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STROMOS VASKULIARINES FRAKCIJOS (SVF) LASTELIY ISSKYRIMO IS
RIEBALINIO AUDINIO BUDAS IR Jiy PANAUDOJIMAS

ISRADIMO SRITIS
I8radimas skirtas medicinos sri¢iai, konkrediai - stromos vaskuliarinés frakcijos
(SVF) lasteliy i§skyrimo i§ Zmogaus riebalinio audinio biidui ir jy panaudojimui

regeneracinéje medicinoje.

TECHNIKOS LYGIS

Pastaruoju metu regeneracinés medicinos srityje yra atlickama daug tyrimy, jie
siejami su labai pladiu ligy spektru. Pagrindine komponente regeneracinéje medicinoje yra
laikoma lastele, ji gali buti kamieniné arba somatiné. Ypatingas démesys skiriamas maZai
apdorotoms autologinéms lasteléms, nes toks lasteliy panaudojimas yra laikomas gydymu,
ta¢iau pati medZiaga - lastelé, néra laikoma vaistu. Tokiu blidu visa procediira gali biti

priskiriama transplantacijai.

SVF lgstelés yra ypatingai tinkamos autologinei lasteliy terapijai, kurioje lasteliy,
i8skirty i$ paties paciento riebalinio audinio, klinikinés dozés implantuojamos atgal, taikant
poveikj, gydant tokius sutrikimus kaip Krono liga, transplantanty atmetimo reakcijos,
autoimunings ir alerginés patologijos, tokios kaip i¥sétiné sklerozé ir Zarnyno uZdegimas,
miokardo infarktas, galuniy iSemija, negyjanios létinés Zaizdos, radiaciniai paZeidimai,
Slapimo nelaikymas ir t.t. (Gimble et al. Stem Cell Research & Therapy, 2010). Jos taip pat
turi didZiulj potencialg kosmetikoje ir rekonstrukcinéje medicinoje, siekiant pailginti
transplantuoty autologiniy riebaly i¥gyvenima, pavyzdZiui, rekonstruojant kriitis po atlikty
véZio operacijy, veido raukliy koregavimo ir pan. (Yoshimura et al. Aesth Plast Surg,
2008). Taip pat kliniSkai jrodytas jy teigiamas poveikis, gydant sausgysliy ligas (Farshid
Sarrafzadeh-Rezaei et al. Comparative Study on Functional Effects of Allotransplantation
of Bone Marrow Stromal Cells and Adipose Derived Stromal Vascular Fraction on Tendon
Repair: A Biomechanical Study in Rabbits, 2013), kur jy poveikis buvo rastas pranaSesnis
uZ palyginimui naudotas kauly &iulpy lasteles. Inovatyviy mokslininky grupé i¥ Australijos
parodeé, jog SVF lastelés, leidZiamos intraveniniu bidu, gali padéti pacientams,
sergantiems migrena (Wayne D Thomas et al. Migraine and tension-type headache treated

with stromal vascular fraction: a case series, 2014). Tyrimai neurologijos srityje



patvirtino, kad SVF lgstelémis galima gydyti neuropatinius skausmus (Richard Lilischkis
et al. A preliminary report on stem cell therapy for neuropathic pain in humans, 2014).
SVF lasteliy pritaikymg dermatologijoje patvirtino Reichmann E. ir kt. darbai (Tissue-

engineered dermo-epidermal skin grafts prevascularized with adipose-derived cells, 2014).

Vien 2014 metais yra paskelbta daugiau nei 30 ikiklinikinio ir klinikinio SVF
lasteliy taikymo bady. Sritis yra labai jauna ir greitai besivystanti. Dauguma mokslininky
naudoja kultivuotas SVF lgsteles. Lasteliy iSskyrimas ir paskesnis kultivavimas
(dauginimas) iki efektyvaus pritaikymui kiekio ar koncentracijos trunka savaites (Hagege
et al. Viability and differentiation of autologous skeletal myoblast grafts in ischaemic
cardiomyopathy, 2003). Nors §iuo biidu uZaugintos 1astelés pasiZymi gausumu, §varumu ir
giminingumu, pats jy kultivavimo procesas yra palyginti brangus. Blidas dar yra rizikingas
tuo, kad Igsteliy kultivavimo metu yra potenciali rizika uZkrésti jas aplinkoje esanciais

mikroorganizmais.

