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IVADAS

Endotelinés lastelés-pirmtakés (ELP) yra gana reta lgsteliy populiacija, esanti Zzmogaus
kauly ¢iulpuose, virksteles kraujyje ir periferiniame kraujyje. Uzdegiminio proceso metu - sergant
ateroskleroze, iSemija arba hipertensija, Sios lgstelés migruoja j uzdegimo vietg, diferencijuojasi ]
subrendusias kraujagysliy lgsteles ir atstato pazeista audinj. Taigi, ELP yra ypa¢ svarbios

neovaskuliogenezei ir angiogenezei, taip pat vézio augimui bei vystymuisi.

Nustatyta, kad vykstant uzdegiminiam procesui organizme, susidaro reaktyviis deguonies
dariniai (RDD), kurie sukelia oksidacinj stresg, aktyviai veikiantj endoteliniy lgsteliy funkcijas, jy
mobilizacijg. Tyrimais parodyta, kad oksidacinis stresas sumazina ELP kiekj organizme, skatina jy
zutj apoptozés budu, taip slopindamas Siy lasteliy geb&jima atstatyti pazeistg audinj uzdegimo metu.
PI3K/Akt signalinis kelias yra atsakingas uZz lgsteliy iSgyvenimg jvairiy stresiniy poveikiy metu,
todel Sio kelio moduliavimas gali biiti veiksmingas terapinis taikinys uzdegimo metu. Taciau
mokslininkai yra nustate, kad ypatingai stipraus uzdegimo metu, Sio signalinio kelio veikla

susilpnéja, todél gali biti stipriai pazeidziamos ir ELP atstatomosios funkcijos.

Pastaraisiais metais vis placiau tiriami lasteliy struktdriniai ir funkciniai poky¢iali,
panaudojant jvairiomis technologijomis pagamintus mikrosubstratus. Sie tyrimai leidzia geriau
suprasti, kaip lasteliy morfologijos bei citoskeleto pasikeitimai veikia lasteliy struktiirg ir funkcijas.
Nustatyta, kad skirtingi mikrosubstratai gali keisti lgsteliy proliferacijos, apoptozes, citoskeleto

organizacijos procesus ir apskritai Igsteliy funkcionavima.

Darbo tikslas: jvertinti nepilnos diferenciacijos endoteliniy lasteliy savybes oksidacinio

streso metu.

UZdaviniai:
. Nustatyti vandenilio peroksido koncentracijas, kurios stabdo lgsteliy dauginimgsi ir
indukuoja jy zat;.
. Ivertinti Akt signaliniy molekuliy aktyvinimo charakteristikas, paveikus tiriamas Igsteles

parinktomis vandenilio peroksido koncentracijomis.

o Gauti endotelines lgsteles — pirmtakes su padidinta Akt kinazés raiska ir istirti PI3K/Akt
signalinio kelio vaidmenj endotelinése 1gstelése-pirmtakése atsako j oksidacinj stresg metu.

. Ivertinti, kaip oksidacinis stresas veikia Igsteliy adhezija ant fibronektinu dengty

mikrosubstraty.
12



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Endotelinés lastelés pirmtakés

Endotelinés Igstelés pirmtakés (ELP, angl. endothelial progenitor cells) yra gana reta Igsteliy
populiacija, cirkuliuojanti kraujyje, galinti diferencijuotis j endotelines Igsteles, kurios padengia
kraujagysles. Procesas, kurio metu vyksta de novo vaskuliarizacija dalyvaujant ELP vadinamas
vaskuliogeneze. Endotelinés lastelés pirmtakés taip pat atliecka svarby vaidmenj patologingje

angiogenezéje, kuri lemia vézio vystymasi ir augima (metastazavima).

Subrendusios endotelinés lastelés vystosi i§ angioblasty embriono stadijoje, 0 suaugusio
Zzmogaus organizme i§ ELP bei multipotentiniy endoteliniy lasteliy esanciy kauly ¢iulpuose. Pirmag
karta terminas ,,angioblastai buvo panaudotas prie§ §imta mety. Sis pavadinimas tuo metu
charakterizavo lasteles, i§ kuriy susidaro kraujo plazma, raudonieji kraujo kiineliai ir endotelinés
lastelés. Siuo metu mokslingje literatiiroje taip pat yra daznai naudojami terminai - ,,angioblastas® ir
»angiogenezé®, vykdoma daug moksliniy tyrimy, kuriy tyrinéjimo objektas yra endotelinés lgstelés-
pirmtakés. ELP pirma kartg aprasytos 1997 m. (Asahara ir kt., 1997) ir per paskutinj deSimtmetj joms
skiriamas didelis mokslininky démesys. Nustatyti trys pagrindiniai Sioms lgsteléms biudingi zymenys -
CD133, CD34 ir kraujagysliy endotelio augimo veiksnio receptorius (VEGFR-2). Sie Zymenys
aptinkami pirminiuose angioblastuose, lokalizuotuose kauly ¢iulpuose. ELP pradedéjus migruoti j
periferinj krauja, Sios lastelés pradeda sintetinti VE-kadhering, endoteling nitrito oksido (NO)
sintetaz¢ ir von Willenbrand faktoriy.

ELP kiekis periferiniame kraujyje yra labai mazas ir tiesiogiai priklauso nuo jvairiy veiksniy.
Sios lastelés turi ypatingai didelj potenciala, ieskant naujy gydymo strategijy Sirdies ir kraujagysliy
ligy gydymui (Kovacic ir kt., 2008).

1.1.1. Endoteliniy lasteliy-pirmtakiy charakterizavimas

Asahara su kolegomis 1997 m. i$spausdino straipsnj, kuriame detaliai aprasé ELP iSskyrimag
(Asahara ir kt., 1997). Lastelés, savo pavirSiuje turincios glikoproteing CD34 buvo pirmg kartg
i§skirtos 1§ periferinio kraujo, naudojant magnetinj mikrodaleliy atskyrimo metoda (angl. magnetic
microbeads method). Tokiu budu atskirtas lasteles, uzs¢jus ant fibronektinu dengto pavirSiaus, jos

prade¢jo diferencijuotis j endotelines Igsteles.
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CD133, 120 kDa transmembraninis peptidas, yra ankstyvyjy hemapoetiniy kamieniniy lgsteliy
pavirSiaus zymuo, kurio raiSka yra budinga hemapoetinéms kamieninéms lasteléms ir lasteléms
pirmtakéms, esan¢ioms zmoniy kauly Ciulpuose ir periferiniame kraujyje (Yin ir kt., 1997). Daugelio
autoriy duomenimis, ankstyvosios endotelinés lgstelés-pirmtakés, lokalizuotos kauly ¢iulpuose, savo
pavirSiuje Salia CD34, turi CD133 ir VEGFR-2 Zymenis, taCiau joms nebudinga kraujagysliy
endotelio (VE) kadherino ir von Willebrand faktoriaus raiska (Quirici ir kt., 2001). Suaugusio
zmogaus periferiniame kraujyje cirkuliuojan¢ios ELP nebeturi CD133 zymens, bet islaiko CD34 ir
VEGFR-2 raiska. IKki galo subrendusios ELP savo pavirSiuje ypatingai gausiai ekspresuoja VEGFR-2,
VE-kadhering ir von Willebrand faktoriy. Yra svarbu pazyméti, kad ELP, i§skirtoms i§ virkStelés
kraujo, nebudinga CD133 raiska (Yin ir kt., 1997). Tai galéty reiksti, kad subrendusios endotelinés
lastelés nebeekspresuoja CD133. Iki galo néra aiSku, kuriuo metu ELP praranda CD133 Zymen; - ar
migruodamos is kauly ¢iulpy j periferija, ar véliau - cirkuliacijos metu.

Cirkuliuojancios ELP savo pavir$iuje turi pavirSiaus Zymenis, kurie yra buidingi endoteliniam
audiniui: CD31, CD146, von Willebrand faktoriy, endoteling NO sintetaze ir E-selekting. Taciau $iy
Zymeny raiskos intensyvumas skiriasi (Asahara ir kt., 1997, Quirici ir kt., 2001, Kaushal ir kt., 2001).
1 lenteléje pateikiami pagrindiniai endoteliniy lgsteliy pavirSiaus Zymenys, panaudojami $iy Igsteliy
1$skyrimui.

1 lentelé. Pagrindiniai endoteliniy Igsteliy pavirSiaus zymenys, naudojami jy iSskyrimui (Watt ir kt.,
2010).

Lasteliy tipas PavirSiaus Zymenys

Proangiogeninés hemapoetinés lgstelés CD133 +, CD34+, CD309+ (VEGFR)

Cirkuliuojancios endotelinés lastelés CD146+, CD34+, CD31+, CD45-, CD105+
Kolonijas formuojancios endotelinés CD31+, CD133-, CD45-, CD14-
lasteles

Apibendrinant galima pazyméti, kad egzistuoja dvi ELP riiSys - ankstyvosios endotelinés
lastelés-pirmtakeés, iSskiriamos i§ kauly ¢iulpy, kurioms yra budinga CD133, CD34 ir VEGFR-2
raiSka, bei cirkuliuojan¢iame kraujyje aptinkamos ELP, kurios nebeturi CD133, taciau joms budinga
von Willebrand faktoriaus raiSka. Jdomius rezultatus paskelbé Harraz su kolegomis (Harraz ir kt.,

2001). Si mokslininky grupé nustaté, kad lastelés, kurioms nebiidinga CD34 raiska, yra CD14+
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monocity pogrupis, o Sie monocitai, savo ruoztu, gali diferencijuotis j endotelines lasteles.
Monocitams budinga daugelio endoteliniy lasteliy Zymeny raiska, jie angiogeninémis salygomis gali
sudaryti vamzdelio pavidalo struktiiras (Schmeisser ir kt., 2001). Monocitus veikiant jvairiais
veiksniais, pvz. VEGF, jie gali diferencijuotis j skirtingy fenotipy endotelinj audinj. Sis monocity
transdiferenciacinis potencialas tik patvirtina bendrg lgsteliy kilme i$ kauly ¢iulpuose lokalizuoty
hemangioblasty (Nishikawa ir kt., 2001).

1.1.2. Endoteliniy lasteliy-pirmtakiy mobilizacija

ELP mobilizacija i§ kauly ¢iulpy yra reguliuojama jvairiy augimo veiksniy - fermenty, ligandy
ir lasteliy pavirSiaus receptoriy. PavyzdZiui, daZnai yra tiriamas VEGF, kuris ypatingai stimuliuoja
ELP mobilizacija i§ kauly ciulpy (Kalka et al., 2000). Matrikso metaloproteinazés-9 (MMP-9)
aktyvacija sukelia membraninio Kit ligando virsma j tirpy Kit ligandg. O tai lemia kamieniniy ir
lasteliy-pirmtakiy, kurioms budinga c-kit raiSka, judéjima link vaskuliarinés zonos kauly ciulpuose.
Tai yra lgsteliy mobilizacijos iniciacijos stadija (Heissig ir kt., 2001). 1 paveiksle yra pavaizduotas

ELP mobilizacijos procesas kauly Ciulpuose.

