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Arg-1—arginaze 1

ATP — adenozintrifosfatas

BAFFR — B lIgsteles aktyvinancio veiksnio receptorius (angl. B-cell activating factor

receptor)

BBB — hematoencefalinis barjeras (angl. blood-brain barrier)
CC — chemokinas

CCR - chemokiny receptorius

CD — diferenciacijos klasteris (angl. cluster of differentiation)
CNS — centiné nervy sistema

Csf — makrofagy kolonijas stimuliuojantis veiksnys (angl. macrophage colony-stimulating

factor)

CsfR — makrofagy kolonijas stimuliuojancio veiksnio receptorius (angl. macrophage colony-
stimulating factor receptor)

DAMP — su pazeidimu susijusios molekulinés struktiiros (angl. damage associated molecular
pattern)

EV — ektralgstelinés vezikulés (angl. extracellular vesicles)
Hsp — termosoko baltymas (angl. heat shock protein)
IKK — IxB kinazé (angl. IxB kinase)

IL — interleukinas

ILR — interleukino receptorius

Irf8 — interferong reguliuojantis veiksnys 8 (angl. interferone regulatory factor 8)
IxB — kapa B slopiklis (angl. inhibitor of kappa B)

LB — Luria-Bertani bakterijy auginimo terpé (angl. Luria-Bertani broth)

LGR — su G baltymu, turin¢iu daug leucino pasikartojimy, sujungtas receptorius (angl.

leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor)

LPS — lipopolisacharidas

10



MARCO - kalogeninés struktiiros makrofagy receptorius (angl. macrophage receptor with

collagenous structure)

MFG-E8 — pieno riebaly globulinis-EGF veiksnys 8 (angl. milk fat globule-EGF factor 8

protein)

MHC — svarbiausias histologinio audiniy suderinamumo kompleksas (angl. major

histocompatibility complex)

MIRNR — mikro RNR

MKL — mezenchiminés kamieninés Igstelés (angl. mesenchymal stem cell)
MRNR — matriciné RNR

MV — mikrovezikulés (angl. microvesicles)

MVB — daugiavezikulinis kiinelis (angl. multivesicular body)

MyDB88 — mieloidinés diferenciacijos pirminio atsako genas 88 (angl. myeloid differentiation

primary response gene 88)

NF-kB — branduolio veiksnys kapa B (angl. nuclear factor kappa light chain enhancer of

activated B cells)
NIK — NF-«B aktyvinanti kinazé (angl. Nuclear Factor kB — inducing kinase)
NOD — NOD-like receptorius

Nrf2 —branduolio veiksnys (eritroidinés kilmés 2) — 2 (angl. nuclear factor (erythroid —
derived 2)-like 2)

NTA — nanodaleliy analizé (angl. nanoparticle tracing analysis)

PAMP — su patogenu susijusios molekulinés strukttros (angl. patogen associated molecular

pattern)

PNS — periferiné nervy sistema

PRR — molekulines struktiiras atpazjstantis receptorius (angl. pattern recognition receptor)
Pu.l — transkripcijos veiksnys (angl. transkription factor PU.1)

RANK — NF-kB receptoriaus aktyvatorius (angl. receptor activator of Nuclear Factor k B)
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RHD — Rel homologo domenas (angl. Rel homology domain)
RIG-1 — RIG-1-like receptorius

Runx1 — su Runt baltymo domenu susijes transkripcijos veiksnys 1 (angl. runt-related

transcription factor 1)
SEAP — sekretuojama Sarminé fosfatazé (angl. secreted alkaline phosphatase)

STAT —signalo perdavimo ir transkripcijos aktyvavimo veiksnys (angl. signal trasducer and

activator of transcription)

TB — bakterijy auginimo terpé (angl. terrific broth)

TLR — toll-like receptorius

TNF-a — naviko nekrozés veiksnys alfa (angl. tumor necrosis factor alfa)

TREM — mieloidiniy lasteliy ekspresuojamas aktyvinantis receptorius (angl. triggering

receptor expressed on myeloid cells)

TRIF — su TIR domenu susijes adaptorinis interferonas beta (angl. TIR domain containing

adapter inducing interferon-g)
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[VADAS

Neurodegeneracija — tai progresuojantis neurony ir jy funkcijy praradimas centringje
nervy sistemoje (CNS). Neurodegeneracinés ligos dazniausiai siejamos su sené€jimo procesais
ir pasireiSkia vyresniame amziuje. Pagrindiniai Siy ligy simptomai yra kognityviniy ir
motoriniy organizmo funkcijy sutrikimai. Dazniausiai nustatomos neurodegeneracinés ligos
yra Parkinsono liga, Alzheimerio liga, Huntingtono liga bei amiotrofiné lateraliné sklerozé.
Nors $iy ligy patofiziologija skiriasi, ta¢iau visoms neurodegeneracinéms ligoms yra budingas

létinis CNS audiniy uzdegimas®.

Nervinio audinio homeostazg CNS palaiko specifiniai audiniy makrofagai —
vadinamosios mikroglijos Iastelés?. Mikroglijos lastelés, reaguodamos j audinio biikle, kei¢ia
savo biiseng. Esant fiziologinéms salygoms, mikroglijos lastelés yra ramybés biisenoje. Taciau,
atsiradus pazeidimui, lgstelés yra aktyvinamos. Skiriami 2 aktyvintos mikroglijos fenotipai.
M1 fenotipo lIgstelés skatina uzdegiminj atsakg pazeidimo vietoje, o M2 fenotipo lastelés
uzdegiminj atsakg slopina ir skatina audinio atstatyma®. Su mikroglijos lasteliy aktyvacija
glaudziai susijes NF-kB signalinis kelias. NF-kB transkripcijos veiksniai reguliuoja genus,
atsakingus uz uzdegiminiy citokiny sintez¢. Sutrikus signalinio kelio aktyvacijai, mikroglijos
lastelés tampa hiperaktyvintos. Padidéjes uzdegiminiy citokiny kiekis aktyvina dar daugiau
mikroglijos lasteliy. Taip sukeliamas létinis CNS uzdegimas, kuris ir yra viena i§ pagrindiniy
neurodegeneraciniy ligy atsiradimo ir vystymosi priezaséiy®. Siekiant pristabdyti
neurodegeneraciniy ligy vystymasi ir palengvinti jy simptomus, svarbu kurti specifines

gydymo terapijas, tikslingai nukreiptas prie$ uzdegiming mikroglijos aktyvacija.

Jau kurj laikg jvairiy ligy gydimui, uzdegiminiy procesy slopinimui naudojamos
mezenchiminés kamieninés lastelés (MKL)®. MKL yra atsinaujinanéios, multipotentinés
lastelés. Sios kamieninés lastelés gali biti isskirtos i3 jvairiy postnataliniy audiniy®. Pieninio
danties pulpos kamieninés lastelés (PDPKL) yra tokios pacios kilmés kaip ir nervinés Iastelés.
Dél Sios priezasties manoma, kad Sios KL galéty buti panaudojamos nervinio audinio
pazeidimams gydyti’. Tlga laika manyta, kad KL migruodamos j pazeidimo vietg ir ten
diferencijuodamos tiesiogiai veikia audinio atstatymg. Taciau ilgainiui nustatyta, kad KL
pazeidimg pasalina ne tik per tiesioginj kontakta, bet taip pat sekretuodamos tirpius veiksnius

ir igskirdamos ekstralastelines vezikules (EV).
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EV tai nedidelés pislelés, apgaubtos fosfolipidy bisluoksniu ir uzpildytos lasteliy
citozoliu bei jame esan¢iomis medziagomis®. I$skiriama keletas EV risiy, viena i§ jy yra
egzosomos. Egzosomos susiformuoja endosomose ir yra iSskiriamos egzocitozés budu.
Egzosomy dydis varijuoja nuo 30 iki 150 nm, jose yra baltymy, lipidy, RNR fragmenty,
mikroRNR. Per organizmo kraujo cirkuliacinge sistemg egzosomos gali veikti nutolusias
lgsteles. D¢l savo dydzio egzosomos gali nesunkiai prasiskverbti per kraujo — smegeny barjera

ir tiesiogiai veikti nervinj audinj°.

Parodyta, kad PDPKL sekretuojamos EV pasizymi neuroprotekciniu poveikiu, taciau
Siuo metu néra Zinoma, kaip EV veikia uzdegiming Zzmogaus mikroglijos lasteliy aktyvacija.

Atsizvelgdami  tai suformulavome pagrindinj darbo tiksla.

Darbo tikslas — jvertinti prieSuzdegiminj ekstralgsteliniy vezikuliy poveikj zmogaus

mikroglijos lasteléms.
Tikslui pasiekti iskelti Sie uzdaviniai:

1. I8skirti ir charakterizuoti ekstralgstelines vezikules 1§ Zmogaus pieninio danties pulpos
kamieniniy lasteliy;

2. Generuoti laikinas zmogaus mikroglijos lasteliy NF-kB-sekretuojamos $arminés
fosfatazés reporteriy linijas;

3. Ivertinti zmogaus pieninio danties pulpos kamieniniy lasteliy sekretuojamy
ekstralgsteliniy vezikuliy poveikj; NF-kB signaliniam keliui Zmogaus mikroglijos
lastelése.
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1. Literatuiriné apzZvalga

1.1. Zmogaus centriné nervy sistema

Zmogaus galvos bei nugaros smegenys sudaro centring nervy sistema (CNS). CNS
nerviniame audinyje yra i$skiriamos 2 pagrindinés lasteliy grupés: neuronai ir glijos lastelés
(1 pav). Neuronai reaguoja j aplinkos dirgiklius ir generuoja elektrinj potencialg, perduodama
nerviniams tinklams. Glijos lgstelés yra pagalbinés, jos padeda neuronams atlikti savo funkcija,
taip pat palaiko nervinio audinio vientisuma, homeostaze!!. Glijos lgstelés sudaro didziaja dalj
visy CNS lgsteliy (~90 %) ir yra skirtingos. Centrinéje nervy sistemoje yra iSskiriamos kelios

glijos lasteliy risys: astrocitai, oligodendrocitai, ependimocitai ir mikroglijos lastelés'?.

NERVINIO AUDINIO LASTELES

Neuronai Glijos lastelés
(apie 10%) (apie 90%)
|
CNS PNS
| |
Makroglija Mikroglija % 2
(apie 85-90%) (apie 10-15%) [Svano lasteles |
Astrocitai Ependimocitai
(apie 80%) (apie 10%)

Oligodendrocitai
(apie 5%)

1 pav. Nerviniy lasteliy skirstymas. Visos nervinio audinio lgstelés skirstomos |
pagrindines 2 grupes: neuronus ir glijos lgsteles. Glijos lgstelés dar skirstomos j CNS ir PNS
lasteles. CNS lasteléms priskiriami astrocitai, oligodendrocitai, ependimocitai ir mikroglijos

lastelés, o PNS — Svano lastelés®?

1.2. Mikroglijos lgstelés

Pirmg karta mikroglijos lastelés buvo aprasytos ispany neuromokslininko Rio-
Hortega ‘os 1932-aisiais metais. Mikroglijos Iastelés yra vienbranduolés Igstelés, kilusios i$
mezodermos. Jy mieloidiniai pirmtakai aptinkami trynio maiSelyje ankstyvose embriono

vystymosi stadijose (~4 vystymosi savaite¢). Lastelés diferencijuoja ir jgauna ameboiding
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iSvaizda, migruoja | smegenis. Tokios Igstelés yra vadinamos mikrogliocitais. Po gimimo

ameboidiné mikrgolija diferencijuoja ir virsta ramybés biisenos mikroglija®®.

Zmogaus smegenys yra saugomos kraujo — smegeny barjero (angl. blood — brain
barrier, BBB), kuris riboja periferiniy lasteliy bei patogeny patekimg j smegenis. Uz CNS
nervinio audinio homeostazés palaikyma yra atsakingi specifiniai makrofagai — mikroglijos
lastelés'®. Mikroglijos lastelés atlieka 2 pagrindines funkcijas: palaiko homesotaze ir sukelia
imuninj atsakg ] pazeidimg. Mikroglijos lastelés nuolat ,,skenuoja“ savo aplinkg ir iesko
iSorinio pazeidimo (patogeny) arba vidinio pazeidimo (pazeisty ar mirsStanciy lgsteliy) signaly.
Sie signalai indukuoja mikroglijos atsaka, lastelés yra aktyvinamos?. Yra skiriamos 3

mikroglijos lasteliy biisenos: ramybés, aktyvinta ir fagociting.
1.3. Mikroglijos Iasteliy morfologija ir funkcijos

Kaip jau minéta, yra skiriamos 3 mikroglijos lasteliy biisenos. Mikroglijos Igsteléms
pereinant i§ vienos biisenos ] kitg, pakinta geny ekspresija, lgstelés keiciasi morfologiskai ir

atlieka skirtingas funkcijas (2 pav).

