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TVADAS

Endotelinés Igstelés pirmtakés (EPC, angl. endothelial progenitor cells) - tai nedidelé kauly
Ciulpuose, virkstelés ir periferiniame kraujyje bei kraujagyslése esanti lgsteliy populiacija.
Pastaraisiais metais tokios lastelés jau yra aptiktos ir Kituose audiniuose bei organuose,
pavyzdziui, plauciuose, bluznyje ir kt. Ivykus endotelio pazeidimams arba sergant iSemija,
ateroskleroze, hipertenzija, Sios lgstelés dalyvauja kraujagysliy audinio atstatyme. Biitent §i EPC
savybé lémé tyréjy susidoméjima jomis. Siuo metu jau yra sukaupta duomeny apie galima EPC
terapinj panaudojimg Sirdies ir kraujagysliy ligy gydymui. Be to EPC gali baiti naudojamos ir
kaip biozymenys, vertinant Sirdies ir kraujagysliy ligy rizika bei vystymasi. Be Sirdies ligy
gydymo, EPC gali buti panaudojamos ir kitose srityse. Viena jy — medicininiy jrankiy (pvz.,
stenty) gamyba. Nustatyta, kad stentus padengus CD34 antikiinais yra pritraukiamos EPC, kurios
dalyvauja atstatant endotelio funkcijas. Chandrasekhar ir kt. (2011) nustaté, kad kraujagysliy
kilmés EPC gali stimuliuoti kaulinio audinio regeneracijg, aktyvindamos angiogeneze ir

osteogeneze.

EPC pasizymi didesniu atsparumu oksidaciniam stresui. Tai padidina jy iSgyvenimo
galimybes uzdegiminiame Zidinyje ir lemia geb¢&jimg efektyviai dalyvauti pazeisto kraujagysliy
audinio atstatyme. Taciau reaktyviy deguonies dariniy (ROS, angl. reactive oxygen species),
susidaran¢iy uzdegiminiame zidinyje poveikis visgi neigiamai veikia EPC funkcijas ir
mobilizacija, taip pat gali skatinti lgsteliy zut] apoptozés biidu. Remiantis literatiiros Saltiniais
galima teigti, kad skirtingy linijy EPC gali skirtingai reaguoti j oksidacinj stresa. PavyzdZziui,
nustatyta, kad cirkuliuojancios periferiniame kraujyje EPC yra jautresnés ROS poveikiui uz

virkstelés kraujo EPC [Case et al., 2008].

Lasteléms atsakant | stresg — aktyvinami jvairiis signaliniai keliai, reguliuojantys lastelés
1Sgyvenima ar ziit]. PI3K/Akt signalinis kelias yra vienas pagrindiniy signaliniy keliy, atsakingy
uz lastelés iSgyvenimag nepalankiomis sglygomis. Be to, $is signalinis kelias reguliuoja lastelés
adhezijos, proliferacijos, migracijos, diferenciacijos procesus ypatingai svarbius audiniy
regeneracijos metu. Tikétina, kad Siy signaliniy molekuliy raiSkos padidinimas gali pagerinti

EPC funkcines savybes.
Darbo tikslas — palyginti skirtingy saltiniy endoteliniy lasteliy pirmtakiy savybes.
Darbo uzdaviniai:

e (QGauti ir charakterizuoti kraujagysliy kilmés bei virkstelés kraujo endotelines
lasteles pirmtakes;

e Jvertinti gauty lIasteliy diferenciacijos potenciala miogenine, osteogenine ir



adipogenine linkme;
Palyginti skirtingos kilmés endoteliniy lgsteliy pirmtakiy migracijos potencialg

oksidacinio streso sglygomis;

Gauti genetiskai modifikuotas endotelines Igsteles pirmtakes su padidinta Akt raiska
ir jvertinti Siy lasteliy migracija bei jy saveika su mikrosubstratais oksidacinio

streso metu.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Endotelinés 1astelés pirmtakeés

Endotelinés lastelés sudaro vientisg sluoksnj — endotelj, kuris dengia vidinj kraujagysliy ir
limfmazgiy pavirsiy, pastoviai kontaktuojantj su kraujyje/limfoje cirkuliuojanciomis lastelémis
[Félétou, 2011]. Endotelinés lastelés svarbios kraujagysliy homeostazéje ir jvairiy ligy raidoje.
Apie kraujagysliy atsinaujinimg buvo zinoma, taciau tik pritaikius naujausias technologijas
pavyko identifikuoti nepilnos diferenciacios endotelines lasteles pirmtakes (EPC, angl.
endothelial progenitor cells) dalyvaujanéias Siame procese [Hirschi et al., 2008].

Paprastai organizme nepilnos diferenciacijos Igstelés yra ramybés biisenos ir gladi
specialiose kamieniniy lasteliy niSose. Gavusi signala, tokia nepilnos diferenciacijos lastele, pries
virsdama pilnai diferencijuota Igstele, duoda pradzig vienai arba daugiau nepilnos diferenciacijos
lasteléms, t.y kamieninéms lgsteléms yra budingg ,,savegs atgaminima®™. Tokios lastelés geba
daugintis ir palaikyti savo populiacijos dydj [Schatteman et al., 2007].

Pirmg kartg EPC, iSskirtas i§ periferinio kraujo, 1997 m. apras¢ Asahara su kolegomis.
Gana greitai buvo parodytas terapinis §iy lasteliy potencialas. Tai suteiké postiimj intensyviems
tokiy lasteliy tyrimams [Félétou, 2011]. Netrukus buvo jrodyta, kad EPC gali biiti i§skiriamos ne
tik i§ periferinio kraujo. Siuo metu pagrindiniai tokiy lasteliy 3altiniai yra virkstelés kraujas,
periferinis kraujas ir kauly ¢iulpai (KC) [Dzau et al., 2005].

Yra isskiriamos dvi endoteliy lasteliy grupés: hematopoetinés ir nehematopoetinés kilmés
EPC. Hematopoetinés kilmés endotelinés Iastelés yra kilusios i§ kauly ¢iulpy hemangioblasty
pirmtaky. Jos pasizymi hematopoetinéms lgsteléms biidingu fenotipu ir pavirSiniais Zymenimis,
todel jas yra sunku atskirti nuo hematopoetiniy lagsteliy. Cirkuliojancios periferiniame kraujyje
endotelinés lgstelés pirmtakés yra giminingos hematopoetinéms EPC, todél tokiy lasteliy
charakterizavimas ir identifikavimas taip pat yra panasus [Asahara et al., 2011].

Nehematopoetinés kilmés endoteliniy lasteliy pirmtakiy prigimtis bei jy ekspresuojami
pavirSiaus Zymenys gali radikaliai skirtis nuo hematopoetinés kilmés EPC. Pavyzdziui, KC
mezenchiminés lgstelés pirmtakés sugeba iSvystyti EPC lgsteléms budingg fenotipg arba
endotelinés iSaugy lgstelés (EOC, angl. endothelial outgrowth cells), kurios buvo aptiktos tiriant
endoteliniy Igsteliy kolonijas formuojancius vienetus [Dzau et al., 2005; Asahara et al., 2011] (1
pav.).

2003 m. Oswald Kkartu su kolegomis bandé¢ diferencijuoti KC mezenchimines lasteles
pirmtakes j endotelines lasteles in vitro. Buvo nustatyta , kad mezenchiminés lgstelés neturéjo
hematopoetinéms ir endotelinéms lasteléms budingy Zzymeny, bet auginant S$ias lasteles

specialioje terpéje pavyko jas priversti ekspresuoti svarbiausius EPC Zzymenis vWF (Von
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Willebrand'o faktorius) ir KDR (kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus receptorius, dar
zinomus kaip VEGFR) [Oswald et al., 2004]. 2008 m. Au ir kt. parodé KC mezenchiminiy
lasteliy terapinj potencialg kraujagysliy regeneracijos procese.

EOC buvo nustatytos Yoder ir kt. 2007 m. Tyréjai parodé, kad periferiniame Kkraujyje
esancios lgstelés turi labiau nutolusios kilmés fenotipg negu hematopoetinés lgstelés. Tokios
lastelés sugeba formuoti EPC budingas vamzdeliy formos struktiiras [Asahara et al., 2011; Yoder
et al., 2007].

2005 m. Ingram‘as ir kt. nustaté, kad kraujagysliy senelése yra endoteliniy Igsteliy,
sugebanciy proliferuoti iki 40 pasazo ir galinéiy dalyvauti kraujagysliy vientisumo palaikyme bei
regeneracijoje [Ingram et al., 2005]. 2007 metais Aicher'is su kolegomis bandé nustatyti Kitg nei
KC lasteliy pirmtakiy $altinj. Pritaike parabiozés modelj (susiuvant dviejy vienos riisies gyviiny
kraujagysles arba organus), jie sukélé kepeny ckit® (Kit ligandas, SCF angl. stem cell
factor)/CD45" Iagsteliy pirmtakiy mobilizacija. 18skyré jas ir jrodé, kad esant galtiniy iSeminei
ligai, lastelés dalyvauja naujy kraujagysliy formavimasi [Asahara et al., 2011, Aicher et
al.,2007].

Hematopoetinés kilmés EPC

Kauly ¢iulpai Periferinis kraujas Audinys
HSC o\
Proliferacii Audinio
roliferacija
) Monocitas EPC

Diferencia- —

O cijair
Kolonijas sekrecija /

formuojantis

00

EPC Diferencijuojancios
EPCs
l Diferenciacija %
v Nehematopoetines

Q Mobilizacija T kilmes EPC

> — O
Kolonijas Migracija ir % .
neformuojancios adhezija endotelinés
EPC 15augy

| KC EPC lastelés

1.1. pav. Hematopoetinés ir nehematopoetinés kilmés EPC kinetika Zinduoliy organizme.
HSC-hematopoetinés kamieninés lgstelés; EPC-endotelinés lgstelés pirmtakés; KC-kauly Ciulpal
[Asahara et al., 2011].
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1.2. EPC pavirSiaus Zymenys

CD34 yra budingas endoteliniy pirmtakiy ir hematopoetiniy lasteliy Zymuo, kurio raiSka
budinga fibroblastams, daugeliui epiteliniy ir kai kurioms vezinéms lgsteléms. KDR (Zmoniy),
FIk-1 (peliy) arba kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus receptorius (VEGFR) daznai
ekspresuojamas kraujodaros, endoteliniy ir Sirdies audinio Igsteliy. CD133 (prominin-1, AC133)
aptinkamas neuroepiteliniy, hematopoetiniy ir kai kuriy veziniy lasteliy pavirSiuje. CD133 ir
CD34 yra zymenys, budingi hematopoetinéms lgsteléms, jy raiSka labai priklauso nuo
diferenciacijos lygio. Lastelés, ekspresuojanc¢ios CD34, KDR ir CD133 pavirSiaus Zymenis,
pasizymi progenitorinémis savybémis. Mazéjant CD133 ekspresijai, Igstelé su CD34/KDR
fenotipu tampa labiau diferencijuota [Hirschi et al., 2008].

Lasteléms, ekspresuojanc¢ioms CD34/KDR, bidinga kraujagysliy endotelio kadheriny (E-,
N-, VE-kadherinai), E- selektino, CXCR4 (C-X-C chemokino receptorius 4), CD31 (trombocity-
endoteliniy lasteliy adhezijos molekulé, PECAM-1) zZymeny raiSka. Taciau jos neekspresuoja
mieloidiniy lasteliy pavirsiaus zymeny CD15 arba CD14 [Hirschi et al., 2008].

Kiti svarbiis EPC zZymenys buty: VWF ir eNOS (endotelio azoto oksido sintaz¢). VWF yra
EPC. Endoteliniy Igsteliy pavirSiaus glikoproteinas atsakingas uz homeostaze. Jo praradimas
sukelia daugybé sutrikimy, pvz., Heyde‘o (aortos voztuvy stenozé, susijusi su virS§kinimo trakto
kraujavimu) ir Maschcowitz'iaus (kraujo koaguliacija, susidarant maziems trombams, galintiems
sukelti organy pazaidas).

eNOS budingas endoteliniy lasteliy fermentas, atsakingas uz NO sintezg, svarbus palaikant
kraujagysliy tonusg, slopinant kraujagysliy lygiyjy raumeny susitraukimg ir trombocity
agregacija [Hirschi et al., 2008].

1 lentel¢je pateikiami Zymenys, budingis skirtingos EPC populiacijoms.

1 lentelé. Skirtingos kilmés endoteliniy 1asteliy pirmtaky ekspresuojami Zymenis [Asahara
etal., 2011]

Endoteliniy lasteliy pirmtaky kilme Ekspresuojami Zymenys

CD34"", CD133", VEGFR2*, CD45"", CD14™"

Kolonijas formuojantis vienetas . . . .
, CD115", CD31", eNOS™, VWF

CD34"", CD133", VEGFR2*, CD45"", CD14""

Cirkuliuojancios hematopoetinés Igstelés . R . .
, CD115", CD31", eNOS", VWF

CD34"", CD133", VEGFR2", CD45', CD14,

Endotelinés kolonijas formuojancios lastelés . . .
CD115, CD31", eNOS", VWF
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1.3. Lasteliy adhezija

Lastelés turi savybe sudaryti rySius su kitomis, kaimyninémis lgstelémis bei su uzlgsteliniu
substratu. Si lasteliy savybé vadinama adhezija. Tam, kad lastelés sugebéty sudaryti tarpusavyje
Siuos rySius, joms reikalingi transmembraniniai baltymai ty. lastelés adhezijos molekulés
(CAMs, angl. Cell Adhesion Molecules). Skiriamos dvi CAMs grupés: lastelé-Igstelé ir Igstelé-
tarplastelinis uzpildas, kurios dalyvauja saveikoje. Kai kuriy CAMs veikimui yra bitini Ca**
jonai, kurie yra atsakingi uz specifine lastelé-lastelé sgveikg audinyje [Alberts et al., 2002].

1.3.1. Lastelés adhezijos molekulés

Lastelés adhezijos molekules galima suskirstyti j keturias baltymy Seimas: imunoglobuliny
superSeima, integrinai, kadherinai ir selektinai. Nors CAMs priklauso skirtingoms baltymy

Seimoms, jas galima klasifikuoti ir pagal Ca?* jonus: ar jos yra priklausomos ar ne.

Nuo Ca?* jonu priklausomos CAMs

Kadherinai - dideli transmembraniniai baltymai, kuriy veikimui reikalingi Ca*" jonai,
kurie atsakingi uz tarplasteling saveika audinyje ir svarbas audinio diferenciacijoje [Alberts et
al., 2002; Lodish et al., 2000]. Ankstyvos diferenciacijos metu dazniausiai ekspresuojami E-, P-
ir N-kadherinai. E-kadherinas yra budingas daugeliui epiteliniy Igsteliy, N-kadherinas -
nervinéms, raumeninéms ir lesiuko lgsteléms, o P-kadherinas - placentos ir epidermio Igsteléms
[Lodish et al., 2000].

