telom&ram), kuram piemit zema potence, ir lielaka toksicitate un ir palielinats onkogenitates
risks. Péc teloméru garuma atdalitas cilmes $tinu subpopulacijas (gan ar garakam teloméram,
gan ar isakam) arf ir izmantojamas ka izejmaterials organu 3D-modelu veidoSanai uz biocipa,
lai p&titu organu novecos$anas procesus, pieméram, adas (“Skin-on-a-chip”, “Organ-on-a-chip”
modelos); izstradatu jaunas zales, piem&ram, senolitikus; ka arT pé€titu ar vecumu saistitas

slimibas, piemé&ram, sirds asinsvadu mazspé&ju, diabetu, véza veidosanos.
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PRETENZIJAS

Panémiens dzivu, neiezim&tu $tnu identificéSanai un SkiroSanai, kas ietver dzivu,
neiezim€tu mezenhimalo cilmes Siinu sagrupésanu ieprieks noteikta skaita grupas péc
Stinu izméra un dzivu, neiezim&tu mezenhimalo cilmes $iinu atdaliSanu no heterogénas
cilmes Sunu populacijas, kur Sonu atdaliSanu veic péc telom@u garuma ar

dielektroforézes palidzibu, polarizgjot Stinas elektriska lauka gradienta ietekmé.

Panémiens saskana ar 1.pretenziju, kur cilmes $tinas ir kontrol&ti in vitro pavairotas.

Panémiens saskana ar 1.pretenziju, kur dzivas, neiezimétas mezenhimalas cilmes $iinas

ir no taukaudiem izdalitas mezenhimalas cilmes $unas.

Panémiens saskana ar l.pretenziju, kur $tnu polarizaciju elektriska lauka gradienta
ietekmé veic vidg ar konduktivitati 10 — 100 mS/m, 35 — 40 °C temperatiira, ar elektrisko
spriegumu 3-50 V un elektriska sprieguma frekvenci no 10 kHz lidz 100 MHz.