Esant normalioms fiziologinéms sglygoms mikroglijos lgstelés yra ramybés biisenoje.
Jos turi maza kiing ir daug Sakoty ataugy. Lasteliy ataugose yra gausu receptoriy, kurie padeda
jvertinti mikroaplinkos bukle. Kiekviena mikroglijos lastel¢ veikia grieztai apibréztoje
teritorijoje, ~50 000 um?3. Mikroglijos lastelés $ia teritorija nuolat tikrina, judédamos 1,2 — 1,5
um/min grei¢iu, tuo paciu metu, lgstelés judina savo ataugeles, jas sutraukdamos ir
istempdamos, ataugéliy ilgis kei¢iasi 2 — 3 um/min 2. Bet kokj CNS pazeidimg (infekcinj ar

neinfekcinj) lydi uZzdegimas, kurio metu yra aktyvinamos mikroglijos lastelés.

Paveikus dirgikliu (patogenu, svetima medZziaga, mirStanciy Igsteliy iSskiriamomis
medziagomis ar mirusiy lIgstely liekanomis) mikroglijos lgstelés yra aktyvinamos. Lastelés
kinta morfologiskai — jgauna ameboiding forma, ataugos sutrumpéja, pakinta pavirSiniy
receptoriy raiska. Ameboidinés mikroglijos lastelés telkiasi aplink paZeidimo vieta. Sie
fenotipiniai ir morfologiniai pakitimai yra badingi Igstelei pereinant i§ ramybés biisenos j
aktyvuota®. Manoma, kad mikroglijos lastelés aktyvacijos pika pasiekia praéjus 3 dienoms nuo
uzdegimo pradZzios. Jei per tiek laiko mikroglija aktyvinantys stimuliatoriai néra pasalinami,
lastelés gali tapti hiperaktyvintos. Mikroglijos hiperaktyvacija gali sukelti létinj nervinio

audinio uzdegima ir taip nulemti neurodegeneracinés ligos atsiradimg ir vystymasj*.
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2 pav. Mikroglijos 1asteliy morfologija. Schematinis ir fotomikrografinis mikroglijos biiseny

vaizdas. Ramybés buisenos Igstelés (A) pasizymi nedideliu kinu ir plonomis Sakotomis ataugélémis.

Lasteles paveikus dirgikliu, jos yra aktyvuojamos (B), lastelés kinas padidéja, ataugos

sutraukiamos, lastelés iSskiria uzdegimg skatinancias molekules. Pazeidimui tesiantis, nervinés

lastelés ziiva. Zuvusiy lasteliy liekanas pasalina fagociting biisena jgavusios mikroglijos lastelés

(C). Tokios lastelés jgyja ameboiding forma, neturi ataugy ir pasizymi fagocitiniu aktyvumu?®

1.4. Mikroglijos aktyvacijg lemiantys veiksniai

Mikroglija aktyvinantys signalai skirstomi j 2 grupes. ISjungimo signalai (anlg. off —
signals) atsiranda sutrikus signalo perdavimui nerviniame tinkle. Toks pakitimas siejamas su
iprastai sintetinamy molekuly struktiiriniais ir raiskos poky¢iais. Jjungimo signalai (angl. on —
signals) yra sukeliami molekuliy, atsiradusiy dél lgsteliy pazeidimo ar svetimos, invazinés
medziagos'’. Mikroglijos Igsteles gali aktyvinti jvairiis infekciniai veiksniai, tokie kaip prionai,
bakterijy iSorinés sienelés komponentai it kt. Esant kraujo — smegeny barjero laidumo
sutrikimams, mikroglijg aktyvina kraujyje cirkuliuojancios medziagos. Mikroglijos lastelés
komunikuoja tarpusavyje. Aktyvintos Igstelés gali inicijuoti greta esan¢iy mikroglijos lasteliy

aktyvacija'®. Mikroglija aktyvinti gali tiek endogeniniai, tiek egzogeniniai signalai.
1.4.1. Egzogeniniai signalai
Sveikoje suaugusio Zzmogaus CNS mikroglijos lastelés saveikauja su kaimyninémis
glijos lastelémis (astrocitais, oligodendrocitais) ir neuronais. Si saveika yra lemiama lasteliy

pavirSiuje esanciy receptoriy ir jy ligandy (3 pav). Ligandai gali biiti sintetinami sveiky

neurony, ekspresuojami jy membranose arba gali biiti patogeninés kilmés. Siy receptoriy
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aktyvinimas per aibe¢ uzdegiminiy molekuliy ar patogeny lemia staigy ramybés bilisenoje
esancios mikroglijos lgsteliy virtimg j efektorines lgsteles. Toliau pateikiami keli egzogeniniy

signaly pavyzdziai.

CD200 yra pavirSiné neurony ir glijos lasteliy membranos molekulé. Molekule
apibrézia du imunoglobuliniai domenai. Sios molekulés receptoriai (CD200R) yra
ekspresuojami mikroglijos lasteliy. Ligando ir receptoriy saveika palaiko mikroglija ramybés
busenoje. Sumazéjus CD200 ligando kiekiui, pazeidziamas signalas ir mikroglija pereina

aktyvia biisena®®.

Fraktalkinas (CX3CL1) yra ekspresuojamas neurony ir yra vienas i$ signaly, kuris
stabdo mikroglijos aktyvinimg. Fraktalkinas palaiko mikroglijos lgsteles ramybés biisenoje,
jungdamasis prie specifiniy receptoriy — CX3CR1%°. Triikstant CX3CR1 mikroglija yra
hiperaktyvinama. Sumaz¢ja imuniné tolerancija neuronams, sukeliama neurony mirtis,

padidéja neurotoksiskumas. Sie poky¢iai yra siejami su neurodegeneraciniy ligy vystymusi 2L,

Esant metaboliniam stresui arba pazeidimui mikroaplinkoje padaugéja ATP molekuliy.
ATP veikia per purinerginius mikroglijos receptorius (pavyzdziui: P2X4; P2X7, P2Y1, P2Y2,
P2Y12). Susijungimas su receptoriais lemia mikroglijos aktyvinimg, sukeliamas staigus
atsakas pazeidimo vietoje. ATP taip pat veikia kaip chemotraktantas, pritraukiantis mikroglijos

ataugas j pazeidimo vietg??,
1.4.2. Endogeniniai signalai

Visi ankséiau iSvardinti veiksniai yra egzogeniniai, reguliuojantys mikroglijos lasteles
per pavirSinius receptorius. Taciau mikroglijos lgsteliy augimas ir aktyvinimas yra stipriai
kontroliuojamas tam tikry endogeniniy transkripcijos veiksniy, tokiy kaip Runx1, Pu.1, Irf8,
NF-kB bei Nrf2. Signaliniai keliai, j kuriuos jtraukti $ie tranksripcijos veiksniai, yra atsakingi
tiek uz mikroglijos vystymasi, tiek uz normaly jos funkcionavima. Siy transkripcijos veiksniy
reguliavimo sutrikimai gali nulemti mikroglijos morfologinius, funkcinius poky¢ius bei

netaisyklinga, hiperaktyvacija?..
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3 pav. Egzogeniniai mikroglijos aktyvavimo signalai ir ju receptoriai. Mikroglijos
lastelés turi grupe pavirSiniy receptoriy, kurie lemia signaly perdavimg ramybés biisenoje.
Daugelis ligandy yra iSskiriami neurony ar ekspresuojami jy membrany pavirsiuje.
Inhibitoriniy receptoriy (CX3CR1, CD200R ir CD17a/Sirp alpha) ligandai yra sveiky
neurony pavirSiaus molekulés. Signalo praradimas atitinkamai reiSkia neurony integralumo
praradima. Receptoriai (TREM2, purinerginiai receptoriai) yra jautriis neurony pazeidimams
ir indukuoja fagociting prieSuzdegiming mikroglijos funkcija. Mikroglijos ir neurony
bendradarbiavimas yra svarbus ir pacios mikroglijos iSgyvenamumui. Neuronai atpalaiduoja
veiksnius (IL-34 ir Csfl), kurie jungiasi prie Csf1R mikroglijos pavirSiuje ir veikia Igsteliy

isgyvenamuma bei proliferacija?

1.5.  Mikroglijos aktyvacijos principai

Neurouzdegimas yra fundamentinis imuninis atsakas, kurio tikslas — apsaugoti
organizma nuo Zalingy endogeniniy ir egzogeniniy veiksniy. Mikroglijos lgstelés yra specifinés
smegeny imunings lastelés, kurios pirmosios sureaguoja j infekcija ar audinio pazeidima, yra

aktyvinamos ir sukelia uzdegiminj atsaka?.

Specifiniai audiniy makrofagai turi receptorius, kurie atpaZjsta molekulines strukttiras
(angl. pattern recognition receptor, PRR). Sie receptoriai atpaZjsta dviejy tipy molekulinius
Zymenis: susijusius su patogenu (angl. pathogen — associated molecular pattern, PAMP) ir
susijusius su pazeistomis, zuvusiomis Igstelémis (angl. damage — associated molecular pattern,
DAMP). Yra skiriamos 5 tokius Zymenis atpazjstan¢iy receptoriy Seimos: toll-like (TLR), RIG-
I-like, NOD-like, C-type lectin like bei citozoliniai DNR jutikliai®*.
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Sudirginus mikroglijos lasteliy PRR receptorius Igstelés yra aktyvuojamos. Esant
skirtingoms patofiziologinéms saglygoms, mikroglijos lastelés gali biiti aktyvinamos dviem
skirtingais biidais: klasikiniu ir alternatyviu (4 pav)®. Aktyvinant Iasteles klasikiniu biidu, jos
igija M1 fenotipg. Tokios mikroglijos Igstelés skatina uzdegiminius procesus iSskirdamos
uzdegiminius citokinus (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a) ir chemokinus (CCL2, CCL20, CCR2).
Alternatyvios aktyvacijos metu mikroglijos Igstelés jgyja M2 fenotipg. Tokios lastelés iSskiria
priesuzdegiminius citokinus (IL-10, IL-13), jos yra svarbios uzdegimo slopinimui ir audinio

atstatymui?®,

Lasteliy poliarizacijg lemia receptoriaus ir ligando sgveika. Lipopolisacharidas (LPS),
kuris yra bakterijy iSorinés sienelés komponentas, jungiasi prie lasteliy TLR4 receptoriaus.
Tuomet adaptoriniy baltymy (MyD88 ir TRIF) pagalba paleidziama signaliné kaskada. Signalo
perdavimo metu, jvykus IkBa baltymo fosforilinimui ir degradacijai, suaktyvinamas
transkripcijos veiksnys NF-xkB?’. Klasikinés aktyvacijos metu, padidéja CD86, CDA40,
MARCO, MHC I pavirsiaus zymeny raiska, iSauga reaktyviy azoto ir deguonies formy

produkcija, bei padidéja uzdegiminiy citokiny ir chemokiny sekrecija (4 pav)3.

Su specifiniais receptoriais susijungus IL-4 arba IL-10, mikroglija yra aktyvinama
alternatyviai ir jgyja M2 fenotipg. Suaktyvinami tranksripcijos veiksniai STAT3 ir STAT6.
Sukeliamas prieSuzdegiminis atsakas. M2 mikroglija iSskiria prieSuzdegiminius veiksnius (IL-
4, 1L-6, IL-10, IL-10R2), jos taip pat pasizymi padidéjusiu arginazés 1 (Arg-1) Kiekiu,

ekspresuoja manozés receptorius CD206°,
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I8skiriamos

Signalas ) Zymenys
= molekulés Y ’
- DAMPs -IL-1B -CCL7
-IFN-y -6 -CD68
- PAMPs (LPS) -I-12 -CD80
-TLRligands -IL-23 -CD86
-TNF-a -NO -Ibal
- -RNS -iNOS
M1 (neurotoksiSkumas) -ROS _MHCH
-TNF-a -TNF-a
Coxl_ \saips
Inflammasome
M2 (neuroprotekcija)
tau AB - Glucocorticoids - ECM proteins - ARG1
\ -4 -1-10 -CD23
A By -IL-10 -TGF-B -CD68
Ramybés basena -IL-13 -Trophicfactors ~ -CD163
-IL-25 -CD204
-TGF-B -CD206
-CD209
) -FIZZ1
Aktyvinta biisena -Ibal
-IGF-1
-YM1

4 pav. Mikroglijos M1 ir M2 poliarizacijos schema. Ramybés biisenoje esancios mikroglijos
lastelés gavusios signalg gali biiti aktyvinamos 2 budais ir atitinkamai jgyti 2 skirtingus fenotipus.
M1 yra klasikiniu biidu aktyvintos Igstelés, kurios skatina uzdegiminius procesus. M2 fenotipo
lastelés yra aktyvintos alternatyviai ir veikia prieSingai M1 Iasteléms. M2 lastelés slopina
uzdegiminius procesus ir skatina audinio atstatymg. Poliarizacijos kryptj nulemia dirgiklis. M1 ir M2

mikroglijos Igstelés tarpusavyije skiriasi i$skiriamomis medZiagomis bei pavirsiaus zymenimis®

1.6. NF-«kB signalinis kelias

Pirmg karta NF-kB transkripcijos veiksnys buvo aprasytas 1986-aisiais metais?®. Yra
dvi pagrindinés priezastys, dél kuriy NF-kB sukélé didziulj susidoméjimg. Pirmoji — ftai
signalinio kelio aktyvacija. Sis kelias yra aktyvinamas jvairiy stimuly, tokiy kaip bakteriniai,
virusiniai, grybeliniai produktai, oksidacinio streso molekulés, uzdegiminiai citokinai. Antroji
priezastis — tai funkciné $io signalinio kelio reik§mé. Nustatyta, kad NF-«B tiesiogiai reguliuoja

daugiau nei 100 geny — taikiniy®.

