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regulating kinase 1
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IVADAS

Viena 1§ aktualiausiy sveikatos apsaugos problemy - didelis
sergamumas {vairiy formy kardiomiopatinémis ligomis, kurios daznai lemia
iSeminés Sirdies ligos vystymasi. Kai kurias Sirdies funkcijas imanoma
pagerinti chirurginiu buidu, taciau beveik nieko negalima padaryti tose organo
vietose, kur yra zuve kardiomiocitai, pavyzdziui, miokardo infarkto atveju.
Lasteline kardiomioplastija arba miogeniniy lasteliy ijsodinimas { paZeista
Sirdies raumeni — perspektyvi Sirdies ligu gydymo strategija. Nepaisant didelés
pazangos Sioje srityje, vis dar yra neatsakyty klausimy. Viena i§ svarbiausiy
lasteliy transplantacijos problemy - isodinamy miogeniniy lasteliy
nepakankamas iSgyvenimas bei integracija pazeistame miokardo audinyje.
Nustatyta, kad didzioji i Sirdies raumeni jsodinty lasteliy dalis Ziiva jau
pirmosiomis dienomis po transplantacijos. Tai susij¢ su patofiziologiniais
miokardo funkcijos pakitimais, atsirandanciais ivairiy pazeidimuy (pvz.,
1Semijos-reperfuzijos, miokardo infarkto) metu. Nustatyta, kad, ivykus
infarktui, pirmiausia apoptozés ir nekrozeés buidu Ziiva kardiomiocitai. Pastarieji
turt daugiau mitochondrijuy, kurios gali biiti laisvyju radikaly Saltinis. Tai
paveikia ir kaimyninius kardiomiocitus, ir transplantuotas lasteles. Prasideda
uzdegiminis procesas, kurio metu iSsiskiria jvairiis citokinai - TNF-a, IL-f ir
IL-6. Visa tai turi jtakos transplantuotoms lasteléms, kurios turi iSgyventi
Sirdyje ilgus metus, todé¢l gali tapti dar ir daugelio kardiotoksiniy medikamenty
taikiniais. Tokiu budu, svarbiausia transplantuoty miogeniniy lasteliy
iSgyvenimo salyga - atsparumas lasteliy Zzati (apoptozg ar nekrozeg)
indukuojantiems faktoriams.

Apoptozés vaidmuo, jos mechanizmai tiek Sirdies iSemijos
patologiniame zidinyje, tiek ir miogeniniy lasteliy bei Sirdies miocity kultiiroje
yra vis dar neaiskiis. Nedaug Ziniy literatliroje ir apie suaugusio organizmo
kamieniniy lasteliy ztties/iSgyvenimo reguliavimo mechanizmus. Organizme
esanCiy kamieniniy lasteliy gyvybingumo iSsaugojimas yra svarbi ir aktuali

problema ivairiy terapijy, tarp ju ir chemoterapijos, metu.



Apoptozés reguliavime svarby vaidmeni atlieka ivairios signalinés
molekulés, 1§ kuriy geriausiai iStirti yra mitogeny aktyvinamy proteino kinaziy
(MAPK) Seimos bei fosfatidilinozitol-3-kinazés/Akt (PI3K/Akt) keliai. MAPK
Seimai priklausanciy kinaziy (ektralastelinio signalo reguliuojamos kinazés 1/2
(ERK1/2), c-Jun N-galo kinazés 1/2 (JNK 1/2) ir p38 MAP kinazés)
aktyvinimas yra svarbus jvairiy procesy, vykstanciy Sirdyje, patogenezéje.
MAPK signalinis kelias ir jo moduliacija gali skirtingai veikti Sirdies
miogenines lasteles jvairiy terapiju metu. Zinoma, kad ERK signalinio kelio
aktyvinimas pasiZzymi kardiomiocitus apsauganciu veikimu, bet galimas ir
neutralus jo vaidmuo. JNK pasiZymi proapoptoziniu veikimu daugelyje lasteliy
rusiy, taciau yra duomeny apie kardiomiocitus nuo apoptozeés apsaugant; JNK
veikima. p38 MAP kinazés, kaip ir JNK, vaidmuo priklauso nuo jos
aktyvacijos intensyvumo bei trukmés ir gali biiti tiek pro-, tiek ir
antiapoptozinis. Tai priklauso tiek nuo Iasteliy tipo, tiek nuo poveikio
stiprumo.

PI3K/Akt signalinis kelias zinomas kaip salygojantis lasteliy
iSgyvenima. Akt aktyvinimas po iSemijos apsaugo kardiomiocitus nuo Zities,
bet atsiranda duomeny ir apie tai, kad Sis kelias gali ir nedalyvauti mioblasty
iSgyvenime, o kai kuriais atvejais net skatinti apoptozing lasteliy Zit;.

Placiai zinomas mitogeny aktyvinamy baltymy kinaziy (MAPK) kaskady
bei Akt dalyvavimas, perduodant Zuvimo/iSgyvenimo signalus leidzia atskiras
kinazes naudoti kaip taikinius terapijoje onkologiniy, Sirdies, neurologiniy ir
kity susirgimy atvejais (Dhillon ir kt., 2007). ERK, JNK ir Akt kinaziy
signaliniy keliy moduliatoriai laikomi ateities vaistais gydant vézi, diabeta,
Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligas (Weston ir Davis, 2007). Taigi, suaugusio
organizmo kamieniniy lasteliy signaliniy keliy, reguliuojan¢iu apoptozés
programas, identifikavimas yra svarbus etapas gerinant lasteliy regeneracini

potenciala ir tobulinant citoterapijos metodus.



Atsizveigiant | tai, Sio darbo tikslas yra nustatyti signalines molekules
ir kelius, atsakingus uZ raumeninés kilmés suaugusio organizmo kamieniniy

lasteliy 1Sgyvenima po kardiotoksiniy poveikiy.

Darbo uzdaviniai:

o Gauti 1§ suaugusio organizmo raumens kamieniniy Iasteliy
linjjas.
° Ivertinti raumeninés kilmés kamieniniy liniju lasteliy apoptozini

atsaka i genotoksiniw/kardiotoksiniy medziagy poveiki.

o Nustatyti MAPK ir PI3K/Akt signaliniy molekuliy aktyvinimo
charakteristikas po apoptoze indukuojan¢iy kardiotoksiniy
medzZiagy poveikio.

° Istirti MAPK ir PI3K/Akt signaliniy keliy vaidmeni raumeninés

kilmés kamieniniy lasteliy i§gyvenimo/Ziities procesuose.

Mokslinis naujumas

Sio darbo metu gavome pirmasias triusio suaugusio organizmo
raumeninés kilmeés pirmines lasteliy linijas. Tirdami §iy linijy lasteliy savybes,
parodéme ju neribota proliferacini potenciala kultiroje in vitro, taip
patvirtindami Siy lasteliy kamiening prigimti. Ilgalaikis miogeniniy lasteliy
auginimas in vitro nekeite ir ju geb¢jimo diferencijuotis miogenine linkme.
Ilgas auginimas in vitro leidzia atlikti genetines Siy lasteliu modifikacijas,
siekiant padidinti jy atsparuma toksiniams poveikiams, ir tokiu budu iSplecia ju
terapinio panaudojimo galimybes. Ikiklinikiniai miokardo regeneracijos
kamieninémis lastelémis tyrimai patvirtino Siy lasteliy prigijima iSeminiame
zidinyje.

Pirma karta buvo jvertintas miogeniniy liniju lasteliy jautrumas
galimiems toksiniams poveikiams pazeistame §irdies raumenyje bei nustatytas
miogeniniy lasteliy Zities pobiidis po {vairaus spektro ir jvairiy koncentracijy
toksiniy medziagy poveikio. Nustatyta, kad ilgalaikis lasteliy auginimas in

vitro nekei€ia ju atsako i Sias medZiagas.