TRUMPAS ISRADIMO APRASYMAS
Skirtingai nuo analogy, kuriuose kalbama apie SVF lasteliy kultivavima ir tokiu
biidu gauty lgsteliy panaudojimg regeneracinéje medicinoje, Siame iSradime apraSytas

natlraliy SVF lasteliy i§skyrimo i§ Zmogaus riebalinio audinio (lipoaspirato) buidas.

SVF lasteliy i§skyrimas i§ riebalinio audinio atlickamas dviem etapais, jas
atskiriant ir koncentruojant. Riebalinio audinio, paimto i§ Zmogaus organizmo,
apdorojimas bei SVF iSskyrimas atlickamas sterilioje aplinkoje. Riebalinis audinys
perkeliamas j specialy indg, praplaunamas PBS tirpalu santykiu 1:1, inkubuojamas 10
minu¢iy 37°C temperatiroje, i§ tokiu blidu paruodto tirpalo mechani¥kai pa%alinama
apatiné vandeniné tirpalo frakcija. Plovimas PBS tirpalu kartojamas kelis kartus, kol

apatiné vandeniné frakcija tampa skaidri.

| praplautg ir neturintj apatinés vandens frakcijos riebalinj audinj dedama

kolagenazés ir Ca gliukonato. Tirpalas inkubuojamas, kol masé tampa homogenika.

Alternatyviu atveju riebalinis audinys ardomas mechani¥kai. Tokiu atveju

inkubacija neatlickama.



Po inkubacijos i§ riebaly mechanitkai pafalinama nesuardyta stromos dalis ir
visas indo turinys perkeliamas | mégintuvélj arba kelis meégintuvélius bei
centrifuguojamas. Susidariusi virfutiné frakcija paSalinama. Apating frakcijg sudaro SVF,
kuri yra suspenduojama PBS, filtruojama ir dar karta centrifuguojama. Susidariusi
virSutiné frakcija vél pafalinama, nuosédos suspenduojamos autologiniame paciento
serume arba plazmoje. Gauta SVF su autologiniu paciento serumu arba plazma i$pilstoma

atitinkama kiekj $virk§ty ir veZama j gydymo jstaigg medicininiam taikymui.

ISSAMUS ISRADIMO APRASYMAS

1. Riebalinio audinio paémimas, pakavimas ir transportavimas

Naudojant $virk$tus, paimama nuo 50 iki 100 ml paciento riebalinio audinio.
Atlikus riebalinio audinio paémimo procediirg, §virk§tas i§traukiamas, uZdedamas $virksto
kam3tukas. Svirkitas dedamas j sterily mai3elj, ant kurio uZrafomi paciento identifikavimo

duomenys.

Prie¥ arba po procediiros paimami 4 vakutaineriai paciento veninio kraujo serumui

arba plazmai gauti. Ant vakutaineriy uZra§omi paciento identifikavimo duomenys.

DéZ¢ su riebaliniu audiniu ir paciento veninio kraujo méginiais transportuojama j
riebalinio audinio apdorojimo laboratorija. Maksimali audinio saugojimo trukmé iki jo
paruodimo ir pritaikymo pacientui yra 6 valandos, skaiiuojant nuo riebalinio audinio

paémimo laiko.

IL. Riebalinio audinio paruo$imas taikymui

Riebalinio audinio paruo$imo medicininiam taikymui metu i§ riebalinio audinio
iSskiriamos SVF Igstelés. Riebalinio audinio apdorojimas bei SVF i¥skyrimas atlickamas

sterilioje aplinkoje.

50 ml $virkSte esantis riebalinis audinys perkeliamas j specialy 200 m! indg. | indg
su perkeltu riebaliniu audiniu santykiu 1:1 pilamas plovimo tirpalas PBS arba fiziologinis

tirpalas. Gautasis riebalinio audinio tirpalas inkubuojamas 10 minu&iy 37°C temperatiiroje.