Zinduoliy NF-xB baltymy $eima sudaro 5 nariai (p50, p52, p65, Rel-B ir c-Rel). Visi
Seimos nariai turi Rel homologo (RHD) domena, kuris yra svarbus DNR prisijjungimui ir
dimerizacijai®l. Esant normalioms fiziologinéms salygoms NF-«kB veiksnys yra randamas
citozolyje, neaktyvios formos, susijunges su inhibuojanciu IkBa baltyminiu subvienetu. NF-
kB aktyvacija gali sukelti uzdegiminiai citokinai, mitogenai, UV spinduliuoté ir oksidacinio

streso metu susidare oksidantai. Aktyvios NF-kB formos gali bati heterodimerai, dazniausiai
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sudaryti i§ p50 ir p65 nariy, arba homodimerai. Aktyvis dimerai jungiasi prie 10-ties bp sekos

geny promotoriy kB srityse ir indukuoja geny ekspresija®?.

NF-«xB signalinis kelias yra glaudziai susijes su uzdegiminiy procesy reguliacija. NF-
kB transkripcijos veiksnys indukuoja uzdegiminiy geny ekspresija imuninése Iastelése, taip pat
reguliuoja §iy lasteliy aktyvinima, diferenciacija ir funkcionaluma. Zinoma, kad NF-«B
signalinis kelias dalyvauja ir inflamasomy aktyvinime, taip papildomai reguliuvodamas
uzdegiminius procesus. Bet koks nukrypimas nuo normalaus NF-kB signalinio kelio veikimo
yra létinio uzdegimo bruozas. D¢l to NF-kB signalinio kelio veikimo principy iSaiskinimas
galéty buti tikslingai pritaikytas uzdegiminiy ligy, tokiy kaip neurodegeneracinés ligos,

gydymui?’.
1.7.  NF-xB signalinio kelio aktyvacija

Yra i8skiriami 2 NF-xB signalinio kelio aktyvacijos biidai, lemiantys geny taikiniy

ekspresija: klasikinis ir alternatyvus (5 pav).

Klasikinés aktyvacijos metu, NF-kB signalinis kelias reaguoja ] jvairius iSorinius
stimulus. Signalo perdavimas suaktyvinamas prie specifiniy receptoriy prisijungus ligandui. Su
NF-kB klasikine aktyvacija siejami tokie receptoriai kaip: citokiny receptoriai, PRR, TNF
receptoriy (TNFR) superseimos nariai bei T- ir B- 1asteliy receptoriai®®. Receptoriui susijungus
su ligandu suaktyvinamas IxB kinazés kompleksas (IKK). Sj kompleksa sudaryto 3
subvienetai: IKKo, IKKp ir reguliatorinis subvienetas IKKy (kitaip vadinamas NEMO)3.
Aktyvuota kinazé fosforilina inhibitorinj IkB baltyma per 2 N-gale esancias serino amino
ragstis. Taip IkB baltymas yra pazymimas ubikvitilinimui ir degradacijai 26S proteosomoje.
Suirus inhibitoriniam baltymui, NF-«kB transkripcijos veiksnio aktyviis dimerai perkeliami j

Igstelés branduolj, kur jungiasi su geny taikiniy promotoriuose esanc¢iomis sekomis ir aktyvina

jy trankspricija®.

Alternatyvios aktyvacijos metu NF-xB signalinis kelias selektyviai reaguoja i
specifinius stimulus. Siems stimulams prisikiriami ligandai, kurie jungiasi su TNFR
superseimos pogrupio receptoriais: LTBR, BAFFR, CD40 bei RANK?®. Alternatyvios
aktyvacijos metu nevykdoma IkB inhibitorinio baltymo degradacija. Pagrindiné Sio aktyvacijos
kelio signaliné molekulé yra NF-«xB indukuojanti kinazeé (NIK)®’. Ji jungiasi su IKK komplekso
o subvienetu. Taip nulemiamas NF-xB pl00 baltymo ubikvitilinimas ir apdorojimas.

Modifikacijy metu yra degraduojama baltymo C-gale esanti struktdra, prijungianti IxB
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molekul¢. Taip atsipalaiduoja ir susiformuoja aktyvus NF-kB p52, kuris jungiasi su RelB
baltymu ir sudaro aktyvy dimera. Sis dimeras yra perkeliamas j lastelés branduolj, kur kaip ir

klasikinés aktyvacijos atvéju jungiasi prie geny taikiniy promotoriniy seky ir lemia specifiniy

geny transkripcija®®.
A) Klasikiné B) Alternatyvi
aktyvacija aktyvacija
0 : v ¥
@ _ TNFq,IL-1,LPS LPS, CD40L

® » IkBa :
¥ degradation)
.

% |

&

pSO RelA pS0 RelA

p \fp’

; RelB
pSO RelA !

5 pav. NF-kB signalinio kelio aktyvacija. A) Klasikinis aktyvacijos kelias, kurio metu
suaktyvinamas IKK kinazés kompleksas. Vykstant fosforilinimui IkB yra pazymimas ir
ubikvitilinamas. Atpalaiduojamas NF-«xB transkripcijos veiksnys. B) Alternatyvi aktyvacija,
kurios metu veikiant NIK baltymui, keiciama NF-kB pl100 subvieneto struktiira ir taip
atpalaiduojamas transkripcijos veiksnys nuo IkB inhibitorinio baltymo. Aktyvus
tranksripcijos veiksnys perkeliamas | branduolj, kur jungiasi su DNR specifin¢je geno

promotoriaus srityje ir skatina geno ekspresija®

Mikroglijos lasteliy poliarizacija reguliuoja signalai perduodami per toll-like
receptorius (TLR). Lipopolisacharidas (LPS), kuris yra bakterijy sieneliy sudedamoji dalis,
jungiasi prie TLR4 receptoriaus, tuomet padedant adaptoriniams baltymams MyD88 ir TRIF
inicijuojama signaliné kaskada. Jos metu suaktyvinamas NF-kB transkripcijos veiksnys ir

indukuojama geny — taikiniy transkripcija®’.
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Klasikinj NF-kB aktyvacinj kelig inicijuoja visi imuninio atsako stimuliatoriai. Tuo
tarpu alternatyvi aktyvacija vyksta kaip pagalbinis procesas klasikinei aktyvacijai ir padeda

reguliuoti adaptyvios imuninés sistemos specifines funkcijas®.
1.8. Ekstralgstelinés vezikulés

Lasteliy tarpusavio komunikacija yra labai svarbi kiekvienam daugialgsCiam
organizmui. Lastelés keiciasi informacija iSskirdamos tirpius veiksnius, per tiesioging saveika
arba membraninés kilmés vezikuliy pagalba®®. Tokios vezikulés pirma kartg buvo aprasytos
beveik pries 30 mety. Nuo tada ekstralgstelinés vezikulés (EV) buvo isskirtos i§ daugybés
lasteliy linijy, tarp kuriy ir kamieninés lgstelés, imuniniy lasteliy pirmtakai, nervinés lastelés ir
veézings lastelés. Vis daugéja jrodymy, kad EV yra svarbios ne tik reguliuojant normalius

fiziologinius procesus, bet ir esant patologinéms salygoms™.

Visos EV gali buti skirstomos ] kelias grupes, atsizvelgiant | jy kilme, biologine
funkcijg ir biogeneze. Pagrindinéms EV priskiriamos mikrovezikulés (MV), egzosomos ir
apoptotiniai kiineliai (1 lentelé). Be pagrindiniy EV yra skiriamos ir papildomos: j egzosomas
panasios vezikulés bei membraninés dalelés. Audinio ekstralgstelingje aplinkoje skirtingos EV
yra aptinkamos vienu metu. Ekstralasteliniy vezikuliy dydis varijuoja nuo 30 nm iki 5 pm. Jos
taip pat skiriasi savo biogenezés mechanizmais ir specifiniais Zymenimis. Toliau detaliau

aptarsime tik EV, vadinamas egzosomomis*2,

1 lentelé. Ekstralasteliniy vezikuliy klasifikacija*?

Rasis Dydis, nm Kilmé Sudétis

I§ plazminés membranos, | Aktinas, tubulinas, integrinas B1,
Mikrovezikulés | 100-1000 o ]
pumpuravimosi biidu MIiRNR

Hsp, aktinas, tubulinas, MHC
molekulés, CD63, CD81, CD82,
CD9, miRNR, mRNR ir kt (zr.

IS endosomy
Egzosomos 30-150 daugiaptsleliniy kiineliy,

egzocitozés budu

pav. Nr. 8)
Apoptotiniai I§ plazminés membranos Aneksinas V, C3b, lastelés
o 1000-5000 . ‘ )
kiineliai lastelei apoptuojant komponentai
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1.9. Egzosomy biogeneze

Egzosomos susiformuoja endosomose. Pirmiausia susiformuoja ankstyvoji endosoma.
Ankstyvoji endosoma susijungia su endocitinémis puslelémis, kuriose surinktos medziagos
degradacijai, perdirbimui ar egzocitozei®*. Tokia pirminé endosoma pereina kelias
transformacijos stadijas ir virsta vélyvaja endosoma. Sios transformacijos metu, vezikuléje
esancCios medziagos yra perpakuojamos j nedideles pisleles ir prisitvirtina prie endosomos
vidinés membranos pusés. Tokia endosoma vadinama daugiaptsleliniu kaneliu (angl. multi-
vesicular body, MVB). Vélyvoji endosoma toliau tikslingai jungiasi su lizosoma, jei medziagas
reikia degraduoti, arba su plazmine membrana. Jei endosoma susijungia su plazmine
membrana, viduje buvusios piuslelés yra iSskiriamos i lastelés aplinka, vyksta egzocitoze. |

aplinkg i3skirtos 30 — 150 nm diametro piislelés yra vadinamos egzosomomis (7 pav)* %,
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7 pav. Egzosomuy biogenezé. Lastelés plazminé membrana jlinksta, vyksta endocitozé.
Susiformuoja ankstyvoji endosoma, uzpildyta ekstralgsteliniu skys¢iu. Toliau vystosi
velyvoji endosoma — daugiaptslelinis kiinelis. Daugybinés piislelés susiformuoja endosomos
lipidiniam bisluoksniui linkstant j vidy ir atsipumpuruojant. Vidinés piislelés yra uzpildytos
citozoliu ir jame esanc¢iomis medziagomis: baltymais, lipidais, RNR fragmentais. MVB gali
susilieti su lizosoma arba su plazmine membrana. Vykstant egzocitozei, puslelés yra

isskiriamos j ekstralgsteline ertme®*’

1.10. Egzosomy sandara

Kaip jau minéta, egzosomos yra 30 — 150 nm diametro puslelés, ribojamos

fosfolipidinio bisluoksnio. Egzosominiy pusleliy turinj sudaro jvairios biologiSkai aktyvios
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medziagos (8 pav). Egzosomose identifikuota jvairove skirtingy baltymy, lipidy, taip pat
genetinés medziagos daleliy: DNR fragmenty, mRNR bei reguliatoriniy mikroRNR*® 4°,
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2
oo an@
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Integrinai \