IStirtas mitogeny aktyvinamy baltymy kinaziy (MAPK) bei Akt kinazés
signaliniy keliy vaidmuo miogeniniy lasteliy apoptozés reguliavime. Nustatyta,
kad Sios signalinés molekulés dalyvauja apsaugant miogenines lasteles nuo
toksinio patofiziologini kardiotoksiSkuma imituojanciy medziagy — NO ir
H,0,, poveikio. Parodyta, kad streso aktyvinima baltymy kinaz¢ JNK
dalyvauja miogeniniy lasteliy apoptozés indukcijoje po genotoksiniy medziagy
poveikio, o MAP kinaziy ERK ir p38 MAPK vaidmuo apoptozes indukcijoje,
Siuo atveju, yra antiapoptozinis. I§ kitos pusés, visos Sios MAP kinazés yra
reikalingos lasteliy proliferacijai. Nustatyta, kad pagrindinis JNK taikinys —
transkripcijos veiksnys c-Jun, yra svarbus kardiotoksiniy medziagy
salygojamai apoptozés indukcijai miogeninése lastelése. PanaSius rezultatus
kitose lasteliy linijose yra gave ir kiti mokslininkai (Bossy-Wetzel, ir kt., 1997;
Wang ir kt., 1999).

Parodyta, kad PI3K/Akt didina miogeniniy lasteliuy atsparuma
fiziologinéms kardiotoksinéms medziagoms. Tyrimo metu gauti nauji, tirty
kamieniniy linijy lasteléms biidingi, duomenys apie proapoptozini PI3K/Akt
kelio veikima. Iki tol buvo buvo manyta, kad Sis signalinis kelias yra iSimtinai
atsakingas uz lasteliy iSgyvenima, ir tik pastaraisiais metais pasirodo vis
daugiau duomeny, paneigianciy $ia dogma (Fedier ir kt., 2006; van Gorp ir kt.,
20006).

Misy gauti rezultatai apie MAPK ir Akt signalinio kelio molekuliy
galima vaidmeni apsaugant kamieniniy miogeniniy linijy lasteles nuo
kardiotoksiniy medziagy poveikio galéty biiti panaudoti tobulinant
kardiomioplastijos metoda bei pasirenkant naujas gydymo strategijas. Siy
signaliniy molekuliy aktyvinimas transplantuojamose lastelése galéty pagerinti

Ju regeneracini potenciala



Ginamieji teiginiai

e IS suaugusio triusio raumens gauty liniju lastelés pasiZzymi kamieniniy
lasteliy savybémis ir yra tinkamas modelis kardiomioplastijos bei
kamieniniy Iasteliy ztties molekuliniy mechanizmy tyrimams.

e Kardiotoksiniu veikimu pasiZzymin¢ios medZziagos - vandenilio
peroksidas, NO donoras NOC-18 bei chemoterapiniai agentai -
cisplatina ir doksorubicinas, indukuoja apoptozing miogeniniy liniju
lasteliy zatj.

e Signalinés molekulés - MAP kinazés ERK, p38 ir JNK bei Akt kinazg,
yra skirtingai aktyvinamos/fosforilinamos po apoptozés induktoriy
poveikio; individualiy signaliniy molekuliy aktyvinimo pobiidis skiriasi
priklausomai nuo indukuojanc¢ios medziagos.

e MAP kinaziy vaidmuo miogeniniy linijy lasteliy apoptozés reguliacijoje
skiriasi: ERK bei p38 pasizymi apsauginiu veikimu kardiotoksiniy
medziagy indukuotoje miogeniniy lasteliy apoptozéje, o JNK MAP
kinazés vaidmuo $iy lasteliy Zities iniciacijoje priklauso nuo apoptozes
induktoriaus ir gali biti tiek apoptoze stimuliuojantis, tiek ir ja
slopinantis.

o PI3K/Akt signalinio kelio molekulés pasiZzymi apsauginiu veikimu
miogeniniy liniju lastelése po ivairiy apoptozés induktoriy poveikio,

taciau galimas ir proapoptozinis Sio signalinio kelio veikimas.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Raumens kamieninés lastelés, pagrindinés jy savybés

Kamieninémis lastelémis yra laikomos nediferencijuotos lastelés,
gebancios atsinaujinti, proliferuoti bei diferencijuotis {vairiomis kryptimis ir
tapti specializuotomis audiniy lastelémis. Tai salygoja audiniy atsinaujinimo ir
regeneracijos procesus. ISskiriamos embrioninés kamieninés lastelés bei
suaugusio organizmo audiniy kamieninés lastelés. Pastarosioms ir yra
priskiriamos raumens audinio kamieninés lastelés, kuriy déka vyksta griauciy
raumeny regeneracija. [vykus raumens pazeidimui, Sios lastelés aktyvinasi,
pradeda daugintis ir diferencijuotis i naujas subrendusias raumenines lasteles —
daugiabranduolius miovamzdelius (Grounds ir kt., 2002). Siuo metu nustatyta,
kad raumens kamieniniy lasteliu populiacija néra vienalyté. Siai populiacijai
gali buti priskiriama raumens kilmés kamieninés lastelés, Soniné populiacija
(angl. side population) bei satelitinés lastelés, kurios laikomos mioblasty
pirmtakais (Seidel ir kt., 2006). Raumeny satelitinés lastelés — smulkios
vienbranduolés lastelés, esancios griauciy raumeny audinyje Salia raumeniniy
skaiduly. Satelitinés lastelés iSsidésCiusios i8ilgai Siy skaiduly tarp pamatinés
laminos ir raumeninés skaidulos plazminés membranos. Tokia ju buvimo vieta
raumenyje ir nulémé jy pavadinima. Pirmasis satelitines lasteles aptiko A.
Mauro dar 1961 m., elektroniniu mikroskopu tirdamas varlés raumens
miofibriles (Mauro, 1961). Véliau tokios Iastelés buvo atrastos ir pauk$¢iy bei
zinduoliy raumenyse. Nuo kaimyniniy miofibriliy satelitiniy lasteliy
populiacija galima atskirti ir pagal morfologinius bruozus. Sioms lasteléms yra
budingas salyginai didelis branduolio/citoplazmos santykis, nedidelis
branduolys ir mazai organeliy. Did¢jant mitoziniam aktyvumui, maz¢ja
heterochromatino, didé¢ja  citoplazmos/branduolio  santykis,  daug¢ja
vidulasteliniy organeliy kiekis (Hawke ir Garry, 2001; Schultz ir McCormick,
1994).

Satelitinés lastelés lemia raumens augima postnataliniame periode

(Schultz, 1996). Tiriant peliy raumenis, nustatyta, kad satelitiniy lasteliy kiekis
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maz¢ja nuo 32 % naujagimiy raumenyse iki 1-5 % - suaugusiy peliy
raumenyse (Hawke ir Garry, 2001). Sis maZéjimas paaiskinamas satelitiniy
lasteliy susiliejimu tarpusavyje ar su jau susiformavusiomis miofibrilémis
raumens vystymosi metu (Bischoff, 1994; Cooper ir kt., 2006; Seale ir
Rudnicki, 2000).

Suaugusiame griauciy raumenyje fiziologinémis salygomis satelitinés
lastelés yra ramybés biisenoje, nesidaugina, taciau juy proliferacija gali buti
aktyvinama streso, raumens pazeidimo ar raumens vystymosi metu (Asakura,
2003; Jankowski ir kt., 2002; Morgan ir Partridge, 2003; Seale ir Rudnicki,
2000). Aktyvintos satelitinés lastelés ieina i lastelés cikla ir pradeda daugintis,
o atsiradusios dukterinés lastelés, mioblastai, toliau dauginasi ir vystosi iki
galutinés diferenciacijos stadijos - daugiabranduoliy raumens lasteliy (Pavlath
ir Horsley, 2003). Satelitinés lastelés skiriasi nuo dukteriniy lasteliy pagal
biologinius, biocheminius bei genetinius kriterijus (Charge ir Rudnicki, 2004).
Suaugusiame organizme satelitiniy lasteliy skaicius iSlieka gana pastovus per
daugybe raumeny degeneracijos ir regeneracijos cikly dél Siy lasteliy
sugeb¢jimo save atgaminti, kai dalis dukteriniy lasteliy grizta { ramybeés busena
ir papildo satelitiniy lasteliy populiacija (Asakura 2003; Holterman ir
Rudnicki, 2005). Saves atgaminimas yra kamieniniy lasteliy savybé. Yra
pasitilyti du raumens satelitiniy lasteliy saves atgaminimo modeliai: (1)
asimetrinis dalijimasis, kurio metu viena dukterin¢ lastelé tampa miogeniniu
pirmtaku, o kita - neaktyvia satelitine lastele; (2) miogeniniy pirmtaky
dediferenciacija (Hashimoto, 2007; Molofsky ir kt., 2004; Seale ir Rudnicki,
2000; Zammit ir Beauchamp, 2001). Taciau néra Zinoma, ar visos satelitinés
lastelés, ar tik ju dalis pasizymi geb¢jimu save atgaminti. Taip pat néra ligi
galo i8aiskinti ramybés biisenos reguliavimo, aktyvinimo bei saves atgaminimo
molekuliniai mechanizmai. Nustatyta, kad satelitiniy lasteliy kiekis mazéja
organizmui senstant (Brack ir kt., 2005). Taigi, Siu satelitiniy lasteliu saves
atgaminimas neuZtikrina juy populiacijos dydzio (Collins, 2006).