Kiekvienas kadherinas priklauso | tipo integraliesiems membranos glikoproteinams.
Kadheriny N-galas iSsikiSgs ] ekstralgsteling ertme (turi pasikartojantj regiong svarby
tarplgstelinei sgveikai), 0 C-galas nukreiptas j lastelés citoplazmg. Kadherinai yra netiesiogiai
sujungti su aktino citoskeletu per baltymus kateninus - p120 ir beta-kateninus. p120 kateninas
atsakingas uz adhezinés sgveikos palaikyma/stabilizavimg Salia plazminés membranos, o beta-
kateninas sgveikauja su alfa-kateninu, kuris, savo ruoztu sudaro jungtj su forminu, susietu su
aktino filamentu (2 pav.). Tikslus mechanizmas, kuris sujungia aktino citoskeleta su kadherino-
katenino kompleksu néra Zzinomas. Si saveika labai svarbi tarplastelinei saveikai [Lodish et al.,
2000; Vasioukhin et al., 2001; Li et al., 2012; Stepniak et al., 2009]. E-kadherinas yra vienas i$
labiausiai istirty kadheriny. Tai vienas pirmyjy kadheriny, ekspresuojamy zinduoliy vystimosi
metu [Alberts et al.,, 2002]. E-kadherino vaidmuo adhezijos procese priklauso nuo aktino
citoskeleto ir judinamojo neraumeninio miozino. Sgveikaujant kadherinui su alfa-kateninu, beta-
kateninas aktyvina Wnt signalinio kelio, atsakingo uz lgstelés formos pokycius, migracija,

proliferacijg ir Igstelés i§likimg [Li et al., 2012; Marthiens et al., 2010].
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Adhezinés saveikos
stabilizavimas; MAPK signaliné

kaskada; RhoA GTPazés
signaliné kaskada

Kadheriny
Lastelé sgveika Lastelé

Tirozino kinazés receptoriaus ir
Hedgehog kaskada

Kononiné Wnt signaliné
kaskada; lgstelés proliferacija

1.2. pav. Kadherino-katenino kompleksas ir jy sasaja su signaliniais keliais (a, p ir p120 —
kateninai) [Stepniak et al., 2009].

Selektinai - tai nuo Ca®" jony priklausomi lastelés pavir§iaus baltymai. Jie dalyvauja
tarplastelinéje saveikoje kraujotakos sistemos. Tai karbohidratams selektyvis baltymai. Siuo
metu zinomi trys pagrindiniai selektinai: L-selektinas, budingas baltiesiems kraujo kineliams, P-
selektinas - trombocitams ir endotelinéms lasteléms, esan¢ioms $alia uzdegimo Zidinio, 0 E-
selektinas - suzadintoms endotelinéms lasteléms. Kiekvienas selektinas yra transmembraninis
baltymas, turintis konservatyvy domena jungiantj oligosacharida ar kita lastele. Sie baltymai
atlieka svarby vaidmen;j lasteliy migracijoje: per kraujagysles j kaimyninj audinj bei uzdegiminio
proceso metu [Lodish et al., 2000].

Integrinai yra heterodimerai sudaryti i§ o ir B subvienety. Yra zinoma maziausiai 24
zinduoliy integriny heterodimerai sudaryti i§ 18 o ir 8 B subvienty. Integrinai yra ekspresuojami
daugelio lasteliy. Lastelés dazniausiai turi ne viena, o kelis integrinus, uztikrinancius sgaveikg su
skirtingais pavirsiais [Lodish et al., 2000; Caiado et al., 2012]. Integriny raiska priklauso nuo
lastelés tipo. Pavyzdziui, EPC ekspresuoja al, a2, a3, o4, a5, a6, a9, av, B1, B2, B3, B5 ir B7
integriny subvienetus. Kai kurie subvienetai yra ekspresuojami tik specifiniu metu, atsizvelgiant
1 EPC buvseng (lgstelés mobilizacija, migracija, diferenciacija ir invazija j audinj yra lydima
substrato/ECM sagveikos kaitos) [Caiado et al., 2012].

Nuo Ca®" jonu nepriklausomos CAMs

Kadheriny, selektiny ir integriny veikimas priklauso nuo Ca?* jony. Kai kuriy integriny
funkcionalumui uztikrinti reikalingi Mg”* jonai. Lasteliy adhezijos procese dalyvauja ir

molekulés, kuriy veiksmingumui uztikrinti Ca®* jonai nereikalingi. Siai grupei priskiriami
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immunoglubuliny (Ig) superSeimai priklausantys baltymai. Tokie baltymai turi vieng arba
daugiau j Ig panadiy duomeny. Siy baltymy pavyzdziu gali bati nervy lasteliy adhezijos
molekulé (N-CAM), kurios raiska buidinga jvairioms lasteléms ir daugumai nerviniy lasteliy. N-
CAM molekulé yra labiausiai paplitusi nuo Ca®** jony nepriklausoma molekulé, uztikrinanti
tarplasteline sgveika. Manoma, kad jai, kaip ir kadherinams, badinga homofiliné sgveika [Alberts
et al., 2002; Lodish et al., 2000].

Kai kurioms Ig Seimos adhezijos molekuléms yra budinga ir heterofiliné saveika.
Pavyzdziui, endoteliniy Igsteliy ekspresuojama tarplgsteliné adhezijos molekulé ICAM (angl.
Intercelular adhesiom molekule) jungdamasi su kraujo Iasteliy integrinais suteikia joms

galimybe migruoti i$ kraujotakos sistemos j audinj [Alberts et al., 2002; Lodish et al., 2000].

1.3.2. Lasteliy adhezijos molekuliy vaidmuo Iasteliu diferenciacijoje ir
proliferacijoje

E-kadherinas atlieka reik§minga vaidmenj ankstyvos embriogenezés metu. Jis dalyvauja
kompaktinés ir gerai organizuotos struktiiros karime. Remiantis Larue ir kt. duomenimis,
mutantinés pelés, ekspresuojancios mazus E-kadherino kiekius embriogenezés metu, blastocistos
stadijoje nesugeba suformuoti ertmiy ir trofoblastinio epitelio. I$sivyscius gastrulei, E-kadherino
kiekis sumazéja. Sis sumazéjimas bidingas epiteliniam-mezenchiminiam virsmui. E-kadherino
transkripcijos slopinimg reguliuoja p38 MAPK ir EPB41L5-kadherino-katenino kompleksas.
EPB41L5 saveikauja su pl20-kateninu ir neleidzia prisijungti kadherinui. E-kadherino
sumazéjimas siejamas ir su padidéjusia N-kadherino ekspresija [Stepniak et al., 2009].

N-kadherinas yra naudojamas kaip zymuo mezenchiminés ir neuroepitelinés ESC
diferenciacijos tyrimuose [Li et al., 2012]. Skatinant nerving ESC diferenciacijg, pakinta lasteliy
morfologija ir susidaro kompaktiSka rozetés struktiira, kuriai budinga nerviniy lgsteliy pirmtakiy
specifiniy zymeny (Pax6 ir Sox2) raiska. N-kadherinas yra charakteringas primityvios
neuroepitelines rozetés struktiros Zymuo. Analogiska $iy zymeny raiska stebima ir embriono
vystimosi metu, formuojantis nerviniam vamzdeliui. Mazéjant E-kadherino raiskai aktyvinama
N-kadherino ekspresija. Panasus kadheriny raiSkos pokytis yra stebimas epitelinio-
mezenchiminio virsmo metu, diferencijuojant Zmogaus embrionines kamienines lasteles [Li et
al., 2012; Marthiens et al., 2010].

N-kadherinas yra svarbus ir kraujagysliy formavimui embriogenezés metu. Endotelinése
lastelése N-kadherinas atsakingas uz VE-kadherino ekspresija. Luo ir Radice nustaté, kad N-
kadherino raiskos slopinimas endotelinése Igstelése yra lydimas nuo VE-kadherino priklausomos

tarplastelinés saveikos susilpnéjimo. Taip pat buvo pastebéta, kad N-kadherino deficitas
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teigiamai veikia lgsteliy judruma, taciau turi neigiama poveikj jy proliferacijai [Luo et al., 2005].

VE-kadherinas yra svarbus kraujotakos sistemos vystymuisi. Jis atlieka tiek mechaning,

tiek ir signalo perdavimo funkcijas. Endotelinés lgstelés su sumazinta VE-kadherino raiska
nesugeba atstatyti ir suformuoti naujy kraujagysliy jy vystimosi metu. Pastebéta, kad VE-
kadherino deficitas neigiamai veikia signalo perdavimg kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus
receptoriaus-2/fosfatidilinozitol 3 kinazés (VEGFR-2-PI3K) ir VEGFR-2-MAPK keliais. Tai
slopina lastelés proliferacijg ir skatina jos ztitj apoptozés budu [Stepniak et al., 2009].

VE-kadherinas reguliuoja klaudino-5, dalyvaujanc¢io tampriyjy jung¢iy endoteliniy lgsteliy
sudaryme, raiska. Dar vienas svarbus VE-kadherino taikinys yra TGF-p. Manoma, kad VE-
kadherino ir TGF-p funkcinis rySys yra svarbus stuburiniy morfogenezéje [Stepniak et al., 2009].

PECAM-1/CD31 priskiriamas lg superSeimai, yra budingas endotelinéms, trombocity,

monocity ir neutrofily lgsteléms. Yra lokalizuotas Igstelé-lgstelé adhezijos vietose ir atlieka
svarby vaidmenj, palaikant homofiling sgveikg tarp lasteliy bei endoteliniy lgsteliy judéjime.
Prisideda prie signalo perdavimo tiesiogiai sgveikaujant CD31 baltymo vidulgsteliniai uodegai
su B-kateniny ir SH2 duomeno fosfataze, taip reguliuodamas nuo [B-katenino priklausomas

signalines kaskadas.

Embriono vystimosi metu lastelés, ekspresuojancios CD31, CD34, VEGFR2 ir VE-
kadhering, turi galimybe toliau vystytis hematopoetine arba endoteline linkme. In vivo tyrimai
parodé, kad Sios kraujodaros lastelés pasizymi hematopoetiniy progenitoriniy lasteliy savybémis
[Lietal., 2012; 25].

Intergrinai. Igreja ir kt. atliko geny ekspresijos tyrimus EPC diferenciacijos metu ir
pastebéjo trumpalaike, grieztai reguliuojamg endotelio diferenciacija, kuri gali bati suskirstyta j
tris nuoseklius etapus [Igreja et al., 2008]:

e intergriny sgveika su specifiniais ECM baltymais;
e augimo faktoriy skatinama proliferacija ir lastelés iSgyvenamumas;
e funkciniy savybiy vystimasis.

EPC sukibimas su ECM yra svarbi pakopa diferenciacijos metu. Saveikaujant Igstelei su
substratu, uztikrinama iSgyvenimo ir dauginimosi galimybé. Be to, intergriny-ECM saveika
reikalinga parakrininiy EPC iSskiriamy veiksniy sintezei. Integriny raiska EPC diferenciacijos
metu pastoviai kinta: nediferencijuotos EPC ekspresuoja a9 intergring, tuo tarpu 5 ir 7 raiska
iSryskéja diferencijuotose Igstelése. EPC diferenciacijos eigoje ekpresuojami intergrinai a4, a5,
av. Kiti nekintantys intergriny subvienetai yra atsakingi uz EPC saveika su fibronektinu (FN). Si

sgveika labai reikSminga diferenciacijos metu. 1997 m. Asahara su kolegomis jrodé¢, kad EPC ir
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FN adhezija yra daug stipresné nei EPC ir kalogeno. Wijelath ir kt. pademonstravo, kad FN-a5p
sgveika skatina nuo VEGF priklausoma, EPC virsmg j subrendusig endoteling lastelg. Taciau
tikslus FN ir VEGF sgveikos mechanizmas, reguliuojantis EPC diferenciacija, néra zinomas
[Asahara et al., 2011; Caiado et al., 2012; Wijelath et al., 2004].

1.4. Lastelés migracija

Lasteles migracija - tai sudétingas, tac¢iau gerai koordinuojamas procesas, sujungiantis
lastelés pavirSiaus receptorius, signalines molekules ir citoskeleto elementus. Visas Sis
kompleksas, atsakingas uz Igstelés judéjima, gali biiti vadinamas lastelés migrosoma. Principiniai
migracijos mechanizmai skirtingose lastelése yra panasis [ Entschladen et al., 2009].

1.4.1. Migracijos ciklas

Lastelés migracija gali bati suvokiama kaip pasikartojantis procesas. Pradinis atsakas ]
migracijg skatinantj veiksnj yra lastelés poliarizacija ir placiy lamelipodijy ar smaily filopodijy
susidarymas judéjimo krypties link. Lamelipodijy ir filopodijy susidarymg nulemia aktino
polimerizacija. Procesas stabilizuojamas lgstelei prilipus prie ECM arba gretimos lastelés. Tokios
adhezijos vietos tarnauja traukos/atramos taskais lgstelei judant, o judéjimo pabaigoje adhezijos
taskai suardomi. Taigi, lgsteles migracijos procesa galima apibrézti keliais etapais: pradinis
atsakas ir poliarizacija; lamelipodijy ir filopodijy susidarymas; ir adhezijos suardymas judéjimo
ciklo pabaigoje [Ridley et al., 2003].

1.4.2. Lamelipodiju ir filopodijy struktira

Lamelipodijose ir filopodijose aktino filamentai yra skirtingai organizuoti: lamelipodijose

sudaro i$siSakojusig dendriting struktiira, o filopodijose issidéste ilgais lygiagreciais pluostais.

Lamelipodijy susidarymo metu aktino polimerizacija vyksta dalyvaujant Arp2/3 (svarbus
aktino citoskeleto reguliacijoje) kompleksui, kuris jungiasi prie aktino filamento Sono arba galo.
Aktinas pradeda Sakotis, taip sudarydamas dendriting struktiirg. Arp2/3 aktyvacija priklauso nuo
WASP/WAVE seimos baltymy, atsakingy uz signalo perdavima nuo pavirsiaus receptoriaus link
aktino citoskeleto [Ridley et al., 2003].

Aktino polimerizacijos greitis ir organizacija priklauso nuo prie aktino prisijungianéiy
baltymy. Pavyzdziui, profilinas, prisijungdamas prie aktino monomero, nukreipia ji i
polimerizacijos vieta. Seny gijy ardyme dalyvauja ADF/kofiliny Seimos baltymai. Dendriting
struktiirg palaiko kontraktinas, stabilizuodamas aktino filamento atSakas. Filaminas A ir a-

aktininas stabilizuoja visa aktino tinklg sudarydami pintg strukttrg [Ridley et al., 2003].
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Filopodijos susidaro aktino filamentui ilgéjant. Ilgo ir neiSsiSakojusio filamento
organizacija tiesiogiai priklauso nuo jo elongacijos. Siuo atveju, formai ir judéjimui palaikyti
svarbts Ena/VASP baltymai, kurie atsakingi uz filamento elongacija. Filamento ilgéjimui
reikSmingas fascino baltymas, kuris svarbus citoskeleto reguliacijoje - palaiko lastelés adhezijg ir
judéjimag [Ridley et al., 2003].

GTP sujungiantys baltymai atlieka reikSmingg vaidmenj adhezijos reguliavimui bei
lamelipodijy ir filopodijy susidarymo reguliacijoje. Jy aktyvumas reguliuojamas prijungiant GTP
arba GDP. Aktyvi forma, suriSusi GTP, sgveikauja su savo baltymais taikiniais - baltymy
kinazémis, lipidus modifikuojanciais fermentais ir Arp2/3 komplekso aktyvatoriais. Lameipodijy
ir filopodijy formavimo reguliacijoje dalyvauja Rho Seimos baltymai: Rac, Cdc42 ir RhoG.
Cdc42 ir Rac taikiniai, atsakingi uz aktino polimerizacija. Jie priklauso WASP/WAVE $eimos
baltymams [Ridley et al., 2003; Krylyshkina et al., 2002].