MYVB formuojantys
baltymai

Alix, Tsg101,
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Ubiquitin

Citoskeleto baltymai

8 pav. Egzosomu struktiira. Egzosomy sudétis priklauso nuo lastelés Seimininkés. Visas
egzosomas riboja fosfolipidinis bisluoksnis, j kurio sudétj jeina membraniniai baltymai,
lipidai, antigeng pateikian¢ios molekulés. Egzosomy viduje gausu reguliaciniy, signaliniy,

struktiiras formuojanéiy baltymy, fermenty, taip pat DNR bei RNR fragmenty®°

Nustatyta, kad egzosomy baltymy sastatas priklauso nuo to, i§ kokiy lasteliy jos buvo
iSskirtos. Egzosomose nustatyti citozolio baltymai, tokie kaip Rab, aneksinai, reguliuojantys
membrany citoskeleto dinamika ir padedantys membranoms susilieti. Taip pat egzosomoms
biidingos adhezijos molekulés (CD146, CD9, CD18). Aptinkama ir antiapoptotiniy baltymy:
tioredoksin peroksidazé II, galektinas 3. Egzosomose nustatomi metaboliniai baltymai:

GTPazés, peroksidazeés, piruvaty ir lipidy kinazés > 42,

Kaip ir baltymai, egzosomose esantys lipidai priklauso nuo jas iSskirianciy lasteliy
kilmés. Egzosomy sudétyje paprastai randama cholesterolio, digliceridy, sfingolipidy,
fosfolipidy, glicerolfosfolipidy. Taip pat egzosomose nustatyta biologiSkai aktyviy lipidy,
tokiy kaip prostaglandinai ir leukotrienai, aktyvuoti lipidy metabolizmo fermentai, kurie gali

generuoti biologiskai aktyvius lipidus®2.
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Egzosomose aptinkama ir genetinés medziagos: DNR fragmenty, matricinés RNR
fragmenty bei mikroRNR, pastaroji sudaro didziajg dalj egzosomose aptinkamos genetinés
medziagos. Egzosominé mRNR yra susijusi su Igsteliy ciklu, augimu, angiogeneze, migracija
ar histony modifikacijomis. mikroRNR yra specifiné, reguliuojanti konkreciy geny ekspresija
ir po-transliacines modifikacijas. Egzosomose aptinkama daugiau nei 120 skirtingy
mikroRNR®3,

Egzosomy sudétis gali kisti. Sie poky¢iai priklauso nuo jas formuojanéiy lasteliy ir ju

busenos: aktyvumo, streso salygy, augimo ciklo stadijos.
1.11. Egzosomy funkcijos

Egzosomos yra svarbi Igsteliy tarpusavio komunikavimo priemoné. Donorinés Igstelés
1 egzosomas supakuoja specifines medziagas (baltymus, lipidus, DNR bei RNR fragmentus).
Piisleles egzocitozes budu yra iSskiriamos ] ekstralgsteling ertme. Egzosomos gali veikti Salia
esancias lgsteles arba gali migruoti per organizmo cirkuliacing sistema ] kitus organus ar

audinius ir paveikti ten esan¢ias lasteles®.

Egzosomos aplinkines lasteles gali veikti skirtingais budais. Egzosomy fosfolipidy
bisluoksnio molekulés (receptoriai, baltyminiai kompleksai, lipidai, antigeng pateikiancios
molekulés) gali jungtis prie recipienciy lasteliy iSoréje esanciy receptoriy ir taip inicijuoti
signaliniy keliy aktyvacija. Tokiu biidu perduodama informacija, lasteléms tiesiogiai
nekontaktuojant tarpusavyje. Taip pat egzosomos gali susilieti su recipientine lastele vykstant
endocitozei. Susiliejant membranoms, egzosomy viduje supakuotos medZziagos patenka ]
lastelés citozoli, o fosfolipidy dvisluoksnis gali jsiterpti ] recipientinés lastelés plazminés

membranos sudétj>®.
1.12. Mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy iSskiriamos egzosomos

Zmogaus mezenchiminés kamieninés lastelées (MKL) yra atsinaujinandios,
multipotentinés progenitorinés Igstelés, kurios gali biti iSskirtos 1§ jvairiy audiniy: kraujo,
kepeny, amnioninio skyséio, placentos, danties pulpos ir kity®. Klinikiniuose tyrimuose joms
skiriama labai daug démesio dél jy daugybiniy biologiniy funkcijy: daugiakryptés
diferenciacijos, audinio atnaujinimo, prieSuzdegiminio poveikio, imunosupresijos ir
neuroprotekcijos®®. I§ pradziy manyta, kad MKL migruoja j pazeista audinj, diferencijuoja ir
pakeiCia pazeistas lasteles. Véliau paaiSkéjo, kad toks kamieniniy lgsteliy jsitraukimas j

pazeidimo sutvarkymg yra palyginus nerySkus. Kadangi Zzinoma, kad egzosomos dalyvauja
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palaikant lasteliy tarpusavio kontaktg, buvo iSkelta hipotezé, kad egzosomos gali veikti kaip

parakrininiai MKL veiksniai®.

MKL i8skiria daugiau egzosomy, lyginant su kitomis Igstelémis. IS $iy kamieniniy
lasteliy iSskirtos egzosomos pasizymi ne tik jprastais pavirSiaus zymenimis (CD9, CD81), bet
taip pat ir MKL buidingomis pavirsSiaus adhezijos molekulémis: CD29, CD44, CD73. Taciau
morfologiskai i§ MKL iSskirtos egzosomos nesiskiria nuo kity lgsteliy iSskiriamy egzosomy.
Zmogaus MKL sekretuojamose egzosomose taip pat yra jvairiy baltymuy, lipidy bei genetinés

medZiagos fragmenty, kuriy pagalba egzosomos perduoda signalus kitoms lasteléms®.

Pastaruoju metu intensyviai tiriamos MKL i§skiriamy egzosomy terapinio panaudojimo
galimybés. Egzosomos, kaip terapijos priemong, turi keletg svarbiy privalumy. Visy pirma,
gydymui biity naudojamos ne pacios lastelés, o jy iSskiriamos medziagos, taip iSvengiant
galimo infekcijy pavojaus®’. Taip pat egzosomos gali prasiskverbti per kraujo — smegeny

barjera ir tiesiogiai veikti nervinj audinj®®.
1.13. Egzosomy panaudojimas ligy gydymui

Pastaruoju metu daug démesio skiriama iSaiSkinti egzosomy panaudojimo galimybes
ligy gydyme. Yra atlikta nemazai tyrimy, parodanciy, kad i§ kamieniniy lasteliy iSskirtos

egzosomos gali biiti panaudojamos Sirdies, inksty, véZio ar neurodgeneraciniy ligy gydimui.

R. C. Lai’o atliktas tyrimas parodé, kad i§ MKL i$skirtos egzosomos gali biiti
panaudotos miokardo infarkto sukeltam pazeidimui sumaZinti. Pirminiai steb&jimai parode,
kad ne pacios kamieninés Igstelés padeda atstatyti pazeistg audinj, didelg reikSme tam turi jy
i§skiriamos medziagos. Remiantis elektorine mikroskopija buvo nustatyta, kad kamieninés
lastelés i§skiria ne tik tirpius augimo veiksnius, citokinus, bet ir lipidines ptisleles —egzosomas.
Tyrimo metu buvo iSgryninta homogeniné egzosomy grupé. Egzosomy poveikis miokardo
pazeidimy atstatymui buvo pademonstruotas panaudojant peliy modelj. Nustatyta, kad

egz0somos pagerina audinio atstatyma 10 %°.

Kita tyréjy grupé pademonstravo, kad egzosomos gali padéti gydyti Hepatito C.
Hepatito C viruso sukeltos ligos yra didelé problema visame pasaulyje, vis dar ieSkoma
efektyvios, kiekvienam pacientui prieinamos, nebrangios gydymo terapijos. X. Quian’as
pademonstravo, kad i§ zmogaus MKL isskirtos egzosomos sumazino HCV sukeltg infekcija in
vitro. Nustatyta, kad infekcija yra sumazinama veikiant virusing replikacija. Kamieniniy

lasteliy iSskiriamos egzosomos pasizymi jvairove miRNR, kurios reguliuoja geny transkripcija.
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Tyrimo metu buvo jvardintos kelios miRNR (let-7f, miR-145, miR-199a ir miR-221), kurios

siejamos su virusinés infekcijos sumazinimu in vitro®.

MKL isskiriamos egzosomos gali turéti didelés reikSmés ir neurodegeneraciniy ligy
gydymui. 2012-aisiais metais H. Xin ‘as atliko tyrima, kurio metu nustaté, kad i§ MKL i$skirtos
egzosomos padeda atstatyti neurony ir astrocity augimg. Buvo nustatyta, kad iSskirtose
egzosomose yra dideli kiekiai miR-133b. Per egzosomas Sios reguliacinés miRNR dalelés
pernesamos j neuronus ir astrocitus. Lastelése miRNR reguliuoja geny veikla ir skatina Iasteliy

augima ir atsinaujinima®’.

Nustatyta, kad MKL isskiriamos egzosomos veikia uzdegiminius procesus. X. Li’as
pristaté tyrima, kurio metu steb¢jo, kaip egzosomos veikia nudegimo sukeltus uzdegiminius
procesus peliy modeliuose. Nustatyta, kad egzosomos uzdegiminius procesus slopina,
veikdamos NF-kB signalinj kelig per TLR4 receptoriaus reguliacija. Taip pat buvo

pademonstruota, kad poveikj 1émé egzosomose esanti miRNR-181%2,

Neurodegeneraciniy ligy atv¢jais zmogaus mikroglijos lastelés daznai yra
hiperaktyvintos. Lastelése yra padid¢jes NF-xB signalinio kelio aktyvumas, mikroglija
negrizta j ramybés biisena, prasideda létinis uzdegimas®®. Todél §iame darbe tyréme, kaip
zmogaus PDPKL sekretuojamos EV veikia NF-kB signalinio kelio aktyvuma Zzmogaus

mikroglijos lastelése.
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos ir aparatiira

2.1.1. Lastelés

Komerciné imortalizuota zmogaus mikroglijos lasteliy linija (imortalizuota,

panaudojant virusa SV40) (Applied Biological Materials);

6 mety amziaus vaiko pieninio danties pulpos kamieninés lastelés (PDPKL; bioetikos

leidimas: Nr. 6B-08-173)

2.1.2. Medziagos

Lasteliy kultivavimui:

FBS (angl. fetal bovine serum, ,,Thermo Fisher*);

penicilinas—streptomicinas (,,Biological Industries ),

DMEM (angl. dulbecco ‘s modified eagle s medium, ,,Life technologies®);

MSC NutriStem XF Basal medium (angl. Xeno and serum — free medium for culture of
hMSC's, ,, Biological Industries *);

MSC NutriStem XF papildas (,, Biological Industries *);

kolagenas (,,Life technologies®);

tripsinas—EDTA 0,25 % (angl. ethylenediaminetetraacetic acid, ,,Life technologies*);
plastikiniai auginimo flakonai (,,7PP “);

plastikiniai mégintuvéliai (,,7PP )

6, 24 ir 96 sulinéliy lékstelés (,,TPP*)

Bakterijy auginimui:

Fast-media Zeo Agar (,, InvivoGen”);
Fast-media Zeo TB (,, InvivoGen”));
Petri 1ékstelés (,,TPP )
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Plazmidés restrikciné analizé:

e Plazmidé NiFty2-SEAP (,,InvivoGen*)

e Smal (10 U/uL) (,,Thermo Fisher*);

e Hindlll (10 U/uL) (,,Thermo Fisher®);

e Buffer R (10x) (,,Thermo Fisher®);

e Tango buffer (10x) (,,Thermo Fisher);

e TopVision Agarose (,, Fermentas “);

e 10x TBE buffer (,, Bio — Rad*);

e 6X DNA Loading Dye (,, Fermentas “);

e Gene Ruler 1 kb DNA Ladder Plus (,, Fermentas *);
e etidzio bromidas (,, AppliChem *)

Lasteliy ir EV baltyminy imuniné analizé:

e polivinildifluorido membranos Trans—Blot Turbo Transfer Pack (,,BIO-RAD*);
e poliakrilamido geliai (,,BIO-RAD%);

e PBS (angl. phosphate buffered saline, ,, Biochrom*);

e Tween-20 (,,BIO—RAD®),

e albuminas pH 7,0 (,, Applichem *);

e Dbaltymy zymuo PageRuler Prestained Protein Ladder (,,Thermo Fisher®);

e benzonazé (,,Merck®);

e krieny peroksidaze (,,Pierce*);

e antikiinai (,,Cell Signaling®);

e proteaziy inhibitoriy misinys (,,SIGMA®);

e proteaziy miSinys Complete (,,Roche )