Kanhy culpy stromos lastelés
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1 pav. ELP mobilizacija i§ kauly ¢iulpy (pagal Heissig ir kt., 2001).
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Kol kas néra iki galo aiSku, kokiu biidu ELP tampa pilnai subrendusiomis, diferencijuotomis
endotelinémis lastelémis in vivo. Viena i§ hipoteziy yra CD133 raiskos mazéjimas, o von Willebrand
faktoriaus raiSkos did¢jimas. Diferenciacijos proceso pradzia yra laikoma ELP migracija i§ kauly

Ciulpy.

1.2.  Oksidacinis stresas ir jo jtaka endoteliniy lasteliy savybéms

Oksidacinis stresas yra susijes su Sirdies ir kraujagysliy susirgimais - ateroskleroze, hipertesija
ir kt. Jis gali pasireiksti diabeto metu (Hwang ir kt., 2003). Oksidacinis stresas yra apibiudinamas
balanso tarp antioksidaciniy ir prooksidaciniy procesy vykstanciy organizme sutrikimu. O;” ir H,0,
turi didelés jtakos normaliam lgsteliy funkcionavimui ir signaly perdavimui. Kraujagysliy lastelés
palaiko antioksidacinius mechanizmus, apsisauganc¢ius nuo oksidacinio streso. Dazniausiai organizme
susidarancios reaktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species (ROS)) yra vandenilio
peroksidas (H,O,), hidroksido radikalas (OH'), superoksido anijonas (O;") ir peroksinitritas (ONOQ)
(Taniyama ir kt., 2003). Susirgus Sirdies ir kraujagysliy ligomis pro-oksidanty kiekis Zymiai padidéja.

Tai lemia sumazéjusia antioksidantiniy fermenty ekspresijg (Muller ir kt., 2004).

1.2.1. Vandenilio peroksidas

Vandenilio peroksidas (H,O,) yra stabili reaktyvaus deguonies forma, gebanti pereiti per
kraujagysliy lasteliy membranas ir veikti kaip signaliné molekulé. Fiziologinémis salygomis H,0;
susidaro jungiantis O, anijonams tarpusavyje, dalyvaujant superoksido dismutazei (Lassegue ir kt.,
2003) (2 pav.). Moksliniai tyrimai parodé, kad butent H,O, yra labai svarbus tarplasteliniams

signaliniams mechanizmams.

Si molekulé gali skatinti kraujagysliy lasteliy apoptoze, reguliuoti jy proliferacijg ir Ca* kiekj
lastelése (Brown ir kt., 1999). H,O; reguliacijai biitini trombocity augimo faktorius (PDGF),
epidermio augimo faktorius (EGF) ir angiotensinas Il. Vandenilio peroksidas taip pat aktyvina
mitogeny aktyvinamas proteinkinaziy signalinio kelio (MAPK) molekules, dalyvauja serino grupiy
forforilinimo ir defosforilinimo procesuose. Nustatyta, kad H,O, stimuliuoja atsparumg insulinui,
blokuodamas Akt signalinj kelig (Yamaguchi ir kt., 2003). Ivairiy sutrikimy metu H,O, virsta vandens

molekulémis, dalyvaujant katalazei - glutationo peroksidazei (Cai ir kt., 2003).
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2 pav. H,0; susidarymo organizme mechanizmas (pagal Muth ir kt., 2004).

H,0; plazmoje yra aptinkamas labai mazais kiekiais, nes jis labai greitai reaguoja su hemo
grupés baltymais ir dél Sitos priezasties endotelinés lastelés susijungia su cirkuliuojanéiu H,0;
(Hallowell ir kt., 2000). Be to, H,O; lengvai pereina per lgsteliy membranas. Esant uzdegiminiam
procesui organizme H,O; kiekis kraujagyslése gali siekti iki 100 pmol/l. Detalus mechanizmas, kuriuo
H,0; sukelia kraujagysliy lasteliy pazeidimus néra iki galo gerai iSaiskintas ir aprasytas. H,O; neturi
nesuporuoty elektrony ir yra maziau reaktyvus nei Kiti reaktyviis deguonies dariniai (RDD). Jrodyta,
kad H,0O, aktyvina signalinius kelius ir stimuliuoja RDD gamybg kraujagysliy lastelése. H,0,
aktyvina NADPH oksidazg, kuri produkuoja O;", sukeldama oksidacinj stresg organizme (Liet ir kt.,
2001). Endotelinése lgstelése H,O; taip pat stimuliuoja NO sintetazés ekspresija (Cai ir kt., 2003).
Nustatyta, kad endotelinés Iastelés in vivo susiduria su iSoriniu stresu, kuris i§ dalies kei¢ia lasteliy
metabolizmg ir funkcijas, pavyzdziui, NO (azoto oksido) iSskyrimg, NO sintetazés ekspresija,
vario/cinko superoksido dismutazés ir kity geny ekspresija (Davis ir kt., 2004; Griffith ir kt., 2002).
0,7, H,0, ir jy reakcijy produktai (3 pav.) veikia kraujagysliy Iasteliy funkcijas.
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3 pav. Biocheminis H,O, susidarymo ir metabolizmo kelias (pagal Cai et al., 2005).

1.2.2. Oksidacinio streso poveikis endotelinéms lasteléms

Oksidacinio streso jtaka endotelinéms lgsteléms-pirmtakéms Sirdies kraujagysliy susirgimy
metu gerai aprasyta. Uzdegimo metu ELP juda link pazeisto endotelio, integruojasi jame ir skatina
neovaskuliarizacijg. Siy susirgimy metu ELP kiekis Zymiai sumazéja ir susilpnéja jy funkcionalumas
(Yao ir kt., 2006). Tai lemia, kad organizmas negali pilnai palaikyti savo funkcijy, slopinamas
organizmo audiniy atsistatymas. Oksidacinis stresas organizme jvyksta, susidarius reaktyviems
deguonies dariniams arba laisviems deguonies radikalams. Reaktyvus deguonis organizme pazeidzia
biologines struktiiras ir yra laikomas pagrindiniu veiksniu, nulemianc¢iu tokiy susirgimy kaip
ateroskleroze, atsiradimg (Torsney ir kt., 2005). RDD veikimas pasireiskia tiesioginiu citotoksiniu
poveikiu kraujagysliy endoteliui. Padidéjes superoksido susidarymas organizme sumazina ELP kiekj

ir sutrikdo jy funkcijas organizme.

Yra nustatyta, kad inkubuojant ELP su didelémis H,O;, koncentracijomis, yra sukeliama Siy
lasteliy priesSlaikiné apoptozé ir patikimai sumazinamas jy kiekis (Hung ir kt., 2003). Tyrin¢jant
dirbtinai sukelta miokardo infarkta modeliniuose gyvinuose — Ziurkése, buvo nustatyta, kad RDD
susidarymas yra tiesiogiai proporcingas sumaze¢jusiam ELP kiekiui kraujyje. Taip pat yra Zinoma, kad
oksidacinis stresas ne tik sumazina ELP skaiciy, bet ir pazeidzia pagrindines jy funkcijas, o tai lemia
sutrikusig kraujagysliy homeostaze (Lin ir kt., 2012). I§ kitos pusés, padidéjes oksidacinis stresas

tiesiogiai veikia ELP mobilizacijg pazeidimo vietoje.

18



1.2.3. Oksidacinio streso veikimo mechanizmai

Oksidacinis stresas sukelia endotelio disfunkcijg ir 1gsteliy pazeidimus, dazniausiai lemiancius
ateroskleroze ir kitus kardiovaskuliarinius susirgimus (Cai ir kt., 2000; Harrison ir kt., 2003). O;~
susidaro organizme, dalyvaujant jvairiems lastelés fermentams - NADPH oksidazei, ksantino
oksidazei, ciklooksigenazei ir kitiems mitochondrijy kvépavimo grandinés fermentams (Wolin ir kt.,
2002). Be to, endoteliné azoto oksido sintetazé¢ (NOS), kai yra nesusijungusi su savo substratu, gali
produkuoti didelj kiekj Oy~ (Landmesser ir kt., 2003).

Ksantino oksidazés arba gliukozés oksidazés organizme gamina H;O,, Kuris, savo ruoztu,
stimuliuoja endoteliniy lasteliy proliferacija (Ruiz-Ginez ir kt., 2000). Signaliniai keliai, kurie

dalyvauja endoteliniy lasteliy proliferacijos ir apoptozés reguliacijoje yra pavaizduoti 4 paveiksle.

Tyrimai rodo, kad H,O, turi didele jtaka lgsteliy proliferacijai. Esant padidéjusiai katalazés
arba citoplazminés gliutationo peroksidazés ekspresijai endoteliniy lasteliy proliferacija yra slopinama
(Zanetti ir kt., 2002). Lasteliy proliferacija reguliuoja p90 RSK, kurj indukuoja H,O, Taip pat H,O,
efektyviai padidina VEGF, kuris tiesiogiai veikia endoteliniy lasteliy pirmtakiy proliferacija,
migracijg, ekspresija ir sekrecijg (Chua ir kt., 1999).
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4 pav. HyO; aktyvinami signaliniai keliai, dalyvaujantys endoteliniy Igsteliy proliferacijoje ir
apoptozeje (pagal Cai ir kt., 2005).
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Be to, nustatyta, kad H,0, padidina eukariotinio baltymy sintezés iniciacijos faktoriaus eIF4E
ekspresija, tokiu biidu indukuodamas endoteliniy lasteliy migracijg. Nemazai moksliniy tyrimy rodo,
kad H,O; reguliuoja angiogenezg ir VEGF ekspresija in vivo. O endoteliniy lasteliy proliferacija ir

angiogenez¢ yra labai svarbi iSemijos pazeisto audinio regeneracijai.

Tyrimy metu buvo nustatyta, kad virkstelés kraujo kilmeés endotelinés lgstelés yra jautresnés
oksidacijai, nei pavyzdziui aortos endotelinés lgstelés. Paveikus i§ aortos iSskirtas endotelines 1gsteles
200 pmol/l H,0, koncentracija, jokio poveikio lasteliy gyvybingumui nustatyta nebuvo. Tuo tarpu,
paveikus i$ virkstelés kraujo iSskirtas endotelines lgsteles didéjanc¢iomis H,O, koncentracijomis nuo
50 iki 100 pmol/l buvo nustatyta suaktyvéjusi apoptozé (Thomas ir kt., 2004). Sis tyrimas taip pat
parodé, kad H,0O, indukuota apoptozé, dazniausiai vyko dalyvaujant JNK. Kity moksliniy grupiy
atlikti tyrimai taip pat patvirtina, kad JNK/c-Jun kelias atlicka svarby vaidmenj H,O, indukuotoje
apoptozéje (Cia ir kt., 2005).

Kitais duomenimis, 800 uM H,0, koncentracija indukuoja endoteliniy lgsteliy apoptoze in
vitro (Niwa ir kt., 2003). Eksperimenty rezultatai parodé, kad 500 pM koncentracija patikimai
sumazino endoteliniy lasteliy gyvybinguma per pirmas keturias H,O, poveikio valandas. Parodyta,
kad veikiant Igsteles H,O,, per pirmas 30 minu¢iy Anneksinas V prisijungé prie endoteliniy Igsteliy
plazminés membranos, o praéjus dar 30 minuciy, jo kiekis padvigubéjo. Po 4 H,O, poveikio valandy
stebima DNR fragmentacija, patvirtinanti lasteliy Zzatj apoptozés biidu. Siuos duomenis patvirtina

kaspazés-3 aktyvacija praéjus vienai H,O, poveikio valandai (Gulden ir kt., 2010).

