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AcLDL — acetilinti mazo tankio lipoproteinai
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Mio — nepilnos diferenciacijos miogeninés lgstelés
Zn0O — cinko oksidas

TiO2 — titano dioksidas

CnV —anglies nanovamzdeliai
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IVADAS

Dviejy ir daugiau lasteliy tipy auginimas kartu kokultiiroje geriau ir tiksliau atspindi lasteliy
sgveikas audinyje, todél tokios sistemos vis dazniau taikomos jvairiuose biomedicininiuose
tyrimuose. Ypac¢ sé¢kmingai kokultiiry metodikos yra taikomos siekiant sukurti funkcionaly pilno
storio odos lopa, kuris galéty biiti taikomas odos regeneracijai, jvairiems odos pazeidimams
gydyti, zaizdy gijimui tirti, taip pat citotoksiniy medziagy vertinimui. Be to, kokulttiros laikomos

ypatingai perspektyviomis ir audiniy inzinerijos tyrimuose.

Kita sparciai besivystanti nauja sritis biomediciniuose tyrimuose yra nanodaleliy (ND) kiirimas
ir jy panaudojimas diagnostikai bei terapijai. Jau zinoma, kad ND gali biiti naudojamos kaip vaisty
pristatymo sistemos, taip pat geny jvedimui ] lgsteles, tokiu biidu iSvengiant virusiniy vektoriy
naudojimo. D¢l savo savybiy, jos gali biiti naudojamos ir lgsteliy vaizdinimui, dominanciy
baltymy lokalizavimui Igsteléje ir kt. tikslams. Ir nors pastaraisiais metais ND yra intensyviai
tirilamos, taciau ilgalaikis poveikis Zmogaus sveikatai dar néra pakankamai jvertintas. Pavyzdziui,
TiO2 ND laikomos pakankamai saugiomis ir naudojamos kosmetikos pramonéje. Taciau yra

duomeny, kad Sios ND gali praeiti pro hematoencefalinj bei placentos barjerus ir net sukelti vézj.

Todél norint jvertinti nanodaleliy poveikj ir jy indukuojamus molekulinius mechanizmus,

reikalingi detaltis tyrimai. Ir ¢ia gali pasitarnauti kokultiiros, sudarytos i$ keliy 1gsteliy tipy.

Sio darbo tikslas — jvertinti nanodaleliy poveikj kokultirai, sudarytai i§ endoteliniy lasteliy

pirmtakiy ir raumens kilmés kamieniniy Igsteliy.

Darbo uzdaviniai:

e Gauti i8 endoteliniy lasteliy pirmtakiy (ELP) ir raumens kilmés kamieniniy lasteliy
(Mio) sudarytg kokultiirg ir jvertinti jos savybes — proliferacijos potencialg, kolonijy
formavimosi intensyvuma, angiogeninj potencialg, migracija.

e Istirti ZnO ir TiO2 nanodaleliy bei anglies nanovamzdeliy galimg citotoksinj poveikj
ELP-Mio lasteliy kokultiirai ir palyginti ji su atskiry ELP ir Mio lasteliy kultiiromis.

e Jvertinti nanodaleliy poveikj ELP bei Mio Igsteliy ir jy kokulttros adhezijai, migracijai,

angiogeniniam potencialui.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1.Endotelinés lastelés pirmtakés

Pirmg karta endotelinés lastelés pirmtakés (ELP) nustatytos 1990 m. vystantis Sirdies ir
kraujagysliy sistemai embriono organizme. Nustatyta, kad Sios lgstelés neturi dideliy
diferencijavimo galimybiy, bet pasizymi dideliu potencialu diferencijuotis j endotelines Igsteles.
Tokios lastelés buvo pavadintos angioblastais (Kréankel el a.l., 2012). Suaugusio zmogaus Kraujyje
cirkuliuojancias ELP pirmasis aptiko Asahara su kolegomis (Asahara et al., 1997).

Embrioninés ELP, kuriy funkcija - kraujo indy formavimas, vystosi i§ migruojanciy
mezoderminiy lgsteliy. Jos geba proliferuoti, migruoti ir diferencijuotis j endotelines Igsteles.
Suaugusio zmogaus kauly Ciulpuose gausu audiniams specifiniy kamieniniy Igsteliy ir lasteliy
pirmtakiy. ELP sudaro iki 5 procenty $iy lasteliy. Jos gali buti suskirstytos j dvi pagrindines rasis
— hemopoetinés (HELP) ir nehemopoetinés (NHELP) (Krankel et al., 2012). HELP Kilusios
tiesiogiai i§ kauly Ciulpy ir atpazjstamos pagal hemapoetiniy lasteliy markerius. Taciau yra
ganétinai sudétinga atskirti ELP nuo likusiy hemapoetiniy lasteliy. NHELP yra randamos ne kauly
Ciulpuose, 0 kraujyje ar audiniuose ir savo morfologija labiau primena endotelines lgsteles. I8
kokio Saltinio jos tiksliai yra kilusios - néra aisku (Krinkel et al., 2012; Vasa et al., 2001; Werner
and Nickening, 2005).

Suaugusio organizmo ELP gali bati i§skiriamos i$ periferinio kraujo, kauly ¢iulpy, kraujagysliy
sienelés. Jos gali biti skirstomos j ankstyvasias (aELP) ir vélyvasias (VELP) (1.1 pav.) (Hristov
and Weber, 2004; Hur et al., 2004; Atesok, 2011). Ankstyvosios ELP susideda i§ monocitiniy
lasteliy, kurios nevirsta subrendusiomis endotelinémis lgstelémis, bet integruojasi | pazeistos
kraujagyslés apatinj endotelio sluoksnj (Kriankel et al., 2012). I§ kauly ¢iulpy isskirtos aELP
ekspresuoja ankstyvuosius hemapoetinius Zymenis: CD133*/CD34"/VEGFR-2"/VE-kaderinas’
(Peichev et al., 2000). Tuo tarpu i§ periferinio kraujo i$skirtos ankstyvosios ELP po 7 dieny
kultivavimo pasizymi CD133*//CD34*/VEGFR2*/CD14/VE-kaderinas-/eNOS- fenotipu. aELP
biidinga iStjsusios verpstés formos morfologija (Hur et al., 2004). Sio lasteles matrigelyje
neformuoja vamzdeliy formos struktiiry, nors jy citoplazmos poliai ir pailgéja. aELP VEGF ir IL-
8 citokiny koncentracija didesné, nei vELP. aELP populiacija yra heterogeniska, kurios keletas
klony formuoja VELP. Skirtinguose eksperimentuose nustatyti skirtingi aELP KDR, CD14 ir Flt-
1 geny raiskos lygiai, parodantys Sios lgsteliy populiacijos heterogeniskuma (Cheng et al., 2013).
aELP in vitro isgyvena trumpai — 2-4 savaites (Hur et al., 2004).
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1.1 pav. ELP dlferencmclja i hemapoetiniy kamieniniy Igsteliy. Numanoma ELP
diferenciacija j ankstyvasias ir vélyvasias EPL, Sioms Igsteléms budingi pavirSiaus Zymenys (pagal
Atesok, 2011).

Po 2-4 savaiciy formuojasi VELP. Jos susideda tik i§ minimalaus skaic¢iaus mieloidiniy lasteliy,
o didzioji jy dalis gali diferencijuotis j endotelines lasteles (Krankel el al., 2012). Lasteléms
virstant j VELP, kei€iasi jy morfologija, citoplazma tampa lygesné, lgstelés tvir¢iau prilimpa prie
pavir$iaus ir formuoja grindinio tipo monosluoksnj, mazéja CD45 raiska, o KDR ir Ve-kaderino
ekspresija iSauga. Budinga auksta ir CD31 raiska (Hur et al., 2004). Po keliy savai¢iy palaikymo
in vitro tokia Igsteliy linija pradeda panaséti j suaugusias endotelines Igsteles ir ekspresuoja
CD133/CD34*//VEGFR-2*/CD14/VE-kadherinas*/eNOS*/von Willebrand faktorius* (Gulati et
al, 2003; Rehman et al., 2003). NO sintez¢ yra budinga abiejy tipy lasteléms, taciau VELP ji
intensyvesné. VELP matrigelyje formuoja kapiliaro tipo vamzdelius. VELP homogeniskos ir labiau
diferencijuotos nei aELP, be to ilgiau islicka gyvybingos kultivuojant in vitro (Hur et al., 2004).

ELP pasizymi tiek hemapoetinéms, tiek ir endotelinéms lasteléms biidingomis savybémis. ELP,
kaip ir hemapoetinés lastelés, formuoja kolonijas sudaranéius vienetus (Hill et al., 2003). Kaip ir
endotelinés lgstelés, ELP formuoja kapiliaro tipo vamzdelius ir isskiria NO (Qiurici et al., 2001;
Hristov ir Weber, 2004). Bendra izoliuotq ELP savybé yra prisijungti acetilintus mazo tankio
2003; Hristov and Weber, 2004).

ELP isskyrimas ir identifikavimas. ELP identifikuoti ir iSskirti i§ kraujo galima skirtingais
metodais. Vienas 1§ jy, tai surinkti mazo tankio vienbranduoles lgsteles 1§ Zmogaus periferinio
kraujo ir jas uzséti j fibronektinu padengty 1éksteliy su endotelio augimo faktoriais praturtinta

terpe. Po 4-5 dieny pasalinamos neprilipusios lastelés (Vasa et al., 2001; Walter et al., 2002;
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Badorff et al., 2002; Yoder, 2012). Siuo metodu ELP atrenkamos pagal jy morfologija, adhezija
prie fibronektino, lastelés pavirSiaus baltymy ekspresija, AcLDL jsisavinimg ir prisijungima prie
lektino (Yoder, 2012).

Kitas metodas susijes su Igstelés pavirSiaus antigeny nustatymu (Walter et al., 2002; Badorff et
al., 2002; Yoder, 2012). Sio metodo triikumas - unikaliy ELP pavir§iaus zymeny trikumas, todél
reikia atsizvelgti i jy derinius (Yoder, 2012). Jy identifikavimui gali biiti naudojamos magnetinés
nanodalelés padengtos antikiinais prie§ CD133, CD34 ir CD31 (Quirici et al, 2001; Hristov and
Weber, 2004).

ELP atrinkti galima ir pagal jy gebéjimg ploksteléje formuoti kolonijas (Vasa et al., 2001;
Walter et al., 2002; Badorff et al., 2002; Yoder, 2012). I$ vienos kolonijg formuojancios Igstelés
per 14 dieny galima gauti 10 tukst. 1asteliy (Yoder, 2012).

In vitro kamieninés ir pirmtakinés lastelés pasizymi gebéjimu savaime atsistatyti ir
diferencijuotis i organui specifines lasteliy linijas. Todél tokiy lasteliy transplantacija gali biiti
taikoma audiniy atstatymui. Parodyta, kad ELP transplantacija gali buti naudinga netgi
nenaudojant augimo faktoriy (Asahara et al., 1997; Liu et al., 2013). Be to, ELP gali bity
naudojamos kaip biozymuo jvairiy ligy diagnostikoje, nes kraujyje esan¢iy ELP sumazéjimas
stebimas sergant vainikiniy arterijy liga, insulto (Krénkel et al., 2012), inksty nepakankamumo
atvejais (Goligorsky et al., 2009; Kale et al., 2003) ar sergant smegeny kraujagysliy ligoms. ELP
skaiCius iSauga miokardo infarkto, vainikiniy arterijy sindromo ar nestabilios kriitinés anginos
atvejais (Werner and Nickenig, 2005). ELP kiekis didéja, nes jos yra mobilizuojamos i§ kauly
Ciulpy j kraujotakos sistemg (Krinkel et al., 2012). Padidéjes ELP skaicius iSeminio miokardo
vietoje lemia kapiliary vystymasi ir prisideda prie pageréjusiy Sirdies funkcijy (Badorff et al.,
2002; Doyle et al., 2006; Liu et al., 2013). ELP blokuoja miokardo fibrozg ir i§saugoti miokardo
funkcijas (Asahara et al., 1997).

1.2.  Raumens kamieninés lastelés

Raumens audinyje egzistuoja kelios nepilnos diferenciacijos lasteliy populiacijos, 1§ kuriy
gausiausia raumens satelitinés Igstelés. Tai — nediferencijuotos vienbranduolés miogeninés
lastelés, randamos griau¢iy raumenyse (Charge and Rudnicki, 2004). Joms yra budingas saves
atnaujinimo potencialas bei diferenciacija j subrendusias miofibriles (Wagers and Conboy, 2005).
A. Mauro 1961 m. pirmasis paskelbé, kad satelitinés lgstelés gali atkurti griau¢iy raumeny
miogenez¢ po jvykusio suzeidimo (Mauro, 1961). Suaugusiame organizme satelitinés lastelés
aptinkamos Salia bazinés laminos, i$sidés¢iusios apie miofibriles (Charge and Rudnicki, 2004).

Paprastai satelitinés I1gstelés yra mitotisSkai ramios, bet jas gali aktyvuoti stresas ar jvairlis raumeny
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suzeidimai. Satelitinés lgstelés nuo savo palikuoniy — miogeniniy pirmtakiniy Igsteliy (mioblasty)
skiriasi biochemiskai ir genetiskai (Peault et al., 2007).

Siy lasteliy pirmtake laikoma Pax3*/Pax7* lasteliy populiacija (Kassar-Duchossoy et al., 2004,
Peault et al., 2007; Zammit et al., 2006). Suaugusio organizmo satelitinés lgstelés ekspresuoja
pavirSiaus zymenj CD34, kuris taip pat yra biidingas ir endotelinéms mikrokraujagysliy lasteléms
(Zammit et al., 2006). Satelitinés ir endotelinés lastelés gali buti kilusios i$ to paties Saltinio
(Kardon et al., 2002) arba kai kurios endotelinés lastelés gali buti pirmtakinés daliai satelitiniy
lasteliy (Zammit et al., 2006). IS kauly Ciulpy iSskirtos lgstelés dalyvauja miofibriliy formavime ir
ekspresuoja satelitiniy lasteliy zymenis (Dreyfus et al., 2004). Taciau tik satelitiniy lasteliy niSoje
esancios lastelés gali biiti pilnai funkcionaliis miogeniniy Iasteliy pirmtakai, o kitos lasteliy linijos,
pvz. isskirtos i§ kauly ¢iulpy, tokiu funkcionalumu nepasizymi (Zammit et al., 2006).

Satelitiniy lgsteliy morfologija. Subrendusiuose raumenyse satelitinés lgstelés yra paplokscios,
verpsto formos, ilgéjancios lygiagreciai miofibriléms (Miur et al., 1965). Satelitinéms lasteléms
budingas sumazgj¢s branduolys, taciau didesnis heterochromatino kiekis bei mazesnis organeliy
kiekis (Schultz et al., 1978; Charge and Rudnicki, 2004).

Subrendusiame raumenyje ramybés biisenoje esancios satelitinés lastelés ekspresuoja Pax7,
CD34, adhezijos molekul¢ M-kadhering (Beauchamp et al., 2000; Zammit et al., 2006, Tedesko
et al., 2010), taciau neekspresuoja MyoD ar miogenino (Wagers and Conboy, 2005). Satelitiniy
lasteliy atpazinimui geriausiais Zzymuo yra Pax7 (Zammit et al., 2006). Kai satelitinés lastelés yra
aktyvuojamos, inicijuojama ekspresuoti MyoD raiska (Grounds et al., 1992). Lastelés pradeda
dalintis, aktyvuojami lastelés ciklo genai, pvz., PCNA. Miogeninas zymi diferenciacijos
miogenine linkme pradzig (Grounds et al., 1992; Zammit et al., 2006). Kiti satelitinéms lasteléms
budingi zymenys: VCAM-1 (kraujagysliy lgsteliy adhezijos molekulé 1), c-met (hepatocity
augimo faktoriaus receptorius), CD56 (nerviniy lasteliy adhezijos molekulé 1), Foxkl1, sindekanai
3ir 4 ir kiti (1 lentelé).

Satelitinéms lagsteléms biidingas nesimetriSkas dalijimasis. Prie§ dalijantis lastelés pradeda
ekspresuoti Pax7 ir MyoD genus. Didzioji dalis lasteliy toliau skatina padidéjusia Pax7, MyoD
ekspresija ir diferencijuojasi (Tedesko et al., 2010). Likusioje lasteliy dalyje MyoD geno
ekspresija stabdoma, lastelés ciklas sustoja ir satelitinés Igstelés tampa ,,tylin¢iomis* (Zammit et
al., 2006). Nustatyta, kad apie 80% lasteliy diferencijuojasi, likusi dalis atnaujina satelitiniy
lasteliy ni$a (Charge and Rudnicki, 2004). Siy lasteliy proliferacijos ir diferenciacijos reguliacijai
Notch signalinis kelias (Conboy and Rando, 2002).