Po inkubacijos, naudojant pipet¢, pasalinama apatiné vandeniné frakcija. Plovimas
PBS arba fiziologiniu tirpalu kartojamas kelis kartus, kol apatiné vandening¢ frakcija tampa
skaidri. Jeigu ant riebalinio audinio vir§aus susiformuoja riebalinis-aliejinis sluoksnis, jis

paSalinamas pipete.

Atlikus riebalinio audinio plovima ir pafalinus apating vandening frakcija, j
riebalinj audinj dedama 1 ml kolagenazés (10%) tirpalo ir 50 pl Ca gliukonato.
Inkubuojama 20 minu¢iy 37°C temperatlroje. Jei, pra¢jus 20 minudiy, masé inde dar néra

homogeni$ka, inkubuojama papildomai 10 minu¢iy.

Alternatyviai, atlikus riebalinio audinio plovimg ir paSalinus apating vandening
frakcija, riebalinis audinys supilamas j 20 ml arba 50ml Luer Lock virksta, SvirkStas
uZsukamas 18G adata ir visas miSinys yra per ja prasunkiamas. Procedira kartojama dar
karta. Po $iy etapy paimamas naujas $virk3tas ir procediira kartojama, naudojant 23G
adatg, tai atlickama ne maZiau kaip vieng karta. Suspensija tampa homogenitka ir tuomet

ja galima centrifuguoti.

Po inkubacijos arba mechaninio riebalinio audinio suardymo, i§ riebaly masés
adata arba Pastero pipete yra paSalinama nesuardyta stromos dalis ir visas indo turinys
perkeliamas j 50 ml mégintuvélj arba j kelis mégintuvélius, paskirstant méginj j lygias

dalis. Centrifuguojama 7 minutes 850 aps/min grei¢iu.

Susidariusi virSutiné frakcija paalinama su pipete. Apating frakcijg sudaro SVF,
kuri yra suspenduojama PBS ir filtruojama per 100 um nailoninj filtrg. I¥filtruota masé

centrifuguojama 10 minu¢iy 600-1500 aps/min greiiu.

Susidariusi  virSutiné  frakcija paSalinama, nuosédos suspenduojamos
autologiniame paciento serume. Gauta SVF su autologiniu paciento serumu i3pilstoma |

atskirus 3virkStus ir veZama j gydymo jstaigg medicininiam taikymui.

IIL SVF taikymo indikacijos ir gydymo pavyzdZiai

Indikacijos procedirai atlikti:

a) obliteruojanti aterosklerozé;



b) neoperabili kritiné kojy iSemija, kai néra galimybiy atlikti nei chirurginiy, nei
endovaskuliniy operacijy ir pacientui gresia galiinés amputacija;

¢) negyjandios trofinés opos dél arterinés kraujotakos sutrikimy;

d) esant distalinei gangrenai, kai yra negrjZtami audiniy pakitimai ir pacientui bus
atlickama amputacija, siekiant pagerinti pooperacinj perioda ir Zaizdos gijima;

e) diabetiné angiopatija su ir be trofikos sutrikimy;

f) trumpa kliaudikacija;

g) Reino sindromas.

Gydymo procedira, taikant paruota SVF i§ paciento riebalinio audinio:

Pacientas guldomas ant nugaros (priklausomai nuo to, kurie segmentai yra uzake).
Su markeriu i§ abiejy magistralinés arterijos eigos pusiy kas 3-4 centimetrus paZymimos
injekcijos vietos. Injekcijos vietos patepamos dezinfekciniu tirpalu. Autologinés SVF
lgstelés, gautos auk3Ciau apraSytuoju bldu, yra injekuojamos j raumenis magistraliniy
kraujagysliy projekcijoje po 1 ml | kiekvienos injekcijos vietg. Po atliktos procediiros

injekcijos vietos patepamos dezinfekciniu tirpalu ir galiiné apibintuojama steriliu bintu.