Kitos medziagos:

e LPS (angl. Lipopolysaccharides from Escherichia coli, ,,Sigma—Aldrich*);
e antikinas Ms mAb to TLR4 [HTA125] (,, Abcam **)

e zeocinas (,, InvivoGen )
Rinkiniai:

e Plazmidés gryninimo rinkinys EndoFree Plasmid Maxi Kit (,, Qiagen *);



e Mikroglijos lasteliy transfekcijos rinkinys Amaxa™ SG Cell Line 4-D-Nucleoefector™
X KitL (24 RCT) (,, Lonza*);

e Sckretuojamos Sarminés fosfatazés analizés rininys SEAP-Secreted Alkaline
Phosphatase Assay Kit (,, OZ Biosciences INC*)

2.1.3. Aparatira

e inkubatorius (,, BINDER *);

e centrifligos 2 -16 K ir 4 K 15 (,,Sigma*);

e Sildoma vonelé (,,BIOSAN®);

e Dbaltymy pernesimo aparatas Trans — Blot Turbo (,,BIO-RAD®);

e imunobloto vaizdinimo aparatas ChemiDoc MP Imaging System (,,BIO-RAD*);
e mikroskopas Eclipse TS 100 (,,NIKON®);

o elektroforezés aparatas Mini-PROTEAN 3 (,,BIO-RAD®);

e nanodaleliy analizés aparatas Nanosight LM10;

e ultracentrifuga Sorvall LYNX 6000 (,,Thermo Fisher®);

o fotometrai NanoPhotometer (,,/mplen ) ir BioPhotometer (,, Eppendorf™);
e UV transiluminatorius Gel Doc EZ Imager (,,Bio — Rad”);

e absorbcijos skaitytuvas Asys UVM340 (,, Biochrom *);

e inkubatorius Environmental Shaker — Incubator ES-20 (,, Biosan *);

e nukleoefektorius 4D-Nucleofector (,, Lonza )

2.2. Metodali
2.2.1. Zmogaus PDPKL kultivavimas
Po iSkritimo pieninis dantis laikomas 4°C temperatiroje, DMEM (D-gliukozés
koncentracija 1 g/l) auginimo terp¢je su abtibiotikais: 100 VV/ml penicilinu ir 100 pg/ml
streptomicinu ne ilgiau nei 24 val. Prie§ MKL i8skyrimg dantis tris kartus plaunamas steriliu
PBS tirpalu su antibiotikais: 200 VV/ml penicilino, 200 pg/ml streptomicino ir 2,5 pg/ml

amfotericino B.

Danties pulpa i§ pulpos kameros paSalinama mechaniskai, naudojant steriliag adata.
Pulpos audinys susmulkinamas mechaniskai, suspenduojamas 3 U/ml I tipo kolagenazés tirpale
ir 30 min. inkubuojamas 37 °C temperatiiroje. Suspensija praskiedzima 1:10 santykiu DMEM

(1 o/l D-gliukozés) auginimo terpéje, papildytoje 10% FBS, 2 mM glutamino, 1 mM natrio
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pirofosfato, 1g/1 gliukozés ir antibiotikais 100 VV/ml penicilino ir 100 pg/mlstreptomicino.
Lasteliy suspensija centrifuguojama 250 g, 15 min. kambario temperatiroje. PaSalinus
supernatantg, lasteliy peletas suspenduojamas 5 ml auginimo terpés ir i§séjamas j 25 cm?
flakona. Kitg dieng sena terpé pasalinama, lastelés 3 kartus plaunamos 37 °C PBS tirpalu. Ant
lasteliy uzpilama $viezios MSC NutriStem terpés (su antibiotikais: 100 VV/ml penicilinu ir
100 ug/ml streptomicinu). Lastelés kultivuotos inkubatoriuje, 5 % CO; prisotintoje drégnoje

aplinkoje, 37 °C temperaturoje.

Lasteléms pasiekus apie 80 % konfluencijg, jos persétos. Pirmiausia nusiurbiama
auginimo terpé, tuomet lastelés plaunamos PBS tirpalu ir uzpilamos 0,05 % tripsino—0,02 %
EDTA tirpalu. Lastelés inkubuojamos 2 min., 37 °C temperatiiroje. Lasteléms atkibus nuo
flakono dugno, uzpilamas trigubas tiris auginimo terpés su serumu tripsino neutralizacijai.
Lasteliy suspensija centrifuguojama 500 g, 5 min, supernatantas nupilamas, o Iastelés
suspenduojamos auginimo terpéje ir perkeliamos j naujus 150 cm? flakonus. Po 24 valandy
auginimo terpé Svariai nusiurbiama, lastelés praplaunamos 3 kartus PBS tirpalu ir uzpilamos
Sviezia MSC NutriStem auginimo terpe. Lastelés augintos inkubatoriuje, 37 °C temperatiiroje,
5% CO; prisotintoje, drégnoje aplinkoje. Kas 3—4 dienas nuo lasteliy surinkti supernatantai

egzosomy skyrimui.
2.2.2. Egzosomy isskyrimas i§ PDPKL diferencinio ultracentrifugavimo metodu

Egzosomos 1§ PDPKL Igsteliy supernatanty buvo iSskirtos diferencinio
ultracentrifugavimo budu. Lasteliy supernatantai centrifuguojami 300 g, 10 min., 4 °C
temperatiroje (taip pasalinamos negyvos lastelés). Gautas supernatantas centrifuguojamas
2000 g, 10 min., 4 °C temperatiroje (tokiu buidu yra pasalinamos lasteliy nuolauzos). Tuomet
supernatantas centrifuguojamas 20 000 g, 30 min., 4 °C temperatiroje (pasalinama
mikrovezikuliy frakcija). Surinktas supernatantas ultracentrifuguojamas 100 000 g, 70 min., 4
°C temperatiiroje. Po $io etapo supernatantas paSalinamas, o iSkritusios nuosédos
suspenduojamos 1 ml PBS tirpalo. Mégintuvélis papildomas 4 °C temperattros PBS tirpalu.
Kartojamas centrifugavimas ultracentrifugoje 100 000 g, 70 min., 4 °C temperatiiroje. Po
paskutinio centrifugavimo egzosomos suformuoja peletg. Supernatantas labai Svariai
pasalinamas nuo egzosomy peleto. Egzosomos suspenduotos 100 pl 4 °C temperatiros PBS

tirpale, uzsaldytos ir laikytos -70 °C temperatiiroje iki panaudojimo.
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2.2.3. Nanodaleliy analizé

PDPKL isskirtos EV buvo analizuotos taikant nanodaleliy analiz¢ (angl. nanoparticle
tracking analysis, NTA). Naudotas Nanosight LM10 aparatas (Jungtinis gyvybés moksly
centras, Eukarioty geny inzinerijos laboratorija). NTA tikslas — nustatyti EV miSinyje esanciy

daleliy dydj ir koncentracija.
2.2.4. Baltymy iSskyrimas i§ PDPKL ir ju EV

Baltymai i§ PDPKL ir jy EV i8skirti vykdant lize. PDPKL lgstelés plaunamos Saltu PBS
tirpalu (pH=7,3). Plovimas kartojamas 2 kartus. Toliau lgstelés suardomos lizés buferiniu
tirpalu (1 5 NP-40, 1 % natrio dezoksicholato, 0,1 % SDS, 150 mM NaCl, 10 mM Tris
(pH=7,4), 10 mM EDTA, 1X proteaziy misiniu Complete, 1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 5
mM NaF). Lizavimas vykdomas 30 min., 4 °C temperatiroje. | gautg lizatg pridedama 2,5
VV/ml benzonazés ir homogenizuojama per 21 G adata. Centrifuguojama 15 000 g, 30 min., 4

°C temperattiroje. Supernatantas saugomas — 70 °C temperatiiroje.

Po EV isskyrimo i§ PDPKL Iasteliy, jos resuspenduotos 100 pl PBS tirpalo. Toliau
atliktas EV lizavimas. EV suspensija papildoma 400 pl acetono tirpalo (99,8 %). Paliekama
per naktj -20 °C temperatiiroje. Suspensija nucentrifuguojama 18 000 g, 15 min. Susiformuoja
EV peletas. Peletas nuplaunamas uzpilant acetono tirpalo (80 %) ir centirfuguojant 18 000 g,

15 min. Plovimas kartojamas 3 kartus. Susidariusios nuosédos tirpinamos 35 pl 1X SB.
2.2.5. SDS/PAGE Elektroforezé

1100 pl Igsteliy ir EV lizaty méginius pilama 12,5 pl 0,5 M Tris/HCI pH=6,8, 30 ul 10
% SDS, 20 ul 0,5 M DTT, 20 pl glicerolio ir 5 pl 0,5 % bromfenolio mélio. Méginiai
inkubuojami 5 min. 95 °C temperatiiroje. Méginiai i$ karto naudojami elektroforezei arba gali
bati saugomi -70 °C temperatiiroje. SDS/PAGE elektroforezei naudoti 10 % SDS-
poliakrilamido geliai, elektroforezés buferis (25 mM bazinio Tris, 192 mM glicino, 0,1 %
SDS). Elektroforezé¢ atlikta naudojant Mini Protein (,,Bio-Rad*) aparata. Elektorforezé vykdyta

1,5 valandos, naudojant 30 mA/geliui srovés stipruma.
2.2.6. Baltymy perneSimas ant membranos ir imuniné baltymy analizé

Po SDS/PAGE elektroforezés baltymai buvo pernesti ant Immobilon PVDF (,,Bio-
Rad*) membranos naudojant pusiau sausos sistemos aparatg Trans-Blot Turbo (,,Bio-Rad®).

Baltymy pernesimas vykdomas 3 min., srovés stiprumas 1300 mA.
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Po baltymy perkelimo, PVDF membranos inkubuojamos 1 valandg blokavimo tirpale
(5 % albumino, istirpinto PBS tirpale, turin¢io 0,18 % Tween-20), kambario temperatiroje. Po
inkubacijos membranos nuplaunamos PBS tirpalu, turin¢iu 0,18 % Tween-20 (toliau PBS-
Tween20). Plovimas kartojamas 3 kartus. Toliau membranos inkubuojamos su pirminiais
antikinais (2 lentelé¢), pagal gamintojo nurodymus, 4 °C temperatiiroje ant orbitalinés
maisyklés. Po to membranos plaunamos PBS-Tween20 tirpalu, plovimas kartojamas 3 kartus
po 5 minutes. Po nuplovimo membranos inkubuojamos su antriniais antikiinais (2 lentel¢),
konjuguotais su krieny peroksidaze, praskiestais su PBS-Tween20 tirpalu. Inkubacija vykdoma
1 valandg, kambario temperatiiroje. Po inkubacijos membranos plaunamos 5 kartus po 5
minutes su PBS-Tween20 tirpalu. Membranos analizuotos naudojant ECL reagentus, pagal
gamintojo nurodymus. Naudoti antikiinai prie§ baltymus: Hsp70, Mfg-E8, Sintetinas-1 ir
LGRS.

2 lentelé. Baltyminei analizei naudoti antikiinai

# Antikiinas Su kuo reaguoja Izotipas

1 Hsp70 H M, R, C, D* Mouse

2 Mfg-E8 H, M, R Mouse

3 Syntetin-1 H, M, R Mouse

4 LGR5 H, M, R Mouse

5 Anti-mouse konjuguotas su M Goat
krieny peroksidaze

*H — human, M —mouse, R —rat, C — chicken, D - dog

2.2.7. Egzosomuy dozavimas

Eksperimentams naudojamos egzosomy dozés buvo nustatomos naudojant veikimo
vienetus (VV). 1 VV — egzosomos isskirtos i§ supernatanto, kuris buvo surinktas nuo 2D
salygomis kultivuoty PDPKL lasteliy (atitinkanéiy konfluencija 37,5 cm? kultivavimo indo
plote).

2.2.8. NiFty2-SEAP plazmidés paruoSimas eksperimentui

Tyrimui naudota plazmidé NiFty2-SEAP yra sudaryta is specifiniy daliy (9 pav):
e Ori sritis — batina plazmidés replikacijai bakterijose.
e NFkB-ELAM proksimalinis promotorius — veikia kaip reporterinio geno aktyvatorius.
e Reporterinis sekretuojamos sarminés fosfatazés (SEAP) genas — lemia Sarminés fosfatazés
sekrecijg l1asteléje, suaktyvinus NF-kB signalinj kelig.

e Zeo seka — lemia lgstelés atsparumg antibiotikui zeocinui.
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9 pav. NiFty2-SEAP plazmidés Zemélapis. Zemélapyje nurodomos svarbiausios plazmidés dalys: Ori
seka, NF-kB promotoriaus seka, reporterinio SEAP geno seka, Zeo seka, lemianti atsparumg antibiotikui

zeocinui. Taip pat Zemelapyje pazymétos vietos, kurias kerpa specifinés restrikcijos endonukleazes.