Eden ir kt. nustat¢ mechanizmg, kuriuo Rac stimuliuoja lamelipodijy susidarymg
aktyvuodama WAVE baltymus. Rac neturi tiesioginio poveikio aktino nukleacijai. Veikiant
kartu su NCK (baltymas, lokalizuotas citoplazmoje ir turintis Src SH2 ir SH3 homologinius
domenus; atliekantis signalo perdavimo adaptorinio baltymo tarp tirozino kinazés receptoriaus ir
recipiento ( pvz., Ras) funkcija) panaikina WAVE komplekso trans-inhibicijg. Dél to susidaro
aktyvi forma, kuri, asocijuota su HSPC300 ir IRSp53, skatina ARp2/3 komplekso aktyvacijg ir
aktino polimerizacija [Ridley et al., 2003; Krylyshkina et al., 2002; Eden et al., 2004; Cernuda-
Morollo’'n et al., 2006].

Cdc42 taikinys yra WASP baltymai, svarbis filopodijy formavime [Cernuda-Morollon et
al., 2006].

1.5. EPC mobilizacija ir migracija

EPC mobilizacija prasideda specialioje kamieniniy lgsteliy niSoje, esancioje kauly
giulpuose. Cia taip pat aptinkama fibroblasty, osteoblasty ir endoteliniy lasteliy. BMSC (kauly
Ciulpy kamieninés Igstelés, angl. bone marrow stem cells) dél citokiny veiklos praranda rysj su
KC stromos Igstelémis [Urbich et al., 2004, Hristov et al., 2004].

BMSC mobilizacijai svarbi elastaziy, katepsino G ir matrikso metalproteinaziy (MMP)
aktyvacija. Sie fermentai yra atsakingi uz adhezinés saveikos suardyma tarp KC stromos ir
kamieniniy lasteliy. Isemija veikia kaip pozytivus signalas skatinantis EPC mobilizacija is KC.
Manoma, kad jos poveikis yra svarbus VEGF arba SDF-1 (angl. stromal cell-derived factor 1)
kiekio padidéjimui cirkuliuojanc¢iame kraujyje. Toliau indukuojama BMSC Iasteliy mobilizacija

MMP-9 . MMP-9 yra matrikso metalproteinazé, atsakinga uz transmembraninio SCF arba Kit-
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ligando atpalaidavimg (3 pav.) [Urbich et al., 2004; Hristov et al., 2004; Tilling et al., 2009;
Tousoulis et al., 2008].

EPC mobilizacija gali biti stimuliuojama veikiant citokinais, kurie skatina CD34" Iasteliy
migracija j periferinj kraujg. Pavyzdziui, granuliocity kolonijas stimuliuojanciu faktoriumi (G-
CSF, angl. granulocyte-colony stimulating factor) arba granulocity monocity- kolonijas
stimuliuojanéiy faktoriumi (GM-CSF, angl. granulocyte monocyte-colony stimulating factor),
kurie jau placiai naudojami hematologijoje (veikiama norint i§gauti hematopoetines Iasteles is
periferinio kraujo) [Urbich et al., 2004].

Kitas svarbus mobilizacija skatinantis baltymas yra statinas, kuris yra HMG-CoA (3-
hidroksi-3-metillglutaril-koenzimas A) reduktazés inhibitorius. Manoma, kad nuo statino
priklauso Igsteliy iSgyvenamumas ir funkciniy savybiy pageréjimas yra tiesiogiai susij¢s su joO
indukuojama PI3K/Akt signaline kaskada [Urbich et al., 2004].

eNOS ekspresija stromos KC lasteliy taip pat daro didele jtaka EPC mobilizacijai.
Remiantis Aicher ir kt. duomenimis, mazas fermento kiekis Sumazina MMP-9 aktyvuma.
Manoma, kad eNOS turi tiesioging jtaka signalinés PI3K/Akt kaskados aktyvacijai [Aicher et al.,
2003; Tilling et al., 2009].

Kauly ¢iulpy stromos Igstelés

Hematopoetiniai pirmtakai
KC hemangioblastas
‘ Eritroidinés, melodinés ir

/ cKit+ \ Q limfoidinés lgstelés

v

Subrendusi
MMPS Q endoteliné
eNOS cKit+ lastelé
VEGFR+

ﬁ Ankstyva Velyva
Periferinio EPC EPC CD34+;

signalo CD133-;
aktyvacija Q _— © _— © endoteliniai
Zymenis++.
KC angioblastas CD133+/-; CD34+; CD133-; CD34+;
CD133+; CD34+ VEGFR2+; CD31+; VEGFR2+; CD31+;
VEGFR2+ VWEF-; eNOS-; VWF+; eNOS+;
VE-kadherinas-. VE-kadherinas+.

1.3. pav. EPC mobilizacija [Hristov et al., 2004].

EPC migracija link audinio gana sudétinis procesas. Migracijos metu aktyvuojama
daugelis signaliniy keliy, stimuliuojamy citokiny ir augimo faktoriy. Lastelés pradeda

ekspresuoti adhezines molekules, reikalingas 1asteliy sgveikai su substratu bei migracijai. Kaip ir
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mobilizacijoje, VEGF ir SDF-1 ir jo receptoriaus CXC4R ekspresija vaidina svarby vaidmen;j
EPC migracijoje [Tousoulis et al., 2008].

Ivykus kraujagysliy pazaidai, VEGF Kiekis kraujuje sparciai iSauga, todél yra skatinama
EPC mobilizacija ir jy migracija | audinj. Veikiant uzdegiminiams citokinams, endotelinés
lastelés pazaidos vietoje yra suzadintoje busenoje, dél to padidéja adheziniy molekuliy Kiekis
lastelés pavirsiuje (ICAM, VCAM, E-selektinas). Tuomet yra svarbas 2 ir o4f1 intergrinai,
kurie tiesiogiai dalyvauja lasteléms judant link uzdegimo/pazaidos zidinio. CAMSs ekspresija
suzadintose endotelinese lgstelése reikalinga limfocity transendotelinei migracijai tarp skirtingy
audiniy ir kraujagysliy [Tilling et al., 2009; Tousoulis et al., 2008].

Interleukino 8 (IL-8) vaidmuo EPC migracijoje yra tiesiogiai susijes su mobilizacija.
Didesni jo kiekiai teigiamai veikia lasteliy mobilizacija ir tolimesne jy migracija link
kraujagysliy pazaidos vietos. Kocher ir kt. pastebéjo, kad miokardo infarkto metu padidéjusi IL-
8 koncentracija kraujyje skatina CD34+/CD133+ Igsteliy skaiciaus padidéjima [Tousoulis et al.,
2008; Kocher et al., 2006].

Yra i$skiriamos dvi signalinés kaskados, kurios tiesiogiai veikia EPC mobilizacija (: PI3K-
Akt) ir migracija ( MAPK-ERK). Akt Seima turi tris kuoduojamus genus ir priklauso
serino/treonino baltymy kinaziy Seimai. Akt yra susieta su lastelés iSgyvenamumu ir stimuliuoja
endotelio NO sinteze. Akt turi domeng jungiantj fosfoinozitolj ir yra aktyvuojama fosfoinozitol-
3-kinaziy Seimos nariy, kurie priklauso nuo G baltyma jungianciy receptoriy, pavyzdziui,
CXCRA4 [Tilling et al., 2009; Tousoulis et al., 2008; Kocher et al., 2006].

Akt, fosforilindama eNOS, ja taip pat aktyvuoja. Dél to yra stimuliuojama NO sintezé
endotelinése lgstelése bei skatinamas jy augimas ir migracija. Mitogeno aktyvuotos baltymy
kinazés taip pat yra serino/treonino specifiniai baltymai, kurie dalyvauja fosforilinime ir signalo
perdavime. Manoma, kad Akt ir MAPK keliai yra tiesiogiai susij¢ su SDF-1 ir yra stimuliuojama
EPC migracija [Tilling et al., 2009].

1.6. Diferenciacija

Lasteliy diferenciacija - tai procesas, kurio metu nespecializuota (kamiening) lgstelé tampa
specializuota, t.y. ji jgauna papildomy funkciniy sgvybiy, badingy audinio subrendusiai Igstelei.
Sio proceso mety pasikeiia geny raiska. Vieni genai yra nuslopinami, kiti tampa aktyvis. Taip
lastelé subrandina biidingg fenotipg ir savitas funkcijas. Embriogenezés metu $is procesas
vaidina itin svarby vaidmenj. Susidarius gemaliniams lapeliams, yra aptinkama nepilnos
diferencijacijos lgsteliy, kurios palaiko proliferacijos aktyvuma, bet neisvysto funkciniy sgvybiy

budingy subrendusiai audinio lastelei [Keller, 2005].
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Kamieninés Igstelés in vitro sglygomis gali differencijuoti j visiskai arba dalinai
specializuotas lasteles. Toks procesas vadinamas valdomaja diferencijacija. Sio proceso metu,
naudojant sukurtus protokolus, yra galimybé kamieninéms lasteléms diferencijuoti j skirtingy
audiniy Iasteles [Keller, 2005].

1.6.1. Miogeniné diferencijacija

Raumeninis audinys yra galutinis miogeninés diferenciacijos produktas. Funkcinis vienetas
yra daugiabranduoliai mioblastai. Embiogenezés metu mioblastai pastoviai proliferuoja esant
pakankamam kiekiui fibroblasty augimo faktoriaus (FGF, angl. fibroblast growth factor).
Sumazejus FGF, lastelés pradéda migruoti ir sekretuoti fibronekting. Mioblastai juda link audinio
ir jsiterpia j jj. Pasiekus audinj, prasideda lasteliy susilicjimas (§iam procesui svarbis Ca** jonai).
Tarpininkaujant meltrin metaloproteinazei stimuliuojma a aktino geny ekspresija.

Miogeniné diferencijacija yra reguliuojama miogeniniy reguliatoriniy faktoriy (MRFs,
angl. myogenic regulatory factors) - Myf5, MyoD, miogenino ir MRF4 (visi faktoriai dalyvauja
embriogenezés vystimosi metu ir yra svarbis miogeninés diferencijacijos dalyviai). MyoD ir
Myf5 apsprendzia mezodermos diferenciacija j griau¢iy miogeniniy linijy lasteles, 0 miogeninas

ir MRF4 regulioja Igsteliy susiliejima ir galuting diferenciacija [Gang et al., 2004].

1.6.2. Osteogeniné diferencijacija

Kamieniny arba progenitoriniy lgsteliy diferencijacija i kaulinio audinio lgstelés. Kaulinés
diferencijacijos metu diferencijuojamos Igstelés linkusios kaupti kalcj. Markeriai, kurie yra
ekspresuojami kaulinés diferenciacijos metu yra transkripcijos faktoriai (RUNX, ATF4, Osterix).
Siems faktoriams prikluaso ir medziagos, dalyvaujangios tarplastelinio matrikso mineralizacijos
procese (I tipo kalogenas, osteokalcinas, osteopontinas, BSP-kauly sialoproteinas) [Sottile et al.,
2003].

1.6.3. Adipogeniné diferenciacija

Adipogeninés diferenciacijos metu lgstelése aptinkamos sferinés formos lipidy sankaupos
kartu su riebalinio audinio Igsteléms budingu morfologiniy bei biocheminiy charakteristiky
pasireiskimu. Diferenciacija gali buti skatinama pridéjus deksametazono, Kuris aktyvuoja
glikokortikoido receptoriaus signaling kaskada arba IBMX (3 izobutil-1-metilksantinas), kuris
veikia nuo CAMP priklausomy baltymy kinazés signaline kaskadg [Niemela et al., 2008].

Adipogening diferenciacija reguliuoja keletas transkripcijos faktoriy. CCAAT/enhanceri
sujungiantis baltymas a (C/EBP-a) ir PPAR-y (angl. peroxisome proliferator-activated receptor
y) yra aktyvuojami adipogeninés diferenciacijos metu ir dalyvauja lasteliy augimo slopinime

(augimo stabdymas yra svarbus adipogeninei diferenciacijai). Sie faktoriai veikia kartu ir
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stimuliuoja vienas kito veikimg. PPAR-y stabdo lastelés ciklg ir sukelia adipocitams specifiniy
geny ekspresijg. PPAR-y geno promotorius turi specifing C/EBP-a jungimosi seka [Niemeld et
al., 2008].

1.7. Proliferacija

Lastelés ciklas sudaro du gana skirtingi procesai. Vienas jy yra apvaisinimas, kitas — Kkai
lastelés proliferacija yra aktyvuojama augimo faktoriy. Proliferacija - tai procesas, kurio metu
viena lastelé pasidalija j dvi dukterines lasteles. Tokiu buidu uztikrinamas lgsteliy populiacijos
didé¢jimas arba palaikymas. Vykstant lgstelés diferenciacijai, jos dauginimosi potencialas
dazniausiai sumazéja, 0 kartais net prarandama dauginimosi funkcija. Kitos lastelés dalijasi per
visg savo gyvavimo laikotarpj, taip palaikydamos lasteliy skai¢iy audinyje [Berridge, 2012;
Cooper, 2000].

Proliferacija yra valdoma daugelio augimo faktoriy ir priklauso nuo jy aktyvuojamy
signaliniy kaskady [Cooper, 2000]:

e Smad signalinis kelias, tarpininkaujant TGF-f (transformuojantis augimo faktorius
B), stabdo lasteliy proliferacija. Viena i§ Smad funkcijy yra nuo ciklino
priklausomos kinazés inhibitoriaus ekspresijos stimuliavimas, dél Kkurio ir
inhibuojamas lasteliy dauginimasis.

e Hedgehog signaliné kaskada aktyvuoja cinko pirSteliy transkripcijos aktyvatoriy
GLI1, kuris skatina daugelio geny, reikalingy tolimesniam signalo perdavimui,
raiskg. Kaskada aktyviai veikia daugelyje suvézéjusiy lasteliy.

e Kanoninis Wnt/p-katenino kelias aktyvuojamamas [-katenino translokacijos j
branduolj, kur suaktyvinami genai, atsakingi uz lastelés proliferacija.

e Mitogeno aktyvuoti baltymy kanaziy signaliniai keliai svarbis lastelés
proliferacijos valdyme. Tirozino kinazes receptoriaus aktyvacija skatina ERK
fosforilinima, kuris toliau branduolyje fosforilina CREB (ciklinio AMP atsako
elementg sujungiantj baltyma, angl. cyclic AMP response element-binding protein).
Fosforilintas CREB jungiasi su transkripcijos koaktyvatoriumi p300, acetilinan¢iu
Salia esancius histonus. Tai leidzia vykti transkripcijai.

e PI3 kinazé veikia ir regulioja lgsteliy proliferacija. Jos produktai (PDK1/2 ir Akt)
pateke j branduolj inaktyvuoja FOXO transkripcijos faktorius. Nuo FOXO
priklausomos kaskados nariai inhibuoja proliferacijai reikalingus baltymus. PDK1/2
veikia per S6K (ribosomy S6 baltymy kinaz¢) skatindama baltymy sintez¢. Akt turi
sasaja su TOR (rapamicino taikinys) kaskada, Kontroliojancia baltymy gamyba
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lasteléje. Baltymy sintezés kontrolé 1gsteléje yra pagrindinis PI3K vaidmuo Igstelés

augime.

