NAUJOS KAMIENINIU LASTELIU IR REKOMBINANTINIU MOLEKULIU
TECHNOLOGIJOS AUDINIU INZINERIJAI IR REGENERACINEI MEDICINAI

1. Programos vykdytojas - Valstybinis moksliniy tyrimy institutas Inovatyvios medicinos
centras
Norminiai etatai skirti programai - 10
2. Programos tikslas

Vykdyti fundamentinius ir taikomuosius mokslinius tyrimus siekiant kurti ir tobulinti naujas
inovatyvias kamieniniy ir aukStesnés diferenciacijos lasteliy, rekombinantiniy molekuliy
gamybos, audiniy inZinerijos ir regeneracinés medicinos technologijas.

3. Programos uzdaviniai:
Sios programos mokslinius tyrimus vykdysime dvejomis pagrindinémis kryptimis.

Siekdami programos tikslo kamieniniy ir auks$tesnés diferenciacijos Igsteliy, bei audiniy
inzinerijos ir regeneracinés medicinos tyrimy kryptyje iSkéléme Siuos uzdavinius:

1. Vykdyti fundamentinius pliuripotentiSkumo ir diferenciacijos molekuliniy mechanizmy
tyrimus Siam tikslui panaudojant zmogaus (neembrioninés kilmés) ir gyviiny kamienines
Igsteles (300 tikst Eur).

2. Tirti endogeninius audiniy reparacijos mechanizmus panaudojant kamieniniy Igsteliy
produkuojamus veiksnius (240 tikst Eur).

3. Kurti naujos Kkartos terapijos technologijas panaudojant kamieniniy lasteliy produkuojamus
veiksnius (200 tukst Eur).

4. Tirti kamieniniy lasteliy ir jy mikroaplinkos (kity tipy Iasteliy ir tarplastelinio uzpildo)
sgveikos mechanizmus panaudojant naujos kartos audiniy inZinerijos metodus (230 tikst Eur).
5. Tirti naturaliy ir sintetiniy karkasy panaudojimo galimybes audiniy rekonstrukcijai jvairiy
patologiniy bukliy metu (210 tukst Eur.)

6. Vykdyti skirtingo diferenciacijos laipsnio peliy kamieniniy lasteliy funkcijos tyrimus in vivo
(230 takst Eur).

Kita programos darbo kryptis susijusi su rekombinantiniy terapinés paskirties baltymy
technologijy kiirimu. Keliamas tikslas sukurti pazangias suliety baltymy valymo technologijas
ir panaudoti jas terapiSkai svarbiy naujy baltymy gamybai ir i§gryninimui.

Siekiant numatyto tikslo Sioje tyrimy kryptyje keliami uzdaviniai:

1. Atrinkti bakterinius kamienus, kurie garantuoja maksimaly naujai sukurty rekombinantiniy
SUMO DNR konstrukty stabilumg ir pagaminti, charakterizuoti bakteriniy kamieny bankus bei
uztikrinti jy ilgalaikj iSlaikyma. Eksperimentiskai patikrinti SUMO technologijos pagrindu
gaminamy baltymy raiska, tirpuma ir stabilumg (200 tikst. Eur).

2. Klonuoti SUMO proteazés geng ir atlikti analogiSkus bakteriniy kamieny tyrimus, uZtikrinant
SUMO proteazés geno stabilumg ir bakterinio banko sukiirimg bei charakterizavima (100 tiikst.
Eur).

3. Pagaminti bakterijose SUMO proteaze ir ja iSgryninti, naudojant chromatografijos metodus.
Sukurti metodus SUMO proteazés kiekiui ir aktyvumui nustatyti ir panaudoti juos
charakterizuojant rekombinanting SUMO proteaze (UV VIS, flourescencija, elektroforezé ir
fermentinio aktyvumo jvertinimas) (200 tukst. Eur).

4. Panaudoti SUMO proteaze suliety su SUMO baltymy kirpimui ir iSvalymui (150 tiikst. Eur).

4. Metodologinis tyrimy pagrindimas:

1. KamieniSkumu pasizyminc¢iy Igsteliy iSskyrimas 1§ suaugusio organizmo audiniy (pvz.,
zmogaus placentos, zmogaus periferinio kraujo, jvairiy pelés organy) vadovaujantis jau
aprasytomis metodikomis ir jas modifikuojant.

2. Saugaus ir efektyvaus Igsteliy auginimo ir dauginimo €X Vivo tyrimai: auginimo terpiy
priedy, aplinkos atmosferos sudéties, pavirSiaus dangos ir auginimo aplinkos formos jtakos
steb&jimas.