Nuo citotoksinio H,O, poveikio i§ virkstelés kraujo iSskirtas endotelines lasteles apsaugo
PI3K/Akt signalinis kelias (Martindale et al., 2002; Thomas ir kt., 2002). Teigiama, kad H,0,
aktyvina/fosforilina Akt ir, tokiu budu, uztikrina Sios signalinés molekulés antiapoptozinj veikima.
Parodyta, kad panaudojus PI3K inhibitoriy, Ly294002, yra slopinama Akt aktyvacija ir skatinama

apoptoze.

Kaip ir ERK aktyvinimo atveju, Akt aktyvacija po oksidacinio poveikio jvyksta dalyvaujant
augimo veiksniy receptoriams. Pavyzdziui, H;O, paveikus Hela lasteles, Sios medziagos inicijuotas
signalo perdavimas vyksta per EGF receptoriy, o panaudojus specifinj Sio receptoriaus inhibitoriy, Akt
aktyvumas slopinamas (Wang ir kt., 2000). PI3K/Akt kelio aktyvacija vyksta oksidacinio streso metu
ir §i aktyvacija yra labai svarbi lgsteléms, nes tokiu biidu lagstelés gali apsisaugoti nuo apoptozés ir

iSgyventi.
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1.3. Akt signalinio kelio jtaka endoteliniy lasteliy pirmtakiy migracijai, proliferacijai ir

gyvybingumui

Akt yra serino/treonino baltymy kinaz¢, aktyvuojama skirtingy augimo veiksniy ir citokiny
nuo fosfatidylinositol- 3-kinazés priklausomu keliu. Anti-apoptozinis Akt aktyvumas reguliuoja
pagrindines lgsteliy funkcijas: migracijg, gliukozés metabolizmg ir baltymy sintez¢. Yra svarbu
pazymeti, kad Akt signalinis kelias endotelinése lgstelése yra svarbus kraujagysliy homeostazei

palaikyti ir angiogenezei (Carmeliet ir kt., 2000).

Zinduoliy genome yra nustatyti tris Akt genai: Aktl/PKBo, Akt2/PKBp ir Akt3/PKBy (Datta
ir kt., 1999). Sie genai koduoja baltymus, turindius plekstrino homologijos domenus (PH) N-galuose,
centrinj kinazinj domeng ir reguliacinj domeng C- gale. Visi Sie genai yra aktyviai ekspresuojami
jvairiuose audiniuose, bet Aktl yra daugiau btidingas smegeny, Sirdies raumens ir plau¢iy audiniams,
Akt 2 - raumeniniam audiniui, o Akt 3 raiska yra padidéjusi smegenyse, skydliaukéje ir embrioninio
vystymosi metu (Brodbeckir kt., 1999). Nestimuliuotose lastelése Akt baltymai daZniausiai yra
citoplazmoje ir turi dvi nefosforilintas sritis: treonino 308 ir serino 473. Veikiant augimo veiksniams,
PH domenas susijungia su PI3K ir prisijungia prie plazmos baltymy. Toliau Akt yra fosforilinama kity
kinaziy: nuo 3-fosfoinozitido baltymo priklausoma kinazés 1 ir 2 (angl. pyruvate dehydrogenase
lipoamide kinase isozyme 1 - PDK1 ir PDK2) (Downward ir kt., 1998). Aktyvi Akt gali fosforilinti
savo substratus. Vieni jy - plazminés membranos baltymai. Akt defosforilina ir inaktyvuoja baltymy
fosfatazés, pavyzdziui baltymy fosfatazé 2A (PP2A). 5 paveiksle yra pavaizduota PI3K/Akt kelio
schema. Akt yra svarbiausia PI3K signalinio kelio molekulé reguliuojanti lasteliy gyvybinguma
(Franke ir kt., 1995). PI3K/Akt signalinio kelio taikiniai yra apoptoze¢ reguliuojancios molekulés: Bad,
FKHR, IKKalfa (Brunet ir kt., 1999). Yra Zinoma ir kity PI3K/Akt signalinio kelio funkcijy. Tai
gliukozés transporterio GLUT4 translokacija; glikogeno sintezé, inaktyvuojant glikogeno sintazés
kinaze 3 (GSK3); lasteles ciklo reguliacija per zmogaus telomery atvirkStinés transkriptazés
subvieneta (hTERT); baltymy sintezés skatinimas, fosforilinant mTOR (Shah ir kt., 2000).
Apibendrinant Akt vaidmenj galima pasakyti, kad tai yra daugiafunkciné baltymy kinaze, aktyviai
reguliuojanti lasteliy gyvybinguma.
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5 pav. PIBK/Akt kelias ir pagrindinés Sio kelio signalinés molekulés (pagal Yang ir kt., 2006).

1.3.1. Akt vaidmuo, reguliuojant endoteliniy lasteliy savybes

Kraujagysliy endotelio augimo veiksnys (VEGF) yra svarbus endotelinéms Igsteléms, nes
aktyvina Siy lasteliy funkcijas, gyvybinguma (Alon ir kt., 1995). VEGF vaidmuo, reguliuojant Siy
lasteliy gyvybinguma pasireiskia, aktyvinant Flk1/VEGFR2-PI3K-Akt signalinj kelig (Gerber ir kt.,
1998). Yra nustatyta, kad endoteliniy lgsteliy gyvybingumas, reguliuojamas PI3k/Akt signalinio kelio,
gali buti priklausomas ir nuo kity veiksniy: angiopoetino-1 (Ang-1), insulino, nuo insulino
priklausomo augimo veiksnio-1 (IGF-I), hepatocity augimo veiksnio, mazy proteoglikany - dekoriny,

estrogeno, aktyvaus deguonies formy (pvz. H,O,) (Dimmeler ir kt., 1998).

Augimo veiksniy aktyvinama angiogenezé yra labai priklausoma nuo rysSiy tarp lgsteliy ir
tarplgstelinio uzpildo (TU) baltymy. VEGF nulemta Akt aktyvacija taip pat labai priklauso nuo
lastelés saveikos su TU. Lasteliy ir TU sgveika uZtikrinama per membranoje esanciy baltymy
integriny molekules. 6 paveiksle pavaizduotas VEGF ir lastelés sgveikos su TU nulemiamas
endoteliniy Igsteliy gyvybingumas. Kai integrinai susijungia su TU baltymais, jie aktyvinasi

(susigrupuoja) ir susijunge su Igstelés aktino citoskeletu per jungiamasias molekules duoda signalg
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6 pav. VEGF ir EMB jtaka endoteliniy lasteliy gyvybingumui ( pagal Shiojima ir kt., 2002).

formuotis sutelktiniam salyciui (angl. focal adhesion, SS) ir aktyvinti tarplastelinius signalus (Hafezi-
Moghadam ir kt., 2002).

Angiogeniniais veiksniais stimuliuotos endotelinés Igstelés labai gausiai ekspresuoja oyfs3
integring. ayP3 integrinas, savo ruoztu, jungiasi su VEGF ir trombocity augimo veiksnio (PDGF)
receptoriais (Brooks ir kt., 1994). Apibendrinant galima teigti, jog signalai gauti 1§ integriny,
endoteliniy Igsteliy sgveikos su TU metu, yra labai svarbiis reguliatoriai, uZtikrinantys nuo augimo
veiksniy priklausoma lgsteliy iSgyvenamumg ir angiogeneze, reguliuojamag PI3K/Akt signalinio kelio
(Shiojima ir kt., 2002).

Endoteliniy lasteliy ypatybé migruoti ir sudaryti kapiliaro pavidalo struktiiras yra jprasta in
vivo angiogenezéje (Carmeliet ir kt., 2000). VEGF padidina endoteliniy lasteliy migracijg ir
kapiliariniy struktiry formavima in vitro, taip pat veikiant PI3K/Akt signaliniam keliui. Panasiu
veikimu pasizymi ir kiti veiksniai. Yra nustatyta, kad S1P baltymas inicijuoja endoteliniy Igsteliy
migracija ir kapiliariniy struktiiry formavima in vitro. Tai vyksta dalyvaujant PI3K/Akt signaliniam
keliui. O oksiduoti mazo tankio lipoproteinai (LDL) slopina endoteliniy lgsteliy migracija, skatindami
Akt defosforilinimg. Tyrin¢jant kity raiSiy lasteles buvo nustatyta, kad jy migracija link lasteliy
judéjimag skatinanéiy medziagy (angl. chemoatractants), taip pat reguliuoja PI13K/Akt signalinis kelias.
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Lasteliy judé¢jimo metu vyksta aktino citoskeleto reorganizavimas (Meili ir kt., 1999).
Endotelinése lastelése VEGF indukuotai migracijai yra labai svarbios Rho Seimos GTPazés (Li ir kt.,
2000). Siuo metu yra vyraujanti kontraversika nuomoné apie Akt sgveika su G baltymu. I§ vienos
pusés Akt neigiamai reguliuoja Racl aktyvumg, fosforilindama Racl ir slopina jo GTP jungiantj
domeng, 0 i$§ kitos pusés — Akt fosforilina S1P receptoriy EDG-1 ir skatina Rac aktyvacija bei
endoteliniy lasteliy migracija (Lauffenburger ir kt., 1996).

Kitas svarbus baltymas aktyvinantis Akt ir reguliuojantis Igsteliy migracija yra p21 aktyvuota
proteinkinazé (PAK). PAK yra daznai apibiidinama, kaip su Rac-1 susijungiantis baltymas. Yra
parodyta, kad PAK aktyvina Rac arba Cdc42, o S8is, savo ruoztu, reguliuoja citoskeleto
reorganizavimg. Siuo metu yra manoma, kad PAK Seimos proteinkinazés yra efektyviis Akt

aktyvatoriai, kurie reguliuoja endoteliniy Igsteliy migracija (Higuchi ir kt., 2001).

1.3.2. PI3K/Akt signalinio kelio reguliacija oksidacinio streso metu

PI3K/Akt aktyvacija pasireiSkus oksidaciniam stresui vyksta dalyvaujant jvairiy augimo
veiksniy receptoriams. H,O, aktyvuoja PI3K/Akt signalinj kelig per EGF receptoriy, o specifiniai EGF
slopikliai efektyviai slopina PI3K/Akt kelia (Wang ir kt., 2000). Nustatyta, kad H,O, paskatinta
PI3K/Akt signalinio kelio aktyvacija pirminiuose fibroblastuose jvyksta dalyvaujant PDGF

receptoriams ir $iai aktyvacijai EGF inhibitoriai poveikio neturi (Klotz ir kt., 2000).