1.8. Oksidacinis stresas

Organizmai, gyvenantys aerobinéje aplinkoje pastoviai susiduria su aktyviomis deguonies
formomis (ROS, angl. reactive oxygen species). ROS — tai dalinai redukuoti deguonies
metabolitai, chemiskai aktyvesni uz molekulinj deguonj. Tokiy metabolity Saltinis gali bati
jvairus. Vienas jy - mitochondrijy kvépavimo grandinés Salutiniai produktai. ATP gamybos
procese nedidelis kiekis laisvy elektrony gali sureaguoti su laisvu molekuliniu deguonimi ir tokiu
biuidu gali susidaryti reaktyvi deguonies forma. Kiti ROS Saltiniai: NADH/NADPH oksidazé;
ksantino oksidoreduktazés ir eNOS. Augimo faktoriy poveikis skatina ROS gamyba, Kuri
priklauso nuo padidéjusio NADH/NADPH oksidazés aktyvumo. Skiriamos dvi ksantino
oksidoreduktaziy formos. Tai molibdeng turintys fermentai, kurie katalizuoja ksantino konversija
i hipoksanting ir §lapimo riigstj. Toliau ksantino dehidrogenazei, redukuojant NAD" oksidaze,
perduodamas elektronas molekuliniam deguoniui ir susidaro vandenilio peroksidas. Citochromo
p450 reduktazé katalizuoja elektrony transporta tarp NADPH ir hemo grupés. Esant
kofaktoriams, L-argininui arba tetrahidrobiopterinui susidaro azoto monooksidas (NO). Pakeitus
arba pasSalinus vieng i$ substraty, gali susidaryti nespecifiniai produktai, pavyzdziui: vandenilio
peroksidas [Martindale et al., 2002; Mildaziené ir kt. 2004; Watson et al., 2008].

1.8.1. Lasteliy apsaugos mechanizmai oksidacinio streso metu

Mazi ROS kiekiai atlicka svarby vaidmen] Igstelés savybiy pasireiskime, bet esant
dideléms koncentracijoms gali jvykti DNR, baltymy ir lipidy paZzeidimai. Lastelés evoliucijos
metu vyksta daugybé reakcijy, mazinan¢iy ROS ir oksidacinius pazeidimus. ROS pertekliy
lastelése gali sumazinti fermentai ir molekuliy gaudyklés [Martindale et al., 2002; Mildaziené et
al., 2004].

1.8.1.1. Antioksidaciniai fermentai

Superoksido dismutazés (SOD) yra pirmoji gynybos linija $alinanti ROS ir vercianti juos |

maziau aktyvig formg. Aktyviajame centre yra metalas, kuris gali skirtis priklausomai nuo
lastelés kilmés ir fermento lokalizavimo vietos. Skirtingos SOD formos nustatomos pagal

jautrumg slopikliams [Mildaziené et al., 2004].

Peroksisomy katalazés sunaudoja susidariusj H,O, oksidaziy katalizuojamose reakcijose ir

neleidzia jam pereiti j citoplazma [Mildaziené et al., 2004].

Glutationo peroksidazé (GSHPX) yra H,0, Salinantis fermentas. Jis yra ypatingas tuo, kad
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turi nejprastg selenocisteino aminoragstj, kurioje vietoj -SH yra -SeH grupé. GSHPX fermenta
papildo glutationo reduktazé, svarbi glutationo redukuotos formos atstatymui (NADPH
naudojamas kaip katalizuojamos reakcijos reduktorius). Santykis tarp redukuotos ir oksiduotos
glutationo formos parodo antioksidanty ir prooksidanty pusiausvyrg lastelése [Mildaziené et al.,
2004].

1.8.1.2. Molekuliy gaudyklés arba mazos molekulinés masés laisvyjy
radikaly gaudyklés

Tokoferoliai (vitaminas E ir jo dariniai) yra svarbios ROS gaudyklés, lokalizuotos

biologinése membranose ir stabdancios lipidy peroksidacijos reakcijas [Mildazien¢ et al., 2004].

L-askorbo riugstis (vitaminas C) yra pagrindinis tarplastelinis antioksidantas. Reaguoja su

ROS greiciau negu kitos biomolekulés. Dalyvauja tokoferoliy redukuotos formos atstatyme.
Askorbo rugstis veikia vandeningje terpéje oksiduodamasi iki monodehidroaskorbo arba
dehidroaskorbo raigsties ir yra atstatoma redukuojant dehidroaskorbo reduktazei, kuri naudoja

redukuotg glutationg [Mildaziené et al., 2004].

Slapimo riigstis sudaro chelatinius junginius jungdama pereinamuosius metalus ir stabdo jy

kanalizuojamas ROS susidarymo reakcijas [Mildaziené et al., 2004].

Oksidacinés pazaidos lastelés lygyje apima spektra funkciniy pokyciy, tokiy Kkaip
proliferacijos bei lastelés augimo skatinimg arba slopinimg, senéjimg ir lastelés mirtj. Skirtingo
tipo lasteliy atsakas j oksidacinj stresg priklauso nuo poveikio laikotarpio ir kiekio, kuris gali
nezymiai Kisti. Nepaisant ROS poveikio, lastelés likimg lemia oksidacinio streso metu
aktyvuojamos vidulastelinés signalo perdavimo kaskados ir jy generuojamas atsakas. Kai kurie
signaliniai keliai skatina lgsteliy iSgyvenamuma, kiti - lastelés zatj, treti - priklausomai nuo

salygy gali skatinti tick mirtj, tick iSgyvenamumga [Martindale et al., 2002].

1.8.1.3. Mitogeno aktyvuotos baltymu kinazés (MAPK)

MAPK - tai didziulé serino/treonino kinaziy $eima, susijusi su placiu Igstelés atsaky
spektru: proliferacija, diferenciacija, adaptacija prie stresinés biisenos ir apoptoze. Atsizvelgus j
funkcinius skirtumus, skiriamos trys pagrindinés MAPK Seimos: tarplastelinj signala
regulivojan¢ios kinazés (ERK); c-Jun N-galo kinazés ir p38 MAP kinazés. Sios kinazes
reguliuoja platy spektrg baltymy ir transkripcijos faktoriy, kei¢ianéiy geny raiskag lgsteléje
[Martindale et al., 2002].

Visi MAPK S$eimos narial yra aktyvuojami, lastelei reaguojant j oksidacinj poveikj. ERK
tiesiogiai siejamas su lasteliy proliferacija, o JNK ir p38 daugiau susije su Igstelés atsaku j stresa.

Xia ir kt. dirbdami su lgstelémis, kurios turéjo nuslopinta EKR, bet pastovig JINK ekspresija,
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parodé, kad JNK yra tiesiogiai susijusi su indukuojama lastelés apoptoze. ERK ir JINK skirtumas
lasteléje apsprendzia ar ji zus, ar iSgyvens. Tyrimai atlikti su p38 MAPK oksidacinio streso metu
parodé dvejopus rezultatus, t.y., buvo skatinama lgsteliy apoptozé ir iSgyvenamumas priklausé

nuo poveikio stiprumo [Martindale et al., 2002].

1.8.1.4. PI3K/Akt signaliné kaskada

Akt arba baltymy Kkinazé B, yra sering/treoning fosforilinantis fermentas, kuris, kaip ir
ERK, jsijungia lastelei atsakant j augimo veiksniy stimuliacija. Fosfatidilinozitol-3- kinazé
(PI3K), fosforilindama savo substratg Akt, vercia ja lokalizuotis prie lgstelés plazminés
membranos, kur yra fosforilinama PDK-1 (3‘-fosfoinozitol-priklausoma kinaze-1) [Martindale et
al., 2002].

PI3K aktyvuoja tirozino kinaze¢ arba G baltymo jungiancius receptorius. Pirminé PI3K
funkcija yra fosfatidilinozitol lipidy fosforilinimas. Produktai (fosfatidilinozitol-4,5-bifosfatas
(PIP2) ir fosfatidilinozitol -3,4,5-trifosfatas (PIP3)) yra svarbios antrinés signalinés molekulés,
reguliuojancios jvairius signalinius baltymus. Jungdamosi prie baltymy, turin¢iy PH domena
(120 a.r. domenas, randamas daugelyje baltymy, kuriy funkcija yra vidulastelinio signalo
perdavimas arba citoskeleto sudedamaoji dalis) skatina jy translokacijg [West et al., 2002].

Akt yra svarbus efektorinis baltymas, aktyvuojamas PI3K. Akt aktyvacija indukuoja PI3K
produktai. PIP2 ir PIP3 jungiasi prie Akt PH domeno, taip skatinami kinaze lokalizuotis prie
plazminés membranos. Tam, kad Akt bty aktyvuota, turi bati fosforilinami T308 (fosforilina
PDK-1, kurio aktyvumas yra reguliuojamas P13 kinazés) ir S473 (fosforilinimo mechanizmas kol

kas néra zinomas) [West et al., 2002].

Akt aktyvacija per tirozino kinaze ir G baltyma jungiancius receptorius gali skatinti
daugelis veiksniy, sukelianciy lastelés stresine biiseng. Tokie veiksniai gali buti: UV, iSemija,
Siluminis Sokas, hipoksija, hipoglikemija ir oksidacinis stresas. Toks atsakas gali bati aiSkinamas

kaip apsauginis mechanizmas nuo lastelés zuties [West et al., 2002].

Sonoda ir kt. 1999 metais parodé, kad PI3K/Akt aktyvacija yra svarbi lastelés
gyvybingumui palaikyti oksidacinio streso metu. Lastelés paveiktos PI3K inhibitoriumi
nesugebéjo aktyvuoti Akt, todél buvo skatinama oksidacinio streso nulemta jy mirtis. Manoma,
kad PI3K/Akt kaskados antiapoptozinés savybés pasireiskia per apoptozés supresoriy aktyvinima
ar apoptozés iniciatoriy slopinima, pavyzdziui,, BAD (Bcl-2 asocijotas mirties promotorinis
baltymas, dalyvaujantis apoptozés iniciacijoje), kaspazé 9 (fermentas, dalyvaujantis apoptozéje,
svarbus citochromo c islaisvinime), GSK3 (angl. Glycogen synthase kinase 3, fosforilindamas

savo substratg inhibuoja tolimesnj signalo perdavimg) ir kt. [Martindale et al., 2002].
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PI3K/Akt gali bati aktyvuojama tarplgsteliniy signaly, integrinams sgveikaujant su
substratu. Vienas galimy mechanizmy - integriny skatinama PI3K aktyvacija per FAK (angl.
Focal adhesion kinase). PI3K reguliavimo subvienetas p85 per SH2 domeng jungiasi prie FAK
Tyr397 ir jj fosforilina. FAK aktyvacija skatina lasteliy judéjima ir yra svarbi vézio supresoriaus

p53 reguliavime [Zeller, 2012].

1.8.2. Oksidacinio streso poveikis endotelinéms lIasteléms pirmtakéms

Oksidacinio streso poveikis endotelinems lasteléms, esant Sirdies ir kraujagysliy
susirgimams, yra placiai aprasytas. Dél padidéjusio reaktyviy deguonies formy kiekio sukeliami
biologiniy struktliry pazeidimai, kurie yra tiesiogiai susij¢ su kraujagysliy disfunkcija.
Oksidacinis stresas neigiamai veikia EPC mobilizacija ir kitas biologiSkai svarbias funkcijas,
pasizymi citotoksiniu poveikiu kraujagysliy endoteliui ir padidina superoksidy kiekj. D¢l to
sumazéja EPC kiekis kraujyje [Lin et al., 2012].

Veikiant ROS, indukuojama EPC Zzatis apoptozés budu. Tyrimai su modeliniais gyvinais
parodé, kad miokardo infarkto metu padidéjusi ROS gamyba lemia EPC kiekio sumazéjima
periferiniame kraujuje. Panaudojus stating, buvo normalizuotas ROS kiekis, padidéjo VEGF
baltymo kiekis KC, nuo Akt priklausomas fosforilinimas ir eNOS aktyvumas. Sie pakitimai
paskatino EPC mobilizacija ir jy kiekio padidéjima periferiniame kraujyje [Tousoulis et al.,
2008; Lin et al., 2012].

EPC budinga didesné nei diferencijuotms endotelinéms lgsteléms, superoksido dismutazés
raiSka. Tai lemia §iy Igsteliy atsparumg oksidaciniam stresui ir palaiko funkcionaluma [Lin et al.,
2012].

Oksidacinis stresas, sukeliamas oksiduoty mazo tankio lipoproteiny (LDL, angl. low-
density lipoprotein), lemia aterosklerozés vystimagsi. Oksiduoti LDL skatina EPC senéjimg ir
eNOS inhibicijg. Rosso ir kt. nustaté, kad oksiduoti LDL sukelia EPC disfunkcija, dalyvaujant
p53 signalo perdavimui. Priesingai negu LDL, didelio tankio lipoproteinai (HDL, angl. high-
density lipoprotein) pasizymi antioksidacinémis ir prieSuzdegiminémis savybémis bei teigiamai
veikia EPC fiziologija [Tousoulis et al., 2008; Rosso et al., 2006].

Kraujagysliy biologijoje, lastelés apsisaugo nuo oksidacinio streso naudodamos
endogeninius antioksidantus, kurie palaiko ir apsaugo lasteles tiesiogiai sugaudydami ROS ir
taip sumazindami jy zalingg poveikj. Palyginus su diferencijuotomis endotelinémis Iastelémis,
EPC ekspresuoja didesn;j kiekj antioksidaciniy fermenty [Lin et al., 2012]. Galima baty teigti,

kad tai padaro jas atsparesnes oksidacinio streso poveikiui.
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1.8.3. Vandenilio peroksido produkcija ir metabolizmas

Zinduoliy lastelése pagrindiniai ROS gamybos 3altiniai yra mitochondrijy elektrony
pernasos grandiné, cytochromas P450, ksantino oksidazé, NAD(P)H oksidazé ir azoto oksido
sintazé. Sios sistemos katalizuoja molekulinio deguonies vieno elektrono redukcija. Susidares

O, inaktyvuoja NO® ir susidaro peroksinitritas (ONOQO"). Tam tikras kiekis O, yra

spontaniskai paverc¢iamas arba katalizuojamas superoksido dismutazés j H,O,. NO™ praradimas

gali skatinti tiesioginj virsmg j vandenilio peroksida (4 pav.) [Cai, 2005].

Fe3*

Fe2*

KAT, GSHPX
+ —
NO" Fermentai turintys
Fe3* (E-Fe3*
NO NO,
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ONOO™ No, NO; o 3NOLTyr

1.4. pav. H,O,generavimas ir metabolizmas lastelése [Cai, 2005].

2H,0 + 0,

Ksantino ir gliukozés oksidaziy fermentinés reakcijos metu perduodami 2 elektronai
molekuliniam deguoniui gali tiesiogiai produkuoti vandenilio peroksida. Esant sunkiesiems
metalams, H,O, gali suformuoti reaktyvy hidroksi radikalg. Produkuojmas padidintomis
koncentracijomis, H,O, pradeda tiesiogiai oksiduoti baltymus ir lipidus, bei sukelia DNR
pazaidas [40].

1.8.4. Vandenilio peroksido poveikis endotelinéms lasteléms

H,0, stimuliuoja endoteliniy lasteliy augima. Zinoma, kad padidinta antioksidaciniy
fermenty ekspresija inhibuoja lasteliy proliferacija. Endotelinése lastelése H,O, aktyvuoja
p90RSK, kuris yra svarbus EKR. Tai pat yra skatinama VEGF ekspresija ir sekrecija,
dalyvaujant PKC ir NFkB [Cai, 2005].

Didesnés negu 200 uM vandenilio peroksido koncentracijos gali pasizyméti detaliu
poveikiu endotelinéms lasteléms ir skatinti jy apoptoze. Oksiduoti LDL aktyvina JNK ir

inicijuoja vandenilio peroksido sukelima lasteliy zatj (5 pav.). Greiciausiai mitochondrijy
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elektrony pernasos grandinés reakcijy metu susidar¢ ROS dalyvauja lasteliy ziities reguliacijoje.
[Cai, 2005].

Citoskeleto reorganizacija endotelinése lastelése gali biiti kontroliuojama H,O, poveikiy.
Vandenilio peroksidu suzadintose Igstelése p38 MAP kinazé fosforilina HSP27 (akting jungiantis
baltymas) ir, tokiu badu, skatina citoskeleto reorganizacijg. Taip pat H,O, stimuliuoja stresiniy
aktino gijy formavimasi, dalyvaujant p38/HSP27 ir ERK 1/2 [Cali, 2005].