Kitos raumens kamieninés Igstelés. Griauciy raumens regeneracijos procese gali dalyvauti ir
kitos raumens kamieniniy lgsteliy populiacijos (2 lentel¢). Tai raumens kilmés kamieninés lgstelés

- MDSC (angl. muscle-derived stem cells). Jos yra ankstyvos miogeninés kamieninés lastelés ir
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gali bati satelitiniy Igsteliy pirmtakai (Jankowski et al., 2002; Peault et al., 2007). Joms budinga
visos kamieniniy lasteliy savybés — saves atnaujinimas, proliferacija bei diferenciacija
osteogenine, miogenine adipogenine, chondrogenine, hemapoetine linkme ( Jankowsky et al.,
2002).

1.1 lentelé. Satelitiniy lgsteliy Zymenys.

Genas Ekspresija tylin¢iose — Ekspresija Funkcija Literatiros Saltinis
lastelése aktyvuotose lastelése
Pax7 + + Transkripcijos faktorius Zammit et al., 2006
Pax3 + Transkripcijos faktorius Zammit et al., 2006
Myf5 +- + Transkripcijos faktorius Kassar-Duchossoy et al.,
2004
Sindekanas 3 ir 4 + + Transmembraninis Cornelison et al., 2000
proteoglikanas
VCAM-1 + + Adhezijos molekulé Wagers and Conboy, 2005
c-met + + HGF receptorius Zammit et al., 2006
Foxkl + + Branduolio faktorius Garry et al., 2000
CD34 + + Adhezijos baltymas Beauchamp et al., 2000
M-kadherinas + + Adhezijos baltymas Beauchamp et al., 2000
Kaveolinas-1 + + Membranos baltymas Garry et al., 2000
a7 integrinas + + Adhezijos baltymas Blanco-Rose et al., 2001
B1 integrinas + + Adhezijos baltymas Blanco-Rose et al., 2001
Cd56 + + Homofilinis glikoproteinas Fukada et al., 2004
Cxcrd +- SDF1 receptorius Sherwood et al., 2004
Nestinas + Tarpiniy filamenty baltymas ~ Fukada et al., 2004
NCAM + + Adhezijos molekulé llla et al., 1992
Desminas + Citoskeleto baltymas Wagers and Conboy, 2005
MyoD + Transkripcijos faktorius Kassar-Duchossoy et al.,
2004
MNF + + Transkripcijos faktorius Garry et al., 1997
MSTN + -[+ Transkripcijos faktorius Cornelison et al., 2000
IRF2 + + Transkripcijos faktorius Jesse ea al., 1998
Msx1 + Transkripcijos faktorius Cornelison et al., 2000

Parodyta, kad CD45%/Scal® lasteliy subpopuliacija aptinkama raumenyse ir ekspresuojanti
Pax7 gali diferencijuotis j mioblastus (Peault et al., 2007). Siuo atveju, Iasteles miogenine linkme
nukreipti padeda nuo Wnt kelio priklausantis mechanizmas (Seale et al., 2004). Proliferuojantiems
mioblastams yra budingi Myf5"/ MyoD". Jiems diferencijuojantis j miocitus, inicjuojama
miogenino, MRF4 ir raumenims specifinio MHC bei MCK raiska (Charge and Rudnicki, 2004).

Raumeny Soninés populiacijos Igstelems SP (angl. side population) budinga Sca-1+
(kamieniniy lasteliy antigenas 1), CD45°, CD43", c-kit" (hemapoetiniai zymenys) (Montanaro et
al., 2004). SP populiacija skiriasi nuo satelitiniy lasteliy. Jai nebiidinga Pax7 geno ekspresija.
Taciau in vitro kultivuojant su miogeninémis lastelémis, SP jgauna fenotipg btidingg ,,tylinCioms*

ir aktyvuotoms satelitinéms Igsteléms (Asakura et al., 2002). Po lasteliy suleidimo j paZeista
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raumens audinj, SP Igstelése indukuojamos Myf5, Pax7, desminino geny raiskos. Taip pat Sioms
lasteléms budingas parakrininis veikimas, jos sekretuoja faktorius, kurie aktyvuoja kity
miogeniniy lasteliy proliferacija ir diferenciacija (Peault et al., 2007).

Kitos lgstelés, turincios potencialg atstatyti paZeistus raumenis. Mesoangioblastai pirmiausiai
buvo identifikuoti embriono aortos sieneléje, kaip lastelés ekspresuojancios ankstyvyjy
endoteliniy Igsteliy zymenis (De Angelis et al., 1999) ir galin¢ios diferencijuotis j skirtingo tipo
mezodermos lgsteles (Peault et al., 2007). CD133" lgstelés ekspresuoja CD44, limfocity funkcinj
antigena 1, P selektino glikoproteininj liganda 1, vélyvaji antigena 4 ir L selektina. Siy lasteliy
populiacija geba migruoti pro kraujagysliy sienel¢ ir atkurti raumeninj audinj po kraujagyslés
pazeidimo (Torrente et al., 2004; Tedesko et al., 2010). Pericitai dengia endotelines lasteles
kapiliaruose ir mikrokraujagyslése. Sios lastelés reguliuoja kraujagysliy susitraukimus ir gali
stabdyti endoteliniy lgsteliy dalijimgsi. Joms yra biidingas miogeninis potencialas (Peault et al.,
2007). Zmogaus multipotentinés riebalinés lasteles (NMADS) suleistos j paZeista raumenj
spontaniSkai diferencijuojasi j mioblastus (Tadesco et al., 2010).

Taip pat miogeninis potencialas pastebétas ELP, hemapoetiniy kamieniniy Iasteliy,
mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy, multipotentiniy suaugusio organizmo kamieniniy Igsteliy

populiacijose (Tadesco et al., 2010).
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1.2 lentelé. Kitos (ne satelitinés) miogeninés krypties lasteliy populiacijos.

Lasteliy populiacija Anatominé¢ lokalizacija Diferenciacijos kryptis Miogeniniai molekuliniai  Literattros $altinis
Zymenys
Mioblastai Raumenys Miogening, osteogeniné CD56, MyoD, Myf5, Charge and Rudnicki,
Desminas 2004
Soninés populiacijos Tarpinés, susijusios su Miogeniné CD34*, CD133*/ Montanaro et al., 2004
kraujagyslémis
MDSC Miofibriliy periferija Miogenine, osteogeniné, CD34+/ Qu-Peterson et al,
hematopoeting, 2002
kardiogenine, chondrogeniné
Mio-endotelinés Miofibriliy periferijanetoli ~ Miogeniné,  kardiogeniné, CD34, CD144, CD56, Peaultetal., 2007
kraujagysliy chondrogening, osteogeniné CD31
Pericitai Kapiliary periferija Miogening,  kardiogenine, CD146, PDGFRB, NG2 Peault et al., 2007
chondrogening, osteogeniné
Mesoangioblastai Kraujagysliy sienelé Miogening,  kardiogeniné, NG2 Peault et al., 2007
osteogening, adipogeniné
CD133 pirmtakai Miofibriliy periferija $alia ~Miogeniné,  hemapoetiné, ~CD34*/" Thy-1*/, CD133, Torrente et al., 2004
kraujagysliy sienelés vaskulogeniné CD146
CD45+/Scal+ Raumenyse Miogening, vaskulogeniné CD45, Scal, Pax7 Peault et al., 2007
hMADS Riebalinis audinys Miogening, adipogeniné, MyoD Tadesco et al., 2010
osteogeniné

1.3. Kokultiira

Biologiniy audiniy formavimasis, i$silaikymas, atsistatymas priklauso nuo lasteliy tarpusavio
sgveikos, signaliniy molekuliy bei tarplastelinio uzpildo (TU), kuris reikalingas lasteliy
mikroaplinkai palaikyti, audiniy formai iSlaikyti, lasteliy prisitvirtinimui, organizacijai ir
migracijai (Bogdanowicz and Lu, 2013; Paschos et al, 2014). TU savybés (geometrija,
elastiSkumas, topografija, kietumas) yra svarbios kamieniniy lasteliy elgsenai, proliferacijai ir
diferenciacijai (Paschos et al, 2014; Peng et al., 2011). Signalinés molekulés tiesiogiai veikia
lasteliy fenotipa, metabolizmg, migracija, organizacija, o diferencijuoty lasteliy iSskirtos
molekulés gali suaktyvinti kamieniniy lgsteliy diferenciacija (Paschos et al., 2014). Audiniuose
paprastai yra daugiau nei vienas lgsteliy tipas, todél siekiant suformuoti in vitro aplinkg artimg in
vivo aplinkai pradétos vystyti kokultiiry metodikos. Pirmasis kokultiirg savo darbuose pamingjo
Lawrence su kolegomis 1987 m., kai kokultirg panaudojo lgsteliy komunikacijos tyrimams
(Lawrence et al., 1987). Véliau kokultiros naudotos embriono vystymuisi tirti, regeneracinés
biologijos tikslams, dirbtiniy audiniy kiirimui (Paschos et al, 2014), infekcijy, vaisty tyrimams
(Goers et al., 2014), stromos ir mezenchimos sgveikos tyrimams (Miki et al, 2011) bei tirpiy
medziagy, iSskirty parakrininio veikimo metu, tyrimui (Bogdanowicz and Lu, 2013). Kokultiiras

sudaro skirtingi lasteliy tipai auginami tiesiogiai arba netiesiogiai naudojant tg pacig aplinka.
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Kokultiiros tarpusavyje skiriasi auginimo biidu, Igsteliy linijjomis, Igsteliy kultiry skaiciumi,
auginimo trukme, skirtingu lgsteliy santykiu.

Siuo metu daZniausiai tiriamos kokultiiros sudarytos i§ dviejy tipy lIgsteliy: pagrindinés ir
pagalbinés Igsteliy populiacijos. Pagrindiniy Igsteliy funkcija — uztikrinti pagrindines formuojamo
audinio funkcijas. Pagalbiniy — isskirti signalines molekules, TU baltymus, palaikyti 1asteliy
tarpusavio kontaktus, skatinti proliferacija, diferenciacija. Pagalbinés lastelés prisitaiko prie
pagrindiniy lasteliy poreikiy ir esant skirtingoms aplinkos salygoms, jy funkcijos gali skirtis
(Paschos et al., 2014). Daznai kokultirose lgsteliy vaidmenys gali varijuoti. Pastebéta, kad
mezenchiminés kamieninés Igstelés skatina chondrocity proliferacija, o chondrocitai inicijuoja
mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy diferenciacija (Acharya et al., 2012). Taigi, abiejy Igsteliy tipai
yra svarbiis kokultiiros gyvavimui.

Kokultiirg jprastai sudaro diferencijuotos lastelés gautos i$ subrendusio audinio ir kamieninés
lasteles, galinCios diferencijuotis j daugelio tipy lasteles ir gebancios proliferuoti neprarasdamos
kamieniniy lasteliy savybiy. Jos dazniausiai yra pagrindinés Iastelés, kurios galiausiai
diferencijuosis j audiniui specifines lgsteles ir atliks joms biidingas funkcijas (Paschos et al., 2014).
Kamieninés lastelés taip pat gali bati ir pagalbinémis lastelémis (Goers et al., 2014). Audinio
regeneracijoje kamieningés Igstelés dalyvauja ne tik kaip Igsteliy $altinis, bet ir netiesioginiu biidu,
slopindamos imunines reakcijas, stabdydamos apoptozg bei skatinant kity lasteliy proliferacija
(Paschos et al., 2014).

Kokulttiras gali sudaryti ir daugiau tipy lasteliy, taciau kartu auginti daugiau nei tris skirtingus
lasteliy tipus yra sudétinga, nes sunku parinkti tinkamas tokios kulttiros augimo salygas - terpe,
perséjimo laikg ir kt. Be to, gali atsirasti dominuojanti kulttra, kuri laikui bégant uzgos$ kitas
(Goers et al., 2014). Visgi parodyta, kad trijy lgsteliy tipy kokultiira yra pranaSesné pries§ dviejy
lasteliy tipy kokultiira Sirdies regeneracijos eksperimente (Badorff et al., 2003), taciau smegeny —
kraujo barjero tyrime didesnis efektyvumas pasiektas auginant kartu dviejy tipy lasteles, 0 ne trijy
(Hatherell et al., 2011).

Kokultiary gavimo biidai. Pati paprasCiausia kokulttiros sistema, uztikrinanti fizinj skirtingy
lasteliy kontakta, gaunama sumaiSant skirtingy lasteliy tipy suspensijas (1.2 pav., A). Lastelés
maiSomos pasirinktu tankiu, jvairiais santykiais (Bogdanowicz and Lu, 2013). Galimas ir kitas
variantas, kai i§ pradziy uzséjama viena lgsteliy linija, o po tam tikro laiko ant virS§aus uzséjamos
Kito tipo Iastelés (Miki et al., 2011). Tokia kokultiira gali biiti auginama ant 2D arba 3D pavirSiaus.
2D kulturos patogios tirti lasteliy elgsenai bei tarpusavio kontakty sudarymui. Tuo tarpu 3D
kultiiros dazniausiai naudojamos kuriant dirbtinius audinius ir organus (Paschos et al., 2014). 3D
kokulturos gali baiti patogios tiriant kraujagysliy susidarymg. Pavyzdziui, ant kolageno gelio

pirmiausiai uZs¢jamos Zmogaus mezenchiminés kamieninés Igstelés, o veéliau ant virSaus
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uzséjamos endotelinés lgstelés, stebimas kraujagysliy formos vamzdeliy susidarymas (Traphagen
et al., 2013). Auginant skirtingus lgsteliy tipus kartu, svarbu tinkamai parinkti augimo salygas,
norint iSvengti lasteliy Zities ar netinkamo vélesniy rezultaty interpretavimo (Bogdanowicz and
Lu, 2013). Jei Iasteliy linijos néra panasios, parenkama tarpiné auginimo terp¢, maziausiai turinti
neigiama jtaka abiejy tipy Igsteléms (Miki et al., 2011). Tiesioginio auginimo metu galima stebéti
lasteliy tarpusavio kontakty svarbg ir jtaka kokultiirai. Nustatyta, kad susidarius plySinéms
jungtims tarp kamieniniy ir diferencijuoty lasteliy, kamieninés lastelés pradeda diferencijuotis.
Mezenchimings Igstelés sudarydamos glaudzigsias jungtis geba panaikinti kito tipo Igsteliy jungtis
(Paschos et al, 2014). Taciau auginant kokultiirg $iuo biidu yra sunku jvertinti atskiry Igsteliy tipy
vaidmen] kokultiiroje (Bogdanowicz and Lu, 2013).

= "
e -
- A lastelés B Iastelés
e 20 XD ' ;
A B

1.2 pav. Tiesioginé (A) ir netiesioginé (B) kokultiira.

Kitas biidas — stebéti lasteliy saveikg susijes su fizinio barjero jvedimu tarp skirtingy lasteliy
populiacijy. Sie fiziniai barjerai leidZia reguliuoti lasteliy uzs¢jima erdvés ir laiko atzvilgiu. Véliau
barjeras gali buti paSalinamas, leidZiant lasteléms lengvai migruoti bei sudaryti tarpusavio
kontaktus (Bogdanowicz and Lu, 2013). Kartais fizinis barjeras nejvedamas, o tiesiog palickamas
tarpas tarp dviejy kultiry, kol migruojancios lastelés galiausiai $j tarpa uzpildo. Auginant kartu
adhezines ir suspensines lasteles atsiranda nattralus barjeras tarp lasteliy (Miki et al., 2011).
Teigiama, kad tokie modeliai yra pranasesnis prie§ tiesioginj lasteliy uzséjima, nes tai suteikia
galimybe kontroliuoti heterotipinés ir homotipinés saveikos apimtj (Bogdanowicz and Lu, 2013).
Be to, galima stebéti ir fizinj Iasteliy kontakta, ir parakrininj veikima.

Tiriant parakrininj veikima, galima formuoti izoliuoty lasteliy kokultirg, kai i§ pradziy
suformuojamos individualios lgsteliy kultiiros, o véliau jos auginamos bendroje aplinkoje, taciau
fizikai atskirtos (Bogdanowicz and Lu, 2013). Siuo atveju taip pat galima 2D ir 3D kokultiira
(Paschos et al., 2014). 2D kulttiroje naudojamas intarpas, atskiriant dvi lasteliy kulttras (1.2 pav.,
B). Atskyrimui gali biiti naudojama pusiau pralaidi membrana, skysciy kanalas, jungiantis du
atskirus lgsteliy indus, Igsteliy laseliai ir panasios sistemos (Miki et al., 2011). Vats su kolegomis
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zmogaus endoteliniy pirmtakiniy lasteliy diferenciacija inicijavo kokultiiroje su chondrocitais.
Ploksteléje buvo auginamos zmogaus endotelinés pirmtakinés lastelés, o ant virSaus uzdétas
porétos membranos intarpas su chondrocitais (Vats et al., 2006). 3D modelyje vienos lastelés gali
biti jterptos j hidrogelj (Paschos et al., 2014). Siame modelyje yra lengviau jvertinti atskiry lasteliy
indelj j bendra kokultiros aplinkg, nors lgstelés tarpusavyje tiesiogiai ir nesgveikauja
(Bogdanowicz and Lu, 2013). Netiesiogin¢je lasteliy kokultiiroje patogiau tirti parakrininj
veikima.