Yra nustatyta, kad PI3K/Akt signalinio kelio aktyvacija, esant oksidaciniam stresui, yra labai
svarbi lagsteliy iSgyvenamumui ir gali bati regulivojama PI3K inhibitoriaus vortmanino (angl.
wortmannin), kuris yra daug efektyvesnis PI3K inhibitorius nei Ly294002. Panaudojus PI3K
inhibitoriy yra blokuojamas H,0O, aktyvintas signalo perdavimas PI3K/Akt keliu ir skatinama Igsteliy
zutis (Sonoda ir kt., 1999). Modifikuojant/padidinant Akt signalinés molekulés raiskg gali buti

padidinamas lasteliy atsparumas oksidaciniam stresui (Wang ir kt., 2000).

PI3K/Akt signalinis kelias skatina lgsteliy iSgyvenimg oksidacinio streso metu, slopindamas
baltymus, atsakingus uz apoptozés vykdyma - BAD, kaspaze-9, GSK3 ir IKKa. (Martindale ir kt.,
2002). Dar vienas mechanizmas, kuriuo aiskinamas PI3K/Akt signalinio kelio nulemiamas lasteliy
isgyvenamumas po H,O, poveikio, yra ASK1 fosforilinimas, neleidziantis Siai kinazei aktyvinti

Zemiau esan¢iy kinaziy - INK ir ATF2.
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14. Endoteliniy 1asteliy pirmtakiy struktiiriniai ir funkciniai tyrimai, panaudojant
mikrosubstratus

Vis daugiau mokslininky tiria lgsteliy struktiirinius ir funkcinius pokycius, panaudodami
mikrosubstratus (angl. micropattering), pagamintus jvairiais litografijos metodais, pavyzdziui, Dip-
Pen nanolitografija (angl. Dip-Pen Nanolithography) ir fotopersodinimas (angl. photograffting). Sie
tyrimai leidzia geriau suprasti, kaip Igsteliy morfologijos bei citoskeleto pasikeitimai veikia lgsteliy
struktirg ir funkcijas. Yra nustatyta, kad skirtingi mikrosubstratai gali keisti lasteliy proliferacijos,
apoptozes, citoskeleto organizacijos procesus ir, apskritai, Igsteliy funkcionavimg. Tikimasi, kad
ateityje tokie mikrosubstratai galés biiti pritaikomi biomedicininés inZinerijos tyrimuose
(angiogenezéje, lasteliy migracijoje ir audiniy inZinerijoje). DaZniausiai mikrosubstraty gaminimui
pagrindu naudojami ploni stiklo pavirSiai, kurie yra apdorojami Igsteléms netoksiSkomis
medziagomis. Véliau ant tokio pavirSiaus, pasitelkiant jvairias metodikas, yra ,,prikabinami‘ jvairts

tarplastelinio uzpildo (TU) baltymai (fibronektinas, lamininas ir t.t.).

Mikrosubstraty linijy dydis veikia endoteliniy lasteliy i$sidéstyma ir orientacija. Mazinant
linijy plotj, didéja tvarkingai i$sidéscCiusiy lasteliy kiekis (Jang ir kt., 2010). Maksimalus linijy plotis,
kurj autoriai naudoja endoteliniy lasteliy tyrimams ant mikrosubstraty yra 200 pum. Atlikta nemazai
tyrimy, kuriy metu buvo tirtos 15, 30 ir 60 pum plocio fibronektino linijos. Ant 60 pm plocio linijy
lastelés visiskai nelieté linijy krasty, kontaktavo tarpusavyje ir buvo tvarkingai i§sidés¢iusios. 15 pm
linijjose dé¢l reto lasteliy iSsidéstymo buvo stebimas didziausias lasteliy pailgéjimas (elongacija).
Autoriai pazymi, kad didinant linijy storj (nuo 200 nm iki 1 pm) didéja tvarkingas lasteliy
i$sidéstymas, vyksta jy elongacija (Vartanian ir kt., 2009). 7 paveiksle parodytos taisyklingai

iSsidésciusios endotelinés lgstelés ant fibronektinu dengty mikrosubstraty.
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7 pav. Endotelinés lastelés ant jvairios formos fibronektino mikrosubstraty. Lasteléms vaizdinti
panaudoti antik@inai prie$ akting (Anderson ir kt., 2011).

Nemazai jtakos endoteliniy Iasteliy morfologijai turi ir tarpai tarp linijy. Tose vietose, kurios
néra padengtos TU baltymais, bet yra citofilinés, lastelés pradeda formuoti tiltus tarp linijy. Tokiu
budu lagstelés sgveikauja. TaCiau Sie duomenys nevienareikSmiai. Vieny lasteliy taisyklingas
i$sidéstymas yra stebimas ant linijy, kai jy plotis siekia 10-20 um. Dvi endotelinés Iastelés gali
i§sidéstyti ant 30 pm plocio linijos (Jiang ir kt., 2002). Yra nustatyta, kad kai fibronektino linijos
plotis bei tarpai tarp linijy 5 um, lastelés visiskai nesirikiuoja. Taciau padidinus linijy plotj ir tarpus
iki 10 um, lastelés taisyklingai iSsidésto ant tokiy mikrosubstraty linijy (Kofron ir kt., 2009). Di Canio
ir kt., nustat¢ fibronektino linijy ploc¢io ribg - 9,2 um, nuo kurios endotelinés lastelés, iSskirtos 1§
Zmoniy vainikiniy arterijy, pradeda tvarkingai iSsidéstyti. Autoriy nuomone, kad toks tvarkingas
lasteliy iSsidéstymas ant mikrosubstraty priklauso nuo lgsteliy branduolio dydzio (Di Canio ir kt.,
2010).

Mikrosubstraty pavirSiuose galima formuoti ir jvairiy formy bei dydziy TU baltymy saleles
(kvadratus, apskritimus, zvaigzdés formos saleles ir t.t.). Pasitelkus pavienes fibronektino saleles ant
mikrosubstraty buvo atlikti tyrimai, kuriy metu buvo nustatyta, kad ant kvadrato formos, 20-40 um
plocio, fibronektino saleliy, lastelés jgaudavo kvadrato formga, o kai kvadrato plotis buvo sumazintas

iki 5 pum Igstelés buvo taisyklingo apskritimo formos (Kam ir kt., 2001).

Mikrosubstratai naudojami ir specifiniy citoskeleto elementy pokyciy tyrimams. Nustatytas
ju poveikis aktino i§sidétymui, sutelktiniam saly¢iui, mikrotubuléms. Taciau mikrosubstratai neveiké
citoskeleto baltymo vimentino arba VE-kadherino raiskos. Tyrimai parodé, kad aktino kiekis
patikimai mazéja, lasteles uZsé€jus ant mazesniy nei 15 pm plocio linijy (Wu ir kt., 2007). Aktino
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taisyklingas iSsidéstymas prasidédavo pirmg valanda po Igsteliy uzséjimo ant mikrosubstrato ir tesési

iki 24 valandos.

Sutelktinio saly¢io viety skaiCius didesnis lgsteléms augant ant mikrosubstraty, nei ant
kontrolinio lygaus pavirsiaus, jos koncentruojasi ties linijy krastais. Kai kurie autoriai pastebi, kad Sio
tipo saveiky su substratu mazéja, kai fibronektino linijy plotis yra mazesnis nei 15 pm. Uzséjus
endotelines lgsteles ant kvadrato formos fibronektino saly (10-50 pum), SS pirmiausia susidaro ties
kvadrato krastais, kur jtempimo jégos yra didziausios (Uttayarat ir kt., 2005). Priestaringi rezultatai
buvo gauti, kai buvo séjamas skirtingas endoteliniy lasteliy tankis ant substraty. Nustatyta, kad
didinant lgsteliy tankj, mazéja SS viety kiekis. SS ant substraty dazniausiai susiformuoja per pirmas

24 valandas po lasteliy uzséjimo.

Mikrosubstratai daznai yra naudojami lgsteliy proliferacijai ir kontaktams tarp jy tirti. Yra
nustatyta, kad susidar¢ kontaktai tarp lasteliy ant mikrosubstraty pavirSiaus (2-4 lastelés) skatina
proliferacija, lyginant su pavienémis lgstelémis. Tai jrodo ir tyrimai atlikti vienos lgstelés plocio linijy
— ant Siy linijy lastelés dauginasi zZymiai greiciau, nors tipiniu atveju tvarkingas i$sidéstymas neturi
itakos lasteliy proliferacijai. Dike ir kt. savo tyrimuose parode, kad ant 10 pm plocio linijy endotelinés

lastelés sustoja proliferuoti jau po 72 valandy (Dike ir kt., 1999).

Ribotas lasteliy uzs¢jimo plotas didina endoteliniy lgsteliy programuota Zitj - apoptoze¢. Yra
nustatyta, kad uzséjus endotelines Igsteles ant 10 pm skersmens apskritimy, lastelés labai greitai
pradeda zuti. Wu ir kt. nustaté, kad uzséjus Igsteles ant 15 um plocio linijy 50 % lasteliy pradeda
apoptotiSkai Ziti jau po 12 valandy. O uzséjus tas pacias endotelines lgsteles ant 30 um plocio linijy,

apoptozé stebima nebuvo (Wu ir kt., 2007).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Naudotos medziagos

Lasteliy auginimui buvo naudojama Iscoves‘s modifikuota Dulbecco terpé (IMDM) (Gibco),
praturtinta 10% fetaliniu verSelio serumu (toliau tekste:FVS) (Lonza) ir antibiotikais (penicilinu 100
TV/mL), streptomicinu (100 pg/mL) (Lonza). Mikrosubstraty praplovimams buvo naudojama IMDM
terpé su triguba antibiotiky - penicilino, streptomicino, koncentracija. Adheziniy lasteliy
monosluoksnio suardymui naudotas 0,25% tripsino-EDTA (etilendiamino tetraatco riigstis) tirpalas

(Lonza).

Etanolis (96,3°) (Merck chemicals); MTT (3-(4,5- dimetiltiazol- 2 — yl) — 2,5- difeniltetrazolio
bromidas) (Sigma-Aldrich); 0,4% tripano mélio tirpalas (Sigma-Aldrich); akridino oranzas (toliau
tekste: AO) (Molecular Probes); etidzio bromidas (toliau tekste :EB) (Molecular probes); fosfatinis
buferis (80 mM Na,PO,4, 20mM NaH,PO,4, 100 mM NaCl) (toliau tekste: FB) (Lonza); 10 mM Tris-
HCL tirpalas (Lonza); 50 mM NaCl (Applichem); 5 mM NaF (Applichem); aprotininas (Sigma-
Aldrich); 1 mM fenilmetilsulfonil fluoridas (toliau tekste: PMSF) (Applichem); 2 mM NazVO,
(Applichem); natrio dodecilsulfato buferio (toliau tekste: NDS) (Merck chemicals); 30 % akrilamido
tirpalas (Applichem); 2% bis-akrilamido tirpalas (Applichem); 1 M HCI tirpalas (Applichem); 0,1 %
Triton X-100 reagentas (Applichem); vandenilio peroksidas 30% (toliau tekste: VVP) (Sigma-Aldrich);
lasteliy transfekcijos rinkinys (Qiagen); Ly294002 inhibitorius, wortmannin, Akt inhibitorius VIII
(Sigma- Aldrich); pirminiai antikiinai prie§ Akt (Cell signaling); antriniai antikiinai prie§ ozkos IgG

konjuguoti su kreiny peroksidaze (HRP) (Abcam).