Vandenilio peroksidas stimuliuoja eNOS NO™ gamyba per PI3K/Akt ir ERK1/2 signalines

kaskadas. Kada eNOS produktas yra O, " , endotelis naudoja H,O, kaip NO" analoga [Cali,
2005].

UZdegimo proceso metu H,O, (50-100 uM) padidina pavir$iaus adheziniy molekuliy
ekspresija. Vandenilio peroksidas aktyvuodamas NFxB skatina nuo TNFa priklausomg ICAM-1
ir VCAM-1 indukcija. Endoteliniy trombocity aktyvinancio faktoriaus ir P-selektino ekspresija

gali taip pat bati indukuojama H,0,. Visos Sios molekulés skatina neutrofily saveikg su endoteliu
[Cai, 2005].
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Augimas, proliferacija Apoptozé
1.5. pav. Vandenilio peroksido stimuliuojami endoteliniy lasteliu signaliniai keliai [Cali,

2005].
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2. MEDZIAGOS. METODAI. APARATURA

2.1. Medziagos

Darbui su Igstelémis buvo naudojama Iscoves modifikuota Dulbecco terpé (IMDM, Gibco)
su 10% fetalinio verSelio serumu (FBS, Gibco); antibiotikai (penicilinas 100 U/mL ir
streptomicinas 100 pg/mL). Lasteliy monosluoksniui pakelti naudotas tripsino-EDTA
(etilendiamino tetraatco rtgstis) tirpalas, kuris skiedziamasl:4. Lasteliy praplovimui ir terpés
liku¢iy pasalinimui naudotas fosfatinis buferinis tirpalas (PBS, Gibco).

Lasteliy iSskyrimui buvo nauduojami: Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences
AB); CD133 MicroBead rinkinys (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach); tékmés citometrijai
naudoti monokloniniai antiktinai anti-CD133/2 konjuguoti su PE (fikoeritrinas) ir kontrolé peliy
1gG2b konjuguoti su PE (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach); CellFix (Becton Dickinson, JK).

Etanolis 96,3%; 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);
vandenilio peroksidas 30% (Sigma-Aldrich); Triton X-100 reagentas (Applichem); Tween-20
tirpalas; pirminiai antikiinai prie§ vinkuling (Millipore); pirminiai antikiinai prie§ p-FAK (BD
Transduction Laboratories); antriniai antikinai prie§ peles IgG konjuguoti su AlexaFluor 488
fluorofory (Invitrogen).

Lasteliy diferenciacijai buvo naudojami: alizarinas S (Sigma-Aldrich); Oil Red O (Sigma-
Aldrich); Arklio serumas (Gibco); B-glicerofosfatas (Sigma-Aldrich); deksametazonas (Sigma-
Aldrich); askorbino rugstis (Sigma-Aldrich); linoline ragstis (Sigma-Aldrich); Dulbecco
modifikuota terpé (DMEM, Gibco).

Lasteliy transfekcijai naudoti reagentai: LIPOFECTAMINETM 2000 (Life technologies) ir
OPTI-MEM (Invitrogen).

Darbe buvo naudojami lgsteliy augimo flakonai; pipetes; 6, 12, 24, 96 duobuciy plokstelés;

15 ir 50 mL konusiniai propileniniai mégintuvéliai.

2.2. Aparatira

Termostatas palaikantis 37 ° C temperatiirg ir 5% CO, (Thermofisher Scientific); laminaras
(Thermofisher Scientific); invertuotas mikroskopas Olympus CKX41; fluorescencinis
mikroskopas Olympus IX51; lasteliy vizualizavimo ir anlizavimo prietaisas Cell-IQ (CM

Technologies); centrifuga (Thermofisher Scientific), spektrofotometras (Thermofisher Scientific);
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purtyklé (Eppendorf Thermomix Comfort); magnetiniy daleliy separatorius KingFisher mL
(Thermo Scientific); FACSCalibur (Becton Dickinson, JAV).

2.3. Tyrimy metodai
2.3.1. Lasteliy iSskyrimas

2.3.1.1. Vienbranduoliy lasteliy iSskirimas i§ virkSteles kraujo ir kauluy
Ciulpuy

Darbai su zmogaus virkstelés audiniu buvo atliekami vadovaujantis Vilniaus regioninio
biomedicininiy tyrimy etikos komiteto pagal leidimg atlikti biomedicininj tyrimg Nr. 158200-
13-681-222. EPC buvo isskiriamos, i$frakcionuojant virkstelés kraujo vienbranduolines lgsteles,
tankio gradiente (1,077 g/ml) su Ficoll-Paque PLUS. Virkstelés kraujas pirmiausia buvo
praskiestas su PBS, turin¢iu 0,5% FBS ir 2 mM EDTA, santykiu 1:1. Laikantis sterilumo, 3 mL
Ficol-Paque PLUS supilta j 15 mL konusinius polipropileninius mégintuvélius su kamsteliais.
Per mégintuvélio Sienele, atsargiai, kad nesumaiSyti su Ficoll-Paque PLUS uznesta 4 mL skiesto
kraujo. Centrifuguojama 400 x g 40 min. Vieno branduolio lasteliy frakcija pernesta j kitg 15 mL
konusinj mégintuvelj ir uZpilta 3 turiais PBS, véliau atsargiai sumaiSyta. Centrifuguojama 100 x
g 10 min, supernatantas buvo nupiltas. Nuosédos buvo sumaiSomos ir uzpiltos 6 mL PBS ir vél
centrifuguojamos 100 x g 10 min. Nupylus supernatantg, ant nuosédy uzpilta DMEM terpés be
serumo.

Vienbranduoliy lasteliy idskirimas i§ KC buvo atliekamas pagal auks¢iau apradyta

metodikg.

2.3.1.2. Magnetinis EPC Igsteliy iSskirimo metodas

EPC buvo isskiriamos i$§ vienbranduoliy Igsteliy frakcijos, gautos i§ virkstelés kraujo. Buvo
isskiriama subpopuliacija, turinti CD133 Zymenj. Tam buvo naudojamas CD133 MicroBead
rinkinys. Visos procediiros buvo atlieckamos pagal gamintojo sitilomas rekomendacijas. Lasteliy
i§skirimui buvo imama 10° vienbranduoliy virkstelés kraujo lasteliy. Reikiamas kiekis buvo
suspenduotas su 300 uL. PBS, 100 uL FcR blokuojancio buferio ir 100 uL CD133 MicroBeads
(anti-CD133 monokloniniai antikiinai, konjuguoti su magnetinémis dalelémis); suspensija gerai
iSmaiSyta ir palikta inkubuotis 30 min. 4-8 © C temperatiiroje. Po inkubavimo buvo pasalinami
neprisiri$¢ antikiinai, pridéjus i suspensijag 2 mL PBS ir nucentrifugavus 3000 aps./min 10 min.
Nuosédos, suspenduotos 500 uL PBS, toliau buvo frakcionuojamos KingFisher mL magnetiniy
daleliy separatoriumi. Atskyrimui buvo sukurta penkiy etapy programa: A- lastelés, 300ul
buferio (PBS, 2 mM EDTA, 0,5% BSA), 100 ul FcR blokatoriaus ir 100 ul CD133 MicroBeads;
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B, C, D - praplovimo buferis (PBS, 2mM EDTA, 0,5 % BSA), E — 200 ul atskyrimo terpés
IMDM.

2.3.2. EPC lasteliy iSskyrimas i$ kraujagysliy

Endotelinés Iastelés pirmtakés buvo iSskiriamos 1§ ziurkiy plaucio kamieno.
Eksperimentai su laboratoriniais gyviinais buvo atlikti vadovaujantis LR Valstybinés maisto ir
veterinarijos tarnybos leidimu naudoti laboratorinius gyvinus mokslo tiriamajam darbui Nr.
0212, 2011-02-04. Ziurkei atlikus eutanazija, paimtas nedidelis kraujagyslés audinio fragmentas.
Audinio fragmentas buvo inkubuojamas tripsino/kolagenazés tirpale. ISskirtos lastelés uzpilamos
IMDM terpe ir laikomos termostate. Endotelinés Igstelés suformuoja monosluoksnj dviejy

savai¢iy bégyje ir toliau kultiira perséjama iki 2 karty per savaite.

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, antrg kartg paliekama 0,5-1 mL tirpalo ir inkubuojama 2-3 min. 37 ° C temperatiiroje.
Suardzius monosluoksnj, lastelés buvo uzpilamos auginimo terpe (IMDM, 10% FBS ir

antibiotikai) ir naudojamos tolimesniems eksperimentams arba iSs¢jamos j naujus flakonélius.

2.3.4. EPC lgsteliy charakterizavimas tékmés citometrijos metodu

Skirtingy Saltiniy EPC lastelése buvo nustatomas specifinio endotelinéms lasteléms
CD133 pavirSiaus baltymo buvimas. Buvo naudojami peliy monokloniniai antikiinai anti-
CD133/2 konjuguoti su PE ir izotipiné nespecifinio riSimosi kontrolé — peliy IgG2B konjuguoti
su PE. Lastelés buvo paruoSiamos pagal gamintojo rekomenduojamas metodikas. Paruosiami du
bandiniai, kuriuose naudojama 10° — 10’ lasteliy suspenduoty 100 uL buferio (PBS, 2mM
EDTA, 0,5 % BSA) ir pridéjus 10 pL  monokloniniy antikiiny arba izotipiné kontrolé.
Suspensija iSmaiSoma ir inkubuojama 10 min. tamsoje 4-8 °C temperatiiroje. Po inkubavimo
pasalinami neprisiriS¢ antikiinai, pridéjus ] suspensija 2 mL PBS, ir centrifuguojama 3000
aps./min 10 min. Nupilus supernatantg, Igstelés suspenduojamos 0,5 mL CellFix tirpalo ir
matuojamos téekmés citometru FACSCalibur. Analizei i$ kiekvieno méginio buvo renkama po

300 000 lasteliy ir duomenys buvo apdorojami CELLQuest programa.

2.3.5. Lasteliu skaiciaus ir gyvybingumo vertinimas
Lasteles buvo skai¢iuojamos hemocitometro (Goriajevo kamerg) ir Sviesinio mikroskopo
pagalba. Prie§ tai lasteliy monosluoksnis suardomas ir suspenduojamos augimo terpéje.

Paimamas nedidelis kiekis suspensijos.
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Lasteliy koncentracija buvo apskai¢iuojama pagal formulé:

LS = (NxDx1000):0,9,

kur LS - 1asteliy skaicius/mL; N — lasteliy skaic¢ius kameroje; D — skiedimas.

Gyvybingumas nustatomas dazant lgstelés 0,4 % tripano meélio tirpalu. Negyvos lastelés
nusidazo tamsiai mélyna spalva. Gyvybingumas apskai¢iuojamas pagal formule:

LG (proc.)=(G:N)x100,

kur G — gyvos lastelés, N — bendras lasteliy skaicius.

2.3.6. Lasteliy dydZio vertinimas

ParuosSiama lasteliy suspensija 3x10* last./mL tankio ir iSs¢jama ] 6 Sulineliy plokstele po
3mL. Lastelés laikomos termostate vieng parg. Po 24 val. paSalinama augimo terpé,
praplaunamos lastelés PBS ir dazoma AO/EB tirpalu. Toliau Iasteles analizuojamos
fluorescenciniu mikroskopu. Lasteliy didZiai nustatomi Q-CAPTURE PRO 7 programa.

2.3.7. Lasteliy proliferacijos vertinimas

Endoteliniy lasteliy pirmtakiy proliferacija buvo vertinama MTT metodu. Naudojamas
tirpus, geltonos spalvos MTT reagentas, kurj gyvy lasteliy mitochodrijos fermentai redukuoja iki
violetings spalvos netirpiy formazano kristaly. Gyvy lasteliy skaiius yra proporcingas
susidariusio produkto Kiekiui. Formazano kristalai yra istirpinami etanolyje ir jvertinama
spektrofotometriskai 570 nm bangos ilgyje.

Paruoita lasteliy suspensija 3x10* last./mL tankio ir i§sicjama j 24 Sulinéliy plokstele.
Auginama termostate 37 °C temperatiiroje, esant 5% CO,. Atliekami 4 matavimai kas 24
valandas. PaSalinama augimo terp¢ ir uzpilama po 500 puL MTT tirpalu (1 mg/mL). Inkubuojame
termostate 1 valanda. Susidariusios nuosédos tirpinamos 96,3% etanolyje: po 500 pL/Sulinéliui
pries tai pasalinus MTT tirpalg. Optinis tankis (OT) matuojamas spektrofotometriskai ( prie 570
nm bangos ilgiu) yra proporcingas gyvy lasteliy skaiciui. Gauti rezultatai iSreiskiami santykiniu
lasteliy skai¢iumi, t.y santykis iSmatuoto OT tiriamuoju laikotarpiu su OT gautu proliferacijos

vertinimo pradZioje.

2.3.8. Lasteliy diferenciacijos indukcija ir vertinimas

2.3.8.1. Miogeninés diferenciacijos indukcija ir vertinimas

Lastelées iSs¢jamos j 24 Sulinéliy plokstele, tankis — 3-4x10*  last/mL. Lastelés
diferencijuojamos, susidarius 80-90 % monosluoksniui. ParuoSiama diferenciacijos terpé:
DMEM su antibiotikais (penicilinas 100 U/mL ir streptomicinas 100 pg/mL) bei 2% arklio
serumo. PaSalinama augimo terpé, lastelés praplaunamos PBS ir uzpilama diferencijacijos terpé.

Diferencijuojama 1-2 savaites, keiciant diferenciacijos terpe kas 3-4 dienas.
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Diferenciacija vertinama lasteles nudazius AO tirpalu. Véliau analizuojama

fluorescentiniu mikroskopu.

2.3.8.2. Osteogeninés diferenciacijos indukcija ir vertinimas

Lastelées iSséjamos | 24 sulinéliy plokstele, tankis — 3-4x10* last./mL. Lastelés
diferencijuojamos susidarius 80-90% monosluoksniui. Paruos$iama diferenciacijos terpé: IMDM
su antibiotikais (penicilinas 100 U/mL ir streptomicinas 100 pg/mL) ir pridedama 5x10° M
deksametazuono, 5 pg/mL askorbino rugsties ir 10 mM B-glicerofosfato. Pasalinama augimo
terpé, lastelés praplaunamos PBS ir uzpilama diferenciacijos terpé. Diferencijuojama 2 savaites,
keiciant diferencijacijos terpg kas 3-4 dienas.

Diferenciacija vertinama lasteles dazant 2% alizarino S tirpalu, paruostu distiliuotame
vandenyje. Diferenciacijos terpé nusiurbiama ir lastelés praplaunamos PBS. Lastelés
fiksuojamos 4% praformaldehidu (PFA) 10-15 min. kambario temperatiiroje. Plaunama PBS.
Pasalinus fosfatinj buferj, dazoma 5 min. kambario temperatiiroje. Praplauname distiliuotu

vandeniu 4 kartus. Analizuojama invertuotu mikroskopu.

2.3.8.3. Adipogeninés diferenciacijos indukcija ir vertinimas

Lastelés iSsicjamos | 24 Sulineliy plokstele, tankis yra 3-4x10* last./mL. Lastelés
diferencijuojamos susidarius 80-90% monosluoksniui. ParuoSiama diferenciacijos terpé: DMEM
su antibiotikais (penicilinas 100 U/mL ir streptomicinas 100 pg/mL) ir pridedama 100 nM -
linolinés riuigSties. PaSalinama augimo terpé, lastelés praplaunamos PBS ir uzpilama
diferencijacijos terpé. Diferencijuojama 1-2 savaites, kei¢iant diferencijacijos terpe kas 3-4
dienas.