Ligoniams taikyto gydymo autologinémis lgstelémis pavyzdZiai ir jy rezultatai:
Pacientas R. K. Atvyko, skysdamasis pastoviais skausmais, atsiradusiomis gangreninémis
opomis. Kadangi ligoniui grésé galtinés amputacija, buvo nutarta pritaikyti gydyma SVF
lastelémis. Prie§ procediirg Zasto kulk$nelio indeksas buvo 0,32. Po gydymo SVF
Igstelémis gangreninés opos pradéjo gyti, skausmai sumaZéjo. Ligonis pakartotinai atvyko
po 3e8iy savaiciy, kulkSnelio indeksas pakilo iki 0,44. Ligonis $iuo metu yra stebimas, jis

vaiksto, kliaudikacija apie 100-150 metry.

Ligonis D. S. Atvyko po operacijos praéjus 6 ménesiams su trombuotu Juntu.
Atlikus angiografija paaiSkéjo, kad atlikti rekonstrukcijy néra galimybiy, pacientui grésé
galinés amputacija. Kulk$nelio indeksas prie§ procediira buvo 0,29. Buvo pritaikytas
gydymas SVF lgstelémis. Po procediiros kojos kraujotaka subkompensavosi, kliaudikacija

apie 100 metry.

Ligonis J. G. Atvyko su kritine rankos i§emija, ligoniui grésé rankos amputacija.
Buvo taikytas gydymas SVF Igstelémis. Po gydymo rankos kraujotaka Zymiai pageréjo,

skausmai i¥nyko, jutimai ir motorika atsistate.



1.

ISRADIMO APIBREZTIS

Stromos vaskuliarinés frakcijos (SVF) lasteliy i¥skyrimo i§ Zmogaus riebalinio
audinio bidas, jas atskiriant ir koncentruojant, besiskiriantis tuo, kad

a) 50-100 ml i¥ anksto surinkto paciento riebalinio audinio perkelia j atskira indg ir
praplauna PBS arba fiziologiniu tirpalu santykiu 1:1;

b) gauta riebalinio audinio tirpalg inkubuoja 10 minu¢iy 37°C temperatiiroje;

¢) po inkubacijos, naudojant pipetg, pafalina apating vandening frakcijg ir virfutinj
riebalinj sluoksnj;

d) j po stadijos c) gauta riebalinj audinj prideda 1 ml 10% kolagenazés tirpalo ir 50
pl Ca gliukonato ir inkubuoja nuo 20 iki 30 minu¢iy 37°C temperatiiroje;

e) i§ riebaly masés paSalina nesuardytg stromos dalj ir visa indo turinj perkelia j
atskirus mégintuvélius ir centrifuguoja 7 minutes 850 aps/min greitiu;

f) paSalina susidariusig vir§uting frakcija;

g) likusig apating frakcija, kuria sudaro SVF, suspenduoja PBS ir filtruoja per 100
pm nailoninj filtra;

h) i8filtruotg mase centrifuguoja 10 minu¢iy nuo 600 iki 1500 aps/min grei¢iu;

i) pafalina susidariusig virSuting frakcija, nuosédas suspenduoja autologiniame
paciento serume, gauta SVF su autologiniu paciento serumu i3pilsto | atskirus

medicininiam pritaikymui skirtus $virk$tus.

Biudas pagal 1 punkto d) stadija, besiskiriantis tuo, kad riebalinj audinj suardo
mechaniSkai, perkoSiant maZiausiai vieng karta per 18G adatg, po to §ia mase
perkoSiant per 23G adatg.

Stromos vaskuliarinés frakcijos (SVF) lastelés, gautos biidu pagal 1 ar 2 punkta,
skirtos panaudoti regeneracinéje medicinoje tokiy patologijy kaip degeneraciniai
jvairios lokalizacijos smulkiyjy ir stambiyjy sanariy artritai, artrozoartritai, artrozes,
osteochondropatija, tendinopatija, mono- ir polireumatoidiniai artritai, potrauminés
artrozés, osteochondrozé, daliniai sausgysliy, rai§¢iy ir raumeny plySimai,
obliteruojanti aterosklerozé, neoperabili kritiné kojy i¥emija, negyjancios trofinés
opos, diabetiné angiopatija, i¥sétiné sklerozé, Krono liga, neuropatijos,

parodontoze, Sirdies kraujagysliy iSemija, gydymui.
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