2.2.8.1.E. coli bakterijy transformacija

Transformacijai panaudotas E. coli DH5a kamienas. AtSaldytos bakterijos uzsé¢jamos j
5mL LB (Luria Bertani) terpés ir auginamos 37 °C temperatiiroje per naktj. Kita dieng 100 uL
naktinés kulttros perkeliama j 4 — 5 ml §viezios LB terpés. Auginama 37 °C temperatiiroje ~4
val., kol bakterijy tankis (A=600 nm) pasickia 0,4 — 0,6 optinius vienetus. Auginimas
nutraukiamas megintuvelius su kultiromis pamerkus j ledo vonig. Visos tolesnés procediiros
atliektos ledo vonioje, naudoti iki 4 °C atsaldyti NaCl ir CaCly tirpalai. Bakterijos surenkamos
jas centrifuguojant 0°C temperatiiroje 10 min. 2500 aps./min. grei¢iu. Bakterijos praplaunamos
2 ml NaCl tirpalo. Centrifuguojama tomis paciomis sglygomis, bakterijos resuspenduojamos 2
ml CaCly tirpalo ir inkubuojamos 25 min. Po inkubacijos bakterijos surenkamos
centrifuguojant tomis paciomis salygomis, supernatantas nupilamas, bakterijos

resuspenduojamos 100 — 250 pL CaCly tirpalo.

Transformuojant kompetentines E. coli Iasteles NiFty2-SEAP plazmidémis, naudota
0,5 pg/mL DNR koncentracija transformacijos misinyje. Transformacijai plazmidé sumaiSoma

su 200 pL kompetentiniy bakterijy, miSinys 30 min. inkubuojamas ledo vonioje, po to 1-2
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minutéms perneSamas ] 42 °C vandens vonig. Po terminio Soko DNR ir bakterijy miSinys
uzpilamas kambario temperatiros LB terpe santykiu 1:10 ir inkubuojamas 1val. 37 °C
temperatiiroje. Bakterijos surenkamos centrifuguojant 4 min. 4000 aps./min. greiciu,

resuspenduojamos tinkamame i$séti LB terpés kiekyje ir i§s¢jamos.
2.2.8.2.Transformuoty E.coli atranka

Po transformacijos bakterijos i$sétos j paruoStas Petri léksteles su LB agaro terpe.
Naudota mazai drusky turinti terpé: 5 g/l mieliy ekstrakto, 10 mg/l Triptono, 5 g/l NaCl ir 15
g/l agarozés (pH ~7,5). Norint atrinkti sékmingai transformuotas bakterijas, naudotas atrankos
antibiotikas zeocinas. LB agaro terpéje naudota 25 pg/ml zeocino koncentracija. Bakterijos,
kurios po elektroporacijos jsisavino tiksling plazmide, jgija atsparumg specifiniam antibiotikui
zeocinui. Tokios bakterijos iSlieka gyvybingos ir gali daugintis. Kitu atvéju, bakterijos lieka
jautrios antibiotikui ir mirSta. Petri 1ékStelés su uzsétomis transformuotomis E. coli
bakterijomis laikomos inkubatoriuje prie 37 °C, drégnoje, 5% CO> prisotintoje aplinkoje.

Bakterijos augintos per naktj ~16 valandy.

Po atrankos, iSgyvenusios bakterijos persétos. Naudojant kilpelg, paimamas nedidelis
kiekis uzauginty bakterijy ir perkeliamas j naujai paruostg Petri 1ékstele su LB agaro terpe,
papildyta antibiotiku zeocinu (25 pg/ml). Bakterijos paskleidziamos taip, kad formuoty
monoklonines kolonijas. Petri 1ékstelés laikomos inkubatoriuje per naktj (~16 valandy), 37 °C
temperattroje, drégnoje, 5% CO. prisotintoje aplinkoje. Transformuotos bakterijos saugotos
jas uzsaldzius 30% glicerolio tirpale, -80 °C temperatiiroje.

2.2.8.3.pNiFty2-SEAP plazmidés gryninimas i§ E. coli bakterijy

Bakterijos i§ monokloninés kolonijos uzsétos j skysta TB (angl. Terrific Broth) terpe.
Auginimo terpe¢ sudaro 12g/l Triptono, 24 g/l mieliy ekstrakto, 9,5 g/l KH2PQOg, 2,2 g/l KoHPO4
ir 4 g/l glicerolio. Terpé papildyta zeocino antibiotiku (25 pg/ml).

Pirmin¢ kultiira auginama mégintuvéliuose pripildytuose 2 — 5 ml TB terpés su atrankos
antibiotiku zeocinu. Mégintuvéliai laikomi inkubatoriuje, 37 °C temperatiroje, vykstant

pastoviam maiSymui (300 aps./min). Auginimas vyksta ~8 valandas.

0,5 ml pirminés kultiiros perkeliama j kolba su TB auginimo terpe, papildyta zeocinu.
Auginimas vykdytas 16 valandy, inkubatoriuje, 37 °C temperatiroje, vykstant pastoviam

maisymui (300 aps./min). Kai bakterijos pasiekia 3-4 x 10° bakteriju/ml koncentracija,
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auginimas nutraukiamas. Bakterijos atskiriamos centrifuguojant kultarg 6000 g, 15 min., 4 °C

temperatiiroje. Supernatantas paSalinamas.

Plazmidés gryninimui panaudotas komercinis rinkinys EndoFree Plasmid Maxi Kit
(,Qiagen). Metodas paremtas Sarmine lize. Po centrifugavimo bakterijy peletas
resuspenduojamas 10 ml buferinio tirpalo (50 mM Tris-Cl, 10 mM EDTA ir 10 pg/ml
ribonukleazés A, pH=8). MaiSoma tol, kol susidaro homogeniné masé. Tuomet pridedama 10
ml Sarminio lizés tirpalo (200 mM NaOH, 1 % SDS, pH=12). Mégintuvélis §velniai vartomas
4-6 kartus ir inkubuojamas 5 min. kambario temperatiiroje. Taip sulizuojamos visos bakterijos.
Neutralizacija atliekama naudojant 10 ml kalio acetato tirpalo (3.0 M Ca(C,H3;00)2, pH=5,5).
Bakterijy lizatas perkeliamas ] specialaus SvirkSto Serdelg, inkubuojama 10 min.
Neutralizacijos metu genominé DNR, baltymai, Igsteliy nuolauzos suformuoja specifinés
baltas, drebuciy pavidalo nuosédas. Inkubacijos metu nusistovi dvi frakcijos: virSutiné —
nuosédy ir apatine — skyscio. Tai uztikrina kokybiSka lizato filtravimg. Po inkubacijos lizatas

filtruotas per specialy rinkinyje pridéta filtra.

I nufiltruotg skystj pridedama 2,5 endotoksiny pasalinimo buferinio tirpalo. Lizatas
inkubuotas 30 min. ledo voneléje. Lizatas papildytas 10 ml buferinio tirpalo (760 mM NacCl,
50 mM MOPS, 15% izopropanolio, 0,15% Triton X-100, pH=7). Naudojant kolonéle lizatas
perfiltruojamas. Kolonélé plaunama 2 kartus, naudojant 30 ml plovimo buferinio tirpalo (1,0
M HCI, 50 mM MOPS, 15% izopropanolio, pH=7.0). Tuomet iSplaunama plazmidés DNR,
naudojant eliucijos buferinj tirpala (1,25 M NaCl, 50 mM Tris-Cl, 15% izopropanolio,

pH=8.5). Eliuatas surenkamas j sterily, endotoksinais neuzter$tg mégintuvel;.

Toliau atliktas DNR i$sodinimas panaudojant 10,5 ml endotoksinais neuztersto 70%
etanolio tirpalo. Centrifuguojama 15 000 g, 30 min., 4 °C temperatiiroje. DNR peletas
plaunamas 5 ml endotoksinais neuzter§to 70% etanolio tirpalo. Dar kartg centifuguojama 15
000 g, 10 min., 4 °C temperatiiroje. Supernatantas $variai pasalinamas nuo DNR peleto. Peletas
pradziovinamas 5 min. Plazmidés DNR suspenduojama endotoksinais neuzterStu TE buferiniu
tirpalu (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH=8,0). Isskirtos plazmidés koncentracija nustatyta
spektrofotometriskai, panaudojant NanoPhotometer (,,/mplen”). Nustatyta plazmidés

koncentracija 1 025 ng/ul.
2.2.8.4.Plazmidés restrikciné analizé

Plazmidés DNR sukarpyta naudojant specifines restrikcijos endonukleazes. Pagal

plazmidés zemélapj (9 pav), pasirinktos 2 restrikcijos endonukleazés: Smal ir Hindlll. Sie
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fermentai kerpa plazmidés DNR specifinése vietose ir suskaldo jg j atitinkamo dydzio
fragmentus. Smal pNiFty2-SEAP sukarpo | tris dalis: 3126 bp + 964 bp + 316 bp. HindllI
plazmidg kerpa j dvi dalis: 2984 bp ir 1422 bp. Mégintuvélyje paruoSiamas restrikcijos
reakcijos miSinys: 10 pl plazmidés méginio, 1,5 pl buferinio tirpalo, 0,5 pl atitinkamos
restrikcijos endonukleazés ir 3 pl dejonizuoto vandens. Vykdoma inkubacija 1 valanda, 30 °C
temperatiroje. Fermentiné reakcija nutraukiama j méginj jmaisius 6x elektroforezés dazo (2,5
pl). Vykdoma restrikcijos fragmenty elektroforezé 1% agarozés gelyje. Elektorforezé vykdoma
esant 9,5 V/cm jtampai, 45 min. Pasibaigus elektroforezei gelis 15 min. laikomas etidzio
bromido tirpale (2,5 pg/ml EtBr). Gelis 2 kartus perplaunamas ir fotografuojamas UV §viesoje
panaudojant Gel Doc EZ Imager (,,Bio — Rad”) (10 pav).
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3,000
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1,000

300

10 pav. Plazmidés NiFty2-SEAP restrikciné analizé. Elektroforezés nuotrauka. 1 — standartas; 2 —
nekarpyta plazmidé (4406 bp); 3 — karpymas Smal restriktaze (fragmentai: 3126+964+316 bp); 4 —
karpymas HindlIll restriktaze (fragmentai: 2984+1422 bp)

2.2.9. Zmogaus mikroglijos Iasteliy kultivavimas

Prie§ naudojimg mikroglijos auginimo terpé DMEM (D-gliukozés koncentracija 4,5
g/l) su 10% fetalinio jaucio serumo ir antibiotikais: 100 VV/ml penicilinu ir 100 pg/ml
streptomicinu centrifuguojama 100 000 g 6 val. 4 °C temperatiroje (paSalinamos egzosomos)
ir filtruojama per 0,22 pm filtra.
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Mikroglijos lastelés suspenduojamos 37 °C auginimo terpéje ir uzséjamos kolagenu
dengtuose 25 cm? plastikiniuose flakonuose. Lastelés augintos inkubatoriuje, 37 °C
temperattroje, drégnoje, 5 % CO2 prisotintoje atmosferoje. Terpé kei¢iama du kartus per

savaite.

Lasteléms pasiekus ~80 % konfluencija, jos yra pers¢jamos. Prie§ persé€jimg auginimo
terpé nusiurbiama, Igstelés plaunamos 37 °C PBS tirpalu, uzpilamos 0,05 % tripsino-0,02 %
EDTA tirpalu ir inkubuojamos ~3 min, 37 °C. Lasteléms atkibus nuo flakono dugno, tripsino
neutralizavimui uzpilamas trigubas tiiris 37 °C auginimo terpés su serumu. Lasteliy suspensija
centrifuguojama 1500 aps./min grei¢iu, 3 min, kambario temperatiiroje. Supernatantas

nupilamas, o Iastelés suspenduojamos 37 °C auginimo terpéje ir iSpilstomos  naujus flakonus.
2.2.10. Mikroglijos Iasteliy transfekcija

Mikroglijos lasteliy transfekcijai atlikti naudotas Amaxa SG cell line 4-D-Nucleoefector
CkitL (24 RCT) (,, LONZA *) transfekcijos rinkinys. Pries atliekant transfekcijg paruoSiama 24
Sulineliy lekstelé — Sulineliai padengiami kologenu. Mikroglijos lastelés atkabinamos nuo
auginimo flakono dugno ir suskai¢iuojamos, naudojant lgsteliy skai¢iavimo kamerg. Vienai
transfekcijos reakcijai naudota 0,7 min lgsteliy ir 2 ug plazmidés DNR. Transfekcija atlikta
specialiose kiuvetése, naudojant 4D-Nucleofector (,, Lonza ©) aparata. Paisrinkta transfekcijos
programa NIH/3T3. Lastelés po transfekcijos inkubuojamos 10 min. kambario temperatiiroje.
Lasteliy suspensija papildoma 1,4 ml auginimo terpés be egzosomy. Lasteliy suspensija

1Spilstoma po lygiai ] 3 Sulinélius paruostoje 24 Sulin¢liy 1ekstel¢je.
2.2.11. NF-xB signalinio kelio aktyvumo jvertinimas Zmogaus mikroglijos lastelése

Pra¢jus 6 valandoms po mikroglijos lasteliy transfekcijos, visuose Sulinéliuose
pakei¢iama auginimo terpé. Kur reikia pridedama TLR4 receptoriy blokuojancio antikiino (Ab
to TLR4 [HTA125], ,, Abcam ). Naudota antikiino koncentracija 0,5 pg/ml.