Lasteliy auginimo flakonai (BD Falcon); termostatas, kuris palaiko 37 ° temperatirg ir 5%
anglies dioksido (toliau tekste: CO,) (Thermofisher Scientific); pipetés; laminaras (Thermofisher
Scientific), centrifuga (Thermofisher Scientific), spektrofotometras - Themoscientific Varioskan Flash,
purtyklé (Eppendorf Thermomix Comfort); 12, 24 ir 96 duobuciy plokstelés; invertuotas mikroskopas
Olympus CKX41, $viesinis mikroskopas Olympus CK40, fluorescencinis mikroskopas OlympusiX50;
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2.2. Tyrimo metodai

2. 2. 1. Kraujagysliy kilmés endoteliniy Iasteliy skyrimas

Kraujagysliy kilmés endotelinés lagstelés buvo skirtos i§ laboratorinés ziurkés plautinio
kamieno. Ziurkei atlikus eutanazija buvo paimtas kraujagyslés audinio fragmentas. Eksperimentas
buvo atliktas vadovaujantis LR Valstybines maisto ir veterinarijos tarnybos Leidimu naudoti
laboratorinius gyviinus mokslo tiriamajam darbui Nr. 0212, 2011-02-04. Biopsijos metu paimamas
audinio gabaliukas buvo inkubuojamas tripsino/kolagenazés tirpale, iSskirtos lastelés buvo uzpilamos
auginimo terpe (IMDM su FVS ir antibiotikais). Lastelés auginamos 37 °C termostate, esant 5 % CO,,
Mazdaug po dviejy savai¢iy susiformavo endoteliniy lasteliy monosluoksnis. Sj lasteliy kultiira buvo

pers¢jama 1-2 kartus per savaitg.
2.2.2. Lasteliy auginimas in vitro

Lasteliy monosluoksnis flakonélyje buvo apziiirimas invertuotu mikroskopu, auginimo terpe
nupilama ir lgsteliy monosluoksnis 2 kartus praplaunamas EDTA- tripsino tirpalu. Antrg kartg
praplovus buvo paliekama 0,5 ml tirpalo ir flakonélis dedamas 3-5 min. j§ 37 °C termostata.
Monosluoksniui disocijavus suspensija buvo skiedziama terpe (IMDM su FVS ir antibiotikais),
lastelés suskai¢iuojamos ir iSséjamus | naujus flakonélius arba naudojamos tolimesniems

eksperimentams.
2.2.3. Lasteliy veikimas tiriamosiomis medziagomis

. Lastelés buvo iSs¢jamos i 24 duobuciy ploksteles, ~30000 Igst./ml tankiu. Lasteléms esant
eksponentinéje augimo stadijosje (praéjus 20-24 val. po i8séjimo) jos buvo veikiamos didéjan¢iomis

tirlamosios medziagos - H,O, koncentracijomis (nuo 50 iki 300 pM),

o Tiriant Akt kinazés vaidmenj, Akt signalinio kelio inhibitoriai Ly294002 (20 pM), wortmanin
(1 uM) ir Akt inhibitorius VIII (10 uM) buvo pridedami j prie§ 24 val. i$séty lasteliy terpe 30 min.

pries lagsteles paveikiant H,0,.
2.2.4. Lasteliy skaiciaus ir jy gyvybingumo jvertinimas tripano méliu

Lasteliy skaicius ir gyvybingumas buvo nustatomas, remiantis negyvy lasteliy membranos

pralaidumu. DaZant lgsteles tripano méliu negyvos Igstelés greitai nusidazo tamsiai mélyna spalva
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(Seglen,1976). Vertinimui buvo naudojamas 0,4 % tripano mélio tirpalas, paruoStas FB. Lasteliy
monosluoksnis buvo suardomas 0,25 % tripsino- EDTA tirpalu, lagstelés praskiedziamos auginimo
terpe. Gerai sususpendavus buvo paimama 20 pl Igsteliy suspensijos ir 20 pl tripano mélio tirpalo
(lygiomis dalimis). Lastelés buvo skaiciuotos Goriajevo kameroje, naudojant $viesinj mikroskopa.
Gyvy lasteliy skaicius (N) yra isreiSkiamas lgsteliy skai¢iumi viename ml Igsteliy suspensijos (I1gsteliy
sk./ml):
N=a-n-1000/ V
Kur:  a- suskaiciuotas lgsteliy skaicius kameroje;

n- praskiedimas

V- kameros tiris lygus 0,9 mm?;
2.2.5. Lasteliy gyvybingumo vertinimas su AQ/EB miSiniu

Lasteliy gyvybingumas buvo vertinamas liuminescentinés mikroskopijos metodu, naudojant
fluorescuojantj, su dezoksiribonukleortig§timis (toliau tekste: DNR) besijungiantj dazy miSinj: AO —
100 pg/ml ir EB — 100 pg/ml istirpintus FB. | 25 ul tiriamos lasteliy suspensijos imama 1 ul dazy
misinio. 10 pl tokio paruosto nudazyty Iasteliy misinio dedama ant objektinio stiklelio, uzdengiama
dengiamuoju stikleliu. Analizuojama fluorescenciniu mikroskopu. AO daZas susijungia su dvigrande
DNR ir nudazo branduolj Zaliai. AO taip pat jungiasi su ribonukleortigStimis (toliau tekste: RNR) ir
viengrande DNR ir nudaZzo rausvai oranzine spalva. SuskaiCiuojant visas lgsteles ir jvertinant
gyvy/negyvy lasteliy skai¢iy AO/EB nudaZytoje suspensijoje, galima spresti apie lgsteliy
gyvybinguma. Tokiu biidu nudaZytoje lasteliy populiacijoje galima iSskirti keturiy rasiy lasteles (8
pav.): gyvas lasteles (ryskiai Zali branduoliai), gyvas apoptozines lasteles (zalsvos, su fragmentuotais
branduoliais), negyvas apoptozines (oranzinés spalvos su fragmentuotais branduoliais), nekrozines

lasteles (oranzinés spalvos su vientisais branduoliais (Mercille ir kt. 1994).
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8 pav. Diferencijuotas lasteliy dazymas AO/EB dazy miSiniu: A — gyvos lastelés, B — gyvos
apoptozinés lastelés, C - negyvos apoptozinés lasteles, D - nekrozinés lastelés. Fotografuota
fluorescenciniu mikroskopu Olympus 1X51.

Kiekviename pavyzdyje du kartus skai¢iuojama po 100 lasteliy. Lasteliy pasiskirstymas

populiacijoje skai¢iuojamas procentais.
2.2.6 Lasteliy proliferacijos vertinimas MTT metodu

Endoteliniy Iasteliy proliferacija buvo vertinama naudojant MTT reagenta. Metodas Yyra
paremtas tuo, kad gyvy lasteliy mitochondrijy fermentai redukuoja tirpy geltonos spalvos MTT |
violetinés spalvos netirpius formazano kristalus (9 pav.). Gyvy lasteliy skaicius yra tiesiogiai
proporcingas susidariusio produkto — formazano kiekiui, kuris jvertinamas spektrofotometriskai 570

nm bangos ilgyje, gautus netirpius produktus istirpinus etanolyje.

N
Q_</ ' N=N
=N_§ =N_-S
N _
W fcm IGJCW
MTT CH, FORMAZANAS CFe

9 pav. MTT redukcijos reakcija (Huamin ir kt. 2002).

Paruosta lasteliy suspensija, kurios tankis 30000 last./ml, i§s¢jama j 24 duobuciy plokstele.
Auginama termostate 37 °C, 5% CO, Po nustatyty laiko intervaly (24, 48, 72 ir 96 val.) augimo terpé
buvo pasalinama, o lgsteliy monosluoksnis uzpilamas jvertinimui naudotu 1 mg/ml MTT tirpalu,

paruostu FB, kurio buvo pilama po 1 ml j kiekvieng Sulinélj. Inkubuojama 1 val., susidariusios
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nuosédos tirpinamos etanolyje (96,3°), kurio buvo pilama po 200 pl j kiekieng Sulinélj. Optinis tankis
matuojamas spektrofotometriskai, esant 570 nm bangos ilgiui. Gautas optinis tankis yra proporcingas
gyvy lasteliy skaiciui. Rezultatai iSreiskiami santykiniu gyvybingumu t.y., santykiu optinio tankio,
iSmatuoto po tam tikro laiko (24, 48, 72 ir 96 val.) su optiniu tankiu iSmatuotu Igsteliy proliferacijos

vertinimo pradzioje.
2.2.7. Lasteliy charakterizavimas

Lasteliy monosluoksnis buvo suardomas tripsino-EDTA tirpalu, 1x10° lasteliy/ml plaunama
Saltu FB, pH 7.4, fiksuojama $altu metanoliu 5 min., permebelizuojama 0,2 % Triton X-100 ir
blokuojamos 2 % FVS, paruostu fosfatiniame buferyje, 1 val. Tada inkubuojama su antik@inais prie§

CD34 ir CD133 +4 °C temperatiiroje. Analizuojama BD FACSCanto™ II tékmés citometru.
2.2.8. Lasteliy transfekcija

Lasteliy transfekcija buvo vykdoma, naudojant Effectene tansfekcijos rinkinj (Qiagen).
Lasteliy transfekcija atlikta vadovaujantis gamintojo instrukcija. Transfekuoty lasteliy atrankai
naudotas antibiotikas puromicinas (2 pg/ml). Akt raiskos padidinimui naudota plazmidé pBabe-puro-
Akt (kontrolei naudota pBabe-puro-Vekt.), turinti atsparumg puromicinui bei pSGS5 vektoriaus
pagrindu sukurti Akt konstruktai - padidintos Akt raiskos vektorius (HA-Akt, akt genas, sulietas su
HA epitopo seka ir dominantinis negatyvus Akt (Akt-CAAX, akt, sulietas su CAAX seka (Burgering
& Coffer, 1995; von Gise ir kt., 2001).

2.2.9. Lasteliy lizavimas

Paruogiama lasteliy suspensija, kurios tankis 3x10° last./ml. Si suspensija i§s¢jama j 25 cm?
flakonélius ir auginama termostate 37 °C, 5% CO,. Kitg dieng yra pakei¢iama auginimo terp¢, tam
tikrais momentais pridedamas reikiamas kiekis medziagos taip, kad poveikis trukty 5, 10, 15, 30 min.,

1, 3, 6 ir 24 valandas.

Paruosiamas lizés buferis: 10 mM TrisHCI, pH 7,4; 50mM NaCl; 5 mM NaF; 0,1%BSA; 1%
Triton X-100. Pries buferio naudojimg pridedama 20 pg/ml aprotinino, 1 mM PMSF, 2 mM NazVO,.

Tirpalo pH turi biiti 7,2. Vienam milijonui monosluoksniniy Igsteliy 250 plI lizés buferio.

Ant lasteliy monosluoksnio uzpilamas reikiamas kiekis lizés buferio. Laikoma lede 20 min.