Diferencijacija vertinama dazant Oil Red O dazu. Paruostas 0,5% Oil Red O tirpalas
izopropanolije praskiedziamas 10 karty distiliuotu vandeniu. Diferenciacijos terpé nusiurbiama ir
lastelés praplaunamos PBS. Lastelés fiksuojamos 4% praformaldehido (PFA) tirpalu 10-15 min.
kambario temperatiiroje. Plaunama PBS. PaSalinus fosfatinj buferj, uzpilamas dazas ir
inkubuojama 30-60 min. kambario temperatiroje. Praplauname distiliuotu vandeniu 3 kartus.

Analizuojama invertuotu mikroskopu.

2.3.9. Lasteliy migracijos vertinimas

Lasteliy migracija buvo vertinama Zaizdos metodu, t.y ploksteléje i§séjamos lastelés tokiu
tankiu, kad po paros susidaryty visas monosluoksnis. Tada padaroma zaizda Sulinelio viduryje.
Lasteliy migracija ir zaizdos gijimo Kinetika stebima laike.

Paruota lasteliy suspensija: virkstelés kraujo endoteliniy lasteliy (VKEL) tankis 10°
last./mL; plau¢io kamieno endoteliniy lasteliy (PKEL) tankis 7x10* last./mL (PKEL su padidinta
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Akt raiSka ir vektorinés lastelés i§siejamos 7x10* last./mL tankiu). Auginamos 16-24 valandas.
Susidarius monosluoksniui, padaroma zaizda, pipetés galu perbraukiant Igsteliy monosluoksnj.
Pasalinama augimo terpé, lastelés atsargiai praplaunamos fosfatiniu buferiu ir jpilama $viezios
augimo terpés. Lastelés veikiamos didéjan¢iomis H,O, koncentracijomis (300 uM, 400 uM, 500
uM). Migracija jvertinama lgsteliy vizualizavimo ir analizavimo prietaisu Cell-1Q (prietaisas turi
irengtg kamera, palaikancig 37 °C temperatura; CO, padavimo sistema; Sviesinj, fluorescentinj

mikroskopag ir fotokamerg). Gauti duomenys analizuojami Cell-1Q Analyser programa.

2.3.10. Lasteliy su padidinta Akt raiSka gavimas

Dieng prie§ transfekcija lastelés iSs¢jamos ] 24 Sulinéliy plokstele po 5x10%
lasteliy/Sulinélyje IMDM terpéje su 10 % serumo, be antibiotiky. Kiekvienai transfekcijai 0,5 pg
DNR praskiedziama 25 pul OPTI-MEM (Invitrogen) terpés be serumo. Atskirai 25 ul terpés be
serumo praskiedziama 2 pl lipofektamino reagento ir inkubuojama 5 min. kambario
temperattiroje. Praskiesti DNR ir lipofektamino reagentas sumaiSomi, inkubuojami 40 min.
kambario temperatiiroje, kad susiformuoty DNR-lipofektamino kompleksai. | misinj jpilama 150
ul OPTI-MEM terpés be serumo. I$ Sulinéliy su lastelémis iSsiurbiama auginimo terpé, jpilama
200 pl IMDM terpés be serumo ir uZpilamas transfekcijos misinys. Inkubuojama 6 val., 37°C
temperatiiroje. Tada uZpilama 400 ul IMDM terpés su dvigubu serumo kiekiu. Praéjus trims
paroms po transfekcijos, lgstelés perséjamos IMDM terpéje su 10 % FBS ir 150 ug/ml

geneticino. Auginamos geneticinui atspariy lasteliy kolonijos.

2.3.11. Baltymy elektroforezé ir imunoblotingas

2.3.11.1. Lasteliy lizavimas

ParuoSiama lasteliy suspensija 3x10° last./mL ir iSs¢jama ] augimo flakong, laikoma
termostate. Po paros lastelés lizuojamos (10mM TrisHCI pH 7,4; 50 mM NaCl; 5 mM EDTA,; 1
proc. Triton X-100) (10° lasteliy naudojama 250 pL lizés buferio) pries tai pridejus 20 pug/ml
aprotinino, 1 mM PMSF, 2 mM NasVO, (pH 7,2). Lizuojamos Igstelés laikome lede 20 min.
Lizuoty Igsteliy suspensija perkeliama j ependorfinius mégintuvelius ir centriguguojama 0-4° C
temperatiroje, 20000 X g 15 min.. Supernatantas sumaiSomas su buferiu lygiomis dalimis.
Inkubojama 5 min verdan¢iame vandenyje, kad denatiiruoty baltymai.

Buferis: 25% 1M TrisHCI pH 6,8; 40% glicerolio; 8% SDS; 4% merkaptoetanolio; 1%

bromfenolio mélio dazo.

2.3.11.2. Baltymuy elektroforezé
Reikalingi tirpalai:

e Akrilamido/Bis-akrilamido tirpalas 30% akrilamido; 0,8% bis-akrilamido;
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e TrisHCI/SDS tirpalas: 1,5 M TrisHCI, pH 8,8; 0,4% SDS;
e TrisHCI/SDS tirpalas: 0,5 M TrisHCI, pH 6,8; 0,4% SDS;
e 10% (NH4)2S,0g (AP) — 1 mL;
e Forezés buferis: 25 mM Tris; 0,2 M glicinas; 0,1 proc. SDS;
e Pernasos buferis: 10 mM Tris pH 8,3; 90 mM glicino; 0,05 proc. SDS; 10 proc.
metanolio.
e 12% skiriamasis gelis: akrilamido tirpalas — 4 mL; TrisHCI/SDS, pH 8,8 — 2,7 mL;
H,O — 3,2 mL; AP — 100 uL; TEMED — 15,6 pL.
e 4% koncentruojamasis gelis: akrilamido tirpalas 0,8 mL; TrisHCI/SDS pH6,8 — 1,3
mL; H,O —2,9 mL; AP —48 ul; TEMED — 14 pnl.
Pradzioje polimerinamas skiriamasis gelis. Sustingus geliams, jpilame forezés buferio. |
takelius jneSame po 50 pL lgsteliy lizato. Paleidziame elektros srove. Kai bromfenolio mélio

dazas pasiekia skiriamojo gelio pabaiga, iSjungiama srové.

2.3.11.3. Imunoblotingas
Baltymai i§ poliakrilamido gelio pernesami ant PVDF membranos (membrana 15 s.
inkubuojama metanolyje, paskui 2 min. vandenyje). Prie$ naudojimg laikoma pernesimo buferyje.

Naudojamas pusiau §lapias perneSimas, sroveé 5 mA/cm?. Pernesimo trukmé — 15 min.

Plovimo tirpalas: 150 mM NaCl; 10 mM TrisHCI pH 7,5; 0,02-0,05% Tween-20;

ruosiamas dejonizuotame vandenyje.

Po perne§imo membranos inkubojamos 1 val. blokavimo tirpale (1% neriebaus pieno
milteliai; 0,05% Tween 20; 0,01% NaN3 ). Po inkubavimo plaunama du kartus plovimo tirpalu.
Veikiama pirminiais antikiinais ir inkubuojama kambario temperatiiroje 1 val. Po to, nusiurbus
priminius antikiinus, plaunama plovimo tirpalu 3 kartus po 5 min. UzneSami antriniai antikiinai,
konjuguotus su krieny peroksidaze, ir vél inkubuojama 1 val. kambario temperatiiroje. Po
inkubacijos plaunama 3 Kkartus po 5 min. plovimo tirpalu. Imunoblotas isrySkinamas ECL

(sustiprinta chemoliuminescensija) metodu.

2.3.12. Imunofluocitochemija

Lastelés fiksuojamos 4% paformaldehido tirpalu, paruostu fostiniame buferiniame tirpale
10-15 min kambario temperatiiroje. Pasalinus PFA plaunama 3 kartus po 5 min. 0,2% Triton X-
100 tirpalu, paruostu fostiniame buferiniame tirpale. Blokuojama PBS su 3% jaucio serumo
albuminu ir 10% FBS 1 val. kambario temperatiroje. Pasalinus blokavimo tripalg, inkubuojame
su pirminiais antikiinais prie§ vinkuling (skiedziama blokavimo tirpale 1:200) arba p-FAK

(skiedziama blokavimo tirpale 1:500) 1 val. kambario temperatiroje. Po valandos inkubavimo
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antikiinai nusiurbiami ir lastelés plaunamos PBS su 0,05% Tween-20 tirpalu 3 kartus po 5 min.
Toliau inkubuojame su antriniais antikiinais prie$ peliy Fab su konjuguota fluorescentine Zyme
(AlexaFluor 488) 1 val. kambario temperatiiroje (méginiai laikomi tamsoje). Antriniai antikiinai
ruoSiami PBS ir skiedziami 1:400. Po inkubavimo antiktinai paSalinami ir praplaunama 3 kartus
PBS po 5 min.. Inkubuojama su 5 pg/mL DAPI 5 min ir v¢él praplaunama su PBS 3 kartus po 5

min.. Méginiai iki analizés laikomi PBS ir analizuojami fluorescentiniu mikroskopu.

2.3.13. Mikrosubstraty paruoSimas

Mikrosubstratai buvo pagaminti Fiziniy ir technologiniy moksly centre. Darbui su
lastelémis mikrosubstratai buvo laikomi PBS, pridéjus antibiotiky (penicilino 200 U/mL ir
streptomicino 200 ug/mL). Laikomi 4 °C temperatiiroje maziausiai 24 valandas.

2.3.14. Lasteliu saveikos su mikrosubstratais vertinimas

Pasalinamas antibiotiky tirpalas ir praplaunama PBS. Ant substraty uzpilama lasteliy
suspensija, kurios tankis nevirsija 2x10* last./mL. Saveikai su substratais jvertinti PKEL su
padidinta Akt raiska ir vektorinés lastelés buvo veikiamos skirtingai - suformuotos 4 tyriamy
objekty grupés - kontroliné grupé; purtyta 600 rpm 15 min. grupé; H,O, poveikta grupé bei
purtyta grupé esant H,O, poveikiui. Lastelés ant mikrosubstraty laikomos termostate
palaikan¢iame 37 °C temperatiirg ir 5% CO,. Atliekama imunofluorescentiné méginiy analizé

(ziureti 2.3.11.). Lasteliy saveika su substratu analizuojama fluorescentiniu mikroskopu.

2.3.15. Statistiné duomeny analizé
Statistiné duomeny analizé atlikta naudojantis Microsoft Office Excel 2003 programa.
Duomenys pateikti kaip vidurkis £ SN, reik§més ir paklaidos buvo skai¢iojamos i§ maziausiai

trijy nepriklausomy eksperimenty.
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3. DARBO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Pastaraji deSimtmet] ypatingas démesys skiriamas nepilnos diferenciacijos lgsteléms ir jy
inicijuojamiems regeneracijos procesams. Todél ypatingai svarbu iSsiaiSkinti molekulinius
mechanizmus, reguliuojancéius Siy lasteliy adhezija, proliferacija, diferenciacijos potencialg,
procesus, kurie uztikrina transplantuojamy lgsteliy iSgyvenamumag ir integracija patologiniame
zidinyje. Endotelinés lasteles pirmtakés dalyvauja kraujagysliy atstatyme, todel jos turi
perspektyva Sirdies ir kraujagysliy ligy gydyme. Siuo metu EPC skirstomos j dvi grupes pagal
kilme. Tai hematopoetinés ir nehematopoetinés kilmés EPC. Sio darbo metu buvo lyginamos §iy
dviejy grupiy lasteliy funkcinés savybés. Tuo tikslu buvo parinktos metodikos Siy lgsteliy
1§skyrimui ir gautos dvi pirmineés lasteliy linijos. Tai Ziurkés plauc¢iy kamieno kilmés endotelinés
lastelés pirmtakés (PKEL) bei zmogaus virkstelés kraujo endotelinés Igstelés pirmtakés (VKEL).

3.1. paveiksle pateikiamas $iy Igsteliy monosluoksnio vaizdas.

3.1. pav.Endoteliniy lasteliu pirmtakiy, gauty i$ skirtingy Saltiniy, monosluoksnio vaizdas.

Vizualiai jverting tiriamy lasteliy morfologija, pastebéjome skirtumus. Tolesniuose
tyrimuose gautos pirminiy lasteliy linijos buvo detaliau charakterizuojamos.

3.1. Endoteliniy lasteliy pirmtakiu, gauty i$ skirtingy Saltiniy,
charakterizavimas
Pavir§iaus Zymeny analizé. 1ki §$iol laikoma, kad biidingiausi EPC Zymenys yra CD34" ir
VEGFR-2. EPC taip pat ekspresuoja nesubrendusiy lgsteliy markerj CD133. Nors Sis Zymuo

néra unikalus EPC, taCiau laikomas vienu biidingiausiu, o jo raiSka priklauso nuo EPC

diferenciacijos stadijos. Todél pirmiausia atlikome gauty dviejy EPC lasteliy linijg
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charakterizavimg tékmés citometrijos budu pagal CD133 pavirSiaus markerj (3.2 ir 3.3. pav.).
Gauti duomenys parodé, kad virksStelés kraujo endotelinés Iastelés po 14 dieny kultivavimo
turéjo iSreiksta Sio zZymens ekspresija (45% lasteliy). Kultivuojant Sias lgsteles in vitro iki 13
dieny pasazo, Sio zymens stipriai sumazéjo (3,43% lasteliy). Tuo tarpu plaucio kamieno

endotelinése Igstelése CD133 pavirSiaus raiSka nebuvo stipriai iSreiksta.
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3.2. pav. Ziurkiy PKEL charakterizavimas pagal CD133, CD45 ir CD105 pavirSiaus
Zymenis. A - Izotipin¢ kontrole; B - CD133 raiSka; C - CD105 ir CD45 raiska.
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3.3 pav. VKEL charakterizavimas pagal CD133 pavirSiaus Zymenj. A — C -VKEL
kultivuotos 14 dieny: A - kontrol¢, B - izotipiné kontrolé, C - CD133 raiska lgstelése. D — F
- VKEL kultivuotos iki 13 pasazo: D - kontrole, E - izotipin¢ kontrol¢, F - CD133 raiska
lastelése.
Lgsteliy dydZio palyginimas. |vertinus tiriamy lasteliy morfologija, buvo pastebéti skirtumai.
Todél toliau buvo palygintas ir nustatytas tiriamy lasteliy dydis, kuris svarbus ir tolimesniuose
tyrimuose. Gauti rezultatai pateikiami 3.4. paveiksle bei 3.1 lenteléje. Skirtingy Saltiniy

39



endoteliniy lgsteliy pirmtaky dydziai skyrési net iki pusantro karto. VKEL, kaip ir PKEL,
pasizymgjo placia dydzio variacija. VKEL vidutinis dydis buvo Zymiai mazesnis, negu PKEL.
Taigi, i§ skirtingy Saltiniy gautos lastelés skiriasi ne tik morfologiskai, bet ir pagal

pavirSiaus Zymeny raiskg bei dydj.
PKEL VKEL

3.4 pav. PKEL ir VKEL lIgsteliy dydzio palyginimas. Nuotraukos gautos fluorescentiniu
mikroskopu.

3.1. lentelé. PKEL ir VKEL lasteliy skaitiniai dydZiai ir ju standartiné paklaida. Skaitiniai
lasteliy dydziai gauti apdorojus nuotraukas Q-CAPTURE PRO 7 programa.