Parakrininis veikimas taip pat gali bati analizuojamas per augimo terpés tyrimus, kai vienos
lasteliy kulturos auginimo terpé (po lasteliy auginimo joje) naudojama Kkito tipo lgsteliy kultiirai
auginti. Sis metodas yra paprastas, galima itirti konkre&iy lasteliy i§skirty signaliniy molekuliy
poveiki kito tipo lasteliy augimui ir poky¢iams (Bogdanowicz and Lu, 2013). Tokiu budu buvo
nustatyta, kad adipocitinés kamieninés lastelés pagerina Zmogaus odos fibroblasty zaizdos gijima
butent dél isskirty tirpiy medziagy - augimo faktoriy ir TU baltymy (Kim et al., 2007). Taciau $iuo
atveju gali bati sudétinga parinkti reikiamag kiekj terpéje esanciy maistiniy medziagy, be to
kiekvieng sykj signaliniy molekuliy kiekis terpéje gali skirtis, todél sunku atkartoti eksperimentus.

Tinkamiausiais budas iStirti kokultirg ir nustatyti jos potencialg audiniy inZinerijai yra
auginimas ant TU. Tam gali bati naudojamos tiek natiiralios, tiek sintetinés medziagos, 2D ar 3D
struktiiros (Bogdanowicz and Lu, 2013). 3D modeliai leidzia erdviskai atskirti skirtingus Iasteliy

tipus ir imituoti natiiralig audinio struktiira.
1.3. Lasteliy savybés
1.3.1. Adhezija

Lasteliy adhezija — tai procesas, kurio metu lgsteliy pavirSiaus molekulés sgveikauja ir
prisijungia prie pavirSiaus ar substrato. Kaip atskiras adhezijos rasis galima buty iSskirti
tarplasteling sgveikg ir kity lasteliy. Adhezija yra bitina audiniy ir organy susidarymuli,
komunikavimui bei formos palaikymui. Lasteliy prisitvirtinimas prie pavirSiaus priklauso nuo
vairiy baltymy. Svarbiausi 18 jy — lgsteliy adhezijos molekulés, kurios jungiasi su panaSaus tipo
baltymais esanciais ant kity lasteliy bei adhezijos receptoriai, prie kuriy jungiasi jvairts ligandai
ir pagalbiniai baltymai. Pagrindines Iasteliy adhezijos molekuliy Seimas sudaro integrinai,
kadherinai, imunoglobulinai, selektinai ir proteoglikanai (Lock et al., 2008). Skirtingo tipo
adhezijos kompleksus sudaro skirtingi baltymai, tac¢iau visy tipy adhezijos kompleksai priklauso
nuo aktino filamenty polimerizacijos ir i$siardymo.

Lagsteliy su sqveika su tarplgsteliniu uzpildu (TU). Svarbiausi Sioje saveikoje dalyvaujantys

lasteliy adhezijos receptoriai yra integrinai ir proteoglikany Seimai priklausantys sindekanai. Sie
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baltymai dalyvauja susidarant Igstelés — TU adhezijos baltymy kompleksams — fokalinei adhezijai
arba sutelktiniam sglyciui, trumpai gyvuojantiems taskiniams adhezijos kompleksams, fibrilinei
adhezijai, podosomoms bei invadopodijoms (Geiger ir Yamamda, 2011). Fokalin¢ adhezija sudaro
daugiau nei 100 baltymy, jungianéiy lgsteliy citoskeleto tinklg su TU, kurie kontroliuoja Igsteliy
gebé¢jima migruoti bei formuoti filopodijas. IS fokalinés adhezijos vystosi fibriliné adhezija bei
podosomos. Fibriliné adhezija jungia ekstralgstelinj matriksg su lastelés centru. Podosomos
sgveikauja su matrikso baltymais bei poliarizuoja lastele migracijos metu (Smilenoy et al., 1999).

Lagsteliy tarpusavio sqveika yra adhezijos atmaina, kuri gali vykti tarp to paties tipo lgsteliy —
homotipin¢ adhezija ir tarp skirtingy tipy lasteliy — heterotipiné adhezija. Sgveikauti gali tiek tos
pacios riiSies adhezinés molekulés — homofilin¢ adhezija, tiek skirtingos molekulés — heterofiliné
sgveika (Lodish et al.,, 1996). Hemofilin¢je sgveikoje dalyvauja daugelis kadheriny ir
imunoglobulinai, heterofilnéje sgveikoje — selektinai, dalis integriny, imunoglobuliny super$eimos
tarplastelinés adhezijos molekuliy klasé ir kai kurie kadherinai (pvz.: E-kadherinas). Lasteléms
tarpusavyje sudaryti jungtis yra biitini transmembraniniai lasteliy adhezijy baltymai ir receptoriali,
adaptoriniai baltymai, jungiantys citoskeleta su adhezinémis ir signalinémis molekulémis bei
citoskeletas (Lock et al., 2008).

Lasteliy tarpusavio saveikai biidingos 4 tipy jungtys: adhezinés, tampriosios, plySinés ir
desmosomings jungtys. Adhezinés jungtys reguliuoja lasteliy forma, palaiko audiniy integraluma.
Sias jungtis sudaro transmembraniniai glikoproteinai kadherinai, kurie jungiasi su tarplasteliniais
baltymais kateninais (Niessen et al., 2014). Tampriosios jungtys sudaro difuzinj barjera ir padalina
lasteliy pavirsiy j funkciSkai ir biochemiskai atskirus regionus. Jas sudaro jungties adheziniai
baltymai ir adaptoriniai baltymai — klaudinai okludinai, tricelulinas (Steed et al., 2010). Plysinés
jungtys tiesiogiai jungia dviejy lasteliy citozolius, tokiu budu leisdamos judéti smulkioms
molekuléms ir jonams tarp lasteliy. Sias jungtis daugiausiai sudaro koneksino baltymai.
Desmosomos jungia tarpinius filamentus su plazmine membrana ir taip palaiko mechaniniy
lasteliy stabilumg. Desmosomas sudaro desmosominiai kadherinai ir citoplazminiai
desmosominiai komponentai — tai plakoglobinas ir plakofilinas (Delva et al., 2009).

Lasteliy tarpusavio adhezija yra svarbi ne tik palaikant audinio struktiirg. Ji leidzia lasteléms
tarpusavyje dalintis medziagomis bei informacija. Endoteliniy lgsteliy pirmtakiy adhezija.
Ivykus tam tikro audinio pazeidimui i$ kauly ¢iulpy kartu su krauju atkliauja ELP. Po kontakto su
audiniams specifiniais chemokinais (pvz.: 11-8, SDF-1, CXCR4), jos yra aktyvuojamos ir per
specialius integrinus jungiasi prie kraujagysliy endoteliniy lasteliy (Lock et al., 2008). Sioje
saveikoje prie angiogeniniy zony dalyvauja a4fB1, a5p1, a6p1, B2, avp3, avBS integrinai. a4fB1
integrinai jungiasi prie VCAM-1 kraujagysliy lasteliy adhezinés molekulés ir prie TU baltymo
fibronektino. B2 integrinai jungiasi prie vidiniy adhezijos molekuliy ICAM-1. a5B1 integrinai
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fiziologinio streso sglygomis jungiasi prie fibronektino receptoriaus RGD seky. a6B1 integrinai
dalyvauja susidarant rySiams tarp ELP ir bazinés membranos komponenty. avp5 integrinai
tiesiogiai jungiasi prie diferencijuoty endoteliniy lasteliy (Dias and Caiado, 2012). Taip pat
adhezijoje dalyvauja ir selektinai.

Raumens kamieniniy lgsteliy adhezija. Sios lastelés ekspresuoja jvairias adhezijos molekules.
Tai nuo kalcio priklausomas M-kadherinas, nerviné lasteliy adhezijos molekulé (NCAM) ir
kraujagysliy adhezijos molekulé 1 (VCAM-1), kurios reikalingos lgsteliy prisitvirtinimai ant
miofibriliy bazinés membranos (Hawke and Garry, 2001).

1.3.2. Migracija

Lasteliy migracija - tai procesas, kurio metu lastelés juda i§ vienos vietos ] kitg. Lasteliy
migracija gali buti ameboidiné, mezenchiminé arba kolektyvi migracija. Ameboidinés migracijos
metu lgstelés juda lengvai, nes jos prie pavirSiaus tvirtinasi nestipriai, citoskeletas btina silpnai
organizuotas. Mezenchiminé migracija vyksta léCiau, jy citoskeletas iSsidéstes sudétingiau,
budinga tvirta adhezija (Welf and Hough, 2011). Lastelés gali judéti ne tik po vieng, bet ir
grupémis, Kai dvi ar daugiau Igsteliy i$laiko tarpusavio jungtis ir juda kartu TU pavirSiumi (llina
and Friedl, 2008). Kartais lastelés gali pakeisti savo judéjimo tipg priklausomai nuo aplinkos
poky¢iy. Visy tipy migracijos mechanizmuose dalyvauja daug skirtingy molekuliy. Tai mazos
GTPazés, kinazés, citoskeleta modifikuojantys baltymai, TU remodeliuojantys baltymai, judéjimo
baltymai, antrinés lipidinés signalinés molekulés, citoskeleto baltymai ir kt.

Pavieniy lasteliy migracija vyksta 5 etapais: poliarizacija, membranos ilgé¢jimas, adhezija,
integracija, lastelés kiino perkélimas ir galinio citoskeleto susitraukimas. Poliarizacijos metu
lastelé jgauna priekinj ir galinj polius. Priekiniam poliui buidinga intensyvi aktino polimerizacija.
Membranos ilg¢jimo etape lgstelés membrana iSsitesia dominuojan¢iame poliuje migracijos
kryptimi. Pirmiausia i$sipleCia lgstelés plazminé membrana, formuojasi citoskeleto tinklas,
palaikantis membranos i$siki§img ir galiausiai membrana kontaktuoja su pavir$iumi. Adhezijos
metu lgstele kontaktuoja su pavirSiumi per integriny receptorius, jvyksta citoplazmos
susitraukimas, kur] regulivoja aktino polimerizacija, aktomiozino susitraukimas ir
mikrovamzdeliy dinamika. Paskutiniame etape lastelé perkelia savo kiing i prieki. Miozinas II ir
mikrovamzdeliai kontroliuoja branduolio perkélima. Lastelés galinés dalies sutraukime vyksta
koordinuotas aktino citoskeleto susitraukimas ir adhezijos nutraukimas (Welf and Hough, 2011).
Lastelei persikélus j priek] — ciklas kartojasi, kol 1gstelé pasiekia reikiama vieta.

Kolektyvinio judéjimo metu judéjimo principas panasus j pavieniy lasteliy, taciau yra keletas

skirtumy. Svarbiausia tai, kad lastelés lieka susijungusios tiek priekinéje dalyje, tiek Soniniuose
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regionuose ir juda kaip koordinuota grupé¢ (Mayor and Etienne-Manneville, 2016). Lastelés
poliarizuojasi koordinuotai, TU persitvarko judéjimo kryptimi, formuojasi baziné membrana ir
galiausiai koordinuotai jtraukiamos galinés lastelés. Kolektyviné lasteliy migracija budinga
daugeliui fiziologiniy ir patologiniy procesy — morfogenezeia, audiniy regeneracijai ar vézio
vystymuisi (Friedl and Gilmour, 2009).

Endoteliniy lgsteliy pirmtakiy migracija. Po ELP adhezijos prie kraujagysliy endoteliniy
lasteliy, prasideda transendoteliné migracija. ELP migruoja per kraujagysliy bazing membrang ir
vidinj TU sluoksnj link specifiniy niSy, kuriose jos galés atlikti savo funkcijas (Welf and Hough,
2011). Patekimui j reikiamg vietg reikalingos uzlgstelinés proteazés: matrikso metalo proteinazés
(MMP), katepsino Seimos, serino proteazés, audiniams specifinio plazminogeno aktyvatorius. ELP
migracijg paskatina TU standumas. Standumg Igstelés ,,pastebi‘ per integriny saveika su TU, kuris
paskatina Rho guanozino trifosfato hidrolazeés aktyvacijg. Taip pat skatinama ir kity proteaziy
veikla. Be proteaziy migracijoje svarbiis B2 integrinai, kuriy aktyvavime dalyvauja MCP-1 ir
VEGF molekulés. a5p1 ir a6p1 integrinai skatina migracija link VEGF gradiento (Dias and
Caiado, 2012). Taip pat migracijoje dalyvauja CD99, CD9 molekulés.

Raumens kamieniniy lgsteliy migracija vyksta dviem mechanizmais: judéjimas
lamelipodijomis ir pusliy sudarymas (ameboidinis judéjimas) (1.3 pav.). Pirmuoju atveju judéjima
inicijuoja jvairtis augimo veiksniai — hepatocity augimo faktorius (HGF), transformuojantis
augimo faktorius beta (TGF-beta) ir fibroblasty augimo faktorius (bFGF) (Bishoff, 1998). Vienas
pirmyjy aktyvatoriy — HGF jungiasi prie lasteliy receptoriaus c-met. Jvykus reakcijai
aktyvuojamas PI3K signalinis kelias, kuris skatina aktinofilamenty polimerizacija. Galiausiai
susiformuoja lamelipodija ir filopodija. Kitu atveju, kai lgstelé juda susidarant pusleléms arba
ameboidiniu budu, aktino filamenty polimerizacija nereikalinga. Paslelés susidaro pertraukiant
aktino Zieve ties lastelés membrana ir susidarant hidrostatiniam slégiui. To pasékoje pailgéja
plazminé membrana. Lastelei pajudéjus, pislelés jtraukiamos susitraukiant aktino Zievei. Sj

procesa reguliuoja Rho signalinis kelias (Ishido, 2012).
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1.3 pav. Satelitiniy lasteliy migracijos biidai. A) Judéjimas lamelipodijomis; B) Ameboidinio
tipo judéjimas (piisliy susidarymo budu).

1.3.3. Proliferacija

Lasteliy proliferacija — tai procesas, kurio metu lgstelés auga, dalijasi ir pakei¢ia Zuvusias
lasteles. Sveikame organizme proliferacija yra grieZtai ribojama, siekiant i§laikyti reikiama Iasteliy
skaiiy audinyje. Suaugusiame organizme diferencijuotose lastelése proliferacijos daznis
sumazéja, dauguma lasteliy pereina j GO lastelés ciklo fazg (Agathocleous and Harris, 2013).
Keletas diferencijuoty Igsteliy tipy daugiau niekada nebesidalija, ta¢iau dauguma lasteliy geba
proliferuoti. Tai yra svarbu atstatant lasteliy skai¢iy po traumos. Didelis proliferacinis daznis
biidingas kamieninéms lgsteléms ir Igsteléms pirmtakéms. DidZioji dalis kamieniniy lgsteliy
aktyvinamos, dalijasi ir diferencijuoja po pazeidimo atstatydamos pazeista audinio sritj. Tali
pasiekiama asimetrinio lgsteliy dalijimosi metu, kai viena dukteriné Igstelé dalyvauja audinio
pazeidimo atstatyme, o kita lieka nediferencijuota. Jos uzduotis — palaikyti kamieniniy lasteliy
populiacija. Galimybé proliferuoti be diferenciacijos kontroliuojama lastelés ciklo S fazgje, kai
jprasta proliferacija kontroliuojama G1 fazés patikros taske (Mulard, 2008). Taciau galimybé
proliferuoti daugelyje 1asteliy yra ribota ir po tam tikro laiko lgstelés nebesidalija.

Endoteliniy lgsteliy pirmtakiy proliferacija. ELP proliferacija regulivoja VEGF S$eimos
augimo faktoriai, angiopoietino-tirozino kinazé ir EGF tipo domeno 1 receptorius (Dias and
Caiado, 2012).