Siuo laikotarpiu turinys perkeliamas j at$aldytus ependorfinius mégintuvélius ir centrifuguojama 0 —
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4°C 20 000 g 15 min. Supernatantas lygiomis dalimis sumaiSomas su pavyzdzio buferiu. Baltymai

denattiruojami inkubuojant 5 min. verdan¢iame vandenyje.

Pavyzdzio buferiui sumaiSoma 2,5 ml 4x TrisHCl/natrio dodecilsulfato buferio(NDS) pH 6,8
(ziureti elektroforeze); 2 ml glicerolio; 0,2 ml B-merkaptoetanolio; 0,1 mg bromfenolio mélio dazo ir

pripilama dejonizuoto vandens iki 10 ml. Laikoma -20°C temperatiroje.
2.2.10 Baltymy elektroforezé
Paruosiami tirpalai:

1. 4x Akrilamido/Bis-akrilamido tirpalas: 30% akrilamido; 0,8% bis-akrilamido. 100 ml

tirpalo reikia 30 g akrilamido ir 0,8 g bis-akrilamido.
2. 4x TrisHCI/NDS tirpalas: 1,5 M TrisHCI, pH 8,8; 0,4% NDS.

500 ml tirpalo reikia 91 g Tris bazinio, 2 g NDS, 300 ml bedestiliuoto vandens. 1N HCI nustatoma
tirpalo pH 8,8 ir pripilama vandens iki 500 ml, filtruojama per 0,45um pory dydzio filtrg. Laikoma
4°C temperatiiroje.

3. 4x TrisHCI/NDS tirpalas: 0,5 M TrisHCI, pH 6,8; 0,4% NDS.
I 80 ml bedestiliuoto vandens pridedama 12,1 g Tris bazinio; 0,8 g NDS. 1N HCI nustatoma tirpalo

pH 6,8 ir pripilama vandens iki 200 ml. Filtruojama ir laitkoma 4°C temperatiiroje.
4. 4x elektrodinis buferis.

5000 ml buferio reikia 15,1 g Tris bazinio, 72 g glicino, 5 g NDS. Buferio pH 8,3.
5. 10% (NH4)28203 (AP) —1ml

6. Tetrametiletilendiaminas (TEMED).

10% skiriamojo gelio 10 ml gamybai imama: Akril/Bis — 3,3 ml; 4x TrisHCI/NDS, pH 88 — 2,5
ml;H,O — 4,2 ml; AP — 100 ul; TEMED — 15,6 ul. Viskas gerai sumaiSoma ir polimerinama

poliakrilamido gelio paruoSimo gardeléje. Kad poliakrilamido gelio pavirSius biity lygu, pries
polimerizacija uzsluoksniuojama izopropanolio, kuris po polimerizacijos nupilamas ir plaunama

destiliuotu vandeniu.

4% koncentruojamojo gelio 5,08 ml gamybai imama: Akril/Bis — 0,65 ml; 4x TrisHCI/NDS pH6,8 —
1,27 ml; HO-3,1ml; AP-50ul; TEMED - 10 pl. Gerai iSmaiSoma ir uzpilama ant
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skiriamojo 10% poliakrilamido gelio pavirSiaus. Jdedamos “Sukos”. Geliui susipolimerinus, “Sukos”

atsargiai iSimamos.

I elektroforezés aparatg pripilame elektrodinio buferio. | “kiSenéles” ineSama po 50 pl paruosty
lasteliy lizaty. Jjungiama elektros srové. Sroves stiprumas padidinamas, kai bromfenolio mélio dazas
jeina ] skiriamgjj gelj. Kai bromfenolio mélio dazas pasiekia skiriamojo gelio pabaigg, srove

i§jungiama.
2.2.11. Imunoblotingas

Baltymai i$ poliakrilamido gelio perneSami ant PVDF membranos. Tuo tikslu membrana 15 s
inkubuojama metanolyje ir 2 min. vandenyje. Prie§ naudojimg ji dar papildomai laikoma pernesimo
buferyje ( 500 ml buferio paruoSimui reikia: 1,5 g Tris bazinio; 7,2 g glicino; 100 ml metanolio; 0,5 g
NDS ir vandens iki 500 ml ). Naudojamas pusiau §lapias pernesimas, srové 5 mA/cm® Pernesimo

trukmé — 15 min.

Po perneSimo membranos merkiamos ] “bloto” tirpalg ( 1% neriebaus pieno milteliai; 0,05%
Tween 20; 0,01% NaN3 ) ir laikoma per naktj. IS¢émus i§ Sio tirpalo du kartus plaunama plovimo
tirpalu ( 10 mM TrisHCI, pH 7,5; 50 mM NaCl; 0,1% Tween 20 ). Tada paveikiama pirminiais
antikiinais ir inkubuojama kambario temperatiiroje 1 val. Po to, nusiurbus priminius antikiinus,
plaunama plovimo tirpalu 3 kartus po 5 min. Tada uzpilami antriniai antikiinai, konjuguoti su krieny
peroksidaze, ir v¢l inkubuojama 1 val. kambario temperattiroje. Po inkubacijos plaunama 3 kartus po

5 min. plovimo tirpalu. Imunoblotas iSrySkinamas ECL (sustiprinta chemoliuminescensija) metodu.

2.2.12. Imunofluorcitochemija

Lastelés fiksuojamos 4% paraformaldehidu 15 min. Po to tris kartus po 5 min. plaunama 0,2 %
Triton X-100 paruostu FB, blokuojama 3 % JSA/10 % FVS/FB, 1 val. Tada inkubuojama su
antikiinais prie$ vinkuling 60 min., kambario temperatiiroje. Plaunama FB su 0,5 % Tween-20 3
kartus po 5 min. ir inkubuojama su antik@inais pries§ pelés Fab fragments, konjuguotais su Cy3 (1:500)
1 val. Plaunama, dazoma 5 mg/ml DAPI. Dar karta plaunama FB. Méginiai analizei palieckami FB,

analizuojama fluorescentiniu mikroskopu.
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2.2.13. Mikrosubstraty paruoSimas

Fiziniy ir technologiniy moksly centre pagaminti substratai buvo sterilinami ir paruosiami
darbui su lagsteliy kultiira. Jie buvo uzpilami fosfatiniu buferiu su trigubai didesne antibiotiky -
penicilino ir streptomicino koncentracija ir laikomi 24 val. 4 °C. Po to, nupylus fosfatinj buferj

mikrosubstratai papildomai sterilinti 15 min. po UV.
2.2.14. Lasteliy ir mikrosubstraty saveikos tyrimas

Ant paruosty steriliy mikrosubstraty yra uzséjamos endotelinés Iastelés ne didesniu nei 20000
last./ml tankiu. Sie uZséti mikrosubstratai palickami inkubuotis termostate 37 °C, 5% CO, 24
valandoms. Praéjus inkubacijos laikui, lasteliy sgveika su mikrosubstratu vertinta lgsteles purtant 600
rpm 15 min. Po purtymo ant mikrosubstraty likusios lgstelés analizuotos imunofluorcitocheminiu

badu (Zr. 2.2.12 sk.).
2.2.15. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analizé buvo atlickama Microsoft Office Excel 2007 programa. Duomenys

pateikti kaip vid. £ SN, apskaiCiuotas i§ maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Esant uzdegiminiam procesui organizme, pvz. sergant Sirdies ir kraujagysliy ligomis arba
ateroskleroze susidaro oksidacinis stresas. Oksidacinio streso metu organizme padaugéja RDD, kurie
neigiamai veikia ELP kiekj kraujyje ir sutrikdo jy funkcijas.

In vitro ELP taip pat jautriai reaguoja j oksidacinj stresa, taciau detaliis $iy lgsteliy veikimo
mechanizmai néra iki galo aiskas. Sis darbas skirtas igsiaiskinti, kaip H,O, (oksidacinio streso
Imitatorius in vitro salygomis) veikia ELP struktiirines ir funkcines savybes. Baigiamajame darbe
buvo tiriama kaip oksidacinis stresas veikia ELP savybes, kokie galimi §io veikimo mechanizmai. Tuo
tikslu buvo vertinta Akt kinazés, vienos svarbiausiy signaliniy molekuliy, uZtikrinan¢iy lasteliy
iSgyvenimg nepalankiomis salygomis, vaidmuo. Pastaraisiais metais tiriant lasteliy savybes vis placiau
naudojami jvairtis mikrosubstratai. Tokie tyrimai buvo atlikti ir Siame darbe - vertinta ELP auginimo

ant dirbtiniy mikrosubstraty suformuoty i§ TU baltymy, ypatumai.

3.1.  Endoteliniy lasteliy gavimas ir jy charakterizavimas

Baigiamajame darbe buvo naudotos pirminés lastelés, gautos i§ ziurkés plautinio kamieno
kraujagyslés (10 pav.). Nepilng lasteliy diferenciacija jrodo jy ilgalaikio auginimo in vitro galimybé.
Misy tiriamos lgstelés jau yra persétos daugiau nei 100 karty, taciau jy dauginimosi intensyvumas

nemazeéja.

10 pav. Zmogaus endotelinés Iastelés- pirmtakés auginamos in vitro. Lasteliy monosluoksnio natyvinis vaizdas
gautas invertuotu mikroskopu Olympus CKX41.
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Toliau siekdami charakterizuoti $ias lasteles, tyréme jy dydj. Tuo tikslu, 1gstelés buvo iSsétos
tokiu tankiu, kad po 24 val. dar nesuformuoty monosluoksnio, o augty pavieniui. Vaizdinimui lgstelés
buvo pazymétos fluorescentiniais AO/EB dazais ir analizuotos fluorescentiniu mikroskopu Olympus
IX51. Qcapture Pro 6.0 programa buvo nustatyta, kad vidutinis misy analizuojamy Iasteliy dydis yra
15,33+1,91 um, o atstumai tarp lgsteliy buvo 21,12+4,37 pum, aisku didéjant ELP Igsteliy tankiui

atstumai mazédavo (11 pav.).

11 pav. Adheziniy endoteliniy lgsteliy dydZio analizé fluorescentiniu mikroskopu.

Siekiant detaliau charakterizuoti Sias lgsteles, buvo vertinta zymeny CD34 ir CD133 raiska.
Zinoma, kad ELP lastelems turéty biti bidinga pavir$iaus zymens CD 34 raiska, ta¢iau i§ kraujagysliy
gautoms ELP lasteléms jau néra biidinga CD133 raiska (Watt ir kt., 2010). Mes patikimai nustatéme,
kad misy tiriamos lgstelés neturi CD133, taciau nenustatéme ir CD34 raiskos. Gali biti, kad miisy
tiriamai lgsteliy populiacijai yra biidinga CD14. Butent apie tokig lasteliy populiacijg yra paskelbe
Harraz su kolegomis (Harraz ir kt., 2001). Si mokslininky grupé parodé, kad CD34 CD14+ lastelés

gali diferencijuotis j endotelines Igsteles, taigi yra nepilnos diferenciacijos.