Lastelés Lasteliy skaitinis dydis, pm
Plaucio kamieno endotelinés Igstelés 29+9
Virkstelés kraujo endotelinés lgstelés 43+14

Lgsteliy proliferacijos palyginimas. Aukstas lasteliy proliferacinis potencialas yra viena 1§
kamieniniy lgsteliy savybiy. Bitent tokiu proliferaciniu potencialu pasizymi PKE lastelés, kurios
kulttiroje jau yra palaikomos daugiau nei 100 pasazy. Tai parodo Siy Iasteliy nepilng direnciacija,
nepaisant to, kad jos neekspresuoja CD133 — vieno pagrindiniy EPC lgsteliy zymeny. I$ kitos
pusés Sioms Igsteléms yra biidinga CD45 (hematopoetiniy lasteliy) Zymens raiska. Taigi, Sioje
darbo dalyje lyginome PKEL ir VKEL dauginimosi greitj. Sioje serijoje ekperimenty buvo
panaudota dar viena - trecio Saltinio EPC piminé lasteliy linija. Tai i$ triuSio kauly ¢iulpy gautos
EPC (TrKC).

I$ 3.5 paveiksle patekty proliferacijos palyginimo rezultaty matoma, kad PKEL ir VKEL
linijy lastelés dauginosi panaSiu intensyvumu — pirmasis populiacijos padvugubéjimo laikas
registruotas 16 ir 22 val. atitinkamai PKE ir VKEL lasteléms. Antrg kartg $iy lgsteliy populiacija
padvigubéjo 48 ir 50 tyrimo valanda. Siuo atveju taip pat kiek grei¢iau dauginosi PKEL lastelés.
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3.4 pav. Endoteliniy Igsteliy pirmtakiy, gauty i skirtingy Saltiniy, proliferacijos
palyginimas. Lasteliy proliferacija vertinta MTT metodu (Zr. Medziagy. Metody. Aparatiiros
sk.). Gauti rezultatai iSreikti santykiniu lasteliy skai¢iumi t.y. santykiu optinio tankio,
proporcingo lasteliy skaiciui, tiriamuoju laikotarpiu su optiniu tankiu pradiniu laikotarpiu (24
val. po lasteliy i$séjimo). Pateikiamas maZiausiai 6 nepriklausomy eksperimenty (PKEL ir
VKEL atveju) vidurkis. TrKC proliferacija vertinta tirmis nepriklausomais eksperimentais. Cia:
TrKC-triusiy kauly ¢iulpy endotelinés Igstelés.

Trecioji tirta lasteliy linija TrKC dauginosi labai létai ir visg jy stebé¢jimo laikotarpj lasteliy

populiacijos dydis nepadvigubéjo. Todél $ios linijos buvo atsisakyta tolesniuose tyrimuose.

3.2. Diferencijacijos potencialo palyginimas

Nors cirkuliuojn¢ios EPC jau atrastos daugiau nei prie§ 15 mety, taciau nepakanka
duomeny apie tai, ar mobilizuotos EPC negrjztamai diferencijuoja tik j endotelio Iasteles, ar
i8laiko ir nesubrendusiy kamieniniy Igsteliy savybes — t.y. gebéjimg diferencijuotis j kity audiniy,
pavyzdziui, riebalinio, kaulinio, raumeninio, kremzlinio ir kt., Iasteles. Todél Sioje darbo dalyje
vertinau gauty pirminiy PKE ir VKE lasteliy diferenciacijos potencialg. Tuo tikslu, tiriamose
lasteliy populiacijoje indukavau lasteliy diferenciacijg adipogenine, osteogenine ir miogenine

Kryptimis.

3.2.1. Diferenciacija riebalinio audinio formavimosi kryptimi
VKEL ir PKEL Iastelés buvo diferencijuojamos riebalinio audinio formavimosi kryptimi

dvi savaites, keiciant diferenciacijos terpe kas keturias dienas. Kokybiskai diferenciacija buvo
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jvertinta dazant Igsteles Oil Red O dazu. Rezultatai pateikti 3.6 paveiksle. Pagal paveiksle gautus
rezultatus matyti, kad VKE ir PKE lasteléms, kuriose 2 savaites buvo indukuojama diferenciacija
adipogenine linkme, susiformavo riebaly sankaupos biidingos adipocotams. Nudazius
kontrolinius méginius augintus terpéje be diferenciacija sukelianéiy veiksniy, rezultatas buvo

neigiamas.

K ADIPO

VKEL

oy

3.6. pav. Endoteliniy lasteliu pirmtakiu, gauty i$ skirtingu Saltiniy, diferenciacijos
adipogenine kryptimi palyginimas. Lasteliy diferenciaicja buvo indukuojama kaip aprasyta
Medziagy. Metody. Aparatiiros sk.). Kokybinis diferenciacijos vertinimas atliktas dazant Igsteles
Oil Red O dazu.

Kokybinio vertinimo rezultatus patvirtino, kiekybinis adipogeninés diferenciacijos
vertinimas — abi tirtos lgsteliy linijos diferencijavosi adipogenine linkme, taiau skirtingu
laipsniu (3.7. pav.). PKEL Iasteliy populiacijoje diferenciacija riebalinio audinio linkme vyko
silpniau.
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3.7 pav. Kokybinis endoteliniy 1gsteliy pirmtakiuy, gauty i§ skirtingy saltiniy,
diferenciacijos adipogenine kryptimi vertinimas. Adipogeniné diferenciacija buvo vertinama
kiekybiskai, istirtinus Oil Red O dazg izopropanolyje ir gauto tirpalo sugertj matuojant 490 nm

bangos ilgyje.

3.2.2. Diferenciacija kaulinio audinio formavimosi kryptimi

Analogiski eksperimentai atlikti siekiant jvertinti tiramy Iasteliy gebéjima diferencijuotis |
kaulinio audinio lasteles. Siuo atveju vélgi geriau diferenciavosi osteogenine kryptimi EPC
lastelés gautos i$ virkstelés kraujo (3.8 ir 3.9. pav.). PKEL diferenciacija osteogenine linkme

buvo nezymi.

0.16

0.1

O Osteog. dif.

mKontrolé

O.T. prie 490 nm bangos ilgio
=]
o
(¢4

PKEL VKEL

3.8. pav. Kokybinis endoteliniy 1asteliy pirmtakiy, gauty i skirtingy Saltiniy,
diferenciacijos osteogenine kryptimi vertinimas. Ostegeniné diferenciacija buvo vertinama
kiekybiskai, iStirtinus Alizarino S dazg perchloro riigstyje ir gauto tirpalo sugertj matuojant 490
nm bangos ilgyje.
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3.9. pav. Endoteliniy lasteliy pirmtakiy, gauty i$ skirtingy Saltiniy, diferenciacijos
osteogenine kryptimi palyginimas. Lasteliy diferenciaicja buvo indukuojama kaip aprasyta
Medziagy. Metody. Aparatiiros sk.). Kokybinis diferenciacijos vertinimas atliktas dazant lasteles
Alizarino S dazu.

3.2.3. Diferenciacija raumeninio audinio formavimo kryptimi

Raumenine kryptimi VKEL ir PKEL lastelés buvo diferencijuojamos dvi savaites. Zymiy
morfologiniy poky¢iy viso diferenciacijos laikotarpio metu nebuvo pastebéta. Diferencijuotos ir
kontrolinés lastelés buvo dazomos akridino oranzo dazu, kuris leidzia vizualizuoti lgsteliy
branduolius (3.10 pav.). Bitent dranduoliy skaiCius lasteléje yra vienas i§ miogeninés
diferenciacijos bruozy. [vertinus Igsteliy susiliejimo indeksus, t.y. lasteliy, turin¢iy du ir daugiau
branduoliy, su visy lasteliy skai¢iumi, nusta¢iau, kad ir Siuo atveju efenktyviau miogenine
linkme diferenciavosi VKE lgstelés. Nustatyti lgsteliy susiliejimo indeksai: VKEL - 33,3% ir
PKEL - 16,48%.
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VKEL

3.10. pav. Endoteliniy lasteliy pirmtakiu, gauty i§ skirtingy Saltiniy, diferenciacijos
miogenine kryptimi palyginimas. Lasteliy diferenciaicja buvo indukuojama kaip aprasyta
MedZiagy. Metody. Aparatiiros sk.). Kokybinis diferenciacijos vertinimas atliktas dazant 1asteles
akridino oranzo dazu.

3.3. Oksidacinio streso poveikio endoteliniy 1asteliy pirmtakiy migracijali
tyrimas

3.3.1. PKEL ir VKEL lasteliy migracija

Zinoma, kad oksidacinis stresas gali silpninti EPC lasteliy migracines galimybes. Lasteliy
migracija — procesas svarbus $iy Igsteliy mobilizacijai j pazeistg audinj, siekiant atstatyti jo
funkcijas. Tod¢l Sioje darbo dalyje lyginome PKEL ir VKEL lasteliy migracinj potencialg
oksidacinio streso salygomis. Tuo tikslu, tiriamos Igstelés buvo veikiamos vandenilio peroksido
— oksidacinio streso imitatoriaus, skirtingomis koncentracijomis ir vertinamas PKEL ir VKEL
geb¢jimas atstatyti monosluoksnio pazaida. Lasteliy judéjimas buvo sekamas naudojant Igsteliy
vizualizavimo ir analizavimo prietaisg Cell-1Q. Gauti duomenys buvo apdoruojami Cell-1Q

Analyser programa ir MS Excel 2003.

I§ 3.11 paveiksle pateikiamy duomey matyti, kad 300 uM vandenilio peroksido
koncentracija stabdé PKEL lasteliy migracija. Zaizdos atstatymas uZtruko beveik 50 val. t.y.
beveik 2 kartus ilgiau nei kontroliniy lasteliy. Esant 400 puM vandenilio peroksido
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koncentracijai, zaizdos gijimo laikotarpis pailgéjo dar apie 10 valandy lyginant su 300 uM
vandenilio peroksido koncentracija. Idomis rezultatai gauti paveikus lasteles 500 puM
koncentracijos vandenilio peroksidu. Siuo atveju lastelés migravo gerokai intensyviau ir zaizda
uzgijo per 30 valandy.

VKEL palyginus su PKEL nepasizyméjo dideliu judrumu. Kontroliniy méginiy pilnas
zaizdos uzgijimas buvo pasiektas tik po 48 valandy, tai dvigubai virSija PKEL kontrolinés
populiacijos migracijos laika.

Vandenilio peroksido koncentracijos poveikis turéjo tiesioging jtaka lgsteliy migracijai. 300
uM koncentracijos H,O, paveiktos lastelés lastelés iSlaiké panasy judéjimo tempg ir zaizdos
plota padengé per 50 val.. Tai palyginama su kontroline populiacija. H;O, tirpalai, turintys 400
uM ir 500 uM koncentracija, pasizyméjo VKEL migracija stabdanéiu poveikiu. Siuo atveju

pilnas zaizdos uzgijimas nebuvo pasiektas.

Taigi, visos tirtos vandenilio peroksido koncentracijos stabdé PKEL ir VKEL Iasteliy
gebéjimg migruoti ir atstatyti pazaidg. Taciau lyginant oksidacinio streso poveikj PKEL ir VKEL

lasteléms, matome, kad VKE lgstelés migravo gerokai lé¢iau uz PKE Iasteles.
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3.11. pav. PKEL ir VKEL lasteliy Zaizdos gijimo dinamika oksidacinio streso salygomis.
Parinktos vandenilio peroksido koncentracijos: 300 uM, 400 uM, 500 pM. Lasteliy migracija
analizuota Cell-1Q, rezultatai apduoroti Cell-1Q Analyser ir MS Excel 2003 programomis.




3.3.2. Akt vaidmuo lIasteliy migracijos metu, veikiant oksidaciniam stresui

PI3K/Akt signalinis kelias yra svarbus lgsteliy iSgyvenimui. Akt kinazé dalyvauja
reguliuojant lgsteliy adhezijg, proliferacijg, migracija. Atlikus tyrima, gauta, kad PKEL lgstelés
turi padidintg Akt rai¥ka. Siy lasteliy gavimui naudojama pEGFP-Akt plazmidé. Transfekuotas
lasteles atrinkus, naudojant geniticing, padidinta Akt raiSka buvo patvirtinta Western blot metodu
(3.12 pav.).

e

Kontrolé EGFP-Akt
3.12 pav. Akt baltymo raiska genetiSkai modifikuotose ir kontrolinése PKEL lastelése.

Toliau buvo lygintas kontroliniy PKEL bei PKEL su padidinta Akt raiSka migracinis
potencialas oksidacinio streso sglygomis. Tiriamos lgstelés veiktos didéjanciomis vandenilio
peroksido koncentracijomis. Paveiksle 3.13 pateikti duomenys rodo, kad PKEL-Akt Iasteliy
migracija su maziausia vandenilio peroksido koncentracija beveik neturéjo jokio poveikio:
lastelés zaizda atsistaté per ta patj laika kaip ir kontroliné populiacija. Lasteliy kontroliné
populiacija nebuvo veikta vandenilio peroksidu. Paveikus 300 uM koncentracijos vandenilio
peroksido tirpalu, zaizda atsistaté net grei¢iau nei kontroliniy Igsteliy.

Ivedus tusc¢ig plazmide j kontrolines lgsteles (vektorinés PKEL) ir atlikus tyrimus, gautas
labai jdomus rezultatas. Sios Igstelés zaizdg atstaté lé¢iau nei lastelés su jvesta Akt kinaze, taciau
vandenilio peroksido poveikis beveik neturéjo jokios jtakos iy lasteliy migracijai. Tikétina, kad
pati transfekcijos procediira aktyvino tam tikras signalines molekules, kurios padidino tiriamy
lasteliy atsparumg oksidaciniam stresui. Tiriant Akt kinazés vaidmenj PKEL lasteliy
iSgyvenamumui, buvo gauta, kad lastelés su padidinta Akt raiSka yra gerokai atsparesnés

oksidacinio streso poveikiui [Mackevi¢, 2013].
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3.13. pav. PKEL(Vekt.) ir lasteliy su padidinta Akt raiSka (Akt) Zaizdos gijimo dinamika
oksidacinio streso sglygomis. Parinktos vandenilio peroksido koncentracijos: 300 uM, 400 uM,
500 uM. Lasteliy migracija analizuota Cell-1Q, rezultatai apduoroti Cell-1Q Analyser ir MS
Excel 2003 programomis.
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3.4. Endoteliniy Iasteliy pirmatakiy saveikos su mikropavirsiais tyrimas

Paskutinéje darbo dalyje buvo atlickami tiriamy lgsteliy sgveikos su mikrosubstratais
tyrimai. Mikrosubstratai buvo pagaminti Fiziniy ir technologiniy moksly centre,
Nanoinzinzinerijos skyriuje. Darbe naudoti mirkosubstratai, pagaminti i$ tarplgstelinio uzpildo
baltymy - kalogeno (Col) ir fibronektino (Fn). Sie baltymai svarbiis moduliuojant tokias svarbias
audiniy regeneracijai savybes kaip ahezija ir migracija. Sio savybés véliau uztikrina Igsteliy
proliferacijg bei integracijg pazeistame audinyje.

Pradiniai PKEL lasteliy saveikos su mikrosubstratais, pagamintais i§ FN, tyrimai buvo
atlikti 2013 m.Tyrimai parodé, kad PKEL Igstelés sugeba tvarkingai organizuotis ant
fibronektino mikrosubstraty ir po tam tikro laiko pradeda formuoti tiltelius tarp gretimy juosteliy
[Mackevi¢, 2013].

Siame darbe toliau buvo tiriamos mirkrostruktiiros, suformuotos i§ Fn ir Col (3.14 pav.).

3.14. pav. Fn-Col mikrostruktiros Zymétos HyL ite488 ir TR.