Raumeny satelitiniy lgsteliy proliferacija. Iprastai audinyje raumeny kamieninés Igstelés
lastelés yra ,,ramios®, taciau jvykus raumens audinio pazeidimui, jvairiis signalai i§ raumeniniy
lasteliy, mikrokraujagysliy tinklo ir uzdegiminiy lasteliy, jas aktyvina. Nustatyta, kad aktyvacijoje
dalyvauja hepatocity augimo faktorius (HGF), azoto oksido sintazé (NOS), fibroblasty augimo
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faktorius (FGF) (Yablonka-Reuveni, 2011). Aktyvuotose Igstelése dar pries proliferacijos pradzig
aktyvinama Myf-5 geno raiska. Proliferacijos zymeniu gali biiti laikoma Ki67 geno raiska. Ki67
yra ekspresuojamas lIgstelés ciklo eigoje ir jo neaptinkama GO fazés metu (Mauly et al., 1997).
Kitas proliferacijai svarbus faktorius — Pax7 baltymas, kuris skatina mioblasto proliferacija, bet
stabdo diferenciacijg (Grand and Rudnicki, 2008).

1.3.4. Diferenciacija

Lasteliy diferenciacija tai procesas, kurio metu Iastelés pasikeiia i§ vieno tipo ] kita.
Dazniausiai diferenciacija vyksta mazai specializuotose lgstelése — kamieninése arba pirmtakinése
lastelése, kurios diferencijuojasi j subrendusias specializuotas Igsteles. Diferenciacijos metu
pakinta lasteliy dydis, forma, membranos potencialas, metabolinis aktyvumas, atsakas i signalus
(Agathocleous and Harris, 2013). Lastelés geny raiskos pokyciai jprastai reguliuojami
epigenetiskai (Feng and Wang, 2012). Lasteliy diferenciacija reguliuoja jvairts transkripcijos
faktoriai, augimo faktoriai, aplinkos poky¢iai, TU topografija ir standumas.

Lastelés pagal galimybe diferencijuotis skirstomos | totipotentines, pliuripotentines,
multipotentines, oligopotentinés ir unipoteninés. Totipotentinés lgstelés gali diferencijuotis j visus
lasteliy tipus jskaitant ir placentos audinj. Totipotentinés lgstelés biidingos zigotai ir blastomerai.
Pliuripotentinés lastelés negali diferencijuotis i placentos lasteles, taciau gali tapti visomis kitomis
trijy gemaliniy lapeliy lastelémis. PliuripotentiSkumu pasizymi embriono kamieninés Igstelés.
Multipotentinés Igstelés yra labiau specializuotos ir jy diferenciacijos potencialas mazesnis. JOS
gali diferencijuotis | vieno gemalinio lapelio lasteles. Suaugusiam organizmui budingos
multipotentinés kamieninés lastelés. Oligopotentinés lasteleés gali diferencijuotis i keliy tipy
lasteles (Majo et al., 2008). Unipotentinés lgstelés, dar vadinamos pirmtakinémis lgstelémis,
diferencijuojasi j vieno tipo lasteles.

Endoteliniy lgsteliy pirmtakiy diferenciacija. ELP diferenciacija j subrendusias endotelines
lasteles yra sudétingas procesas, kurj sudaro pagrindiniai 3 etapai. Pirmiausia jvyksta lasteliy
adhezija prie TU baltymy. Pirmasis diferenciacijos iniciatorius yra integrino a5Sp1 prisijungimas
prie fibronektino. Antras etapas susideda i§ augimo faktoriy indukuotos lgsteliy proliferacijos ir
isgyvenimo. Siame etape dalyvauja VEGF $eimos augimo faktoriai, angiopoietino-tirozino kinazé
ir EGF tipo domeno 1 receptorius. Paskutinis etapas apima ELP brendima ir endoteliniy lasteliy
fenotipo jgijimg (Dias and Caiado, 2012). Fenotipinius pokyc¢ius daugiausia reguliuoja
transkripcijos faktorius HoxA, kurj reguliuoja histony deacetilazés. Nustatyta, kad HoxA9
faktorius reguliuoja endoteliniy geny, atsakingy uz NO sintazés, VEGFR-2 ir kraujagysliy
endoteliniy lasteliy kadherino, aktyvavima (Bahrami et al., 2011).

24



Raumens kamieniniy lgsteliy diferenciacija. Lasteléms pereinant i§ proliferacijos fazés j
diferenciacijos faz¢ stabdoma Pax7 geno raiSka ir inicijuojama MyoD reguliacinio faktoriaus
ekspresija. Lasteliy Notch signalinj kelia, atsakingg uz proliferacija, kei¢ia Wnt3a signalinis kelias,
skatinantis lgsteles diferencijuotis (Bentzinger et al., 2012). Diferenciacijos pabaigai svarbus
miogeninas ir MRF4, kurie reguliuoja miovamzdeliy ir fibriliy formavimasi (Grand and Rudnicki,
2008). Satelitinéms lgsteléms budinga diferenciacija ne tik j raumeny lasteles, bet ir j kitus Iasteliy
tipus. Paveikus kauly morfogenetiniais baltymais satelitinés lgstelés gali diferencijuotis
osteogenine linkme, o esant aplinkoje adipogenetiniams veiksniams — diferencijuojasi adipogenine
linkme (Asakura et al., 2001).

1.3.5. Ziities mechanizmai

Lasteliy zitis skirstoma j du pagrindinius tipus: uzprogramuota lgsteliy zatis ir atsitiktine.
Uzprogramuota lasteliy ziitis yra normalus biologinis procesas, kurio metu pasalinamos senos,
nebereikalingos lastelés. Uzprogramuota lgsteliy zutis taip pat dalyvauja embriogenezés procese,
imuninés sistemos vystymesi ir kituose biologiniuose procesuose (Maino and Joris, 1995).
Atsitiktiné zutis jvyksta dél neigiamo aplinkos poveikio, pazaidy ar ligos.

DaZniausiai pasitaikanti uZprogramuotos zuties biidas — apoptozeé. Apoptoze yra reguliuojama,
energijos reikalaujanti cheminiy reakcijy seka, kurios metu yra paSalinamos kenksmingos arba
nebenaudingos pavienés lastelés ir néra sukeliamas uzdegimas. Apoptoze sudaro dvi fazés:
aktyvacijos ir egzekucijos fazés. Aktyvacijos metu lgsteliy morfologija nekinta, taciau prasideda
apoptozés geny raiSkos pokyciai, aktyvuojamos iniciatorinés kaspazés (Kroemer et al., 2009).
Egzekucijos fazéje prasideda negrjztami pokyciai, pakinta morfologija, lastelés suapvaléja ir
susitraukia, kondensuojasi chromatinas ir suyra branduolys, lgstelé subyra j apoptozinius kiinelius.
Dalyvauja vykdomosios kaspazés (Kroemer et al., 2009). Apoptozinius kiinelius paSalina
makrofagai, kurie atpazjsta savo taikinj pagal iSorinéje membranoje atsiradusj fosfatidilsering
(Maino and Joris, 1995).

Be apoptozés lgsteléje gali vykti ir kitokio tipo uzprogramuota lasteliy zitis — autofagija. Jos
metu lizosomos skaido organeles, susidaro autofaginés ptslelés, ta¢iau chromatino kondensacija
nevyksta. Daznai autofagija vyksta tokiose lgstelése, kurioms néra biidinga nuo mitochondrijy
priklausoma apoptozé. Ja gali sukelti maisto medziagy netekimas, stresas ar kiti veiksniai (Yuan
and Kroemer, 2010).

Nekroptozé — tai programiné nekrozé. Daugiausia vyksta pataloginémis salygomis, kai
apoptozés mechanizmas yra sustabdomas, inhibavus kaspazes (Tait et al., 2014).

Anoikis — tai vienas i§ apoptozés tipy, kai lgstelés ziista atkibusios nuo TU (Gilmore, 2005).

25



Lasteléms budinga ir daugiau uZprogramuotos Zzities rasiy - netozis, kornifikacija, entozis,

piroptosis, nuo kaspaziy nepriklausoma zutis, eriptozis ir kiti (Kroemer et al., 2009).

Atsitiktinés lasteliy ziities pagrindinis buidas — nekrozeé. Ja sukelia infekcijos, suzeidimai.
Lastelés ztista staiga, grupémis, vyksta uzdegimas. Nekrozés metu Igstelés citoplazma iSbrinksta,
padaugéja pusleliy, DNR skyla atsitiktinése vietose, mitochondrijos isbrinksta, pakinta kitos
organelés, plazminé membrana tampa pralaidi ir suyra, j aplinka patenka citoplazminiai baltymai.
Zinoma, kad j aplinka patenka HMGBI1 branduolio baltymas, dalyvaujantis uzdegimo sukélime
(Lotze, 2009).

Onkozis — atsitikting, pasyvi lgsteliy zatis, kurios metu iSbrinksta mitochondrijos, branduolys,
0 citoplazma pasidalina j vakuoles. Manoma, jog tai jvyksta dél sutrikusiy plazminés membranos
jony kanaly (Maino and Joris, 1995).

Mitozine¢ katastrofa — lgsteliy zutis, iStinkanti dél mitozés metu jvykstanciy klaidy. Taciau

Vo=

(Kroemer et al., 2009).
1.4. Nanodalelés

Nanodalelés yra pavienés 1-100 nm skersmens dalelés, sudarancios nanomedZziagas.
Nanodalelés (ND) gali biiti klasifikuojamos pagal jy kilmg¢: tai natiiralios ir Zmogaus sukurtos
nanodalelés. Natiiralios nanodalelés (NND) pasaulyje egzistuoja milijardus mety ir yra tiek zemes
atmosferoje, vandenynuose ar dirvozemyje, tiek ir gyvuose organizmuose (Smitha et al., 2010).
Dirbtinés nanodalelés §iuo metu naudojamos jvairiose srityse — optikoje, transzisoriuose, energijos
ir informacijos saugojime, aplinkos apsaugoje, kosmetikoje, biologijoje, medicinoje. Nanodalelés
gali biiti gaminamos i§ metalo, metalo oksidy, polimery, keramikos, silicio, taip pat dendrity ar
liposomy pagrindu.

Nanodalelés gyvuose organizmuose gali biiti naudojamos diagnostikai ir terapijai. Mazesnés
nei 50 nm dydzio nanodalelés i lastele patenka endocitozeés biidu. Jos gali saveikauti su lgstelés
receptoriais, nukleortig§timis, transkripcijos faktoriais ir kitomis molekulémis. ND optinés,
elektrinés ir magnetinés savybés padeda lengviau suprasti ir nustatyti vidulgstelinius signalus ir
procesus (Xu et al., 2004). Terapijos tikslams nanodalelés gali biti jvairiai modifikuojamos, prie
ju pavirSiaus prijungiant specifines molekules, nukreipiancias daleles j pasirinktg tikslg lasteléje.
I ND dariniy ertme¢ galima jkapsuliuoti vaistus ir jvairius Zymenis, kurie bity selektyviai
iSleidziami pasirinktoje vietoje. Kadangi patekusios j organizmg ND nesukelia imuninio atsako,

ju nesuardo fermentai, vaistai efektyviau pristatomi j Igsteles — taikinius.
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Taciau naudojant nanodalelés gyvuose organizmuose iskyla toksiSkumo grésmé. Dél ND mazo
dydzio (<100 nm) ir didelio pavirSiaus ploto lyginant su jy tiiriu, ND pasizymi ypatingai dideliu
reaktyvumu ir gali sukelti lasteliy pazaidas (Hanain et al., 2013). Nanodaleliy toksiskumui jtakos
turi koncentracija, dydis, forma, poveikio laikas, agregacija, dispersija, tirpumumas, cheminé

sudétis, kriivis ir paciy lasteliy savybés.
1.4.1. Cinko oksido nanodalelés

Cinko oksido (ZnO) ND yra neorganiné vandenyje tirpi medziaga, sintetinama i$ cinko sulfato
ir natrio hidroksido. Dalelés gali buti sintetinamos jvairiais metodais — hidroterminiais
elektrocheminiais, tirpaly, cheminio garinimo, Siluminiais, deginimo, ultragarsiniais, mikrobangy,
i$sodinimo, elektroforetiniais ir kt. (Kumar et al., 2013). ZnO ND forma gali taip pat bati jvairi —
nanodalelés nanovamzdeliai, nanolazdelés ir t.t.

Cinko oksidas yra n tipo puslaidininkis su pladia tiesiogine 3,37 eV draustine juosta ir didele
60 meV eksitono prisijungimo energija kambario temperattroje (Vaseem et al., 2010). Taip pat
pasizymi pjezoelektinémis savybémis dél savo ne centriSkai simetriSkos kristalografinés fazés
(angl. non-centrosymmetric crystallographic phase). Tokios daleliy savybés leidzia jas panaudoti
gaminant lazerius, elektromagnetinius jutiklius, saulés baterijas, fotodetektorius,
nanogeneratorius, antimikrobinius preparatus, kremus nuo saulés, terpines medziagas vézio ir
autoimuniniy ligy gydymui (Talam et al., 2012; Sabr et al., 2014).

Cinko oksido nanodaleliy poveikis Igsteléems. ZnO nanodalelés pasizymi toksiSkumu
lasteléms. Setyawati ir kt. atliktame eksperimente buvo tiriamos trijy rasiy — SiO, TiO2 ir ZnO
ND poveikis zarnyno lasteléms. Nustatyta, kad cinko oksidas pasizymi didziausiu citotoksiskumu.
Paveiktose lastelése pasireiSke oksidacinis stresas, uzdegimas, DNR pazaidos, sutriko lgstelés
ciklas. ZnO aktyvino nuo Chk-1 ir p21/ERK priklausomg lgstelés ciklo stabdymag G2/M patikros
taSke. Lasteliy ciklo stabdymas 1émé lasteliy zatj (Setyawati et al., 2015). Kito eksperimento
tikslas buvo jvertinti ZnO toksiSkumo priklausomybe nuo formos ir koncentracijos. Lazdelés
formos ND sunkiau patenka j lgstele endocitozés biidu nei apvalios formos, taciau gali pereiti
lastelés membrang ja perdurdamos. Mechaninis lagstelés pazeidimas dazniausiai veda link
nekrozinés lasteliy zities. Dalelés patekusios 1 lastele endocitozés budu gali patekti |
mitochondrijas ir jose skatinti reaktyviy deguonies formy gamyba. Nustatyta, kad limfocituose
padidéjes ROS kiekis tiesiogiai priklausé nuo ZnO koncentracijos abiejy tirty formy nanodaleliy
atvejais, taCiau labiau iSreikSta buvo lazdelés formos ND. Nuo jy koncentracijos taip pat priklausé
DNR pazaidy kiekis. D¢l savo mazo dydzio ND pereina lgsteliy branduolio membrang, saveikauja
su DNR, skatinama chromatino fragmentacija ir 1asteléje inicijuojama apoptozé (Aulaetal., 2014).

Kang su kolegomis Zmogaus tiesiosios Zarnos epitelio adenokarcinomos lastelése nustate ZnO
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toksiskumo priklausomybe nuo ND dydzio (26, 62 ir 90nm). DidZiausiu poveikiu pasizyméjo
26nm dydzio ND, o maziausiai toksiskos ZnO dalelés buvo 62 nm dydzio (Kang et al., 2013).
ZnO0 citotoksiSkumag lemia ir poveikio laikas. 4 Igsteliy linijos: Hs888Lu, SH-SY5Y, U937 ir A549
buvo veikiamos ZnO nanodalelémis 24 ir 96 valandas. Didesnis Zities daznis pasireiSké po
ilgesnio 96 valandy poveikio. Ta¢iau ZnO ND iSgyvenimui jtakos neturéjo A549 — plauciy
vézinéms lagsteléms, nepriklausomai nei nuo ZnO koncentracijos, nei nuo poveikio laiko (Najim
et al., 2014). Taigi, ZnO toksiskas poveikis lgsteléms priklauso nuo nanodaleliy koncentracijos,

formos, dydzio, poveikio laiko ir nuo paciy lgsteliy savybiy.
1.4.2. Titano dioksido nanodalelés

Titano dioksidas (TiO2) yra mazai tirpus cheminis junginys dazniausiai gaminamas i$ titano
alkoksilaty, juos hidrolizuojant ir veikiant kar$¢iu. Daleliy modifikacija priklauso nuo proceso
metu naudojamos temperatiros. Kiti galimi TiO2 gamybos metodai: tirpaly, ultragarsinis,
mikrobangy, miceliy, zoliy metodai, cheminis, fizinis, elektrinis iSgarinimas (Chen and Mao,
2007). TiO2 gali buti iSgaunamas jvairiy formy, pvz.: pudros, kristalai, plonos plévelés,
nanovamzdeliai, nanolazdelés.

TiO2 yra puslaidininkis, kurio draustiné juosta gali bati 3.2, 3.02 arba 2.96 eV. Dalelés
valentingumo juosta susideda i§ 2p deguonies orbitalés su 3d titano orbitale. Sumazéjus daleliy
dydziui iki 10nm pasireiSkia kvanto mechaninés savybés, sustipréja fotokatalitinis aktyvumas
(Mital and Manoj, 2010). TiO2 ND savybés pritaikomos gaminant apsauginius kremus nuo saulés,
plastikuose, spausdinimo raSale, oro gryninimo sistemose, antibakteriniuose preparatuose,
balinamuose kremuose, kosmetin¢je pudroje, ortopedijoje, odontologijoje, maisto pakuotése,
popieriaus gamyboje, dujy jutikliuose, metalurgijoje ir kitur.