3. PavirSiaus ir vidulgsteliniy kamieniSkumo ir/arba specializacijos Zymeny paieska
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tekmés citometrijos, geny raiskos ir baltymy profilio tyrimy pagalba; mikroskopiniai gyvy ir
fiksuoty kultiiry tyrimai; funkciniai méginiai in vitro (migracijos, kontraktiliSkumo, impulso
perdavimo, barjerinio sluoksnio sudarymo, vamzdiniy struktiiry formavimo ir kt. méginiai.

4. Keliy tipy lasteliy auginimas kartu miSinyje, atskirais sluoksniais viename inde, ant
nanostrukturiskai skirtingy pavir§iy tame paciame inde, trimaciuose karkasuose ir/ar ant
sintetiniy matricy ir t.t. Auginimo modelio jtakos lgsteliy morfologijai ir funkcijai tyrimas.
Audiniy fragmenty formavimas. Specifiniy audiniy modeliy kiirimas, vaskuliarizavimo
problemy sprendimai, audiniy modeliy pritaikymas ir sertifikavimas toksikologiném,
farmakologinéms ir kitoms studijoms (pvz., plauciy modelio pritaikymas oro tarSos tyrimams,
kremzlés modelio pritaikymas farmaciniy preparaty iSbandymams ir t.t).

5. Baltymy chemija — gryninimo procesy kiirimas, iSgryninty baltymy formulavimo
paieska ilgalaikiam saugojimui, baltymy stabilizacija.

6. Analizés metody kiirimas baltymo kokybés kontrolei kuriamo proceso stadijose.

7. ISgryninty baltymy biologinés funkcijos analizés metodai (sgveika su specifiniais
antikiinais).

8. Metodai, pagristi antigeno — antikiino saveika. Jie tinka baltymy kiekybiniam
nustatymui tiek miSiniuose, tiek i§grynintuose pavyzdziuose. Imunofermentiniy metody (ELISA,
imunoblotas) ir biomolekuliy sgveikos tyrimo sistemy (Biacore, Octet systems) taikymas.
SUMO proteazei specifinius antikinus produkuojanc¢ios hibridomos bus gautos suliejus
imunizuoty BALB/c peliy bluZnies ir mielomines SP2/0 linijos lasteles. PavirSiaus plazmoninio
rezonanso metodu atliekama epitopiné analizé. Kuriama imunofermentinés analizés (IFA)
sistema SUMO proteazés kiekybiniam nustatymui.

VMTI IMC disponuoja pakankamais resursais biitinais programoje numatyty darby
ivykdymui. Institute veikia modernios lasteliy kultivavimo ir tyrimy laboratorijos apriipintos
Siuolaikine jranga (teékmés citometrai su lgsteliy sorteriu FACAria II ir FACSAria III, Beckton
Dickinson, tékmes citometras Cyflow Space, Partec; biorekatorius Biolevitator, Hamilton;
Konfokalinés mikroskopijos sitema Leica SP8; realaus laiko PGR sistemos Stratagene MXx
3005P ir Biorad CFX 96; baltymy izofokusavimo sistema Protean IEF cell, Biorad,
mikroploksteliy skaitytuvai Asys UVM340 ir Fluoroskan Ascent FL, Thermo Labsystems, in
vivo vaizdinimo sistema IVI1S200, Perkin Elmer 1V1S200, ir kt.).

5. Tyrimuy etapai ir jy charakteristika:
Kamieniniy Igsteliy ir aukStesnés diferenciacijos lgsteliy tyrimo ir technologijy kiirimo
etapai:
1.Pilotinés studijos numatytomis gydymo/diagnostikos strategijy kiirimo kryptimis (2017-
2021 m.): pilotiniai lgstelés biologijos (imortalizuoty, pirminiy ir Kity tipy lasteliy)
eksperimentai, biosuderinamumo eksperimentai (iSbandant naujas matricas ir
substratus), naujy lasteliy linijy iSskyrimas ir charakterizavimas, biotetikos leidimy
paraiSky teikimas, bendradarbiavimo grupiy sudarymas (su kliniky gydytojais,
klinikinés laboratorijos personalu, uzsienio kolegomis ir pan.), atsizZvelgiant j pilotiniy
eksperimenty rezultatus.
2. Pliuripotentiniy lasteliy ex vivo saugaus ir efektyvaus gausinimo metodologijy vystymas
(2017-2019 m.);
a. auginimo terpiy serumo ir atskiry augimo faktoriy parinkimas ir iSbandymas;
b. aplinkos atmosferos deguonies ir kity dujy kiekio/santykio parinkimas ir
1Sbandymas;
¢. auginimo indy pavirsiy padengimo tarplastelinio matrikso baltymais, jy miSiniais,
sintetinémis medZiagomis, padengimo biologiSkai aktyviomis molekulémis
nanodimensijoje tyrimai;
d. trimatés auginimo aplinkos formos (trimaciuose ar dvimaciuose modeliuose,
bioreaktoriuose) kiirimas ir tobulinimas;
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e.