Po 12 valandy dar kartg pakei¢iama auginimo terpé visuose Sulinéliuose. Kur reikia
pridedama LPS (koncentracija 5 pg/ml) ir egzosomy (1 VV). Lastelés auginamos 72 valandas,

kas 12 valandy imami méginiai sekretuojamos Sarminés fosfatazés aktyvumui jverinti.
2.2.12. Sekretuojamos Sarminés fosfatazés aktyvumo jvertinimas

Transfekuotose Igstelése suaktyvinus NF-xB signalinj kelig, prasideda sekretuojamos

Sarminés fosfatazés (SEAP) sintezé. SEAP skaldo nespalvota substratg (4-nitrofenilfosfatg) iki
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geltonos spalvos produkto (p-nitrofenolato) Sarminiuose tirpaluose. Spalvos poky¢ius galima

analizuoti kalorimetriskai, matuojant absorbcijg prie 405 nm bangos ilgio.

Nuo transfekuoty ir aktyvuoty lgsteliy kas 12 valandy (12, 24, 36, 48, 60 ir 72 auginimo
valandas) paimta po 70 pl terpés. Sulinéliai i§ karto papildyti tokiu paéiu kiekiu 37 °C §vieZios
auginimo terpés. Surinkti méginiai centrifuguoti 10 000 aps./min grei¢iu, 5 min., kambario
temperatiiroje. Supernatantas perkeltas j $varius mégintuvélius ir laikytas -20 °C temperatiiroje
iki analizés.

Prie§ analizg, meéginiai inkubuojami 65 °C temperatiroje, 15 minuciy, taip
inaktyvinamos kitos fosfatazés. Analizei atlikti naudotas ,,OZ Biosciences “ SEAP assay kit,
analiz¢ atlikta remiantis gamintojo nurodymais. Naudojama 96 Sulinéliy lékstele. Sulinélis
uzpildomas 10 pl skiedimo buferinio tirpalo, 20 pl Sarminés fosfatazés méginio, atvésinto iki
kambario temperatiiros, ir 200 pl darbinio tirpalo, kurio sudétyje yra ir SEAP substrato.
Inkubuojama 10 minuciy, kambario temperatiiroje, saugant nuo tiesioginés §viesos. Matuojama
kaip pakinta absorbcija Sulinéliuose prie 405 nm $viesos bangos ilgio. Matavimams naudotas
absorbcijos skaitytuvas Asys UVM340 (,, Biochrom *).

2.2.13. Statistiné analizé

Siame darbe aprasyti eksperimentai buvo kartoti 3 Kartus. Gauti rezultatai buvo
sunormalizuoti pagal kontroliniy Igsteliy rezultatus. Reporterinio baltymo (sekretuojamos
Sarminés fosfatazés) aktyvumas kontrolinése lgstelése prilyginamas 1. Vertinamas baltymo
aktyvumo pokytis kartais, lyginant su kontrolinémis Iastelémis. Keliy grupiy palyginimams
atlikta vieno koeficiento dispersijos analizé (ANOVA). Skirtumai vertinami kaip patikimi, kai
p<0,05.
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3. Tyrimo rezultatai ir jy aptarimas

Tyrimo metu jvertinome PDPKL iSskiriamy EV poveiki NF-«kB signalinio kelio
aktyvumui zmogaus mikroglijos lastelése. Zmogaus mikroglijos Igstelés buvo transfekuotos
nukleoefektoriumi 4D-Nucleofector (,, Lonza ). ] lasteles jterpta plazmidé NiFty2-SEAP,
kurioje NF-xB promotorius sujungtas su reporterinj baltymg (sekretuojamg Sarmine fosfataze,
SEAP) koduojanciu genu. Aktyvavus signalinj kelig, 1astelése prasideda reporterinio baltymo
sintezé ir sekrecija. Po transfekcijos Igstelés buvo veikiamos PDPKL isskiriamomis EV, TLR4
blokuojanciu antikiinu (HTA125, ,,Abcam®) bei LPS. Kas 12 valandy buvo paimti méginiai ir
atlikta sekretuojamos Sarminés fosfatazés analizé. Pagal reporterinio baltymo veikimo
intesyvuma jvertintas NF-«xB signalinio kelio aktyvumas. Gauti rezultatai palyginti tarpusavyje
ir su kontrolinémis lastelémis. Kontrolinémis lastelémis laikomos transfekuotos, taciau ne

aktyvuotos Igstelés.
3.1. PDPKL isskiriamy EV charakterizavimas

Eksperimenty metu EV dozavome naudodami empiriskai pasirinktus veikimo vienetus
(VV). 1 VV — EV kiekis, iSskirtas i§ supernatanto, surinkto nuo 2D salygomis 72 valandas
kultivuoty PDPKL Iasteliy 37,5 cm? auginimo plote. Sutinkame, kad EV dozavimo metodai,
tokie kaip empirinis, baltymo koncentracijos matavimas, nanodaleliy analizés ir kiti, turi

triikumy ir ne visuomet tiksliai atitinka realy EV kiekj méginyje®.

Tyrime panaudojome nanodaleliy analizés metoda (angl. nanoparticle tracing analysis,
NTA) ir iStyréme PDPKL sekretuojamy EV méginius. Gauti rezultatai parodé, kad empiriniai
VV proporcingai atitinka nanodaleliy kiekj. Taip pat nustatéme, kad daugiausia méginiuose

yra EV, kuriy diametras yra 121 nm (11 pav).

Toliau atlikome PDPKL isskiriamy EV lizaty baltymine analizg, taikant Western
metodg (angl. Western blotting). PDPKL ir jy isskiriamas EV sulizavome ir atlikome
SDS/PAGE elektorforeze SDS-poliakrilamido gelyje (10%). Po elektorforezés perkéléme
baltymus ant PVDF membranos, naudojome pusiau sausos sistemos aparatg Trans-Blot Turbo.
Toliau atlikom baltymy analize, pagal 3 egzosomy zymenis: Hsp70, MFG-ES8 ir sintetinas-1.
Neigiamai kontrolei panaudotas LGRS5 Zymuo. Nustatéme, kad PDPKL isskiriamy EV
lizatuose yra Hsp70, MFG-E8 ir sintetinas-1 baltymy (11 pav). Sie baltymai literatiiroje

nurodomi, kaip specifiniai egzosomy Zymenys®°.
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Misy gauti rezultatai parodé¢, kad i§ PDPKL iSskirtos EV pasizymi egzosomoms
budingu dydziu 120 nm ir taip pat ekspresuoja specifinius egzosomy baltyminius zymenis

Hsp70 (70 kDa), sintetinas-1 (33 kDa) bei MFG-E8 (46 kDa).
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11 pav. PDPKL isskiriamy EV charakterizavimas baltymy analizés (A) ir NTA (B) metodais.
Panaudodami nanodaleliy analizés metodg nustatéme, kad didziagja dalj PDPKL i§skiriamy EV sudaro
120 nm diametro dalelés. Atlikome baltymy analize pagal 3 egzosomoms biidingus Zymenis: Hsp70
(70 kDa), MFG-EB8 (46 kDa) bei sinteting-1 (33 kDa). Neigiamai kontrolei panaudojome LGR5 (100
kDa) baltymg. Atlikome PDPKL auginimo terpés (S), lagsteliy lizaty (L) bei EV lizaty (EVS)

meéginiams. Analizé pakartota 3 kartus.

3.2. PDPKL isskiriamy EV poveikis baziniam NF-«B signalinio kelio

aktyvumui zmogaus mikroglijos Igstelése

Visy pirma jvertinome PDPKL isskiriamy EV poveikj baziniam NF-kB signalinio kelio
aktyvumui Zzmogaus mikroglijos lastelése (1 grafikas). Po transfekcijos Igstelés buvo paveiktos
1VV EV. Nustatéme, kad per pirmgsias 48 valandas EV nedaro jtakos baziniam signalinio kelio
aktyvumui. Taciau praéjus 60 — 72 inkubacijos valandoms EV nezymiai slopina bazinj NF-kB
signalinio kelio aktyvuma. Aktyvumas sumazéja 15 %, lyginant su NF-«kB signalinio kelio
aktyvumu kontrolinése lastelése. Miusy gauti duomenys parodo, kad PDPKL iSskiriamos EV

nedaro rySkaus poveikio baziniam NF-kB signalinio kelio aktyvumui.
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3.3. TLR4 blokuojancio antikiino poveikis baziniam NF-kB signalinio

kelio aktyvumui zmogaus mikroglijos Igstelése

Literatiiroje teigiama, kad egzosomos gali veikti uzdegiminius procesus lgstelése per
TLR4 receptoriy, tod¢l, siekiant geriau jvertinti PDPKL i$skiriamy EV poveikj uzdegiminiams
procesams, atlikome eksperimentg, panaudojant TLR4 blokuojantj antikiing (HTA125,
,,Abcam«)®®. Antikiinas specifiskai jungiasi pric TLR4 receptoriaus ir jj uzblokuoja. Dél to
receptoriaus ligandas (LPS) negali prisijungti prie TLR4 ir aktyvuoti NF-xB signalinio kelio®’.
Tyrimo metu jvertinome TLR4 blokuojancio antikiino poveikj baziniam NF-«kB signalinio
kelio aktyvumui (1 grafikas). Transfekuotas lasteles paveikéme 0,5 pg/ml antikiino
koncentracija. Gauti duomenys rodo, kad antikiinas slopinanciai veikia NF-kB signalinio kelio
aktyvacija. Poveikis labiausiai iSrySkéja 36 — 48 inkubacijos valandomis, bazinis NF-xB
signalinio kelio aktyvumas sumaz¢ja 25 %. Antikiino poveikis NF-«kB signalinio kelio
aktyvacijai yra ilgalaikis. 60 — 72 inkubacijos valandomis antikiinas slopina NF-kBsignalinio
kelio aktyvacija 15 — 20 %. Jdomu tai, kad antiktinas slopina NF-kB signalinio kelio aktyvacija,
net tuomet, kai aplinkoje néra TLR4 receptoriaus ligando LPS. Taip yra dé¢l to, kad TLR4
receptorius gali sgveikauti ir buti aktyvuotas ir kity medziagy, tokiy kaip: fibronektinas,
biglikanas, fibrinogenas ir kiti%®. Gauti duomenys rodo, kad PDPKL isskiriamos EV ir TLR4
blokuojantis antikiinas bazinj NF-kB signalinio kelio aktyvuma slopina panasiu stiprumu. Tai

leidzia manyti, kad EV veikia NF-kB signalinj kelig per TLR4 receptoriy.

3.4. LPS poveikis baziniam NF-kB signalinio kelio aktyvumui Zmogaus

mikroglijos lastelése

Zmogaus mikrolgijos Iastelés gali biiti aktyvuotos jvairiy patogeny. Vienas i§ jy yra
LPS, sudedamoji bakterijy iSorinés sienelés dalis. LPS aktyvuoja NF-kB signalinj kelig
specifiskai jungdamasis prie TLR4 receptoriaus®. Tyrimo metu transfekuoty Zmogaus
mikroglijos lasteliy aktyvacijai panaudotas LPS i$ E. coli bakterijy. Lastelés buvo veikiamos 5
pg/ml LPS koncentracija. Jvertinome kaip LPS veikia bazinj] NF-«B signalinio kelio aktyvuma
(1 grafikas). Gauti duomenys patvirtino, kad LPS skatina NF-kB signalinio kelio aktyvacijg.
Taip pat nustatéme, kad LPS poveikis yra ilgalaikis. Stipriausias LPS poveikis nustatytas
praéjus 24 inkubacijos valandoms. Lyginant su kontrolinémis Igstelémis, NF-kB signalinio
kelio aktyvumas po 24 inkubacijos valandy padidéja 2,8 karto. Praéjus 72 inkubacijos
valandoms NF-kB signalinio kelio aktyvumas padidéja 2 kartus. Gauti duomenys parodé, kad
LPS tikrai aktyvina NF-kB signalinj kelig zmogaus mikroglijos Igstelése. LPS poveikis yra
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ilgalaikis, taciau ilgéjant inkubacijos laikui, LPS poveikis uzdegiminei mikroglijos aktyvacijai

|‘I| ||I| |‘II ||II ||II |‘II

12 val 24 val 36 val 48 val 60 val 72 val
Inkubacijos laikas, val

silpnéja.
35

3

2.5

N

1.