3.2.  Vandenilio peroksido poveikio ELP lasteléms tyrimas

In vitro oksidacinio streso modeliui buvo pasirinktas oksidacinio streso iniciatorius - H,O,. I§
literatiiros yra zinoma, kad didelés H,O, koncentracijos sukelia ELP Igsteliy prieslaiking apoptoze,
slopina jy dauginimgsi (Hung ir kt., 2003). Kiti autoriai yra nustate, kad 200 pumol/l H,O; neturi jokio

poveikio i$ aortos isskirty endoteliniy lasteliy gyvybingumui. Tuo tarpu, paveikus i§ virkstelés
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i§skirtas endotelines lasteles H,O, koncentracijomis nuo 50 iki 100 pumol/l buvo nustatyta suaktyveéjusi
ju apoptozé (Thomas ir kt., 2004). Norédami jvertinti H,O; poveikj Ziurkés plautinio kamieno kilmés
ELP, naudojome 50, 100, 250 ir 500 uM H,0; koncentracijas. Gauti rezultatai parod¢, kad 50 M
H.0,, koncentracija stabdo Siy lgsteliy proliferacijg. Tuo tarpu 100 uM H,0, koncentracija jau ne tik
slopina $iy lasteliy dauginimasi, bet ir skatina jy Zzati. Siuo atveju nustatéme, kad lasteliy
gyvybingumas sumazéjo apie 30 % palyginus su i$séty lasteliy skai¢iumi. Padidinant H,O;
koncentracija, ELP gyvybingumas mazéjo, o paveikus Igsteles 500 uM H,0O, buvo nustatytatik 14 %
gyvy lasteliy (12 pav.). Tolimesniame darbe buvo naudotos dvi vandenilio peroksido koncentracijos:
stabdanti Igsteliy dauginimasi 50 uM H,0, koncentracija buvo naudota tiriant ELP lgsteliy sgveikg su
mikrosubstratais, o 100 uM H,0, koncentracija, kuri indukavo 30-50 proc. lasteliy zatj — Akt

vaidmens tyrimui.
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12 pav. Skirtingy H,O, koncentracijy poveikis ELP gyvybingumui. Rezultatai isreiksti santykiniu
gyvybingumu - santykiu lasteliy skai¢iaus nustatyto po 24 val. inkubacijos su pasirinkta H,O, koncentracija su
lasteliy skai¢iumi pries H,O, poveik].

Misy rezultatai patvirtino Thomas ir kt. gautus rezultatus, kad net nedidelés H,0;
koncentracijos skatina ELP zitj. Toliau norédami jvertinti Igsteliy zities pobiidj oksidacinio streso
salygomis, atlikome lasteliy gyvybingumo tyrimus, panaudodami diferencijuota lasteliy dazyma
AO/EB dazy misiniu. Sis metodas leidzia patikimai atskirti apoptozés ir nekrozés budu Zistandias

lasteles. Gauti duomenys po 24 H,0, poveikio valandy pateikti 13 paveiksle.
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13 pav. Lasteliy gyvybingumo tyrimai panaudojus AO/ EB dazy miginj. Cia: ™®| Nekroziniy Iasteliy skai¢ius
(N); == | Negyvy apoptotiniy lgsteliy skaiCius; = |Gyvy apoptotiniy lIgsteliy skaicius; == | Gyvy lasteliy
skai¢ius. Poveikio trukmé — 24 val.

Gyvybingumo analizé AO/EB parodé¢, kad didéjant H,O, koncentracijai daugéjo nekrozés
biidu zuvusiy lasteliy. Idomu tai, kad paveikus lgsteles 250 pM H,0O, koncentracija, nustatyta maziau
nekrozés biidu zuvusiu lgsteliy. Kadangi, anksciau esame nustate, kad didinant H,O; koncentracija,
gyvy lasteliy kiekis patikimai mazéja, tikétina, kad Siuo atveju nustatyta didesné gyvy lasteliy dalis
yra susijusi su greitesniu zuvusiy Igsteliy suirimu. Sie rezultatai paneigé daugelio autoriy nustatytus
rezultatus, kad oksidacinio streso metu ELP Ztsta apoptozés biidu (Thomas ir kt. 2004). Todél buvo
atlikti lasteliy gyvybingumo vertinimai po trumpesnio 3 ir 6 val. H,O, poveikio laiko. Gauti rezultatai
parod¢, kad trumpiau veikiant H,O; yra skatinama apoptozin¢ lasteliy Ziitis (duomenys nepateikiami).
Tai patvirtina ir Gulden su kolegomis stebéta DNR fragmentacija po 4 H,O, poveikio valandy,

patirtinanti lasteliy zutj apoptozés biidu (Gulden ir kt. 2010).
3.3. Akt vaidmuo ELP lastelése oksidacinio streso metu

PI3K/Akt signalinis kelias yra atsakingas uz lgsteliy iSgyvenimg jvairiy citotoksiniy poveikiy
mety, jy tarpe ir oksidacinio streso (Martindale et al., 2002). Teigiama, kad H,O, aktyvina/fosforilina
Akt ir, tokiu biidu, uztikrina Sios signalinés molekulés antiapoptozinj veikimg. Norédami jvertinti Akt
raiskg ir fosforilinima/aktyvinima endotelinése lastelése-pirmtakése panaudojome imunoblotingo

metoda (14 pav.).
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14 pav. Akt raiskos ir fosforilinimo tyrimas po 100 uM H,O, poveikio. Analizuota imunoblotingo metodu.

Gauti rezultatai parodé, kad HyO, nekeité Akt kinazés raiskos, taciau skatino trumpalaikj
fosforilinto baltymo lygio sumazéjima. Sis fosfo-Akt lygio sumazéjimas gali biiti siejamas su ankséiau

misy nustatyty padidéjusiu ELP lasteliy zuvimo po trumpesnio H,O, poveikio laiko — 3 ir 6 val.
3.3.1. ELP Iasteliy atsako | H,O; poveikij tyrimas, nuslopinus Akt veikima

Akt yra labai svarbus ELP antiapotozinis veiksnis stabdantis lasteliy apotoze jvairiy stresiniy
poveikiy metu. Norédami jvertinti, kiek svarbus yra Akt ELP iSgyvenamumui, naudojome specifinius
PI3K/Akt signalinio kelio slopiklius: PI3 kinazés veikimg slopinancius Ly294002 ir wortmanin bei
Akt slopiklj VIII (15 pav.). Kiti autoriai pazymi, kad panaudojus PI3K inhibitoriy, Ly294002, yra
slopinama Akt aktyvacija ir skatinama apoptozé ( Thomas ir kt. 2002).

k LY294002
wortmanin

Akt
inhibitorius
Vil

15 pav. Darbe naudoti PI3K/Akt signalinio kelio slopikliai ir jy taikiniai
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16 paveiksle pateikiami duomenys gauti panaudojus anks¢iau minétus PI3K/Akt kelio
slopiklius. Matome, kad visi tirti inhibitoriai didino miisy tiriamy lgsteliy jautruma oksidacinio streso

imitatoriui H,O, .
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16 pav. Akt kinazés vaidmens tyrimas ELP Igstelése po 100 uM H,0, poveikio. Duomenys isreiksti
santykiniu gyvybingumu t.y. lasteliy skai¢iumi nustatytu po 24 val. poveikio su lgsteliy skai¢iumi
poveikio pradzioje.

3.3.2. Lasteliy su padidinta Akt raiska gavimas

Toliau Akt kinazés vaidmenj tyréme gave genetiskai modifikuotas Akt atzvilgiu ELP lasteles -
lasteles su padidinta Akt raiSka. Kiti autoriai yra parode, kad toks Akt raiSkos modifikavimas padidina
lasteliy didesn] atsparuma stresiniam poveikiui (Wang ir kt. 2000).

Tuo tikslu gavome dvi genetiskai modifikuotas lasteliy linijas. Akt raiskos padidinimui
naudota plazmidé pBabe-puro-Akt, palyginimui gauta lasteliy linija panaudojus plazming pBabe-puro-
Vekt.). Abi Sios plazminés turéjo atsparumag puromicinui, kurio pagalba buvo atrinktos transfekuotos
lastelés (Burgering & Coffer, 1995; von Gise et al., 2001). Akt kinazés raiSkos lygis kontrolinése ir

genetiSkai modifikuotose lgstelése pateikiamas 17 paveiksle.

Vekt Akt K

Akt

— I —

17 pav. Akt baltymo lygis genetiskai modifikuotose ELP lgstelése ir kontrolinése ELP Igstelése.
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Gave Sias modifikuotas lgsteliy linijas, pirmiausia palyginome jy proliferacinj aktyvuma.
Palyginimui naudojome pirmines, genetiskai niekaip nekeistas lasteles. Gauti duomenys pateikiami 18

paveiksle.
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18 pav. Genetiskai modifikuoty ir kontroliniy lasteliy proliferacinio aktyvumo palyginimas MTT
metodu. Lasteliy santykinis skaiius buvo vertinamas santyki lasteliy po 24, 48, 72 ir 96 val. jy
dauginimosi su lgsteliy skai¢iumi tyrimo pradzioje, 24 val. po lasteliy i$sé€jimo.

Gauti rezultatai parodé, kad greiCiausiai dauginosi netransfekuotos ELP lgstelés. Jau po 48
valandy jos suformavo pilng monosluoksnj. Lyginant genetiSkai modifikuoty lgsteliy dauginimasi,

matome, kad padidinta Akt raiSka lemia geresne $iy lasteliy proliferacija, nei genetiSkai modifikuoty

lasteliy, kuriy Akt raiska nekito.

3.3.3. H,0; poveikio 1astelems su padidinta Akt rai§ka tyrimas

Toliau tirdami Akt vaidmenj oksidacinio streso salygomis, gautas genetiSkai modifikuotas
veikéme skirtingomis H,O, koncentracijomis. I8 19 paveiksle pateikty duomeny matome, kad visais
atvejais lastelés, kuriose buvo padidinta Akt raiska, buvo atsparesnés H,O, poveikiui. Si tendencija
buvo stebima, net ir esant maziausiai tiriamosios medziagos koncentracijai - 50 uM, kuomet ELP

lastelés dar nezuvo, o tik buvo stabdomas jy dauginimasis.
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19 pav. Genetiskai modifikuoty Akt atzvilgiu ELP lasteliy jautrumo H,O, poveikiui tyrimas. Duomenys
iSreiksti santykiniu gyvybingumu t.y. lasteliy skai¢iumi nustatytu po 24 val. poveikio su lasteliy skai¢iumi
poveikio pradzioje.

Apibendring Siuos bei su PI3K/Akt signalinio kelio slopikliais gautus duomenis, galime teigti,
kad Akt signaliné¢ molekulé yra svarbi ELP lasteliy i§gyvenimui oksidacinio streso salygomis, todél
jos raiSkos padidinimas, pvz. farmakologinémis priemonémis, gali pagerinti Sirdies ir kraujagysliy ligy

gydymo prognoze.

3.4.  ELP lasteliy saveika su mikrosubstratais

Sioje darbo dalyje buvo tiriama ELP lasteliy saveika su mikrosubstratais pagamintais Dip-Pen
nanolitografijos technologijos biidu. Sie mikrosubstratai buvo gauti i§ Fiziniy ir technologiniy moksly
centro, NanoinZinzinerijos skyriaus.