Ilga laika buvo manoma, kad Sirdies raumuo regeneruotis negali, o

Sirdies raumens pazeidimai, pvz., miokardo infarkto atveju, gyja dél
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besidauginanc¢iy jungiamojo audinio lasteliy — tai pakeiia Sirdies darba.
Neseniai buvo pastebétas tam tikras miokardo regeneracinis potencialas in
vivo, o 2003 m. kelios nepriklausomos grupés atrado Iasteles, dalyvaujancias
Siame regeneracijos procese (Grounds ir kt., 2002). IS suaugusios Zziurkés
Sirdies buvo isskirtos Lin~ c-Kit™ lastelés, kurias transplantavus { miokardo
infarkto srit] stebéta miokardo regeneracija - infarkto sritis sumazéjo 29 %,
pageréjo Sirdies funkcija (Beltrami ir kt., 2003).

Beveik tuo pat metu kita grupé i§ suaugusios pelés Sirdies i§skyré Sca-1"
lasteles, kurios taip pat pasiZymejo geb€jimu regeneruoti paZeista miokarda
(Oh ir kt., 2003). Siuo metu Zinomos ir kitos tokiomis pat savybémis
pasizyminéios populiacijos (Abcg2” bei isll"). Kaip matome, visos jos
ekspresuoja skirtingus zymenis, skirtingas yra ir juy diferenciacinis potencialas

(Christoforou ir Gearhart, 2007).

1.1.1. Satelitiniy lasteliy charakterizavimas

[vairtuose audiniuose kamieninés lastelés yra aptinkamos dél joms
budingy zymenuy. Satelitinéms lasteléms biidingus molekulinius Zymenis
salyginai galima suskirstyti 1 dvi grupes — lastelés pavirSiaus baltymus ir
transkripcijos faktorius.

Pirmajai grupei priskiriamas m-cadherinas — nuo kalcio jonu
priklausoma adhezijos molekulé, lokalizuota lastelés iSor¢je ir budinga tiek
ramybes blisenoje esancioms, tiek ir aktyvintoms satelitinéms lasteléms, taciau
neaptinkama diferencijuotose miofibrilése (Hollnagel ir kt, 2002; Irintchev ir
kt., 1994; Wernig ir kt., 2004). Manoma, kad m-cadherinas dalyvauja palaikant
satelitines Iasteles ju niSoje, o taip pat palengvina ju migracija 1 raumens
pazeidimo vieta (Shi ir Garry, 2006). Satelitines lasteles ju niSoje palaiko ir
kitos dvi adhezijos molekulés — nervy lasteliy adhezijos molekulé-1 (NCAM-1,
dar Zinoma kaip CD56) ir kraujagysliy adhezijos molekulé-1 (VCAM-1). Sios
molekulés taip pat yra ramybés biisenoje esanciy kamieniniy miogeniniy

lasteliy galimi Zymenys. NCAM raiska biidinga ir proliferuojantiems
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mioblastams bei miofibriléms (Hawke ir Garry, 2001; Holterman ir Rudnicki,
2005).

Lastelése, kurios ekpresuoja m-cadhering, paprastai yra aptinkama ir
hematopoetiniy kamieniniy lasteliy Zymens — CD34 - raiska, taciau ji gali buti
susijusi su specifine satelitiniy lasteliy stadija ar bukle, todél kaip Zymuo Siy
lasteliy charakterizavimui CD34 turéty biiti vartojamas atsargiai (Beauchamp ir
kt, 2000; Lee ir kt., 2000; Shi ir Garry, 2006).

Literatiros  duomenimis transmembraniniai  heparino  sulfato
proteoglikanai syndecan-3 ir syndecan-4, prie kuriy jungiasi jvairiis augimo
faktoriai, taip pat galéty tarnauti kaip zZymenys satelitiniy lasteliy aptikimui.
Abu Sie baltymai yra svarbiis Siy lasteliy aktyvinimui, proliferacijai ir
diferenciacijai griau¢iy raumens regeneracijos metu. Nustatyta, kad Siy abiejy
baltymuy raiSka griau¢iy raumenyse visiSkai sutampa su hepatocity augimo
faktoriaus (HGF) receptoriaus c-met, lokalizuoto tarp bazinés membranos bei
raumens miofibrilés membranos ir reikalingo aktyvinty satelitiniy Iasteliy
migracijai, raiSka. Tiek syndecan-3 ir -4, tiek c-met raiSka yra biidinga ir
ramybés biisenoje esancioms, ir proliferuojancioms satelitinéms lasteléms
(Cornelison ir kt., 2001; 2004). Palyginamoji analizé¢ parodé¢, kad m-cadherino
raiSka yra budinga maziau nei 20% satelitiniy lasteliy, tuo tarpu c-met raiska
buvo registruota visose tirtose lastelése. Manoma, kad m-cadhering ekpresuoja
tik raumens regeneracijai pasiruoSusios satelitinés lastelés (Cornelison ir Wold,
1997; O'Brien ir kt., 2002).

Antrajai molekuliniy Zymeny grupei priskiriami transkripcijos veiksniai,
reguliuojantys kamieniniy lasteliy populiacijos likima. Miocity branduolio
veiksnys MNF (angl. myocyte nuclear factor) randamas ramybés biisenoje
esanciose bei aktyvintose satelitinése lastelése ir, manoma, yra reikalingas ju
funkcijai palaikyti. Foxkl yra forkhead transkripcijos veiksniy Seimos narys,
ekspresuojamas ramybés biisenoje esanciy bei proliferuojanciy satelitiniy
lasteliy. Sios $eimos nariai reguliuoja kamieniniy lasteliy bei lasteliy pirmtaky
likima, o taip pat ir ju lastelés ciklo kinetika. Nustatyta, kad triikstant Foxkl

sutrinka peliy raumeny augimas ir regeneracija (Hawke ir kt., 2003).
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Transkripcijos veiksniy Pax3 ir Pax7 raiSka yra buidinga ramybés biisenoje
esanioms bei aktyvintoms satelitinéms lasteléms. Siuos abu transkripcijos
veiksnius ekpresuojanciose griauciy raumens kamieninése lastelése gali buti
aktyvinami genai, reguliuojantys miogenezg, dé¢l to Iastelés gali diferencijuotis
1 miofibriles arba iSlikti kaip rezerviné populiacija, nulemianti griauciy
raumens regeneracija (Buckingham ir Relaix, 2007; Relaix ir kt., 2005; 2006).
Suaugusiame organizme Pax7 yra ekpresuojamas daugelio raumeny
satelitinese lastelése, tuo tarpu kai Pax3 — tik kai kuriy raumeny satelitinése
lastelése, nors trumpalaikis Pax3 raiSkos padidéjimas buvo parodytas Siy
lasteliy aktyvinimo metu. Pax7 transkripcijos veiksnio raiska islieka satelitiniy
lasteliy aktyvinimo ir proliferacijos metu, taiau mazéja miogeninés
diferenciacijos metu (Zammit ir kt., 2006b). Be to, Pax7 gali pasizyméti ir
antiapoptoziniu veikimu (Relaix ir kt., 2006).

Desminas yra ankstyvas miogeniniy lasteliu Zymuo. Jo raiSka registruojama
besidauginan¢iuose mioblastuose, jis taip pat yra svarbus subrendusiy

miofibriliy stabilumui. Parodyta, kad desmin™

peliy raumenys vystosi
normaliai, taciau yra sutrikgs raumeny regeneracijos procesas (O'Brien ir kt.,
2002).