Titano dioksido nanodaleliy poveikis lgsteléms. TiO2 ND placiai naudojamos kosmetikos bei
maisto pramonéje ir yra laikomos mazai toksiska medziaga, taciau in vitro eksperimentai su
lastelémis pateikia toksiSkumo pavyzdziy, kuris siejamas su ND dydziu. Kuo mazesnés ND — tuo
lengviau jos patenka j lgstele. Manoma, kad TiO2 ND | lgstele patenka pasyvios difuzijos arba
endocitozés buidu dalyvaujant klatrinui ar nuo receptoriy priklausomu mechanizmu (Hamzeh and
Sunahara, 2012). Agregaty forma ar pavienés dalelés gali patekti ne tik j lgstele, bet ir j
mitochondrijas ar branduolj (Gosh et al., 2013). TiO, ND gali sgveikauti su Igstelés baltymais,
mikrovamzdeliais, ar nukleortgstimis. Keletas eksperimenty parodé, kad S$ios nanodalelés
generuoja didelius laisvo hidroksilo radikalo kiekius. Shi su kolegomis parodé, kad TiO> sustiprina
fotokatalize, oksidacinj stresa, DNR aduktus, atsiranda DNR grandinés triikiai ir chromosomy
pazaidos (Shi et al., 2010). Lastelé negali istaisyti DNR pazaidy, nes TiO2 ,,i§jungia“ nukleotidy
Salinimo (NER) ir baziy $alinimo (BER) mechanizmus (Shi et al., 2013). Didziojoje dalyje lasteliy,
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paveikty su titano dioksido dalelémis vyksta apoptozé ir tik dalis lasteliy, ND koncentracijai
pasiekus 500 pM, zista nekrozés budu (Gosh et al., 2013). Taciau ne visose lastelése apoptozé yra
vienodai aktyvinama. Zmogaus limfocituose apoptozé inicijuojama per kaspazés-8/Bid signalio
kelio aktyvacija (Shi et al., 2013), o BEAS 2B lIgstelése vyksta nuo pastarojo signalinio kelio
nepriklausoma mitochondriné apoptozé (Shi et al., 2010). Bronchioliy epitelinése Igstelése TiO2
ND apoptoze sukeliama per lizosomas. Lizosomy membrana pazeidziama ir j citoplazmg patenka
lizosomy proteazés, tokios kaip katepsinas B, kurios tiesiogiai sukelia proteolize arba aktyvuoja

kaspazes (Saquib et al., 2012).
1.4.3. Anglies nanovamzdeliai

Anglies nanovamzdeliai (CnV) yra alotropiné anglies forma. Nanovamzdelio struktiira panasi
1 grafita, bet plokstelés yra uzdaros ir suformuoja vamzdelj. Nanovamzdelis gali susidaryti i§
vienos cilindrinés grafito plokstelés — vienasienis nanovamzdelis arba i§ keliy cilindry —
daugiasienis nanovamzdelis. Tarp sluoksniy yra 0,34 — 0,36 nm tarpas. C-C jungtis yra 0,14 nm
ilgio. Nanovamzdeliui budinga tai, kad visi anglies atomai vamzdelyje iSsidéste heksagoniniuose
zieduose ir uzima vienodas padétis, o virSiinése atomai sudaro pentagoninius ziedus (Dai, 2002).
Cheminis aktyvumas didZiausias virStiinése. Anglies atomai sudaro aromatinius ziedus, bet kampai
tarp C=C jungties néra iSsidéste plokStumoje, néra islaikoma sp2 hibridizacija, pasireiskia ir sp3
savybés.

CnV stipresné uz deimantg medziaga. Vamzdeliy tempiamoji jéga gali siekti 100 GPa. Tai labai
kieta medziaga, kurios vienasienis nanovamzdelis gali iSlaikyti savo formg veikiant 63 GPa
spaudimui (Min-Feng, 2000). Anglies nanovamzdeliai yra laidis Silumai ir yra termostabiliis
(Ajayan and Zhou, 2001). Nanovamzdeliai gali pasizyméti metalo arba puslaidininkio savybémis.
Priklausomai nuo skersmens ir chiraliSkumo turi skirtingus draustiniy energijos tarpus.

Nanovamzdeliai gali bati sintetinami lazerio pagalba, elektrinio lauko i8krovos metu (angl. arc
discharge), cheminio nusodinimo, auk$to spaudimo anglies monoksido disproporcionavimo
metodu (Dai, 2002). CnV gali biiti naudojami telefony gamyboje, apsauginése liemenése, saulés
baterijose, vandens uzterStumui mazinti, audiniy inZinerijoje, DNR apsaugoje nuo oksidacijos ir
Kitur.

Anglies nanovamzdeliy poveikis Igsteléms. CnV panaudojimas biologijoje ir medicinoje yra
daug zadantis. Jie gali biiti naudojami kaip substratas Igsteliy augimui, mezenchiminiy Igsteliy
proliferacija ir diferenciacija skatinanti priemoné, osteoblasty funkcijy pagerinimui ir Kitiems
tikslams. Taciau priklausomai nuo ND dydZio, koncentracijos, sandaros, laiko ar lgsteliy rasies jie
gali buti citotoksiski. Nustatyta, kad HEK293 Iastelése vienasieniai nanovamzdeliai stabdé
proliferacija, silpnino adhezija. Adipocituose mazos vienasieniy anglies nanovamzdeliy
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koncentracijos (0,1 ir 1 ug/ml) pagerino proliferacijg ir iSgyvenima, taciau didesnés koncentracijos
(50, 100pg/ml) stabdé proliferacija, susilpnino adhezijg ir indukavo apoptozg (Esfanidiary et al.,
2014). CnV toksiskumui svarbus vamzdeliy ilgis ir forma. Nustatyta, kad ilgi adatos formos
nanovamzdeliai makrofaguose aktyvuoja IL-1a ir IL-1p sekrecijg, priklausomg nuo reaktyviy
deguonies formy Igsteléje (Liu et al., 2012). Nuo vamzdeliy ilgio priklauso ir jy patekimo j Igsteles
mechanizmas bei pasiskirstymas lasteléje. Kang it kt. nustaté, kad 100-200 nm ilgio vamzdeliai j
lasteles patenka per klatrinu dengtas pusleles arba nuo kaveolino priklausomu keliu ir daugiausia
lokalizuojasi citoplazmoje. Tuo tarpu mazesni 50 nm nanovamzdeliai j Igstele patenka tiesiogiai
pasyvios difuzijos budu ir i§sidésto ar¢iau Igstelés branduolio (Kang et al., 2010). Trumpi (10 nm)
vienasieniai nanovamzdeliai gali spontaniskai jsiterpti j plazminés membranos lipidinj sluoksnj ir
suformuoti dirbtinius molekuliy kanalus (Gao et al., 2015). Tokiais kanalais j Iasteles ir i$ jos gali
pereiti vandens molekulés, jonai, protonai ir nukleortigstys. Kitas svarbus veiksnys anglies
vamzdeliy toksiSkumui — jy agregacija. Pastebéta, kad ziurkés aortos lygiyjy raumeny lastelése po
3,5 dieny inkubacijos su nanovamzdeliy agregatais Zymiai sulétejo lasteliy proliferacija lyginant
su pavienémis nanodalelémis (Kang et al., 2010; Gao et al., 2015). Taigi, CnV, kaip ir kity

nanodaleliy naudojimas gyvuose organizmuose dar turi buti gerai iStirtas.
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2. MEDZIAGOS. METODAI APARATURA
2.1. Medziagos

Darbui su lgstelémis buvo naudojama Iscoves modifikuota Dulbecco terpé (IMDM, Gibco) su
10 proc. fetalinio verSelio serumu (FBS, Gibco) ir antibiotikai (penicilinas 100 U/mL ir
streptomicinas 100 pg/mL). Lasteliy monosluoksniui pakelti naudotas tripsino-EDTA
(etilendiamino tetraatco riigstis) tirpalas (1:4 skiedimas). Lasteliy praplovimui ir terpés likuciy
pasalinimui naudotas fosfatinis buferinis tirpalas (PBS, Gibco).

Etanolis 96,3% ; etanolis 70%; MTT (3-(4,5- dimetiltiazol- 2 — yl) — 2,5- difeniltetrazolio
bromidas (Sigma-Aldrich); 0,4% tripano mélio tirpalas (Sigma-Aldrich); akridino oranzas (AO,
Molecular Probes); etidzio bromidas (EB, Molecular probes); DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole); DIO (Thermofisher Scientific); 4 % PFA (paraformaldehidas), hialuronidazé;
kologenazé; AcLDL (Thermofisher Scientific); matrigelis; DMSO; Arklio serumas (Gibco);
Dulbecco modifikuota terpé (DMEM, Gibco).

Darbuose buvo naudojami lgsteliy augimo flakonai; pipetes; 6, 12, 24, 96 duobuciy ploksteles;

15 ir 50 mL konusiniai propileniniai mégintuvéliai, 1,5 ml ependorfiniai mégintuvéliai.

2.2. Aparatiira

Termostatas palaikantis 37 © temperatiirg ir 5 proc. CO2 (Thermofisher Scientific); laminaras
(Thermofisher Scientific); invertuotas mikroskopas Olympus CKX41, fluorescencinis mikroskopas
Olympus 1X51; centriftiga (Thermofisher Scientific), spektrofotometras (Thermofisher Scientific);
purtyklé (Eppendorf Thermomix Comfort); ultragarsiné vonelé (VWR).

2.3. Tyrimy metodai
2.3.1. Endoteliniy lasteliy iSskyrimas i$ kraujagysliu

Endotelinés lgstelés pirmtakés buvo iSskiriamos i§ peliy kraujagysliy. Eksperimentai su
laboratoriniais gyviinais buvo atlikti vadovaujantis LR Valstybines maisto ir veterinarijos tarnybos
Leidimu naudoti laboratorinius gyviinus mokslo tiriamajam darbui Nr. 0212, 2011-2015; G2-39,
2016-03-08. Pelei atlikus eutanazija, paimtas nedidelis kraujagyslés audinio fragmentas, kuris
laikomas transportavimo terpéje (auginimo terpé be serumo, kurioje yra 3 kartus didesne
antibiotiky koncentracija). Audinio fragmentas buvo sukarpomas steriliais autoklavuotais

jrankiais. Sukarpytas audinys uzpilamas IMDM terpe ir latkomos termostate.
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2.3.2. Miogeniniy lasteliy iSskyrimas i§ griauciy raumens

Atlikus pilng gyviino anestezijg i§ kojos Slaunies paimamas 0,50*0,5 cm dydzio raumens
audinio gabalélis, kuris dedamas j transportavimo terpe (auginimo terpé be serumo, kurioje yra 3
kartus didesné antibiotiky koncentracija ). Audinys laminariniame bokse perkeliamas j kita
buteliuka su tokia pat terpe. Laikoma 5 min. Tuo tarpu pasiruoSiamas virSkinamasis tirpalas. |
0,125% tripsino — 0,01% EDTA tirpala pridedama 0,5% kologenazés ir 0,3% hialuronidazés.
Audinio fragmentas perkeliamas | sterilig stiklinaitg ir ten sukarpomas steriliais autoklavuotais
jrankiais. Uzpilama apie 1 mL virSkinamojo tirpalo. Suspensija perkeliama j sterily mégintuvelj ir
statoma j 37° termostata periodiSkai purtant 45min. Audiniui virtus suspensija, uzpilama auginimo
terpé su serumu iki 10 mL, iSmaiSoma ir centrifuguojama 10 min, 1500 rpm. Supernantas
pasalinamas, uZpilama kita porcija terpés su serumu, centrifuguojama. Lastelés iSséjamas |

sterlilius kultivavimo indus su IMDM terpe ir laikomos termostate.
2.3.3. Lasteliy auginimas in vitro

Lastelés auginamos flakonuose. Susidargs monosluoksnis yra jvertinamas invertuotu
mikroskopu. Nupilama auginimo terpé ir lastelés veikiamos EDTA-tripsino tirpalu. Praplaunama
2 kartus, antra karta paliekama 0,5-1 mL tirpalo ir inkubuojama 2-3 min. 37 ° temperatiroje.
SuardZius monosluoksnj, lasteles buvo uzpilamos auginimo terpe (IMDM, 10 proc. FBS ir

antibiotikai) ir naudojamos tolimesniems eksperimentams arba i§séjamos j naujus flakonélius.

2.3.4. Lasteliy skaiciavimas ir gyvybingumo vertinimas

Lasteleés skai¢iuojamos hemicitometro (Neubauerio kamera) ir §viesinio mikroskopo pagalba.
Pries tai 1asteliy monosluoksnis suardomas ir uzpilama auginimo terpé. Skai¢iavimui paimamas
nedidelis kiekis 1asteliy suspensijos. Skai¢iuojama pagal formule:

LS=(A+B)/2*10000

Kur LS — Iasteliy skai¢ius, A, B — kameros laukeliai.

Gyvybingumas nustatomas daZant lgstelés 0,4 proc. tripano mélio tirpalu. Negyvos lastelés
nusidaZo tamsiai mélyna spalva. Gyvybingumas apskai¢iuojamas pagal formule:

LS=(A+B)*10000

Kur LS — Igsteliy skai¢ius, A, B — kameros laukeliai.
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2.3.5. AcLDL abzorbcija

Kai kurios lasteliy linijos linkusios pasisavini acetilintus mazo tankio lipoproteinus (acLDL).
Sis metodas yra klasikinis endoteliiy lasteliy patikrinimo btidas. AcLDL taip pat linkusios
pasisavinti mikroglija bei makrofagai (Yoder, 2012 ).

] 48 duobuciy plokstele isséjamos lastelés tankiu 7,5%10% Iast/mL. Lastelés auginamos para
termostate 37 °C, 5% CO.. Eksperimento dieng Sulinéliuose esanti terpé pakei¢iama nauja terpe
turiné¢ia 10 ug/mL AcLDL. Inkubuojama 5 valandas termostate 37 °C, 5% CO.. Po inkubacijos
terpé pasalinama, tris kartus praplaunama su fosfatiniu buferiu, uzpilama nauja terpé ir rezultatai

vertinami fluorescentiniu mikroskopu.

2.3.6. Miogeninés diferenciacijos indukcija ir vertinimas

Lasteles isséjamos j 24 Sulinéliy plokstele, tankis 3-4x10* 1ast./mL. Lasteles diferencijuojamos
susidarius 80-90 proc. monosluoksniui. Paruosiama diferenciacijos terpé: DMEM su antibiotikais
(penicilinas 100 U/mL ir streptomicinas 100 pg/mL) bei 2 proc. arklio serumo. PaSalinama augimo
terpée, lasteles praplaunamos PBS ir uzpilama diferenciacijos terpé. Diferencijuojama 1-2 savaités
kei¢iant diferenciacijos terpe kas 2-3 dienas.

Diferenciacija vertinama lasteles nudazius 0,1% kristalvioleto tirpalu. Lastelés plaunamos PBS,
pasalinus bufer; dazoma 30 min kambario temperatiiroje. Dazas 3 kartus nuplaunamas PBS.

Analizuojama fluorescentiniu mikroskopu.

2.3.7. Kokultiros gavimas

Kokultiiros gavimui buvo naudojamos dvi lgsteliy rasys: ziurkés plauciy kamieno endotelinés
lastelés (toliau darbe vadinamos ELP) ir Ziurkés raumens nepilnos diferenciacijos lgstelés (toliau
darbe vadinamos Mio). Prie§ sudarant kokultiirg lastelés auginamos atskirai. Dieng prie$
eksperimentg paruoSiamos vienodos koncentracijos lasteliy suspensijos auginimo terp¢je. ELP ir
Mio Igstelés sumaiSomos santykiu 1:1 ir i§s¢jamos i kultivavimo indus. Auginamos termostate 37

°C, 5% COa,

2.3.8. Gyvy lasteliy Zyméjimas fluorescenciniais dazais

Su dazu DiO. Pasiruosiama lasteliy suspensija tankiu 10*® last/mL be seruminéje terpéje.

Pridedama dazo DiO 5 ug/mL. Inkubuojama 20 min termostate 37 °C, 5% CO2. Po inkubacijos
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lasteliy suspensija centrifuguojama 5 min 1500 rpm. PaSalinama terpé, pridedama naujos terpés
su serumu. Pakartotinai centrifuguojama. Lastelés i§s¢jamos | sterilius kultivavimo indus.