kei¢iamy kultivavimo sglygy jtakos lasteliy gyvybingumui, diferencijacijai,
morfologinéms ir funkcinéms charakteristikoms tyrimai.

3.Eksperimentinis darbas numatytomis gydymo/diagnostikos strategijy kiirimo kryptimis
(2018-2021 m.);

a.

In  vitro  neuroregeneracinio modelio  suk@irimas ir  iSbandymas:
neuroregeneraciniy danties pulpos kilmés kamieniniy lgsteliy sekretuojamy
veiksniy tyrimai,

kremzlés, kremzlés/kaulo bei sinovijos audinio regeneracijos tyrimai in vitro,
veikiant kamieniniy lasteliy produktais bei pac¢iomis lgstelémis;

kraujagyslés fragmenty konstravimas pasitelkiant hidrogelio matricas ir pavirsiy
mikro- ar makro-stritkktiravimg, kraujagysliy endotelio, lygiyjy raumeny
sluoksnio, fibroblasty auginimas in vitro ir gauty kraujagysliy mimetiky
paruosimas klinikiniam panaudojimui;

pelés kamieniniy Igsteliy iSskyrimo, auginimo ir gausinimo in vitro eksperimentai
— fundamentinéms Zinioms apie embrioniniy kamieniniy lgsteliy potencialumg
gauti, pluripotentiniy Igsteliy palyginimui su multipotentinémis, totipotentiniy
lasteliy iSgavimo i§ pluripotentiniy embrioniniy kamieniniy lasteliy galimiems
mechanizmams atrasti;

prieSuzdegiminio ir imunomoduliacinio mezenchiminiy Kkamieniniy lgsteliy
poveikio tyrimai uzdegimo, oksidacinio streso ir autoimuniniy procesy
modeliuose (plau¢iy LOPL, odos uzdegimy ir kituose, vystomuose IMCe) in
vitro ir in vivo (peliy ir Ziurkiy organizmuose). Biitina atrinkti kamieniniy lasteliy
produkty pristatymo j audinius formas: egzosomos, auginimo terpé, substrato
praturtinimas ar lasteliy suspensija; palyginti skirtingy poveikius, atrinkti ir
validuoti geriausias.

4. Audiniy modeliy in vitro tyrimams karimas ir iSbandymas (2017-2021 m.);

a.

partnerysté su fiziky ir chemiky atstovais, klinikos medikais: karkasy, biologiskai
aktyviy medziagy sintezés ir jterpimo bei pirminiy lgsteliy gavimo klausimai —
lasteliy iSskyrimas i§ klinikinés medziagos: post-mortem audiniy, operacinés
medZziagos, donuoty audiniy likuciy (pagal turimus Bioetikos leidimus); trimaciy
karkasy atranka (i$ gatavy produkty), naujy kiirimas, gamyba ir panaudojimas (su
partneriais).

Odos, kraujagysles, kremzlés, plauciy audinio modeliniy sistemy sukiirimas ir
charakterizavimas morfologiskai, imunohistochemiskai ir funkciskai. Tai apima
tinkamy lgsteliy linijy ar pirminiy lasteliy atranka, kultivavima, atkuriant natyvia
aplinka, paruoS§imag mikroskopijai, imunohistochemijai, funkciniams tyrimams.
Pvz., odos epitelio lasteliy auginimas ant pasirinkty kandidatiniy substraty,
veikimas diferenciacijos terpe (jos sudéties atranka), kultivavimas oro-skysc¢io
pavirSiuje bei gauto multisluoksninio epidermio audinio charakterizavimas
auks¢iau paminétais metodais. Panasiais etapais kuriami ir Kiti modeliai.
sekmingy  modeliy  validavimas, iSbandymai  realiomis  salygomis,
komercializavimas.

Rekombinantiniy baltymy gamybos technologijy kiirimas:

1.