Apoptozg slopinan¢io baltymo Bcl-2 raiSka aptinkama tose raumens
lastelése, kurioms yra budinga ir Myf5 ir/arba MyoD (raumenims specifiniy
transkripcijos veiksniy MRF Seimos nariai). Bcl-2 Zymi lasteliy miogeninés
diferenciacijos pradzig ir yra reikalingas lasteliy proliferacijai (Dominov ir kt.,
1998; O'Brein ir kt., 2002).

Be to, buvo nustatyta keletas molekuliniy Zymenuy, kuriuos ekspresuoja
satelitinés lastelés in vivo, taCiau jie neaptinkami pirminiuose mioblastuose.
Tai IgSF4, neuritinas, Hoxc10, TcR-B, Klral8, Itm2a, GOS2 ir MEGF10 (Seale
ir kt., 2004)

Literatiros duomenimis satelitiniy lasteliy populiacija néra vienalyte, o
grei¢iau 1§ atskiry populiaciju, besiskirian¢iy savo biologinémis ir

biocheminémis savybémis, sudaryta visuma. Pavyzdziui, S$alia lasteliy,
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pasizyminciy CD34 bei Myf5 raiska, raumenyje egzistuoja lastelés, neturin¢ios

Sty Zymeny (Seale ir kt., 2001).

1.1.2. Satelitiniy lasteliy aktyvinimo ir diferenciacijos reguliacija

Griau€iy raumens regeneracija yra svarbiausia satelitiniy lasteliu
funkcija. [vykus raumens pazeidimui, satelitinés lastelés palieka ramybés
busena ir isijungia | lastelés cikla. Pazeidimo sritis satelitiniy lasteliy
aktyvinimo neapriboja, jos yra aktyvinamos iSilgai visos raumeninés skaidulos
ir skatinama juy migracija | paZeidimo vieta. Taciau satelitiniy lasteliy migracija
1§ gretimy audiniy yra stebima retai. Tam reikia pazeisti jungiamaji audini,
skiriant; atskirus raumenis (Charge ir Rudnicki, 2004; Wozniak ir kt., 2005).
Aktyvintos, isijungusios 1 lastelés cikla satelitinés lastelés jau vadinamos
miogeniniais pirmtakais arba mioblastais. Yra nustatyta, kad satelitiniy lasteliy
aktyvinimas prasideda nuo c-met kolokalizacijos su ligandu — HGF bei nuo
ankstyvojo atsako genu c-jun bei c-fos raiSkos aktyvinimo (Holterman ir
Rudnicki, 2005; Kami ir kt., 1995; Wozniak ir kt., 2005). Véliau yra
aktyvinami raumenims specifiniai transkripcijos veiksniai MRF (miogeniniai
reguliaciniai faktoriai), kuriems yra priskiriama Myf5, MyoD, Mrf4 bei
miogeninas. Buvo manyta, kad satelitinés lastelés neekspresuoja nei vieno i$
MREF, tafiau véliau buvo nustatyta Myf5 geno aktyvinimas satelitinése
lastelése (Beauchamp ir kt., 2000; Zammit ir kt., 2006). Myf5 reguliuoja Siy
lasteliy proliferacija ir homeostazg. MyoD, kurio raiSka taip pat yra
registruojama satelitiniy lasteliy proliferacijos metu, apsprendzia diferenciacing
griau¢iy mioblasty potenciala (LeGrand ir Rudnicki, 2007). Mioblasty
diferenciacijos pradzia zymi kitas MRF - miogeninas (Yablonka-Reuveni ir kt.,
1999). Diferenciacijos pradzioje, kai tik prasideda miogenino ekspresija,
mioblastai dar gali proliferuoti, o vélesné diferenciacijos stadija jau reikalauja
visisko is¢jimo i§ lastelés ciklo (Kitzmann ir Fernandez, 2001). Siame procese
dalyvauja lastelés cikla reguliuojantys baltymai — nuo cikliny priklausoma
kinaz¢, ciklinas D3, nuo cikliny priklausomos kinazés inhibitorius p21 bei

retinoblastomos baltymas pRb. Visi jie kontroliuoja galuting miogenezés
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stadija, stabdydami lasteles cikla (De Falco ir kt., 2006). Vélyvose miogenezes
stadijose kartu su MRF veikia ir MEF2 (miocitus stiprinantis faktorius) Seimos
transkripcijos veiksniai, skatinantys raumens specifiniy, struktiiriniy baltymy
raiSka. Vienas ju yra MHC (miozino sunkiosios grandinés) (Charge ir
Rudnicki, 2004; Yablonka-Reuveni irk t., 2008).

Pastebéta, kad satelitiniy lasteliy proliferacijai ir diferenciacijai didele

itaka turi jas supanti aplinka (Cornelison ir kt., 2004).

1.2. Lastelés ciklas

Lastelés ciklas yra sudétingas procesas, kurio metu lastelé padvigubina
savo genoma, auga ir pasidalija i dvi dukterines lasteles. Sis procesas yra
skirstomas 1 keturias fazes. Tuojau po pasidalijimo atsiradusios dukterinés
lastelés yra G1 augimo fazéje. Sios fazés metu lastelés auga, vyksta normali
medziagy apykaita, sintetinama dauguma Iastelés baltymy, RNR, apvalkalélio
komponentai ir kitos molekulés. Sioje stadijoje vyksta ir pagrindiné lasteliy
proliferacijos reguliacija, dalyvaujant mitogenams arba augimo veiksniams, bei
inicijjuojama juy diferenciacija. Mitogeniniai signalai stimuliuoja Iastelés
per¢jima per G1 stadija. In vivo, kaip ir in vitro didziausia dalis lasteliy yra G1
stadijoje. Po jos seka fazé S. Sios fazés metu sintetinama DNR, padvigubéja
genetinés medziagos kiekis. Toliau seka lastelés augimo bei pasiruoSimo
mitozei periodas, vadinamas G2 faze. Pastarajai pasibaigus, prasideda mitoze.
Lastelés ciklo dalis iki mitozés vadinama interfaze. Lastelés ciklas baigiasi
citokineze — lasteliy pasidalijimu 1 dvi dukterines lasteles. Lastelés gali laikinai
palikti cikla ir isijungti i ramybés fazg (GO0), bet po mitogeninio stimulo jos vél

sugrizta i cikla.

Velyvoje G1 fazéje yra nustatytas taskas, kuri praéjusios lastelés tampa
nepriklausomos nuo iSoriniy augimo faktoriy. Sis tagkas buvo pavadintas
restrikcijos taSku (R). Tai yra lasteliy nulémimo taskas. Jei lastelé néra gavusi
reikiamo stimulo, ji pereina | ramybés faze, o iveikusi R taska yra pasiruoSusi

pradéti DNR replikacija (Berndt, 1999; Garret, 2001).
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Judéjimas lastelés ciklo fazémis ir peré¢jimai i§ vienos fazes i kita yra
reguliuojami tam tikrose ciklo vietose, vadinamose kontrolés taskais. Siy
kontrolés tasky paskirtis — tikrinti genomo vientisuma. Kiekviena kontrolés
taska sudaro trys komponentai: sensorinis mechanizmas, aptinkantis DNR
pazaidas, signalinis kelias ir efektorius, stabdantis lastelés cikla. Pagrindinés
lastelés ciklo vietos, kuriose yra vykdoma DNR pazaidy kontrole, yra
peréjimai 1§ G1 1 S faze ir G2 1 M fazg, taip pat kontrolés taskai S ir M fazése
(Fussenegger ir Bailey, 1998; Garrett, 2001).

Lasteles ciklo procesus kontroliuoja proteinkinaziy kompleksai, kuriy
reguliaciniai subvienetai vadinami ciklinais (D, E, A, B), o katalitiniai — nuo
cikliny priklausomomis kinazémis (Cdk). Cdk yra serino/treonino kinazes,
kuriy aktyvinimui yra biitina asociacija su ciklinais bei kinazés aktyviy
domeny fosforilinimas. Buvo rastos dvi baltymy Seimos, kurios,
besijungdamos su Cdk, jas inhibuoja, tokiu biidu taip pat yra vykdoma lastelés
ciklo reguliacija (Garrett, 2001).