Su DAPIL Flakonélyje su pilnu Iasteliy monosluoksniu pakei¢iama augimo terpé. Pridedama
dazo DAPI 10pg/mL. Lastelés graZzinamos parai j termostatg 37 °C, 5% CO2. Kita dieng terpé su

dazu pakei¢iama nauja augimo terpe.
2.3.9. Lasteliy kolonijy formavimo vertinimas

I 6 duobuciy plokstele iSséjama 200 Igsteliy. Auginama savaité termostate 37 °C, 5% COa.
Susidariusios kolonijos jvertinamos kokybiskai — invertuoto miksoskopo pagalba. Skai¢iuojamos

kolonijos turin¢ios daugiau nei 50 Iasteliy.
2.3.10.  Lasteliy proliferacijos vertinimas

Lasteliy proliferacija vertinama MTT metodu. Naudojamas tirpus geltonos spalvos MTT
reagentas, kurj gyvy lgsteliy mitochodrijos fermentai redukuoja iki violetinés spalvos netirpiy
formazano kristaly. Gyvy lasteliy skaicius yra proporcingas susidariusio produkto kiekiui.

Formazano kristalai yra iStirpinami etanolyje ir jvertinama spektrofotometriskai 570 nm bangos

ilgyje.
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2.1 pav. MTT redukcijos reakcija (Huamin et al. 2002).

Paruosta lgsteliy suspensija 3x10% Iast./mL tankio ir i$sicjama j 24 Sulinéliy plokstele.
Auginama termostate 37 °C, 5% COz. Atliekami 4 matavimai kas 24 valandas. Pasalinama augimo
terpé ir uzpilama po 500 pL MTT tirpalo (0,2 mg/mL). Inkubuojama termostate 1 valanda.
Susidariusios nuosédos tirpinamos 96,3 proc. etanolyje po 200 pL/Sulinéliui prie§ tai pasalinus
MTT tirpalg. Optinis tankis (OT), matuojamas spektrofotometriskai (570 nm), yra proporcingas
gyvy lasteliy skaiciui.
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2.3.11. Nanodaleliy paruoSimas

Nanodalelés buvo gautos i§ VGTU Fundamentiniy moksly fakulteto Chemijos ir bioinzinerjos
katedros. Nanodaleliy charakteristika: zinko oksido (ZnQO) nuo 10 iki 60 nm dydzio nanodaleliy
misSinys; titano dioksido (TiOz2) kristalografinés rutilo formos nuo 8 iki 115 nm dydzio nanodalelés;
daugiasieniai anglies nanovamzdeliai (CnV) 10-25 nm skersmens ir 200 um ilgio.

Pasiruosiama 10 mg/mL ZnO, TiO ir angies nanovamzdeliy suspensija steriliame fosfatiniame
buferyje. Pries eksperimentg nanodalelés sonifikuojamos ultragarsinéje voneléje 1 valanda. Pries

pat naudojimg purtoma purtykléje apie 30s.

2.3.12. Lasteliy citotoksiSkumo vertinimas

ELP, Mio lgstelés ir jy kokultlira i§séjama j 48 duobuéiy plokstele tankiu 5*10% Iast/mL.
Auginama 24 val. termostate 37 °C, 5% CO.. Sekancig dieng lasteliy populiacijos paveikiamos
trimis skirtingomis ZnO, TiO ir CnV nanodaleliy koncentracijomis (100 pg/mL, 10pug/mL, 1
pg/mL). Nanodaleliy toksiSkumas lasteléms vertinamas po 24 ir 48 valandy MTT metodu.

2.3.13.  Lasteliy migracijos vertinimas

Lasteliy migracija buvo vertinama zaizdos metodu, t.y. plokstel¢je iSséjamos lgstelés tokiu
tankiu, kad po paros susidaryty pilnas monosluoksnis. Tada padaroma Zaizda Sulinelio viduryje.
Lasteliy migracija ir Zaizdos gijimo kinetika stebima laike.

Paruostos lasteliy suspensijos (ziurkés nepilnos diferenciacijos miogenings lgstelés (Mio) tankis
10° 1ast./mL; plau¢io kamieno endoteliniy Igsteliy (ELP) tankis 10° lgst./mL, kokultiira tankis 10°
last./mL) uzs¢jamos i 24 duobuciy plokstele. Auginamos 24 valandas. Susidarius monosluoksniui,
padaroma zaizda, pipetés galu perbraukiant Igsteliy monosluoksnj. Gauti duomenys analizuojami

Q-CAPTURE PRO 7 programa.

2.3.14. Angiogenetinio potencialo vertinimas

Kraujagysles sudarancios lgstelés yra linkusios formuoti vamzdelius auginamos ant
ekstralgsteliniui matriksui artimos medZiagos, tokios kaip matrigelis.

96 duobuciy plokstelé padengiama skystu matrigeliu (32 pL i Sulinélj). PusvalandZziui laikoma
37° termostate, kol medziaga sustingsta. Pasiruo$iama lasteliy suspensija tankiu 2*10° Iast/mL

beserumingje terpéje. Lasteles iSs€¢jamos ant matrigelio (64 pL j Sulinélj). Inkubuojama termostate.
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Vamzdeliy formavimasis stebimas po 8 — 24 valandy. Vamzdeliy savybés analizuojamos Q-
CAPTURE PRO 7 programa.

2.3.15. Lasteliy dydzio vertinimas

Paruogiama lasteliy suspensija 15x10* Iast./mL tankio ir i§siejama j 24 $ulinéliy plokstele po
ImL. Lastelés laikomos termostate vieng para. Po 24 val. Iastelés paveikiamos nanodaleliy tirpalu
Zn0O 10pg/mL, TiO2 1pug/mL, anglies nanovamzdeliai 1 pg/mL. Po paros lgstelés dazomas AO/EB
tirpalu 2 minutes, terpé su dazu pakei¢iama nauja terpe. Toliau lgstelés analizuojamos

fluorescenciniu mikroskopu. Lasteliy dydziai nustatomi Q-CAPTURE PRO 7 programa.

2.3.16. Lasteliy gyvybingumo vertinimas

Lasteliy gyvybingumas vertinamas liuminescentinés mikroskopijos metodu, naudojant
fluoresuojantj, su DNR besijungiantj dazy miSinj: AO — 100 pg/mL ir EB — 100 pg/mL. [ 30 ul
tiriamos lgsteliy suspensijos dedama 3 pL dazy miSinio ir uzdengiama dengiamuoju stikleliu.
Analizuojama fluorescenciniu mikroskopu. AO dazas susijungia su dvigrande DNR ir fluoresuoja
zaliai. AO taip pat jungiasi su RNR ir viengrande DNR fluoresuodamas rausvai oranzine spalva.
Nudazytoje lasteliy populiacijoje galima iSskirti keturiy rasiy Iasteles (2.2 pav.) gyvas lasteles
(rySkiai Zali branduoliai), gyvas apoptozines lgsteles (Zalsvos, su fragmentuotais branduoliais),
negyvas apoptozines (oranzinés spalvos su fragmentuotais branduoliais), nekrozines lasteles

(oranzinés spalvos su vientisais branduoliais) (Marcille and Massie, 1994).

2.2 pav. Diferencijuotas lgsteliy dazymas AO/EB daZy miSiniu: A — gyvos lgstelés, B — gyvos
apoptozinés lastelés, C - negyvos apoptozinés lastelés, D - nekrozinés lastelés. Fotografuota fluorescenciniu
mikroskopu.

Lasteliy pasiskirstymas populiacijoje skai¢iuojamas procentais.
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2.3.17. Lasteliy adhezijos vertinimas

Lasteliy adhezija vertinama dvejais buidais. Pirmu atveju pasiruoSiamos ELP, Mio ir jy lasteliy
kokultiiros suspensijos tankiu 5x10% last./mL. UZséjama j sterilia 12 duobudiy plokstele ir
auginama parg termostate 37 °C, 5% CO., Sekancig dieng lasteliy populiaicijos veikiamos 10 ug/ml
ZnO, 1 pg/ml TiOz ir 1/ug/ml CnV nanodaleliy koncentracijomis. Poveikis atliekamas 24 val.
Ekspeimento dieng Igstelés purtomos purtykléje 15 min, esant 600 rpm. Adhezija vertinama MTT
metodul.

Antru atveju atliekama trumpas adhezijos tyrimas. Eksperimento dieng j 12 duobuciy plokstele
i§séjamos 5x10* Iast./mL tankio ELP, Mio lgstelés bei jy kokultiira. Naudojama augimo terpé su
pridétomis 10 pg/mL ZnO, 1pug/mL TiO; ir 1 pg/mL CnV nanodalelémis. Pradéjus lateléms kibti
prie pavirSiaus (po 3 val.), lastelés purtomos 15 s esant 600 rpm. Rezultatai vertinami MTT

metodu.

2.3.18. Statisiné duomeny analizé
Statistiné duomeny analize atlikta naudojantis Microsoft Office Excel 2013 programa.

Duomenys pateikti kaip vidurkis + SN, reik§mes ir paklaidos buvo skai¢iojamos 1§ maziausiai trijy

nepriklausomy eksperimenty. Rezultati laikyti patikimais, kai P < 0,05.

37



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. ELP bei Mio lastelés ir jy charakteristikos

Dviejy ir daugiau lasteliy tipy kokulttiros vis dazniau ir intensyviau naudojamos audiniy
inzinerijos tikslams. Tokio tipo kultiiros geriau atspindi audinio struktiirg ir fiziologija, todél
puikiai pritaikomos ir potencialiy vaisty paieskoje bei toksikologiniuose tyrimuose. Sio darbo
vienas i§ uzdaviniy buvo suformuoti naujo tipo kokultiirg, panaudojant endotelinés kilmés bei
miogeninés kilmés nepilnos diferenciacijos lgsteles. Iki Siol Siy dviejy tipy lasteliy sgveika
kokulttiroje tirta nebuvo. Tuo tikslu gavome dvi pirmines lgsteliy linijas: endotelinés Igsteles
pirmtakes (ELP) bei nepilnos diferenciacijos raumens kilmés lasteles (Mio). Abi Sios lasteliy
linijos buvo i$skirtos i§ ziurkés audiniy - plau¢iy kamieno (ELP) bei griau¢iy raumens (Mio). Visi
eksperimentai vykdyti gavus Bioetikos komiteto leidimg (leidimo Nr. 0212, 2011-02). Abiejy tipy
lasteleés iki kokultiiros eksperimenty buvo persétos daugiau nei 60 karty, lasteliy proliferacinis
daznis bei morfologija isliko nepakite. Tai parodo Siy lasteliy gebéjima atsinaujinti, kuris yra
svarbus kriterijus apibtdinant Igsteliy kamieniSkumg (Asahara et al., 1997). Ankstesniuose
darbuose buvo vertinta specifiniy Sioms lagsteléms Zymeny raiSka bei diferenciacinis potencialas
(Burinskij, 2014).

Darbo pradzioje buvo palyginta $iy lasteliy morfologija bei dydis, jvertintas endotelinis ir
miogeninis tiriamy lgsteliy potencialas.

IS 3.1 paveiksle pateikty duomeny matome, kad abi tirtos priminés Iasteliy linijos pasizymejo
tipiska endotelinéms ir miogeninéms lasteléms morfologija. Pirmasis ELP apras¢s Asahara (1977
m.) pazyméjo, jog Sios lgstelés formuoja ,,grindinio” tipo monosluoksnj. Taigi, Siame darbe
naudoty ELP morfologija atitinka literatiiroje apraSyta pavyzdj. Analizuojant Mio lasteliy
populiacija matome, kad lasteliy populiacija sudaro skirtingos morfologijos lastelés, kuriy vienos
labiau iStjsusios (tai atspindi ir 1asteliy ilgio bei plo¢io matavimai) ir primena miogeniniy lgsteliy
morfologija, kitos labiau trikampés ar zvaigzdés formos. Siuos Mio lasteliy morfologinius
skirtumus gali lemti tai, jog raumenyse aptinkama daugiau nei viena riisis nepilnos diferenciacijos
lasteliy ir kultiiroje in vitro jy populiacijos homogeniskumg taip pat gana sunku palaikyti dél
asimetrinio dalijimosi (Peault et al., 2007). Papildomai, naudojant Q-CAPTURE PRO 7 programa
buvo palyginti ELP bei Mio lgsteliy dydziai. I§ pateikty duomeny (3.1 pav., C) matome, kad Mio
lastelés yra ilgesnés uz ELP, atitinkamai 55um ir 45 pum, taciau siauresnés (ELP plotis - 25 um, o
Mio — 19 um).
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3.1 pav. Darbe naudoty endoteliy lasteliy primtakiu (ELP) bei miogeninés kilmés nepilnos
diferenciacijos 1asteliy morfologijos (A) bei dydZio (B ir C) palyginimas.

Toliau buvo patikrinta ELP savybé jsisavinti acetilintus mazo tankio lipoproteinus (AcLDL).
LDL yra mazo tankio lipoproteinai, kurie jungiasi prie specifiniy lasteliy receptoriy ir patenka j
lasteles nuo receptoriy priklausomos endocitozés budu. AcLDL gali pasisavinti tik kelios 1asteliy
rusys: endotelinés lgstelés, makrofagai ir mikroglijos lgstelés. Dél didelio specifiSkumo AcLDL
daznai naudojami endoteliniy lgsteliy atpazinimui (Yoder, 2012). Tuo tikslu, tiriamos ELP 4 val.
37° C buvo inkubuojamos su augimo terp¢je pridétu AcLDL. Kontrolinés Igstelés augintos terpéje
be AcLDL. Rezultatus isanalizave fluorescenciniu mikroskopu, nustatéme, kad darbe naudotos

ELP pasizyméjo savybe jsisavinti ACLDL (3.2 pav.).
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AcLDL K
3.2 pav. AcLDL patekimo i ELP vertinimas.

Nepilnos diferenciacijos miogenininés Iastelés esant raumeniniy lgsteliy pazeidimui
diferencijuojasi i raumens lgsteles. Taciau yra literatiiroje duomeny, kad nepilnos diferenciacijos
miogeningés lgstelés (ypac satelités Igstelés) esant iSoriniams veiksniams geba diferencijuotis ir |
kito tipo lasteles, tokias kaip adipocitai, osteocitai, chondrocitai, lygiyjy raumeny lastelés,
hemapoetinés Igstelés, nervinés lastelés (Fujimaki et al., 2013). Siame darbe pateikiame Mio
lasteliy miogeninés diferenciacijos vertinimo duomenis. I§ 3.3 paveiksle pateikty duomeny
matome, kad po 14 d. Siy lgsteliy auginimo terpéjé su miogeninés diferenciacijos induktoriumi
(S1uo atveju naudota 2 proc. arklio serumo) didelé populiacijos dalis buvo linkusi susilieti j dvi ir
daugiau branduoliy turinc¢iy lasteliy. [vertinus kiekybiskai matome, kad diferencijuoty Mio lasteliy

populiacijoje beveik 60 proc. lasteliy turéjo du ir daugiau branduoliy. Palyginimui, kontrolinéje
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3.3 pav. Mio Igsteliy difereciacijos raumenine linkme vertinimas.
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lasteliy populiacijoje, susiliejimo indeksas buvo 14 proc. Nedidelis kiekis suliejusiy lasteliy

kontrolingje populiacijoje galimas dél spontaninés diferenciacijos.
3.2. ELP bei Mio lasteliy kokultiiros gavimas ir savybiy tyrimas

Siame darbe, buvo tiriamas tiesioginés ELP ir Mio lasteliy kokultiiros variantas. Tuo tikslu
tiriamos lastelés maisomos santykiu 1:1, i§sé¢jamos j kultivavimo indus ir auginamos 37° C 5%
CO. termostate. Siekiant atskirti ELP ir Mio lasteles kokultiroje, jos buvo pazymimos
fluorescencinémis Zzymémis — su DNR susirisan¢iu dazu DAPI arba membrang Zyminciais dazais
DiO. Pirmiausia jvertinome ELP ir Mio lasteliy augimo pobudj kokultiiroje. Nustatéme, abi
tiriamos skirtingos kilmés Igstelés kokultiiroje linkusios augti organizuotai (3.5 pav.) ir tarpusavyje
nesusimaiS$o. ELP sudaro pailgas strukttiras, Mio lastelés labiau linkusios augti vientisai. I§
literatiros yra zinoma, kad ELP isskirtos i§ periferinio kraujo ir auginamos kokultiiroje su
osteoblastais po kurio laiko pradeda sudaryti mikrokraujagysliy tipo strukturas (Fuchs et al.,
2007). Kale su kolegomis (2005) ELP augino kokultiiroje su pericitais bei stimuliavo pastaruosius
sintetinti VEGF. Pericity sintetinamas VEGF, savo ruoztu, jau po 24 valandy nuo kokultiiros

sudarymo skatino ELP formuoti kapiliary tipo struktiiras.