Klonavimas (sukurti SUMO baltymo pagrindu paremta geny suliejimo DNR
lygmenyje technologija, atrinkti bakterinius kamienus, kurie garantuoja maksimaly
naujai sukurty rekombinantiniy SUMO DNR konstrukty stabilumg ir pagaminti,
charakterizuoti bakteriniy kamieny bankus bei uZztikrinti jy ilgalaikj iSlaikyma,
klonuoti SUMO proteazés geng ir atlikti analogiSkus bakteriniy kamieny tyrimus.)

(2017-2018 m).
SUMO proteazes gryninimas (pagaminti bakterijose SUMO proteaze ir ja iSgryninti,
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naudojant chromatografijos metodus. SUMO proteazé turi buti charakterizuota pagal
savo aktyvuma, optimizuojamos fermentinés reakcijos salygos) (2018-2019 m.)

3. Metodologijos sukiirimas (parengti metodologija suliety su SUMO baltymy kirpimui
ir i8valymui, panaudojant SUMO proteazg.) (2020 m.)

6. Numatomi rezultatai (nurodyti kokie laukiami rezultatai)

Vykdant Sig ilgalaik¢ moksliniy tyrimy programg numatoma, kad bus pasiekti sekantys
rezultatai:
*  Planuojame gautus rezultatus publikuoti ISI Web of Science saraso zurnaluose su IF, po 3
straipsnius kasmet. Taip pat bus rengiamos publikacijos Kituose recenzuojamuose moksliniuose
Zurnaluose.
* Pasitlyta keleta gydymo/diagnostikos strategijy létinéms neinfekcinéms ir panasioms
bukléms (kartu su gydymo jstaigy partneriais).
*  Sukurta metodologija rekombinantiniy baltymy gryninimui, paremta suliety baltymy
(fusion proteins) tecnologija, panaudojant SUMO (small ubiquitin-like modifier) baltymo
proteazg.
» Naujai sukiirty technologijy pagrindu bus rengiamos ir registruojamos patentinés paraiskos.

7. Rezultaty sklaidos priemonés (rezultaty skelbimas, vieSinimas ir populiarinimas)

Rezultaty sklaida mokslinei ir placiajai visuomenei yra neatskiriama mokslinés veiklos
dalis. Ypatingai tai aktualu kamieniniy lgsteliy tyrimy ir taikymo srityje, kadangi tai labai
aktyvaus visuomenés dalyvavimo, donorystés, palaikymo i§ jvairiy bendruomeniy (pvz., tam
tikry ligy pacienty), religiniy grupiy, politiky reikalaujanti medicinos ir mokslo $aka. Rezultaty
sklaidos veikla apims jau jprastas priemones: mokslo populiarinimo straipsnius populiarioje
spaudoje, pasisakymus Ziniasklaidai, dalyvavima Tyréjy naktyje ir pan. Tikslinga biity panaudoti
ir kitus kitus metodus: patrauklios, kamieniniy ir aukStesnés diferenciacijos lasteliy tyrimus
reprezentuojancios interneto platformos suktirimas, diskusijy ir pokalbiy jvairiose interneto
medijose inicijavimas, interaktyviy stendy muziejuose ir parodose jrengimas ir t.t.

Pristatysime programos rezultatus tarptautinése konferencijose (parengti ir pristatyti ne
maziau kaip 3 praneSimai kasmet).

Vykdant programa bus surengta keleta nedideliy konferencijy (ne maziau 3-jy) tarp
potencialiy partneriy Lietuvoje, véliau jtraukiant ir viso Baltijos regiono ir Europos
mokslininkus, kuriy patirtis reikalinga.

8. Preliminarus programos 1éSy paskirstymas (tiikst. Eur)

Eil. | Islaidy pavadinimas 2017 2018 2019 2020 2021 Visai
Nr. metais | metais | metais | metais | metais | programai
(suma)
1. Programai skirti norminiai | 10 etaty | 10 etaty | 10 etaty | 10 etaty | 10 etaty | 479,45
etatai, 1éSos 95,89 95,89 95,89 95,89 95,89
2. Kitos 1¢éSos planuojamos 316,11 | 316,11 | 316,11 | 316,11 | 316,11 | 1580,55

programai vykdyti (i$ kity,
institutui skirty valstybeés
biudZeto bazinio
finansavimo 1¢€8y)

IS viso 412 412 412 412 412 2 060

9. Programos trukmeé.
2017 - 2021 metai

10. Programos vadovas

dr. Augustas Pivoritiinas, VMTI Inovatyvios medicinos centro direktoriaus pavaduotojas mokslo
reikalams, Kamieniniy lgsteliy biologijos skyriaus vedéjas, 85 2628413,
a.pivoriunas@imcentras.|t
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