1.3. Lasteliy Zutis

Apoptozé (gr. lapy kritimas ) - genetiSkai kontroliuojamas, fiziologinis
ir evoliucijos eigoje nedaug tepakites procesas, svarbus embriogenezéje,
ontogenezgje, brestant imuninés sistemos lasteléms ir kt. Tai lasteliy ziities
forma, kurios paskirtis — pazeisty ar nepageidaujamy lasteliy pasalinimas i
organizmo, suaktyvinant i§ anksto uZprogramuotus lastelinius mechanizmus,
kuriy veikima lemia tam tikry geny produktai. Apoptozes metu Iastelé praranda
ry$i su gretimomis lastelémis (prilipusios prie substrato lastelés suapvaléja),
vyksta eilé morfologiniy ir biocheminiy citoplazmos, branduolio ir plazminés
membranos pakitimy. Branduolio poky¢iai turi vykti santykinai ankstyvoje
apoptozés stadijoje, kol yra pakankami energijos, kad galéty vykti chromatino
kondensacija. Branduolys skyla i atskirus, branduolio membrana apgaubtus,
fragmentus, kuriy viduje yra kondensavgsis chromatinas. In vivo S$ie

apoptoziniai kiineliai greit atpaZistami ir fagocituojami. Po fagocitozes jie
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degraduojami lizosomose. In vitro apoptoziniai kiineliai iSbrinksta ir yra
lizuojami. Tokia galiné lasteliy zuties in vitro fazé vadinama “antrine nekroze”.
Ivairiose lastelése laikas nuo apoptozés pradzios iki apoptoziniy kiineliy
fagocitozés labai skiriasi, gali uztrukti nuo keliy valandy iki keliy dieny. Sio
proceso metu organelés pakinta nedaug, plazminé membrana iSlieka vientisa
iki proceso pabaigos, todél uzdegiminé reakcija nekyla (Makin, 2002; Lawen,

2003).

Nekroze — tai patologiné mirties forma, apimanti dideles lasteliy grupes
ir sukelianti uzdegiminj atsaka audiniuose. Tai pasyvus procesas, kurio metu
lastel¢ praranda galimybe kontroliuoti jonu transporta, padidéja membranos
laidumas, prasideda vandens ir ekstralasteliniy jonu difuzija 1 lastelés vidy,
sukelianti lastelés, ir ypa¢ mitochondrijy, brinkima, dél kurio ivyksta lastelés
lize. Zustan¢ios lastelés citoplazmos turinys patenka i ekstralastelinj skystj ir
sukelia uzdegiminj procesa (Franklin ir McCubrey, 2000). Branduolyje vyksta
nezymis pokyciai, chromatinas iSlieka nepakitgs, vyksta atsitiktineé DNR
degradacija (Al Rubeai ir kt., 1998). Energija Siuo atveju nereikalinga.
Nekroziné lasteliy ziitis gali pasireiksti ir lasteliy kultirose dél spartéjancios

apoptozes, kur néra fagocituojanciy lasteliy (Lawen, 2003).

1.3.1. Morfologiniai ir biocheminiai apoptozés poZymiai

Apoptozé - geny reguliuojamas, energijos reikalaujantis procesas,
sukeliantis intralasteliniy komponenty degradacija ir pokycius plazminéje
membranoje. Ankstyvoje Sio proceso stadijoje fosfatidilserinas, normaliai
esantis vidingje plazminés membranos pus¢je, yra translokuojamas i lastelés
iSore. D¢l to véliau susiformavusius apoptozinius kiinelius atpazista fagocitai.
Bidingas apoptuojancios lastelés pozymis yra branduolio bei pacios lastelés
tiirio sumazéjimas, nes yra slopinama Na', K, CI” transporto sistema, skys¢iai
iSteka 1 i1Sorg. Vyksta lastelés membranos rauksléjimasis ir tolygi chromatino

kondensacija (Ortiz ir kt., 1996).
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Apoptozinéms lasteléms yra biidinga padidéjusi vidulastelinio Ca™
koncentracija. Ca*" patenka 1 lastele 1§ tarplastelinés erdvés bei yra
i§laisvinamas i§ endoplazminio tinklo ir mitochondrijy. Ca*" kiekio
padid¢jimas aktyvina endonukleazes, audiniy transgliutaminazes bei proteazes,
dalyvaujanias apoptozés iniciacijoje (Szabadkai ir Rizzuto, 2004). Be to, Ca*"
jonai yra atsakingi uz citoskeleto komponenty poky¢ius ir lastelés formos bei

dydzio pasikeitimus.

Bidingas  apoptozés bruozas —  endonukleaziy  salygojama
internukleosominé DNR fragmentacija 1 mazdaug 180 bp kartotinius
fragmentus. Elektroforezés metodu analizuojant, gaunamas tipiSkas “DNR
kopéciy” vaizdas. Salia nuo Ca®/Mg®" priklausomy endonukleaziy DNR
fragmentacijos procese dalyvauja nukleazés, aktyvios riigS§tiniame pH, nes,
veikiant kaspazéms, kai kuriy lasteliu vidus apoptozés metu rugstéja dél
pakitusio Na'/H" santykio (Widlak, 2000; Barisic ir kt., 2003). Apoptozei
budingi morfologiniai poky¢iai gali vykti ir be intensyvaus DNR skaldymo.
Tokie pokyciai vyksta netgi neturiniose branduolio lastelése. Tai rodo, kad
pagrindinis vaidmuo tenka citozolio veiksniams, o DNR fragmentacija yra
velesnis  (vykis. Apotozés pabaigoje proteazés katalizuoja citoskeleto
komponenty bei branduolio laminos degradacija (Tohrnberry ir Lezebnik,

1998).

1.3.2. Apoptozés aktyvinimas ir reguliacija

Apoptozeg inicijuoja iSoriniai poveikiai, pazeidziantys lastelés membrana
bei salygojantys DNR pazaidas (UV, jonizuojanti spinduliuote, alkilinancios
bei oksiduojancios medziagos, aukStesné temperatira), o taip pat veiksniai,
aktyvinantys mirties receptorius (gliukokortikoidai, TNF-a, augimo faktoriy

netekimas ir kt.).

Egzistuoja bent du apoptozes iniciacijos keliai: receptorinis (iSorinis) ir

mitochondrinis (vidinis) (1.1 pav.) (Adams, 2003; Danial ir Korsmeyer, 2004).
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ISorinis apoptozés iniciacijos kelias. Siuo atveju yra aktyvinami mirties
receptoriai Fas ir TNF. Fas, dar Zinomas kaip CD95 arba APO-1 yra
transmembraninis glikoproteinas, kur; aktyvina Fas ligandas (FasL). Fas
citoplazminis domenas, vadinamas “mirties domenu”, yra svarbus apoptozes
indukcijai. Fas susijungus su FasL, vyksta receptoriaus trimerizacija, ir per
adaptoring molekule - Fas asocijuota baltyma su mirties domenu (FADD) -
aktyvinama cisteino proteazé¢ — kaspazé-8. Aktyvi kaspaze-8 skelia ir aktyvina
Bcl-2 Seimos baltyma Bid, pasiZyminti proapoptoziniu veikimu, kuris toliau
sukelia citochromo ¢ (cit ¢) iSlaisvinimg i§ mitochondrijuy ir po to sekantj
kaspazés 9 aktyvinima (Laken ir Leonard, 2001). Kaspazés-8 aktyvinima
blokuoja kaspazés homologas c-FLIP (Hengartner, 2000). Fas susijungus su
FasL gali bati aktyvinama ir kita kaspazé (kaspazé-2). Siuo atveju dalyvauja ir
kita adaptorin¢ molekulé - RAIDD baltymas. Kita receptoriy — TNF —aktyvina
su TNF susijes apoptoze indukuojantis ligandas (TRAIL) (Kam ir Ferch,
2000).