3.4 pav. ELP ir Mio lasteliy kokultiiros morfologija. Kairéje monosluoksnio nuotrauka, desingje
fluorescenciniu mikroskopu daryta nuotrauka, kur zaliai DiO zZymétos ELP, mélynai DAPI — Mio.

Proliferacijos vertinimas. Aukstas Igsteliy proliferacijos potencialas yra svarbus kriterijus Igsteliy
kamieniSkumui nustatyti. Audiniy inZinerijos darbuose naudojant i§ skirtingy lasteliy populiacijy
sudaryta kokultiirg yra svarbu, kad kokultiira i§laikyty auksta proliferacijos potencialg. Sioje darbo
dalyje lyginome ELP bei Mio lasteliy ir jy kokultiiros proliferacinj potenciala. Tuo tikslu lastelés
buvo iS§s¢jamos vienodu tankiu ir jy dauginimaisi pradétas vertinti pra¢jus 24 valandoms, kai visos

lastelés jau pilnai prilipusios prie pavirSiaus.
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3.5 pav. ELP, Mio Igsteliy bei jy kokultiiros proliferacijos vertinimas MTT metodu.

Staigus visy trijy lasteliy skai¢iaus padidéjimas nustatytas tarp 48 ir 72 tyrimo valandos. Per §j
laikotarpj ELP populiacija padidéjo 2,7 karto, 0 Mio ir kokultiira pasidaugino atitinkamai 2,3 karto
ir 2,2 karto. IS viso eksperimento metu intensyviausiai dauginosi ELP, kuriy populiacija per 72
tyrimo valandas padidéjo net 5 kartus. Mio ir kokultiiros proliferacinis daznis buvo panasus ir
sieké beveik 4 kartus: 3,64 ir 3,98 kartai. Kokulttiros proliferacijos potencialo didesnis panaSumas
1 Mio lasteliy nei j ELP gali biiti paaiskinamas tuo, kad kai kuriuos lastelés, pvz.: lygiyjy raumeny
lastelés, kokultiiroje su ELP stabdo pastaryjy proliferacija (Truskey, 2010).

Kolonijy formavimo potencialo vertinimas. Kolonijy formavimas — tai kamieniniy lasteliy savybé
i§ vieno lastelés sudaryti daugiau nei 50 lasteliy populiacija. Sig kamieniniy lasteliy savybe
vertinome, j 6 duobuciy plokstele i§sédami po 200 ELP, Mio lgsteliy ir jy kokultiiros misinio.
Kolonijy susidarymg analizavome po 7 d. (3.6 pav.). Gauti duomenys parodé¢, kad Mio Igstelés
pasizymi silpniausiu geb¢jimu formuoti kolonijas, jy sudarytos kolonijos nesieké 50 lasteliy. Tuo
tarpu ELP bei ELP-Mio kokultiira per analizuojamg laikotarpj suformavo akivaizdzius klonus.
Taciau, sprendziant pagal 1asteliy morfologija, kokultiiroje ELP ir Mio lgstelés nesusimaise, bet jy
kolonijos augo Salia. Kokultiiroje su ELP Mio Igstelés sudaré didesnes kolonijas, nei augdamos
vienos. Apie ELP gebéjimas pagerinti kity lasteliy proliferacija yra zinoma i§ literattiros. 1993
metais Fillinger su kolegomis tyré lygiyjy raumeny lasteliy proliferacijos priklausomybe¢ nuo ELP
lasteliy ir nustaté, kad lygiyjy raumeny lgsteléms augant kokultiiroje su ELP, Igsteliy proliferacijos
daznis padidéjo net 56% lyginant su kontroline grupe (Fillinger et al., 1993). Kito eksperimento
metu nustatyta, kad ELP ir lygiyjy raumeny kokulttiroje sustipréja VEGF, PDGF-AA, PDDGFF-
BB ir TGF-B1 geny raiska. Siy geny produktai skatina lygiyjy raumeny lasteliy proliferacija
(Heydarkhan-Hagvall et al., 2003). Nors Sie aptarti eksperimentai néra identiski musy darbui,

taciau tikétina, kad panasiu veikimu ELP pasizyméjo ir Mio lgsteliy atzvilgiu.
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3.6 pav. Kolonijy formavimo potencialo vertinimas ELP ir Mio Igsteliy populiacijose bei juy ko-
kultiiroje.

Angiogeninio potencialo vertinimas. Lasteliy savybé formuoti mikrokraujagysliy tipo struktiiras
yra svarbus kriterijus audiniy inzinerijoje. In vitro angiogeninio potencialo vertinimui naudojamas
ekstralastelinio matrikso pakaitalas Matrigel®, i$skirtas i§ peliy sarkomos auglio. Sioje
medziagoje gausu laminino, kolageno IV, heparino sulfato proteolikany, entaktino ir jvairiy
augimo faktoriy. Daugelio eksperimenty metu pastebéta, kad endotelinio tipo lgstelés ant
Matrigel® formuoja voratinklio tipo vamzdeliy struktiiras, kurios yra panasios j kapiliary tinklus.
Siame darbe angiogeninis potencialas buvo tiriamas ELP, Mio lasteliy populiacijose bei jy
kokultiiroje. Lastelés beseruminéje terpéje uzsétos ant Matrigel® padengto pavirsiaus po 8 tyrimo
valandy pradéjo formuoti vamzdeliy tipo struktiiras. Kadangi vamzdeliy ilgis variavo, todél Siame
darbe vamzdeliu laikytos struktiiros, kurios yra maziausiai du kartus ilgesnés uz vidutinj lasteliy
ilgj ir matuotos nuo vienos didesnés Iasteliy sankaupos iki kitos. Vamzdeliy skaicius apskai¢iuotas
3,7 mm? plote. Galimybe formuoti vamzdeliy tipo struktiiras pasizyméjo visos tirtos lgsteliy
populiacijos (3.7 pav.). Ta¢iau ELP reikéjo ilgesnio laiko suformuoti struktiiras ir jy vamzdeliai
buvo trumpesni (3.1 lentelé¢). Mio lastelés vamzdelius formuoti pradéjo anksti, taciau jie pradéjo
irti grei¢iau nei suformuoti ELP ir po 24 val. buvo like tik pavieniai ilgi vamzdeliai. ELP ir Mio
lasteliy kokultiiroje vamzdeliai formuotis pradéjo greitai, jy vidutinis ilgis i§liko panaSus ir po 24
valandy, ta¢iau vamzdeliy skai¢ius sumazéjo. Ilgiausi vamzdeliai pastebéti kokultiiroje, o daugiau
trumpy vamzdeliy buvo ELP populiacijoje. Nei viena i$ tirty lasteliy populiacijy kontrolinése

duobutése vamzdeliy tipo struktiiros neformavo.
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3.7 pav. Angiogeninio potencialo vertinimas ELP ir Mio lasteliu populiacijose bei ju kokultiiroje.

Nors Matrigel® naudojamas endoteliniy lasteliy angiogenezei jvertinti, taciau Siame darbe
atliktuose eksperimentuose vamzdelius formavo ne tik ELP, bet ir Mio lastelé. Apie tai, kad
griau¢iy raumeny kilmés nepilnos diferenciacijos lastelés geba forrmuoti vamzdelius ant
Matrigel® medziagos, iki Siol aprasyta nebuvo. V0 su kolegomis panasy tyrimg atliko su lygiyjy
raumeny lgstelémis. Buvo tiriama zmogaus lygiyjy raumeny lasteliy ir zmogaus endoteliniy

pirmtakiniy lasteliy kokultiiros savybés. Eksperimentuose su Matrigel® pastebéta, kad pavienés
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ELP formuoja daugiau, bet trumpesniy vamzdeliy, tuo tarpu lygiyjy raumeny lgstelés formavo

pavienius, bet ilgesius vamzdelius (Vo et al., 2010).

3.1 lentelé. Angiogeninio potencialo vertinimas.

ELP Mio Kokultira
8 val. 24 val, 8 val. 24 val. 8 val. 24 val.
Vidutinis vamzdelio 148 +35 248 £ 81 246 £ 83 348 +£193 262+ 66 270+103

ilgis, pm

Vamzdeliy skaicius 56+23 69 + 18 515 64 60+ 18 37+17
Trumpiausias 100 103 134 180 180 240
vamzdelis, pm

llgiausias vamzdelis, 376 506 496 646 540 678
pm

Migracijos greicio vertinimas. Migracijos greiCio vertinimas buvo atliktas Zaizdos metodu.
Lasteliy migracija stebéta 20 valandy ir duomenys analizuoti Q-CAPTURE PRO 7 programa. I8
3.8 bei 3.9 paveiksluose pateikty duomeny matome, kad lé¢iausiai migravo ELP lastelés, o
greiCiausiai ELP ir Mio Igsteliy kokultiira.

Duomeny apie nepilnos diferenciacijos miogeniniy lasteliy jtakg ELP migracijai ar atvirksciai
néra, taciau eksperimente su ELP ir osteoklasty pirmtakinémis lgstelémis, pastebéta, kad ELP po
4 dieny kultivavimo kartu pagerino osteoklasty pirmtakiy migracija per pusiau pralaidzig

membrang (Pang et al., 2012).
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3.8 pav. Migracijos vertinimas Zaizdos metodu ELP ir Mio lasteliy populiacijose bei ju
kokultiiroje. TO — Zaizdos suformavimas; T20 — zaizdos plotas praéjus 20 val. nuo zaizdos suformavimo.
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3.9 pav. Migracijos greicio palyginimas ELP, Mio lasteliy populiacijose ir ju kokultiiroje.

46



3.3. Nanodaleliy poveikis ELP, Mio Igsteléms bei ju kokultiirai
3.3.1. Nanodaleliy citotoksiSkumo vertinimas

Siuo metu nanodalelés naudojamos daugelyje sri¢iy, jskaitant ir medicina, kosmetologija ar
maisto pramong. Sgveika su gyvais organizmais gali sukelti neigiamg poveikj ir pazeisti Igsteles.
Siame darbe analizavome ZnO, TiOz bei CnV nanodariniy poveikj misy tirtoms ELP bei Mio
lasteléms ir jy kokultiirai. Vertinant nanodaleliy poveikj lgsteléms, daZniausiai tiriamos
diferencijuotos odos, plauciy ar zarnyno lastelés. Eksperimenty su kamieninémis lgstelémis yra
atlikta tik keletas, o literatiros duomeny su ELP ar nepilnos diferenciacijos miogeninémis
lastelémis, kaip ir su jy kokultiromis $iuo metu publikuota néra.

CitotoksiSkumo vertinimui nanodaleliy koncentracijos buvo pasirinktus iSanalizavus
literattiroje pateiktus duomenis - 100 pg /mL, 10 pg /mL ir 1 pg /mL. Poveikis vertintas po 24 ir
48 poveikio valandy. Gauti duomenys pateikiami 3.10 paveiksle. Matome, kad toksiSkiausios buvo
ZnO nanodalelés, jy toksiSkumas tiesiogiai priklausé nuo naudotos koncentracijos. Esant
didziausiai 100 pg/mL koncentracijai tirty Igsteliy gyvybingumas sumazéjo apie 80%. Panasaus
lygio toksiskumas buvo nustatytas tiriant ZnO poveikj Zarnyno ir plaudiy lasteléems. Siuo atveju
taip pat ZnO ND pasizyméjo didesniu toksiniu poveikiu nei titano dioksido nanodalelés (Setyawati
et al., 2015). ZnO ND toksiskumas taip pat priklausé ir nuo poveikio laiko. Po 48 valandy visos
trys tirtos koncentracijos visoms lasteliy populiacijoms buvo akivaizdziai toksiskos. ZnO ND
toksiSkumo priklausomybg¢ nuo poveikio trukmés yra nustate ir kiti autoriai. Najim ir kt. (2014)
parodé kur kas didesnj toksiskumga lgsteléms pasireiskusj po 96 poveikio valandy, lyginant su 24
val. poveikiu. Po 24 val. poveikio 1 ug /mL ZnO ND kokultiroje zymiai padidéjo proliferacija,
lyginant tiek su kitomis ND koncentracijomis, tiek su kitomis lastelémis. Esant 10 pg /ml ZnO ND
koncentracijai citotoksiSkumas visoms lgsteléms buvo panaSus, tik Mio Igstelés buvo kiek
atsparesnés.

TiO2 ND nanodaleliy toksiskumoo rezultatai gana kontraversiski. Daugeliu atveju jy poveikis
priklausé nuo laiko - 24 val. poveikis TiO2 ND ryskesnio toksiskumo lasteléms nesukélé, taciau
48 valandy poveikis beveik visais atvejais (iSskyrus ELP poveikj 10 pg /ml koncentracija) mazino
tirty Igsteliy gyvybinguma. 100 pug /ml TiO2 ND koncentracija netgi skatino lgsteles proliferuoti,
ypaC¢ Mio lasteles. Po 48 val. toksiskiausia TiO2 koncentracija buvo 10 pg /ml, lasteliy
iSgyvenamumas sieké maziau 85%. Titano dioksidas pasirodé esantis toksiskiausias ELP. Tai, kad
TiO2 poveikis priklauso nuo laiko, buvo parodyta ir tiriant mezenchimines kamienines lastele -
praégjus 7 TiO2 ND poveikio dienoms Igsteliy iSgyvenamumas sumazéjo 56% lyginant su

kontroline grupe (Hou et al., 2013). Taciau skirtingai nei Siame darbe atliktame eksperimente,
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mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy toksiskumas priklausé nuo TiO2 koncentracijos, kai ELP atveju

toksiSkumo priklausomybé nuo koncentracijos nebuvo tiesiné.
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3.11 pav. ZnO, TiO; ir CnV nanodaleliy citotoksiSkumo tyrimas ELP, Mio lasteliy populiacijoms
bei jy kokultiirai.
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Anglies nanovamzdeliy toksiSkumas buvo panasus kaip ir titano dioksido nanodaleliy.
Citotoksiskumas priklausé nuo poveikio laiko ir toksiskesné koncentracija buvo 10 pg /mL nei
100 ar 1 ug /mL. Net ir esant didziausiam toksiSkumui, Igsteliy iSgyvenamumas sieké ne maziau
80% lyginant su kontrole. Esant toksiskiausiai koncentracijai didziausiu iSgyvenamumu
pasizyméjo Mio lastelés. DidZiausia jtakg koncentracija turéjo ELP. Po 24 val. poveikio esant 100
ug /mL CnV koncentracijai ELP iSgyvenamumas buvo didesnis nei kontrolinéje grupéje ir sieké
128%, tuo tarpu esant 10 pug /mL koncentracijai iSgyvenamumas krito iki 80 %. Literatiiroje yra
jvairiy duomeny apie CnV poveikj lgsteléms: tiriant MSC pastebétas $iy mezenchiminiy lgsteliy
proliferacijos skatinimas, tuo tarpu, kai HEK293 proliferacija CnV inhibuoja, o adipocituose
proliferacijos daznis priklauso nuo CnV koncentracijos (1 pg /mL skatina proliferacija, o 100 pug
/mL stabdo) (Esfanidiary et al., 2014). Taigi, CnV poveikis lasteléms labai priklauso nuo lasteliy
rusies.

Apibendrinant, didziausiu toksiSkumu i$ trijy tirty nanodaleliy, esant koncentracijai nuo 1 iki
100 pg /mL pasizyméjo ZnO ND, maziausiu — CnV. ZnO toksiskumas priklausé nuo ND
koncentracijos, o TiO2 ir CnV toksiSkiausia koncentracija buvo 10 pg/ml. Geriausiu
iSgyvenamumu esant toksiSkiausiai koncentracijai veikiant lasteles ZnO po 24 poveikio valandy
pasizyméjo ELP, 0 po 48 val. — Mio lastelés. Veikiant lgsteles TiO2, didziausiu atsparumu

pasizyméjo ELP ir Mio Igsteliy kokultiira, o CnV maziausiai toksiSkas buvo Mio Igsteléms.
3.3.2. Nanodaleliy sukeliamos Ziities pobuidZio nustatymas

Toliau vertinome ND sukeliamos zities pobtdj. Tuo tikslu naudojame S$ias nanodaleliy
koncentracijos: 50 ug /mL ZnO, 10 pg /mL TiOz ir 10 pug /mL CnV. Lasteliy zaties pobidis buvo
vertinamas po 24 poveikio valandy diferencijuotai dazant tiriamas lasteles AO/EB dazy miSiniu.
Lasteliy ziities pobiudis paveiksluose nurodomas sutrumpinimais: G — gyvos lastelés, GA — gyvos
apoptotinés, NA — negyvos apoptotinés ir N — nekrozinés (3.13 ir 3.15 pav.). Lasteliy
gyvybingumas taip pat tikrintas po poveikio nanodalelémis praé¢jus 15 min, 3 val., 48 val., ir 72
val., taciau skirtumo nepastebéta, todel Sie duomenys nepateikiami.