(¢, ]

Santykin¢ raiSka, kartais
=

0.

(S}

o

mKontrole mLPS ®wEV m Ak (blok. TLR4)

1 grafikas. PDPKL iSskiriamy EV, TLR4 blokuojancio antikiino ir LPS poveikis
baziniam NF-kB signalinio kelio aktyvumui Zmogaus mikroglijos 1astelése. | Zmogaus
mikroglijos lasteles jterpéme plazmid¢ NiFty2-SEAP. Pragjus 6 valandoms lastelés
paveiktos TLR4 blokuojanciu antiktinu (0,5 pg/ml), po 12 valandy Igstelés paveiktos LPS (5
pg/ml) ir EV (1 VV). Kas 12 valandy imti auginimo terpés méginiai ir analizuotas
sekretuojamos Sarminés fosfatazés aktyvumas. Pagal reporterinio baltymo veikima
ivertinome EV, antikiino ir LPS poveikj baziniam NF-«xB signalinio kelio aktyvumui. Gauti
duomenys parodé, kad LPS stiprina, o PDPKL isskiriamos EV ir TLR4 blokuojantis
antik@inas slopina bazinj NF-kB signalinio kelio aktyvuma (p<0,05)

3.5. PDPKL isskiriamy EV ir TLR4 blokuojancio antikiino poveikis LPS

indukuotam NF-«xB signalinio kelio aktyvumui Zmogaus mikrolgijos lgstelése

Toliau tyréme, kaip PDPKL iSskiriamos egzosomos veikia LPS indukuota NF-kB
signalinio kelio aktyvacija (2 grafikas). Siuo tikslu lasteles paveikéme 5 pg/ml LPS ir 1 VV
EV. Gauti duomenys parodé, kad EV slopina LPS poveikj NF-kB signaliniam keliui. Svarbu
tai, kad EV slopinantis poveikis yra ilgalaikis. Lyginant su tik LPS paveiktomis lastelémis, NF-
kB signalinio kelio aktyvumas 12 — 36 inkubacijos valandomis sumazéja 20 %. Ryskiausias
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EV poveikis uzfiksuotas praé¢jus 48 inkubacijos valandoms. NF-kB signalinio kelio aktyvumas
sumazéja 50 %, lyginant su LPS paveiktomis lgstelémis. 60 ir 72 inkubacijos valandomis EV
slopina LPS poveikj 20 %. Nustatéme, kad PDPKL isskiriamos EV slopina LPS indukuota
zmogaus mikroglijos Iasteliy aktyvacija.

Palyginimui patikrinome, kaip TLR4 receptoriy blokuojantis antikiinas veikia LPS
indukuotg NF-xB signalinio kelio aktyvacija zmogaus mikroglijos lastelése (2 grafikas).
Transfekuotas Igstelés paveikéme 5 pg/ml LPS ir 0,5 pg/ml antikiino. Gauti duomenys parodé¢,
kad antiktinas slopinanciai veikia LPS indukuota NF-kB signalinio kelio aktyvacijg. Antiktino
poveikis yra ilgalaikis. 12 — 36 inkubacijos valandomis antikiinas susilpnina LPS poveikj 20
%. Didziausias antikiino poveikis uzfiksuotas praéjus 48 inkubacijos valandoms. Antikiinas
susilpnina LPS poveikj NF-«kB signalinio kelio aktyvacijai 45 %. Pra¢jus 60 — 72 inkubacijos
valandoms antikiinas slopina LPS poveikj NF-kB signaliniam keliui 20 %. Isitikinome, kad
antiktnas tikrai slopina LPS indukuota NF-«kB signalinio kelio aktyvacija Zzmogaus mikroglijos
lastelése. Gauti duomenys parodé, kad TLR4 blokuojantis antikiinas ir PDPKL i$skiriamos EV
labai panasiai veikia LPS indukuotg NF-«xB signalinio kelio aktyvacijg. Tai leidzia manyti, kad
EV veikia NF-«xB signalinj kelig per TLR4 receptoriy. EV blokuoja TLR4 receptoriy, neleidzia

prie jo specifiskai prisijungti LPS, todél slopinamas NF-kB signalinio kelio aktyvinimas.
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2 grafikas. PDPKL iSskiriamy EV ir TLR4 blokuojan¢io antikiino poveikis LPS
indukuotai NF-kB signalinio kelio aktyvacijai Zmogau mikroglijos lastelése. | Zzmogaus
mikroglijos lasteles jterpéme plazmid¢ NiFty2-SEAP. Pragjus 6 valandoms lastelés
paveiktos TLR4 blokuojanciu antikiinu (0,5 pg/ml), po 12 valandy lastelés paveiktos LPS (5
pg/ml) ir EV (1 VV). Kas 12 valandy imti auginimo terpés méginiai ir analizuotas
sekretuojamos Sarminés fosfatazés aktyvumas. Pagal reporterinio baltymo veikima
jvertinome EV, antiktino poveikj LPS indukuotai NF-«B signalinio kelio aktyvacijai. Gauti
duomenys parod¢, kad PDPKL isskiriamos EV ir TLR4 blokuojantis antikiinas slopina LPS
indukuotg NF-kB signalinio kelio aktyvacijg ir toks poveikis yra ilgalaikis (p<0,05)

3.6. PDPKL isskiriamy EV ir TLR4 blokuojancio antikiino bendras
poveikis LPS indukuotam NF-«xB signalinio kelio aktyvumui Zmogaus

mikroglijos lgstelése

Nustatéme, kad tiek PDPKL isskiriamos EV, tiek TLR4 blokuojantis antikiinas
slopinanciai veikia LPS indukuotag NF-xB signalinio kelio aktyvacija Zzmogaus mikroglijos
lgstelése. Todél toliau tyréme, kaip EV ir TLR4 blokuojantis antikiinas LPS indukuotg
mikrolgijos aktyvacija veikia kartu. Pirmiausia jvertinome EV ir antikiino bendrg poveikj
baziniam NF-«B signalinio kelio aktyvumui (3 grafikas). Transfekuotas Igsteles paveikéme 0,5
pg/ml antikiino ir 1 VV EV. Nustatéme, kad NF-kB signalinio kelio aktyvumas sumazéja 15

% praéjus vos 12 inkubacijos valandy. Ilgéjant inkubacijos laikui, EV ir antiktino slopinantis

47



poveikis islicka. Iki pat 72 inkubacijos valandos bazinis NF-kB signalinio kelio aktyvumas
slopinamas 20 %. Gauti duomenys rodo, kad EV ir antikiinas veikdami kartu nezymiai veikia
bazinj NF-kB signalinio kelio aktyvumg. Panasus bazinio NF-kB signalinio kelio aktyvumo
slopinimas (iki 20 %) buvo nustatytas ir veikiant lgsteles antikiinu bei EV atskirai.
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3 grafikas. PDPKL iSskiriamy EV ir TLR4 blokuojancio atikiino bendras poveikis
baziniam NF-kB signalinio kelio aktyvumui Zmogaus mikroglijos lastelése. Praéjus 6
valandoms po transfekcijos, Igstelés su jterpta NiFty2-SEAP paveiktos TLR4 blokuojané¢iu
antikiinu (0,5 pug/ml). Dar po 12 valandy tos pacios lgstelés paveiktos PDPKL i§skiriamomis
EV (1 VV). Pagal sekretuojamos Sarminés fosfatazés veikimg jvertintas EV ir antikiino
bendras poveikis baziniam NF-kB signalinio kelio aktyvumui. Nustatyta, kad EV ir
antikiinas slopinanciai veikia NF-«xB signalinj kelig ir toks poveikis yra ilgalaikis (p<0,05)

Toliau tyréme, kaip PDPKL iSskiriamos EV ir TLR4 blokuojantis antikiinas kartu
veikia LPS indukuota NF-kB signalinio kelio aktyvacija (4 grafikas). Transfekuotas lasteles
paveikéme 5 pg/ml LPS, 0,5 pg/ml antiktino ir 1 VV EV. Gauti duomenys parod¢, kad TLR4
blokuojantis antikiinas mazina slopinant] EV poveikj LPS indukuotai NF-kB signalinio kelio
aktyvacijai. Jdomu tai, kad Sis poveikis ilgalaikis. Pra¢jus 12 — 36 valandoms LPS poveikis
slopinamas vos 10 — 20 %. Praéjus 48 inkubacijos valandoms LPS poveikis slopinamas tik 2
% (tuo tarpu veikiant tik EV tuo paciu metu LPS poveikis buvo nuslopinamas 50 %). 60 — 72
inkubacijos valandas LPS poveikis NF-kB signalinio kelio aktyvacijai slopinamas iki 20 %.
Sie duomenys leidzia manyti, kad PDPKL isskiriamos EV ir TLR4 blokuojantis antikiinas
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konkuruoja dé¢l TLR4 multireceptorinio komplekso komponenty. Tokiu biidu yra dalinai

neutralizuojamas slopinantis EV ir antikiino poveikis NF-kB signalinio kelio aktyvacijai.
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4 grafikas. PDPKL iSskiriamy EV ir TLR4 blokuojanc¢io antikiino bendras poveikis
LPS indukuotai NF-kB signalinio kelio aktyvacijai. Pra¢jus 6 valandoms po transfekcijos,
lastelés su jterpta plazmide NiFty2-SEAP paveiktos TLR4 blokuojanciu antiktinu (0,5
png/ml). PO 12 valandy tos pacios lastelés paveiktos LPS (5 pg/ml) ir PDPKL i$skiriamomis
EV (1 VV). Kas 12 valandy imami auginimo terpés meéginiai ir atliekama reporterinio
baltymo analizé. Pagal gautus duomenis jvertinamas bendras antikiino ir EV poveikis LPS
indukuotai NF-«kB signalinio kelio aktyvacijai. Nustatéme, kad antikiinas mazina EV
slopinantj poveikj LPS indukuotai signalinio kelio aktyvacijai ir toks poveikis yra ilgalaikis

(p<0,05)

Atlikto tyrimo metu jvertinome PDPKL iSskiriamy EV poveikj uzdegiminei Zzmogaus
mikroglijos aktyvacijai. Naudodami NF-«B signalinio kelio reportering plazmide NiFty2-
SEAP, pagal sekretuojamos Sarminés fosfatazés veikima jvertinome kaip EV ir TLR4
blokuojantis antikiinas veikia LPS indukuota NF-xB signalinio kelio aktyvacija. Gauti
duomenys parod¢, kas i§ PDPKL iSskirtos EV pasiZzymi uzdegiminge mikroglijos aktyvacija
slopinan¢iomis sgvybémis. Isitikinome, kad EV slopinanciai veikia LPS indukuota NF-xB
signalinio kelio aktyvacija. Lygindami rezultatus, gautus lasteles veikiant EV ir TLR4
blokuojanciu antiktinu, darome prielaidg, kad EV NF-kB signalinj kelig veikia per TLR4
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receptoriy. Taip pat nustatéme, kad TLR4 blokuojantis antikiinas mazina EV slopinantj poveikj
LPS indukuotai NF-xB signalinio kelio aktyvacijai. Tai leidzia manyti, kad EV konkuruoja su
antikiinu d¢l TLR4 multireceptorinio komplekso komponenty ir dél to, TLR4 receptorius néra

taip efektyviai blokuojamas.
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ISVADOS

Pieninio danties pulpos kamieniniy lgsteliy sekretuojamy ekstralgsteliniy vezikuliy
vidutinis dydis yra 121 nm. EV budingi egzosominiai zymenys: Hsp70, MFG-E8 ir
sintetinas-1.

Naudojant pasirinkta protokola j zmogaus mikroglijos Igsteles sekmingai jterpta reporterine
NF-kB-SEAP plazmidé.

. PDPKL sekretuojamos EV tik nezymiai keicia bazinj NF-«xB signalinio kelio aktyvuma.

. EV slopina LPS indukuotg uzdegimine zmogaus mikroglijos aktyvacija ir §is poveikis yra
ilgalaikis. Stipriausiai EV veikia praéjus 48 inkubacijos valandoms, aktyvacija slopinama
50 %.

TLR4 blokuojantis antikiinas iki 20 % mazina PDPKL i$skiriamy EV slopinantj poveikj

LPS indukuotai mikroglijos aktyvacijai ir toks poveikis yra ilgalaikis.
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