Vidinis apoptozés kelias gali biiti inicijuojamas iSoriniy bei vidiniy
veiksniy, lemiandiy proapoptoziniy Bcl-2 Seimos baltymy aktyvinima. Sie
baltymai zinomi kaip apoptozés reguliatoriai. Viena pagrindiniy Bcl-2 Seimos
baltymy funkciju yra reguliuoti mitochondrijy membranos vientisuma ir cit ¢
i§laisvinima. Sie baltymai gali reguliuoti kalcio kanalus (Kam ir Ferch, 2000).
Sios $eimos baltymai pasizymi dvejopu veikimu: jie gali apoptoze skatinti
(Bcl-xgs, Bax, Bad, Bid ir Bak) arba slopinti (Bcl-2, Bel-x). Jie tarpusavyje
sudaro homo- ar heterodimerinius kompleksus. Lastelés likimas jvairiy stresy
metu priklauso nuo pro- ir antiapoptoziniy baltymy santykio Siuose
kompleksuose. Nustatyta, kad Bax homodimerai padidina mitochondrijy
membrany laiduma, mitochondrijos brinksta, suardomos, ir tokiu budu
iSlaisvinamas cit ¢ bei kai kurios kaspazés. IS mitochondrijy iSlaisvintas cit c
jungiasi su apoptoze¢ aktyvinanciu faktoriumi-1 (Apaf-1) ir aktyvina kaspaze-9.
Apaf-1, cit ¢ ir kaspaze-9 sudaro kompleksa — apoptosoma, aktyvinancia

kaspaze¢-3 (Hengartner, 2000; Franklin ir McCubrey, 2000).
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1.1. pav. Apoptozes iniciacijos keliai: iSorinis receptoriy kelias, prasidedantis nuo
Fas/CD95 receptoriaus (deSinéje) ir vidinis, nuo mitochondriju priklausantis,
apoptozes kelias (kair¢je) (adaptuota pagal MacFarlane ir Williams, 2004).

Abu paminéti iniciatoriniy kaspaziy (-8 arba —9) aktyvinimo keliai
susitinka efektorinés kaspazés-3 aktyvinimo taske. Si kaspazé bitina daugelio
charakteringy branduolio poky¢iy atsiradimui: chromatino kondensacijai, DNR
fragmentacijai, taip pat lemia kity apoptozés poZymiy atsiradima. Kaspazes
skaldo ir inaktyvina baltymus, svarbius lastelés citoskeleto palaikymui, DNR
reparacijai, signalo perdavimui ir lastelés ciklo kontrolei (Laken ir Leonard,

2001).

Apoptozé¢ — genetiSkai reguliuojama lastelés zities forma, kuriai
reikalinga tam tikry geny raiSka arba jos slopinimas. Kai kuriais atvejais
apoptoze¢ gali vykti nedalyvaujant branduoliui, jeigu genetinis mechanizmas
ekspresuojamas pastoviai. Be Bcl-2 geny, koduojanciy reguliatorinius
apoptozés baltymus, kuriy funkcijas jau aptaréme, apoptozei yra svarbiis pJj3

genai, koduojantys vézio supresoriy ir transkripcijos veiksni p53. p53 padidina
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lastelés oksidacijos-redukcijos potenciala kontroliuojanciy genu transkripcija.
D¢l to gaminasi reaktyviis deguonies dariniai, sutrikdantys mitochondrijy
reguliacija, pakinta elektrony transportas, oksidacinis fosforilinimas, ATP
sinteze, iSlaisvinami baltymai, aktyvinantys kaspazes (Green ir Reed, 1998).
Be to, p53 aktyvina proapoptozinio Bax, o slopina antiapoptozinio Bcl-2
transkripcija, keicia ju santyki ir aktyvina mitochondrini apoptozés kelia. p53
taip pat gali reguliuoti ir receptorini apoptozeés kelia, aktyvindamas Fas
receptoriaus transkripcija (Blatt ir Glick, 2001). Apoptozes indukcijoje gali
dalyvauti ir protoonkogeny c-myc ir c-jun koduojami transkipcijos veiksniai
(Kam ir Ferch, 2000). Detaliau vieno ju, c-Jun baltymo vaidmeni apoptozés

aktyvinime aptarsime véliau.

1.3.3. Apoptozé ir miogeninés 1gstelés

Nors apoptoze, kaip reguliuojama lasteliy zities forma, Zinoma nuo
1972 m., taciau jos vaidmuo Sirdies ligy vystymesi pirma karta buvo paminétas
tik 1994 m. (Gottlieb ir kt., 1994). ki tol manyta, kad miokardo infarkto bei
kity tumiy Sirdies ligu metu kardiomiocitai ziista iSimtinai nekrozés budu
(Kang, 2001). Siuo metu nustatyta, kad miokardo infarkto metu apoptozé yra
pagrindiné lasteliy ziities forma. Yra daug veiksniy, lemianiy apoptozés
iniciacija Sirdies lastelése. Tai reaktyviis deguonies dariniai (H,O,, O,", OH),
citokinai (TNF-a, IL-6 ir kt.), azoto oksidas, neurohumoraliniai veiksniai
(angiotenzinas II), mechaninis stresas, kardiotoksiniai medikamentai

(Feuerstein, 1999).

Ypac akivaizdziai apoptozé pasireiSkia iSemijos, kuri aktyvina tiek
1Sorini, tiek ir vidini apoptozés iniciacijos kelius, metu. Nustatyta, kad Fas
receptoriaus mutacija daugiau nei 60% sumazina kardiomiocity apoptoze bei
infarkto zonos sriti (Lee ir kt., 2003a). PanaSiai infarkto sriti mazina ir
antiapoptozinio baltymo Bcl-2 raiSkos padidinimas (Chen ir kt., 2001).
Kardiomiopatijos metu, lyginant su iSemija, registruojamas apoptozes daznis

yra labai neaukstas (0.08% - 0.25%), taciau ir tai lemia Zymius pakitimus
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Sirdyje. Palyginimui, sveikoje Sirdyje apoptozés daznis yra tik 0.001-0.002%
(Foo ir kt., 2005).

Lasteliy zitis yra lasteliy transplantacijos efektyvuma mazinantis
faktorius. Nustatyta, kad didzioji dalis i Sirdies raumenij isodinty lasteliy ziina
per pirmas dvi dienas po operacijos. Ju gyvybingumui didelés jtakos turi
uzdegiminis procesas. Be to, kardiomiocitai turi daugiau mitochondrijy, kurios
gali biiti reaktyviy deguonies dariniy (RDD) Saltinis. ISsiskyre RDD veikia ne
tik transplantuotas lasteles, bet ir kaimyninius kardiomiocitus (Suzuki ir kt.,
2004). Manoma, kad transplantuoty miocity Ziitis Sirdyje gali biiti inicijuojama
aktyvinant perforino/granzimo bei Fas/FasL signalinius kelius (Kageyama ir
kt., 1998), taciau kitais duomenimis iSorinis apoptozeés indukcijos kelias néra
svarbus kardiomiocity apoptozes iniciacijai (Bishopric ir kt., 2001; Gustafsson

ir Gottlieb, 2003).

Kaspaz¢ 3 yra viena svarbiausiy efektoriniy kaspaziy, kurios
aktyvinimo taSke susikerta iSorinis ir vidinis apoptozés iniciacijos keliai.
Fernando su kolegomis nustaté, kad kaspaz¢ 3 taip pat gali dalyvauti ir
griau¢iy mioblasty diferenciacijos procese. Tai labai netikétas Sios kinazés

vaidmuo (Fernando ir kt., 2002).

1.4. Vidulgsteliniai signaliniai keliai, nulemiantys lasteliy iSgyvenimg ir
Zitj
1.4.1 Mitogeny aktyvinamy proteinkinaziy (MAPK) signaliniai keliai

Eukariotinés lastelés, reaguodamos 1 {vairius iSorés poveikius, aktyvina
signalo perdavimo mechanizmus, i§ kuriy vienas svarbiausiy - mitogenuy
aktyvuojamy proteinkinaziy (MAPK) Seimos reguliuojamas signalinis kelias.
MAP kinazés yra labai konservatyvios signalinés molekulés, sutinkamos
[vairiuose organizmuose nuo mieliy iki zinduoliy ir jungiancios lastelés
pavir§iaus receptorius su esminiais reguliatoriniais taikiniais lastel¢je. Jos
reguliuoja svarbius lastelei procesus - proliferacija, diferenciacija, vystymasi,

lastelés cikla, zitp ir iSgyvenima. Taciau Sirdies lastelés yra visiSkai
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diferencijuotos, ir ju dalijimasis yra negalimas, tode¢l ¢ia MAPK daugiausia
dalyvauja kardiomiocity, o taip pat ir transplantuoty lasteliy atsake 1 stresa, ir

reguliuoja Iasteliy ziitj ir/arba i§gyvenima.