Is 3.12 bei 3.13 paveiksluose pateikamy duomeny matome, kad ELP populiacijoje ZnO sukelé
apie 25 proc. lasteliy zitj apoptozés budu (kontrolinéje populiacijoje tokiy lasteliy buvo iki 15
proc.). Cia taip pat buvo apie 8 proc. apoptozés biidu Zuvusiy lasteliy. Zinoma, kad ZnO ND
lastelése sukelia ROS gamyba, kas veda link Igsteliy Zities apoptozés budu (Kako et al). Po TiO»

ir CnV poveikiy ELP daugiausia Zuvo nekrozés budu.
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3.12 pav. ELP zitis po 24 val. poveikio nanodalelémis.
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3.13 pav. ELP zities pobiidzio vertinimas biidai po poveikio nanodalelémis.

Mio lasteliy poliacijos gyvybingumas visose grupése sieké daugiau nei 80 %. Zitis Gia
daugiausia vyko nekrozés budu (3.14 ir 3.15 pav.). Apoptozé pastebéta tik lasteliy populiacijoje,

paveiktoje su ZnO nanodalelémis.
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3.14 pav. Mio lasteliy Zutis po 24val poveikio nanodaleléms.
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3.15 pav. Mio Igsteliy Ziities biidai po poveikio nanodalelémis.

Apibendrinant gautus duomenis, matome, kad tiek ELP, tieck Mio lastelés daugiausia zuvo
nekrozés biidu. Taciau literatiiros duomenimis, nanodalelés dazniau sukelia apoptoze. Ir tik esant

didelei koncentracijai ar esant dideliems ND dydziams sukeliama nekrozé (Gosh et al., 2013; Kang
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et al., 2010; Aula et al., 2014). Zinoma, kad misy tiramos ND yra gana heterogeniskos dydzio

atzvilgiu. Tai galéty paaiskinti miisy gautus duomenis.
3.3.3. Nanodaleliy indukuojamuy morfologiniy poky¢iy ELP ir Mio lastelése jvertinimas

Literaturoje yra duomeny, kad ilgesnis poveikis ND gali sukelti tiriamy Igsteliy morfologijos
pokycius. ] tai atsizvelgdami, tyréme, ar tokig jtakg ND turi musy tiriamoms ELP ir Mio lgsteléms.
Siuo atveju naudojome mazesnés tirty ND koncentracijas - 10 pg /mL ZnO ND, 1 pg /mL TiOz ir
1ug /mL CnV. Lasteliy morfologijai jvertinti lgstelés buvo pazymétos AO/EB dazy miSiniu ir
rezultatai analizuojami Q-CAPTURE PRO 7 programa. Gauti duomenys pateikiami 3.16 — 3.19
paveiksluose. Matome, kad po 24 valandy poveikio nanodalelémis akivaizdziy morfologiiy
poky¢iy ELP nepastebéta, tik kad Sios Igstelés Siek tiek suapvaléjo veikiamos CnV nanodaleliy
(lyginant su kontrole) (3.16 pav.). Po 48 val. poveikio su ZnO ND lasteliy ilgio/plo¢io santykis
sumazéjo lyginant su kontrole (atitinkamai 1,6 ir 2). Kitos nanodalelés didelés jtakos ELP
morfologijai neturéjo. Najim su kolegomis (2014) pastebé¢jo ZnO ND sukeliamus morfologinius
pokycius, priklausomai nuo Igstelliy tipo. Lastelés buvo veikiamos su ZnO 96 valandas. Pastebéti
morfologiniai pokyciai neuroblastomos Iastelése. Jos suapvaléjo, padidéjo jy tiiris. Tuo tarpu
plauciy véziniy lasteliy morfologijai ND jtakos netur¢jo.

Taciau pastebéta didesné geny raiska ELP paveiktose su ZnO ir TiO2 (ypa¢ ZnO) ND lyginant
su CnV ir kontroline grupe (3.16 pav.). Apie geny raiskos aktyvumg galima spresti pagal Igsteliy
citoplazmos spalva, nes akridino oranzo dazas jungdamasis su RNR jgauna raudong spalva,

skirtingai nei jungdamasis su DNR (fluoresuoja Zaliai).
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3.16 pav. ELP morfologija po 24 val. nanodaleliy poveikio.
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3.17 pav. ELP ilgio santykis su ploc¢iu po 24 val. ir 48 val. nanodaleliy poveikio.

Mio lasteliy morfologijos pokyc¢iai pastebéti po 24 val. poveikio ZnO bei CnV nanodalelémis
(3.18ir 3.19 pav.). Lasteliy populiacijoje paveiktoje su CnV gerokai padidéjo ilgio/plocio santykis.
Taciau $is padidéjimas buvo trumpalaikis ir po 48 val. poveikio ryskesniy skirtumy jau fiksuota
nebuvo. Literatiiroje yra pateiktas pavyzdys, kaip daugiasieniai anglies nanovamzdeliai veikia
astrocity morfologija. Nustatyta, kad paveikus astrocitus 50 nm CnV, jie suapvaléja. CnV esant

ilgesniems — 1000 nm, 1asteliy morfologija beveik nesiskyré su kontroline grupe (Min et al., 2015).
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Siame darbe buvo gauti atvirkstiniai rezultatai, tatiau reikia paminéti, jog darbas buvo atliekamas

su kitos ruiSies lastelémis, nei Min ir kolegy eksperimente, be to, ¢ia naudoti CnV gerokai ilgesni

— 200 pm.

TiO2

CnV §

3.18 pav. Mio lasteliy morfologija po 24 val. nanodaleliy poveikio.
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3.19 pav.Mio Iasteliy ilgio santykis su plo¢iu po 24 val. ir 48 val. nanodaleliy poveikio.
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3.18 paveiksle matome, kad Mio Igstelése paveiktose su TiO2 gana stipriai iSreikStg populiacijos
heterogeniskumg. Dalis lasteliy populiacijoje jgavo apvalia forma, kuri nebuvo pastebima
kontrolingje grupéje ar po poveikio kitomis ND.

3.3.4. Lasteliy angiogeninio potencialo priklausomybé nuo poveikio nanodalelémis

Toliau buvo tiriamas ELP angiogeninis potencialas veikiant lgsteles ND. Lastelés ant
Matrigel® uzsétos beseruminéje terpéje kartu su nanodalelémis. Lastelés paveiktos 10 ug /mL
ZnO, 1 pug /mL TiOz ir 1 ug /mL CnV koncentracijomis. Matome, kad didziausig jtaka ELP
vamzdeliy formavimui daré ZnO ND — po poveikio 8 valandy vamzdeliai buvo trumpesni ir jy
kiekis buvo maZesnis nei kontrol¢je (3.2 lentelé). Sie rezultatai buvo prieingi literatiiroje
apraSytam pavyzdziui, kai ZnO nanodalelés indukavo angiogenezg, sukeldamos lastelése ROS
formy gamyba, kas paskatino proangiogenetiniy faktoriy, tokiy kaip VGF ar VEGF, ekspresija
(Augustine et al., 2014).

Mio lasteliy populiacijoje vidutinis vamzdeliy ilgis buvo didZiausias kontrolinéje grupéje tiek
po 8 valandy, tiek ir po 24 tyrimo valandy (3.3 lentelé). Visose grupése sumazéjo vamzdeliy
skaicius. Taciau lastelése paveiktose su ZnO buvo maziau ilgy vamzdeliy nei kitose Mio Igsteliy

bandiniuose.

3.2 lentelé. ELP angiogeninio potencialo vertinimas po nanodaleliy poveikio.

ZnO TiO, CnV K

8 val. 24 val. 8 val. 24 val. 8 val. 24 val. 8 val. 24 val.
Vidutinis 101+ 315+ 161+4 268+61 161+£15 283+£19  182+41 309428
vamzdelio ilgis, 65 102 5
pm
Vamzdeliy 83+ 57+30 86+14 96+16 61+8 104+41 108+40 80+12
skaicius

62

Trumpiausias 94 139 96 101 100 126 100 101
vamzdelis, pm
llgiausias 215 534 271 578 348 582 376 562

vamzdelis, pm
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3.3 lentelé. Mio l1asteliy angiogeninio potencialo vertinimas po nanodaleliy poveikio.

Vidutinis

vamzdelio ilgis,

pm

Vamzdeliy
skaicius
Trumpiausias

vamzdelis, pm

llgiausias
vamzdelis, pm

ZnO TiO; CnV K
8 val. 24 val. 8 val. 24 val. 8 val. 24 val. 8 val. 24 val.

228+ 342454  281+24 350+ 262+50  469+18 308+33  501+36
44 100

96+24 10+4 66+11 742 63+10 342 46+4 2+2

126 244 111 243 131 121 180 393

425 480 485 606 535 503 521 608

ELP ir Mio lasteliy kokulttiroje nanodalelés pastebimos jtakos vamzdeliy vidutiniui ilgiui

neturéjo (3.4 lentelé). Taciau po 24 val. su TiO2 ir CnV paveiktose lastelése iSliko daugiau

vamzdeliy, nei kontroléje ar paveiktose su ZnO. Nors literatiroje yra duomeny, kad TiO2

nanodelalelés slopina angiogenezg. Buvo atliktas eksperimentas su pelés akies retinos lastelemis

ir pastebéta, kad mazos TiO2 koncentracijos (130 ng /mL) stabdé angiogenezg in vitro ir retinos

neovaskuliarizacija in vivo (Jo et al., 2014). Siame eksperimene tokie rezultatai nebuvo gauti,

taciau naudotos kitos nei literatiroje pateiktos lgstelés, taip pat skyrési nanodaleliy koncentracijos.

Apibendrinant gautus duomenis matome, kad didziausig poveikj angiogeniniui potencialui

turé¢jo ZnO nanodalelés ELP po 8 val. augimo ant Matrigel®.

3.4 lentelé. ELP ir Mio lasteliuy kokultiros angiogeninio potencialo vertinimas po nanodaleliy

poveikio.

Vidutinis
vamzdelio
ilgis, pm

Vamzdeliuy
skaicius
Trumpiausias

vamzdelis, pm

llgiausias
vamzdelis, pm

Zn0O TiO, CnV K

8 val. 24 val. 8 val. 24 val. 8 val. 24 val. 8 val. 24 val.

241+47 343+55 242424  385+75  278+18 449433 274+10  394+29

T7+4 19+10  80+17 39+12 73+9 27+14 78+19 15£10

120 165 102 168 121 202 134 180

453 785 420 739 503 762 493 676
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3.3.5. Lasteliy migracijos greicio priklausomybé nuo poveikio nanodalelémis

Lasteliy migracijos vertinimas buvo atliktas zaizdos metodu. Padarius lgsteliy monosluoksnyje
atitinkamo plo¢io Zaizda, lastelés buvo veikiamos nanodalelémis. Naudotos nanodaleliy
koncentracijos: 10 pg /mL ZnO ND, 1 pg /mL TiOz ir 1 ug /mL CnV. Nustatéme, kad nei viena i$
tirty ND ELP migracijai pastebimos jtakos neturéjo (3.20 pav). Mio lasteliy migracijos greitis Siek
tiek padidéjo esant terpéje CnV (33 um /val lyginant su kontrole 28 um /val.), o TiO2 nanodalelés
Siuo atveju jokios jtakos praktiskai neturéjo. Didziausia ND jtaka migracijai pastebéta ELP ir Mio
lasteliy kokulttiroje. Migracija slopinaciu veikimu pasizyméjo TiO2 nanodalelés (25 pm/val
lyginant su kontrole 30 um /val.), o didZiausiais migracijos greitis fiksuotas esant terpéje ZnO (40
um /val). Cinko oksido jtaka migracijos greiciui buvo stebéta 2014 metais Suzuki darbe, tuomet
buvo nustatyta, jog ZnO ND sukelia spartesng migracija zmogaus monocity leukemijos lastelése
(Suzuki et al., 2014), tuo tarpu TiO2 ND mezenchiminése kamieninése lgstelése migracija stabdé

(priklausomai nuo ND dydZio — didesnés stabdé labiau) (Hoe et al., 2013).
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3.20 pav. ELP, Mio lasteliy bei jy kokultiiros judéjimo greicio priklausomybé nuo poveikio skirtingos
kilmés nanodalelémis.

3.3.6. Lasteliy adhezijos priklausomybé nuo poveikio su nanodalelémis

Lasteliy adhezijos eksperimentai atlikti dvejais biidais. Pirmu atveju lastelés buvo uzséjamos
kartu su nanodalelémis, adhezijos stipris vertintas po 3 val., lasteléms pradéjus kibti prie
pavirsiaus. Tuo tikslu Igstelés buvo purtomos 15s 600 rpm. Antru atveju lastelés buvo auginamos
para pries jas paveikiant su nanodalelémis, poveikio trukmé 24 val. Eksperimento dieng Igstelés
buvo purtomos 15 min. 600 rpm. Abiem atvejais poveikiamas naudotos nanodaleliy koncentracijos
buvo: 10 pg/ml ZnO, 1ug /ml TiO2 ir 1ug /ml CnV.
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Pirmojo eksperimento metu tg pacig dieng uzsétas lgsteles purtant 15 s adhezijos pokyciai
pastebéti tik Mio lastelése (3.21 pav., A) - paveikus ZnO ND Mio lasteliy adhezija lyginant su
kontrole sumazéjo 15%, o veikiant su CnV ir TiO2 maziau nei 10 %. ELP adhezija visose grupése

iSliko panasi. Kokulttroje adhezija padidéjo paveikus su CnV 106% (lyginant su kontrole).
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3.21 pav. Nanodaleliy poveikio Iasteliy adhezijai vertinimas. Adhezija tirta nanodalelémis uzséjant kartu
su lgstelémis, vertinant po 3 val. (A) arba lgsteliy monosluoksnj paveikus 24 val. nanodalelémis (B).

Labiau iSreikSti adhezijos poky¢iai pastebéti antrame eksperimente, kai lastelés buvo veikiamos
su nanodalelémis parg. Siuo atveju. adhezijos sumazéjimas daugiau nei 10 % pastebétas tik su
ZnO ND paveiktose Mio lgstelése ir kokulttiroje (3.21 pav., B). Nors yra duomeny, jog ZnO ND
sustiprina adhezija Zmogaus monocity leukemijos Igstelése (Suzuki et al., 2014). Tuo tarpu ELP
paveiktose su visy trijy tipo nanodalelémis adhezija sustipréjo lyginant su kontrole. Ypa¢ didelis
adhezijos pokytis pastebétas visose lasteliy grupése paveiktose su CnV. ELP adhezija sustipréjo
145% lyginant su kontrole. MaZiausia jtaka CnV turéjo kokultiirai. Siuo atveju adhezijos stiprumas
buvo 14% didesni nei kontrolinéje lasteliy populiacijoje.

Apibendrinant Siuos duomenis galime teigti, kad ZnO neigiamai veikia tirty lasteliy adhezijos
stiprumg, tuo tarpu CnV veikimas prieSingas. Taciau tai biidinga ne visiems Igsteliy tipams.
Pavyzdziui, Esfanidiary (2014) pateikti duomenys rodo, CnV silpnina adipocity ir HEK293 linijos
lasteliy adhezijg. Taip pat literatiiroje aprasomas TiO2 neigiamas poveikis Iasteliy adhezijai (Hou
et al.,, 2013), tatiau mes savo darbe akivaizdaus TiO2 poveikio tirty lgsteliy adhezijai

nepastebéjome.
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ISVADOS

¢ Endoteliniy lasteliy pirmtakiy (ELP) bei miogeninés kilmés kamieniniy Iasteliy (Mio)
auginimas kokultiiroje neturéjo rySkesnés jtakos Siy Igsteliy proliferacijai, kolonijy
formavimo intensyvumui bei angiogeniniam potencialui, ta¢iau skatino aktyvesng
lasteliy migracija lyginant su ELP ir Mio Igstelémis augintomis atskirai.

e 7ZnO nanodalelés pasizyméjo didziausiu toksiniu poveikiu, taiau esant mazesnei - 1
ug/ml koncentracijai ZnO akivaizdziai skatino ELP — Mio lasteliy kokultiiros
proliferacija.

e ELP — Mio Igsteliy kokultiira buvo nezymiai atsparesné toksiniam TiO2 nanodaleliy
poveikiui, tac¢iau jautresné anglies nanovamzdeliy veikimui.

e Anglies nanovamzdeliai skatino stipresng ELP ir Mio Iasteliy bei jy kokultiiros
sgveika su pavir§iumi, o ZnO nanodalelés, atvirksciai, jg silpnino.

e ZnO nanodalelés didino kokultiiros judéjimo greitj, nors pavienéms lasteliy
populiacijoms jy jtaka nebuvo ryski. TiO2 nanodalelés pasizyméjo priesingu, lasteliy
migracija slopinané¢iu veikimu.

e 7nO nanodalelés neigiamai veiké ELP angiogeninj potenciala.
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