Meéginiai buvo uzséti PKE lastelémis ir po 24 val. vertinta vinkulino organizacija bei
adhezijos stiprumas (3.15 pav.). Po purtymo vinkulino organizacija nekito, taciau kokybiskai
vertinant buvo maziau lgsteliy (3.15 pav. C ir D). Tiriant PKE lasteliy adhezijg ant Fn matricy ,

lasteliy skaiCius nesumazéjo. Tikétina, kad PKEL sgveika su Col buvo silpnesné.
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3.15 pav. PKEL lasteliy saveika su Fn-Col mikrosubstratais. A, B — lastelés
nepurtytos. C, D — Iastelés purtytos. Vizualizacijai naudoti antikiinai prie§ vinkuling konjuguoti su
Cy3 (kair¢je), papildomai Igstelés vaizdintos jy branduolius pazyméejus DAPI (deSinéje).

Toliau buvo tiriama VKEL saveika su Fn mikrosubstratais.Tuo tikslu naudoti dviejy tipy

Fn mikrosubstraty matricos, pazyméti HiLyte488: 30um taskai su 60 pm tarpais tarp jy
individualiy Igsteliy adhezijai ir 50 um linijos 50 um tarpais tarp jy (3.16 pav.).

3.16 pav. Fn mikrosubstratai, pazyméti HiLyte48, 1asteliy adhezijos tyrimams. A - 30um
taskai su 60 um tarpais tarp jy individualiy Igsteliy adhezijai. B - 50 um linijos 50 um tarpais tarp
ju.

VKE lasteliy sgveika su Fn matricomis vertinta po 24 val. Gauti rezultatai rodo, kad
virkStelés kraujo kilmés endotelinés lastelés organizuojasi ant fibronektino matricy kitaip nei
anks¢iau tirtos endotelinés lastelés (3.17 pav.). Siuo atveju, ant Fn linijy uZsétos lastelés issidésto
pakankamai netvarkingai, joms néra biidinga verpstés forma, kuri bidinga su kraujagysliy

sienelémis susijusioms EPC, augan¢ioms ant analogisky Fn struktiiry [Mackevi¢, 2013].
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3.17. pav. VKE lastelés ant fibronektino matricuy. A — Iastelés augancios ant 30um Fn tasky. B —
Ant 50 um linijy augancios lastelés. Lastelés dazytos AO/EB.

Analogiski tyrimai buvo atlikti su trecia tirta lasteliy linija TrKC. Vertinta Sios linijos
lasteliy sgveika su 30um Fn taskais. Gauti rezultatai rodo gana tvarkingg triusio kauly Eiulpy
lasteliy i§déstyma ant tiriamy Fn mikrosubstraty (3.18 pav.).

Vinkulinas- AlexaFlour488 DAPI

.

3.18. pav. TrKC Igstelés ant fibronektino matricy. A — vinkulino raiska, Igstelése auganciose
ant 30um Fn tasky. B — DAPI dazyti lasteliy branduoliai..

3.4.1. Akt vaidmuo PKEL lasteliy sgveikos su mikrosubstratais metu.

Toliau buvo tiriama, ar padidinta Akt raiska gali turéti jtakos sgveikos su mikrosubstratais
stiprumui oksidacinio streso metu. Tuo tikslu, kontrolinés ir lgstelés su padidinta Akt raiSka
auginamos ant juostomis orientuoty kolageno ir fibronektino mikrosubstraty. Lastelés purtomos
ir veikiamos vandenilio peroksido koncentracija, kuri neindukavo lgsteliy zaties, taciau stabdé jy

dauginimasi.
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H20;

3.19 pav. PKEL su padidinta Akt raiSka saveika su mikrosubstratais. Vizualizuota vinkulino
raiska. Cia: K — kontrolinés, neveiktos vandenilio peroksidu bei nepurtytos lastelés, P — purtytos
lastelés; HoO, _lastelés, veikto 100 uM vandenilio peroksido koncentracija, P + H,O, —
attinkamai purtytos ir veiktos vandenilio peroksidu Iastelés. Analizuota fluorescentiniy
mikroskopu Olympus 1X51.
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PKEL su padidinta Akt raiSka ir kontrolinés lasteles buvo iSs¢jamos ant fibronektino-
kolagino dengty mikrosubstraty. Lasteléms prilipus prie pavirSiaus, jos buvo veikiamos
vandenilio peroksidu. MechaniSkai purtomos ir ne, siekiant jvertinti jy adhezijos stipruma
oksidacinio streso saglygomis.

Gauti rezultatai rodo, kad tiek kontrolinés PKEL lastelés, tiek Akt transfekuotos lastelés
organizavosi iSilgai fibronektino - kolageno mikropavirSiy. Purtymas neturéjo didelés jtakos

lasteliy adhezijai ir vizualiai nekeité jy skaiciaus.

3.5. Rezultaty aptarimas

Baigiamajame magistro darbe buvo lyginta skirtingy Saltiniy endoteliniy Iasteliy pirmtakiy
funkcinés savybés. Tyrimams buvo naudojamos lastelés iSskirtos i§ kraujagysliy, virkstelés
kraujo (izoliuota CD133" Iasteliy populiacija) ir kauly ¢iulpy. Lasteliy charakterizavimas atliktas
pagal CD133 (budingas endoteliniy Igsteliy pirmtakiy pavirSiaus baltymas) Zymenj. Tyrimy metu
buvo stebimas zymus Sio Zymens raiSkos mazéjimas virksStelés kraujo endotelinese lgstelése jy
kultivavimo iki 13 pasazo metu. CD133 markerio praradimas yra siejamas su lgstelés
diferenciacija ir progenitoriniy savybiy praradimu [Zhang et al., 2012]. Kraujagysliy kilmés
lastelése CD133 Zymens raiska buvo nedidelé. Tai galima sieti su lasteliy diferenciacijos lygiu,
nes staigas fenotipiniai pasikeitimai prasideda lasteléms patekus j kraujotakg ir jsiterpus j
kraujagysles (subrendusioms endotelinéms lgsteléems CD133 zymuo néra budingas). Taciau
literattiroje yra ir prieSingy duomeny. Ranjan ir kt., tirdami kraujagysliy endotelines lasteles
pirmtakes, registravo pana$y CDI133 Zymens raiskos lygj, kurj mes nustattme VKEL. Siuo
atveju CD133 raiska taip pat mazéjo kultivavimo metu [Ranjan et al., 2009]. Mano tyrimy
atveju, PKE lastelés buvo charakterizuojamos apie 30 pasazy. Tikétina, kad ka tik iSskirtoms i$
organizmo PKEL Igsteléms Sio zymens raiska buvo biidinga. I§ kitos puseés, nepilng $iy lasteliy
diferenciacijg patvirtina jy proliferacinis potencialas. Tai buvo vertinama tolesnéje darbo dalyje.
Siuo atveju buvo lyginama visy trijy gauty linijy dauginimosi intensyvumas. Rezultatai parode,
kad tiek PKEL, tiek VKEL dauginosi panasiu greiciu. Literatiiroje yra duomeny, kad virkstelés
kraujo endotelinés lastelés pasizymi dideliu proliferaciniu pajégumu. Tai atitinka mano gautus
rezultatus. Tiriant i§ kauly Ciulpy iSskirtas lastelés, nustac¢iau, kad jy dauginimasis kulttroje yra
labai létas. Tyrimo laikotarpiu nebuvo gautas populiacijos padvigubéjimas. Sie rezultatai i3
dalies atitinka Zhang ir kt. gautus rezultatus. Tyrimo pradzioje buvo stebimas labai létas 1gsteliy
dauginimasis, véliau lasteliy proliferacija labai pagreitéjo [Ingram et al., 2005; Zhang et al.,
2012; Wu et al., 2004]. Proliferacijos vertinimas buvo baigtas 72 tyrimo valanda. Ilgiau stebéti

proliferacija nebuvo tikslinga dél intensyvaus PKEL ir VKEL Iasteliy dauginimosi. Joms
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sudarius monosluoksnj, atsiranda kontaktinis dauginimosi stabdymas ir Igsteliy skaicius
nedidéja, o jy metabolizmas lét¢ja.

Toliau buvo vertinamas VKEL ir PKEL Igsteliy diferenciacijos potencialas adipogenine,
osteogenine ir miogenine linkme. Literatiiros Saltiniuose rasta, kad endotelinés Igstelés pirmtakés
i§sivysto i§ angioblasty, kuriy kilmé mezodermos gemalinis lapelis. IS Sio gemalinio lapelio
vystosi ir adipogeninés, osteogeninés bei miogeninés lastelés. Taigi galima teigti, kad EPC turéty
turéti potencialg diferencijuotis j lasteles kilusias i§ bendro pirmtako [Minasi et al., 2002]. Be to,
yra atlikta darby tiriant kauly ¢iulpy mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy diferenciacijg (Siose
lastelése aptinkama ir EPC budingy zymeny - CD34 ir CD133) j kaulines, raumenines ir
riebalines lasteles. | atskirg grupe galima buty isskirti miogenines endotelines 1asteles, esancias
griauéiy raumenyse. Yra parodytas $iy lgsteliy potencialas diferencijuoti j osteogeninés ir
miogeninés kilmés lasteles [Gang et al., 2004; Zheng et al., 2013; Granéli et al., 2014; Chen et
al., 2012]. Palyginus mano tiriamy PKE ir VKE lasteliy diferenciacijos potencialg miogenine,
osteogenine ir adipogenine linkme, nustaciau, kad abi tirtos linijos diferencijavosi minétomis
Kryptimis, taciau skirtingu laipsniu. VKEL lastelése miogeniné, adipogeniné ir osteogeniné
diferenciacija buvo isreiksta labiau.

Treciasis darbo etapas buvo skirtas tiriamy lgsteliy migracijos potencialo oksidacinio
streso metu vertinimui. Oksidacinio streso imitatoriumi naudotas vandenilio peroksidas. Gauti
rezultatai parodé, kad oksidacinis stresas turi neigiama poveiki PKEL ir VKEL lasteliy
judéjimui. Wu ir kt., tirdami oksidacinio streso poveikj iPSC (indukuotom pluripotentinéms
kamieninéms lIgsteléms) Iasteliy savybéms, parodé, kad nedidelés vandenilio peroksido
koncentracijos neigiamai veikia lasteliy migracija. Didesnés vandenilio peroksido koncentracijos
jau veikia ne tik migracija, bet ir lagsteliy adhezija, gyvybinguma ir proliferacija. Todél
sumazéjus lasteliy populiacijai, prireikia daugiau laiko atstyti ja ir zaizdos plota [Wu et al.,
2013; Tepper et al., 2002; Lamers et al., 2011]. Jdomu tai, kad PKEL lasteliy migracija esant
aukScCiausiai parinktai H,O, koncentracijai (500 uM) buvo pakankamai greita ir 1émé greitg
zaizdos gijima.

Yra zinoma, kad oksidacinio streso mety aktyvuojama PI3K/Akt signaliné kaskada, kuri
yra atsakinga uz lasteliy ziities procesy slopinimg. Taip pat PI3K/Akt atlieka svarby vaidmenj
lasteliy adhezijoje ir judéjime [Tepper et al., 2002; Thomas et al., 2001; Kawasaki et al., 2003].
Todél buvo atlikti migracijos tyrimai gavus genetiSkai modifikuotas PKE Igsteles su padidinta
Akt raiska. Gauti rezultatai parodé, kad §i signaliné molekulé yra svarbi lgsteliy migracijai
oksidacinio streso metu. Didéjancios H,O, koncentracijos neturéjo zymaus poveikio PKEL
lasteliy su padidinta Akt raiska judéjimui. Siuos duomenis i§ dalies patvirtina Kawasaki ir kt.

rezultatai. Sie tyréjai analizavo nuo NO priklausoma PI3K/Akt vaidmenj lasteliy proliferacijai ir
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migracijai. Buvo nustatyta, kad PI3K/Akt signalinio kelio slopinimas neigiamai veikia lgsteliy
migracija [Kawasaki et al., 2003].

Toliau buvo jvertintas PI3K/Akt signalinés kaskados vaidmuo Igsteliy adhezijos procesui
oksidacinio streso sglygomis. Tuo tikslu buvo tiriama PKEL Igsteliy, su padidinta Akt raiska,
sgveika su fibronektino-kolageno mikrosubstratais. Yra Zinoma, kad endoteliniy Igsteliy sgveika
su fibronektinu yra daug stipresné negu su kolagenu. Mano atveju, rySkesniy skirtumy negauta.
Be to, padidinta Akt raiska neturéjo didesnés jtakos nei lasteliy adhezijos su mikrosubstratais

stiprumui, nei lgsteliy organizacijai oksidacinio streso metu.
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ISVADOS

Endotelinés lastelés pirmtakés, gautos i§ skirtingy Saltiniy, skyrési CD133 Zymens raiska.
Kraujagysliy kilmés endotelinése lastelése $i raiSka nebuvo stipriai iSreiksta, tuo tarpu
virkstelés kraujo endotelinése lgstelése net 45% populiacijos turéjo §j Zymenj, taciau
auginimo salygos lémé CD133 raiskos maz¢jimg. Dauginimosi potencialas abiejy Saltiniy
lasteliy buvo panasus.

Virkstelés kraujo endotelinés lastelés pirmtakés geriau nei kraujagysliy kilmés
endotelinés Igstelés diferencijavosi kaulinio, riebalinio, bei raumeninio audinio linkme.
Vandenilio peroksidas stabd¢ abiejy lasteliy linijy gebéjima migruoti ir atstatyti pazaida.
Taciau oksidacinis stresas didesn¢ jtakg tur¢jo virkstelés kraujo endotelinéms lgsteléms

pirmtakéms. Jos migravo lé¢iau uz kraujagysliy kilmés endotelines Igsteles pirmtakes.

Padidinta Akt raiska pagerino kraujagysliy kilmés endoteliniy lasteliy pirmtakiy
migracines savybes oksidacinio streso metu, taciau netur¢jo jtakos jy saveikai su

mikrosubstratais.

s
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Vekt PKEL Akt PKEL

P-1. pav. Skirtingy $altiniy endoteliniy lasteliy liniju kontroliniy grupiu Zaizdos
nuotraukos po 0, 6, 12, 24 valandy. Analiz¢ atlikta Cell-1Q prietaisu.
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VKEL Vekt PKEL Akt PKEL

P-2. pav. Skirtingy $altiniy endoteliniy lasteliy linijy paveikty 300 pM H,O; Zaizdos
nuotraukos po 0, 6, 12, 24 valandy. Analiz¢ atlikta Cell-1Q prietaisu.
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Vekt PKEL Akt PKEL

P-3. pav. Skirtingy Saltiniy endoteliniy lasteliy linijy paveikty 400 pM H,O; Zaizdos
nuotraukos po 0, 6, 12, 24 valandy. Analiz¢ atlikta Cell-1Q prietaisu.
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Vekt PKEL Akt PKEL

P-4. pav. Skirtingy $altiniy endoteliniy lasteliy linijy paveikty 500 pM H,O; Zaizdos
nuotraukos po 0, 6, 12, 24 valandy. Analiz¢ atlikta Cell-1Q prietaisu.
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Padéka

Darbas atliktas remiant ES Struktiirinés paramos projektu (kodas VP1-3.1-SMM-08-K-01-
005) “Biokatalizatoriy, rekombinantiniy baltymy ir lasteliy technologijos .

Esu dékingas savo darbo vadovei dr. Daivai Baltriukienei ir konsultantui dr. Evaldui
Liutkevi¢iui uz pagalbg ruoSiant baigiamgjj darbg. Dr. Virginijai Bukelskienei, Evaldui
Bal¢itinui, Egidijui Simolifinui, Mildai Peiukaitytei, Adui Darinskui ir Rasai Jaraienei dékoju

uz bendradarbiavimg.
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