MAPK signalo perdavimo kelia sudaro triju kinaziy kaskada - MAPK
kinazés kinazé (MAPKKK), fosforilinanti ir aktyvinanti dvigubo specifiSkumo
MAPK kinaz¢ (MKK arba MEK), o pastaroji jau fosforilina ir aktyvina MAPK
(1.2 pav.). Svarbiausi MAPK kinaziy taikiniai — transkripcijos veiksniai,
reguliuojantys geny ekspresija (Pearson ir kt., 2001). Taciau tik dalis aktyvinty
MAPK patenka i branduolj, kitos lieka citoplazmoje sublasteliniuose
kompartmentuose. D¢l to, MAPK gali reguliuoti geny ekspresija
potranskripciniame lygmenyje, kuris apima taikinius citoplazmoje (Davis,
1993; Chen ir kt., 2000). MAP kinazés taip pat gali dalyvauti ir transliacijos
kontrol¢je, tik Siuo atveju jos veikia dalyvaujant efektorinéms kinazéms:
MAPKAPK2 ir MNK1 (Chang ir Karin, 2001). Zinduoliy lastelése randamos
maziausiai keturios MAPK grupés: ekstralastelinio signalo reguliuojama
proteino kinazé¢ (ERK1/2), c-Jun N-galin¢ kinaze¢ (JNK1/2/3), p38 (p38a/B/y/6)
ir ERK5/big MAPKI1 (BMKI1). Visoms MAPK bidinga tai, kad jos
aktyvinamos fosforilinant Thr-X-Tyr motyva (X yra Glu ERK kinazés atveju,
Pro — JNK ir Gly — p38-MAPK) (Cowan ir Storey, 2003; Widmann ir kt.,
1999). Atskiras MAP kinazes aktyvina skirtingi veiksniai. Visuotinai priimta,
kad ERK signalo perdavimo kelias, aktyvinamas augimo veiksniy, yra
atsakingas uz lastelés ciklo bei jos proliferacijos reguliacija, o JNK bei p38
MAP kinazés reaguoja i stresinius poveikius. D¢l Sios priezasties pastarosios
dvi MAPK kinazés dar vadinamos streso aktyvinamomis proteikinazémis

(SAPK) (Feuerstein ir Young, 2000).

MAPK vaidmuo lasteliy atsake labai priklauso nuo paciu lasteliu
kilmes. Kai kuriais atvejais jos gali veikti kooperatyviai, kai kuriais —

antagonistiSkai (Robinson ir Cobb, 1997).
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1.2 pav. MAP kinaziy signalo perdavimo keliai.

1.4.1.1. Ekstralastelinio signalo reguliuojamos kinazés

Tai pirmasis atrastas MAPK signalo perdavimo kelias, apie kuri Siuo
metu yra sukaupta ypatingai daug Ziniy. Sis kelias paprastai prasideda augimo
faktoriy aktyvinamais Ras baltymais, kurie toliau perduoda siganala Raf-
MEKI1/2-ERK1/2. ERK1/2 kinazés yra svarbios lastelés proliferacijai,
diferenciacijai, lasteles ciklo reguliacijai bei 1§gyvenimui. ERK signalinj kelia
aktyvina labai jvairtis faktoriai: citokinai, augimo faktoriai, virusinés
infekcijos, kancerogenai ir kt. (Johnson ir Lapadat, 2002; Krauss, 2008).
Aktyvintos ERK patenka i branduoli, kur reguliuoja ankstyvo atsako genus.
ERK1/2 veikimas pasireiSkia ju gebé¢jimu stimuliuoti DNR sintezg, skatinti
baltymy transliacija, fosforilinti ir aktyvinti transkripcijos veiksnius,
dalyvaujancius lasteliy proliferacijos reguliacijoje (Graves ir kt., 2000; Zhang
and Liu, 2002).
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Nustatytas svarbus rySys tarp MEK1/2-ERK1/2 signalo perdavimo kelio
ir lasteles ciklo. Tiriant Ras/Raf signalinj kelia PC12 lastelése, pastebeéta, kad
trumpalaikis ERK aktyvinimas skatina lasteliy proliferacija, o ilgalaikis —
nulemia jy i8¢jima i$ lastelés ciklo ir diferenciacijos iniciacija (Buchkovich ir
Ziff, 1994; Marshall, 1995). Taigi, ERK signalin¢ kaskada atlieka esminj
vaidmeni lastelés ciklo reguliacijoje. Literatiiros duomenimis ERK1/2
reguliuoja lastelés cikla, skatindamos ciklino D1 geno transkripcija bei
palengvindamos ciklino D1 ir nuo ciklino priklausomos kinazé¢s (CDK) 4
komplekso formavimasi. Sis kompleksas fosforilina augima slopinanti baltyma
pRb, svarby Gl stadijoje. Sios stadijos pradZioje pRb yra hipofosforilintas,
stipriai susiriS¢s su transkripcijos veiksniu E2F ir ji inaktyvina. E2F yra
reikalingas ekspresijai geny, biitiny S fazéje. Nustatyta, kad butent ilgalaikis
ERK1/2 aktyvinimas yra reikalingas lasteliy peré¢jimui i§ G1 i S ciklo fazg
(Meloche ir Pouysségur, 2007). Zinoma, kad iéjimui { S faze reikalinga
Kip

baltymo p27""' proteolitiné degradacija. Sis procesas vélgi i§ dalies priklauso

nuo ERK aktyvumo, kuris gali fosforilinti p27"" in vitro (Schramek, 2002).

Nezitirint to, kad MEK1/2-ERK1/2 kelias teigiamai reguliuoja lastelés
cikla, Sio kelio aktyvinimas gali stabdyti lastelés cikla fibroblastuose. Tai yra
susije su CDK1 inhibitoriaus p21"V*FV“P! indukcija. p21VA""P! gali bati
indukuojamas dviem bidais: transkripciniu, nuo p53 priklausomu ir nuo p53
nepriklausomu mechanizmu per ERK aktyvinima (Roovers ir Assoian, 2000).
Tai priklauso nuo ERK1/2 signalo stiprumo bei trukmés - stiprus ir ilgalaikis
MEK1/2-ERK1/2  aktyvinimas stabdo lasteliy augima indukuodamas
p21 WAFI/Cipl

, tuo tarpu silpnesnis ERK signalas pirmiausia skatina lasteliy

proliferacija ir augima (Schramek, 2002).

Pastaruoju metu kilus susidoméjimui  kamieninémis lastelémis,
nustatyta, kad, skirtingai nei daugumai kultivuojamy liniju lasteliy, ERK
signalinis kelias néra biitinas nediferencijuoty embrioniniy lasteliy
proliferacijai bei atsinaujinimui (Binétruy ir kt., 2007). Siuo atveju ERK

signalinés molekulés gali dalyvauti diferenciacijos ir hipertrofijos procesuose.
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Bet yra duomeny, kad ERK kelio slopinimas neigiamai veikia pelés

embrioniniy lasteliy diferenciacija adipogenine linkme (Bost ir kt., 2002).