Pastaruoju metu tokie mikrosubstratai yra daznai naudojami moksliniuose tyrimuose, norint
istirti jvairiy lasteliy funkcines ir strukttrines savybes. Tai yra puikus jrankis, nes mikrosubstratus
galima formuoti, naudojant jvairius baltymus, kurie yra svarbus lgsteliy funkcijoms — adhezijai,
proliferacijai, diferenciacijai. Miisy tyrimuose buvo naudojami mikrosubstratai su i§ TU komponento
fibronektino (toliau tekste: Fn) sudarytomis juostomis ir salelémis (20 pav.). Literatiros duomenimis,
mikrosubstraty linijy dydis veikia endoteliniy lgsteliy iSsidéstyma ir orientacija. MaZinant linijy plotj,
didéja tvarkingai issidésciusiy lasteliy kiekis (Jang ir kt., 2010).
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A B

20 pav. Fn mikrosubstratai: A - Fn orientuotas juostomis, Fn juosty plotis 30 um, tarpai tarp juosty 60
pum, fotografuota elektroniniu skenuojanciu mikroskopu; B - Fn salelés. Fn saleliy Stampavimo plotis
10x10 mm. Fn dazytas Texas Red. Fotografuota fluorescentiniu mikroskopu.

3.4.1. ELP lasteliy saveika su linijas sudaranciais mikrosubstratais.

Mikrosubstraty padengimas TU komponentais pagerina lasteliy adhezija prie substrato, leidzia
jvertinti lgsteliy iSsidéstymg bei vidulasteliniy citoskeleto baltymy organizacijg. 21 paveiksle
pateikiamas ELP Iasteliy iSsidéstymas ant i$ juosty sudaryto Fn mikrosubstrato. Vertinta AO/EB dazy
miSiniu, kuris leidzia ne tik matyti ant mikrosubstrato augancias lastelés, bet ir jvertinti jy
gyvybingumg. Miisy tyrimai parodé, kad lastelés organizavosi tvarkingai ant Fn juosty, ten kur
lastelés buvo nustolusios viena nuo kitos, jos iStempdavo citoskeleta, tam kad buty sudaryti rySiai tarp

lasteliy. Be to, Fn mikrosubstratai niekaip neveike tiriamy lasteliy gyvybingumo.
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21 pav. ELP sgveika su Fn linijy mikrosubstratais. Vizualizacijai naudotas AO/EB dazy misSinys. Nuotraukos
darytos fluorescentiniu mikroskopu Olympus 1X51.

Toliau vertinome kaip ELP sgveikia su Fn mikrosubstratu veikia vidulgstelinio baltymo — vinkulino
organizacija (22 pav.). I§ gauty vaizdy matome, kad tiriamas citoskeleto baltymas organizuojasi isilgai
visos lastelés. Be to, po ilgesnio tyrimo laiko (48-72 val.) pasteb&jome, kad ant tokiy substraty
augancios lastelés, nelikus joms vietos ant Fn juosty, pradeda formuoti tiltelius tarp gretimy juosteliy

(duomenys nepateikiami).

22 pav. Vinkulino raiska ELP Igstelése (A), auganciose ant Fn mikrosubstraty. B — DAPI dazyti lasteliy
branduoliai. Analizuota imunofluorocitocheminiu metodu. Nuotraukos darytos fluorescentiniu mikroskopu
Olympus IX51.
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3.4.2. Oksidacinio streso poveikis ELP lasteliy saveikai su saleles sudaranciais

mikrosubstratais.

Literatiroje yra apraSyta nemazai eksperimenty, kuriuose buvo tirta Iasteliy sgveika su jvairios
formos mikrosubstratais. Siame darbe mes trikampio formos Fn saleles naudojome oksidacinio streso
poveikiui ELP lasteliy saveikai su mikrosubstratais jvertinti. ELP lasteliy saveika buvo tiriama ant
mikrosubstraty prilipusias Igsteles purtant. Purtymai buvo atlikti esant terpéje H,O; ir be jo. Siuo
atveju buvo naudota tokia H,O, koncentracija, kuri stabdé lasteliy dauginimasi, bet neindukavo jy

zuties t.y. 50 uM. Gauti duomenys pateikiami 23 ir 24 paveiksluose.

23 pav. ELP lasteliy sgveika su Fn saleliy mikrosubstratais prie§ purtyma. A, B — lastelés neveiktos
H,O,. C, D — lastelés veiktos 50 uM H,0,. Vizualizacijai naudoti antiktinai prie$ vinkuling konjuguoti
su Cy3, papildomai lIgstelés vaizdintos jy branduolius pazyméjus DAPI. Fotografuota fluorescenciniu
mikroskopu Olympus 1X51.
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24 pav. ELP lasteliy saveika su Fn saleliy mikrosubstratais po purtymo. A, B — Iastelés neveiktos
H,0,. C, D — lastelés veiktos 50 uM H,0, Vizualizacijai naudoti antikiinai prie§ vinkuling konjuguoti
su Cy3, papildomai lIgstelés vaizdintos jy branduolius pazyméjus DAPI. Fotografuota fluorescenciniu
mikroskopu Olympus 1X51.

Idomu tai, kad kokybiskai vertinant purtymas neveiké ELP lasteliy adhezijos ant Fn
mikrosubstraty. Tam jtakos neturéjo ir vandenilio peroksidas, taiau H,O, paskatino lgstelés

citoskeleto baltymo vinkulino tvarkinga organizacija (23 ir 24 pav., C). Purtymas S§iai vinkulino

organizacijai jokios jtakos neturéjo.

3.5. Rezultaty apibendrinimas

Paskutinj deSimtmetj ypatingai daug tyrimy atlikta tiriant endoteliniy lasteliy-pirmtakiy
biologija, ju geb¢jimus atstatyti paZeistus audinius, sergant Sirdies ir kraujagysliy ligomis. Dauguma
Siy tyrimy atlikta pasitelkus in vitro oksidacinio streso modelius, naudojant skirtingus oksidacinio
streso iniciatorius, nes bitent oksidacinis stresas kyla uzdegimo metu. Jis yra pagrindiné endoteliniy

lasteliy-pirmtakiy Ziities priezastis.

Siame darbe buvo tiriamos kraujagysliy kilmés endotelinés lastelés-pirmtakés, isskirtos i3
ziurkés plautinio kamieno. Tyrimy eigoje, mes jas charakterizavome, jvertinome proliferacinj
aktyvuma. Idomu tai, kad misy gauta ELP kultiira yra ilgalaiké, 0 jos proliferacinis potencialas

nemazeéja.
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Norédami suprasti, kaip uzdegiminiai procesai ir jy pasékoje susidares oksidacinis stresas,
veikia ELP proliferacija ir zutj, tyréme Siy lasteliy atsparuma jvairioms vandenilio peroksido
koncentracijoms. Nustatéme, kad 50 pM H,O, stabdé ELP lgsteliy proliferacijg, o koncentracijos nuo
100 pM inicijavo jy zatj. Zaties pobidis buvo vertinamas diferencijuotai dazant lasteles AO/EB.
Misy tyrimai parodé, kad ELP zaties rasis priklauso nuo H,O, poveikio laiko. llgesnis poveikis
skatino ELP ziitj nekrozés budu ir greita Zuvusiy lasteliy suirimg. Trumpesnis 3 ir 6 val. H,O;
poveikis lémé lasteliy Zatj apoptozés budu. Sie duomenys koreliavo su Akt kinazés

fosforilinimo/aktyvinimo duomenis.

Siekiant jvertinti PI3K/AKkt signalinio kelio vaidmenj ELP lgstelése oksidacinio streso metu
gavome genetiskai modifikuotas lasteliy linijas su padidinta Akt baltymo raiska. Papildomi tyrimai
buvo atlikti naudojant minéto signalinio kelio inhibitorius. Duomenys gauti Siy tyrimy metu leidzia
daryti isvada, kad Akt signaliné molekulé yra labai svarbi ELP iS§gyvenimui oksidacinio streso

salygomis.

Pastaruoju metu vis intensyviau lasteliy funkcinés ir struktiirinés savybés tiriamos panaudojant
jvairius mikrosubstratus. Siame darbe mes tyréme, kaip veikia ELP lasteliy adhezijg ir atsparuma
oksidaciniam stresui jy sgveika su mikrosubstratais, pagamintais i$ tarplastelinio uzpildo baltymo —
fibronektino. Miisy gauti duomenys parod¢, kad lastelés puikiai limpa prie Fn mikrosubstrato, $i
sgveika neveikia jy gyvybingumo. Be to, Sios sgveikos stiprumui H,O; koncentracija, stabdanti lgsteliy
dauginimasi, jtakos neturéjo. Pastebéta, kad Svelnus oksidacinis stresas paskatino tvarkingg baltymo
vinkulino organizacijg. Tikétina, kad ELP lasteliy sagveika su tarplastelinio uzpildo baltymais galéty

pagerinti Siy lasteliy iSgyvenimo galimybes organizme oksidacinio streso saglygomis.
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ISVADOS

o 50 uM H,0, koncentracija stabdo endoteliniy lgsteliy-pirmtakiy proliferacija, o 100 UM
koncentracija ne tik slopina lasteliy dauginimasi, bet ir skatina jy zatj, taCiau lasteliy ziities pobudis

priklauso nuo vandenilio peroksido poveikio trukmés.

o Trumpalaikis Akt baltymo aktyvinimo/fosforilinimo sumazéjimas koreliuoja su endoteliniy

lasteliy zutimi apoptozes budu.

o Akt kelio specifiniai inhibitoriai slopina endoteliniy lasteliy-pirmtakiy proliferacija ir skatina
ju zutj oksidacinio streso metu. Genetiskai modifikuotos lastelés su padidinta Akt raiSka atsparesnés
vandenilio peroksido poveikiui. Taigi, Akt kinazé yra svarbi endoteliniy lasteliy iSgyvenimui

oksidacinio streso saglygomis.

o Vandenilio peroksidas didina baltymo vinkulino organizacija endotelinése Iastelése-

pirmtakeése, auganciose ant fibronektino mikrosubstraty.

Julija Mackevi€
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PADEKA

Noriu padékoti visiems Vilniaus Universiteto, Biochemijos instituto, Biologiniy modeliy
skyriaus bei jungtinés VGTU ir VU Lasteliy technologijos laboratorijos darbuotojams, o ypatingai
dr. Virginijai Bukelskienei ir Evaldui Bal¢itinui uz begaling pagalbg jsisavinant darbo metodus ir
gerus patarimus.

Labiausiai noréciau padékoti savo magistrinio darbo vadovei dr. Daivai Baltriukienei uz
didziausig pagalbg planuojant eksperimentus ir ruoSiant baigiamgjj darbg, iSsakytas vertingas
pastabas, patarimus, palaikyma ir motyvacija.

Darbas parengtas, dalyvaujant projekte pagal 2007-2013 m. zmogiskyjy istekliy plétros
veiksmy programos 3 prioriteto ,,Tyréjy gebéjimy stiprinimas® VP1-3.1-SMM-08-K priemong
»Moksliniy tyrimy ir eksperimentinés plétros veikly vykdymas pagal Nacionaliniy kompleksiniy
programy tematikas* ,,Biokatalizatoriy, rekombinantiniy baltymy ir lIgsteliy technologijos* Nr.
VP1-3.1-SMM-08-K-01-001.
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