1.4.1.2. p38 MAPK

Si MAP kinazé dalyvauja uzdegimo, lasteliy proliferacijos,
diferenciacijos ir zities reguliacijoje. Pirma karta jos buvo identifikuotos kaip
lipopolisacharidy aktyvuojamos kinazés (Minden ir Karin, 1997). Siuo metu
zinomos keturios p38 kinazés izoformos (a, B, v ir 6), 1§ kuriy dvi (o ir B)
aptinkamos visy audiniy lastelése (Pandya ir kt., 2005; Zarubin ir Han, 2005).
p38 kinazg gali aktyvinti uzdegiminiai citokinai bei aplinkos stresas. D¢l Siy
poveikiy p38 kinazeg fosforilina ir aktyvina MKK3/6, kuri yra aktyvinama
MAPKKK. MKK3/6 tiesiogiai aktyvinti gali proapoptoziniy poveikiy
stimuliuota ASK1 (ji taip pat gali aktyvinti ir JNK signalo perdavimo kelia).
Tarp p38 kinazés taikiniy yra MNKI1 ir MAPKAP2, kuris savo ruoztu
fosforilina ir aktyvina Hsp25 ir Hsp27, keleta transkripcijos veiksniy: ATF2,
STATI1, Max/Myc kompleksa, MEF-2, ELK-1. p38 MAP kinazé taip pat
aktyvina MNK1, kuri gali biiti aktyvinama ir ERK signalinio kelio (Knauf ir
kt., 2001).

p38 MAP kinazés reikSmé uzdegiminiam procesui yra gerai iStyrinéta.
Zinoma, kad p38 yra svarbi citokiny produkcijai (IL-1p, TNF-a ir IL-6), ji
aktyvina baltymus (COX-2), dalyvaujanius audinio remodeliavime
patologinémis salygomis, skatina imuninés sistemos lasteliy poliferacijg ir
diferenciacija (Guan ir kt., 1998; Zarubin ir Han, 2005). Be to, p38 gali skatinti
arba slopinti apoptoze¢ priklausomai nuo lasteliy riiSies ir poveikio stiprumo
(Zarubin ir Han, 2005). PC12 lastelése p38 aktyvinimas sukelia apoptoze, o
pirminése miokardo lastelése, atvirk$¢iai, lemia i§gyvenima (Schenk ir Snaar-
Jagalska, 1999; Kimura ir kt., 2000). Nors yra nustatyta, kad 8i kinaz¢ {vairiose
sistemose dalyvauja apoptozés reguliacijoje, ta¢iau mechanizmas, kuriuo p38
reguliuoja apoptoze, néra aiSkus. Hsu ir kt. (1999) nustate, kad p38 aktyvina

Fas-L ekspresija ir tokiu biidu reguliuoja apoptoze. Naujesniais duomenimis
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singletinio deguonies ir TGF-f indukuotos apoptozés metu p38 skelia ir
aktyvuoja Bid nepriklausomai nuo kaspazés-8. Tai sukelia mitochondrijy
transmembraninio potencialo netekima, cit c¢ iSlaisvinima, efektorinés
kaspazes-3 aktyvinima ir apoptoze (Zhuang ir kt., 2000). O taip pat buvo
parodyta, kad proapoptozinis p38 MAPK efektas gali pasireiksti Siai kinazei
dalyvaujant MEK1/2 defosforilinime. Dél to yra slopinamas antiapoptozinés

MAP kinazés — ERK veikimas (Li irkt., 2003a).

1.4.1.3. c-Jun N-galo kinazé

Sia MAP kinaze aktyvina uzdegiminiai citokinai, jvairiis stresiniai
poveikiai - UV, osmotinis ar kar$¢io Sokas, o taip pat baltymy sintezés
inhibitoriai, aplinkos faktoriai, dél to ji dar yra Zinoma kaip streso aktyvinama
baltymy kinazé - SAPK (Ravingerova ir kt., 2003). Ja silpnai gali aktyvinti ir
augimo faktoriai, taciau JNK aktyvinantis signalo perdavimo kelias skiriasi
nuo MEK1/2-ERK1/2 kelio (Minden ir Karin, 1997; Widmann ir kt., 1999).
JNK aktyvina mitogeny aktyvinamos proteiny kinazés 7 ir 4 (MKK7/4), kurias,
savo ruoztu, aktyvina mitogeny aktyvinama/ektralastelinio atsako kinaze¢ 1
(MEKK 1) (Bost ir kt. 1999; Chen ir kt., 2000). MKK4, be JNK, taip pat
fosforilina ir aktyvina p38 MAPK. Toks MKK4 specifiSkumas aktyvinti Sias
dvi MAP kinazes apsprendzia juy suderinta veikima atsakant i aplinkos ar
citokinu poveikj, taCiau ne visais atvejais. Pavyzdziui, JNK aktyvinimas
kepenyse koreliuoja su sumazéjusiu p38 MAP kinazes aktyvumu (Tournier ir

kt., 1997).

Zmogaus lastelése rastos trys JNK izoformos - JNK1/2/3. JNK1 ir
JNK2 placiai ekspresuojamos daugelyje audiniy, tuo tarpu JNK3 — daugiausia
Sirdyje, smegenyse ir s¢klidese (Wang, 2007). Pagrindinis JNK taikinys
branduolyje yra transkripcijos veiksnys c-Jun. Be jo, JNK gali fosforilinti bei
aktyvinti ir kitus taikinius lastel¢je - ATF-2, ATFa, Elk-1 ir Sap-la, pro- ir
antiapoptozinius Bcl-2 Seimos baltymus (Ravingerova ir kt., 2003). Buvo

nustatyta, kad skirtingos JNK formos pasizymi nevienodu giminingumu Siems
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substratams. Pavyzdziui, JNK2 giminingumas substratams ATF-2 ir c-Jun in
vitro yra didesnis nei JNK 1 (Bost ir kt., 1999). Nepaisant to, kad JNK vienas
pagrindiniy substraty yra c-Jun, neseniai buvo nustatyta, kad JNK gali biti

aktyvinama, bet nefosforilinti c-Jun (Brantley-Finley ir kt., 2003).

Aktyvinta JNK paprastai dalyvauja apoptozés proceso iniciacijoje
(Ravingerova ir kt., 2003). Nustatyta, kad jai nesant sutrinka apoptozés
iniciacija mitochondriniu keliu, susilpnéja cit ¢ iSlaisvinimas. Be to, JNK
indukcija ir po to sekantis c-Jun aktyvinimas padidina FasL ekspresija. JINK
taip pat fosforilina ir aktyvina vézio supresoriy p53. Fosforilinimas apsaugo
p53 nuo degradacijos. Neseniai nustatytas ir griztamas p53 vaidmuo, t.y., $is
baltymas gali aktyvinti MAPK signalo perdavimo keliag, reguliuodamas
dvigubo specifiskumo fosfataziy transkripcini aktyvuma (Wu, 2004).

Literatiros duomenimis JNK, aktyvinama TNF-o, dalyvauja apoptozés
indukcijoje. Taciau S§is veiksnys gali aktyvinti NF-kB, kuris slopina JNK.
Taigi, lastelés atsakas yra sudétingas ivairiy signaliniy keliy veikimo
rezultatas. Siuo metu Zinoma, kad JNK vaidmuo gali bati ne tik
proapoptozinis, bet ir antiapoptozinis arba neutralus priklausomai nuo lasteliy
tipo ir poveikio stiprumo. Mechanizmas, kuriuo JNK skatina lasteliy
i8gyvenima, néra visiSkai aiSkus. Nustatyta, kad JNK reikalinga IL-3
tarpininkaujamam lasteliy i§gyvenimui. Siuo atveju JNK fosforilina ir
inaktyvina proapoptozinés Bcl-2 Seimos baltyma BAD (Liu ir Lin, 2005; Yu ir
kt., 2004).

1.4.1.4. Transkripcijos veiksnys c-Jun
Protoonkogeno c-jun koduojamas baltymas yra vienas i§ pagrindiniy
MAP kinazés JNK taikiniy branduolyje. c-Jun yra pagrindinis transkripcijos
komplekso AP-1 (angl. activating protein-1) komponentas. c-Jun gali formuoti
homodimerus bei heterodimerus su kitais AP-1 komponentais: Jun (JunB,
JunD), Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2) arba aktyvinancio transkripcijos
veiksnio ATF (ATF2, ATF3/LRF1, B-ATF) Seimy baltymais. Visi Sie baltymai
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turi biidinga struktiira — “leucino uztrauktuka”, dél kurios jie dimerizuojasi ir
riSasi su DNR (Vogt, 2001). Ivairtis c-Jun formuojami dimerai gali lemti
skirtingas transkripcines savybes ir ju padarinius (Steinmiller ir kt., 2001;
Wang ir kt., 1999).

c-Jun transkripcinés veiklos reguliavimui labai svarbus yra delta
domenas (amino rtigstys nuo 34 iki 60), esantis N-gale. Virusinis v-Jun skiriasi
nuo savo lastelinio homologo §io domeno delecija. Kadangi v-Jun neturi delta

domeno, tod¢l jis yra pastoviai aktyvus (Karin ir kt., 1997; Vogt, 2001).

c-Jun yra ankstyvojo atsako genuy produktas, reguliuojamas
transkripcijos lygmenyje. Daugelyje lasteliy c-jun raiSka nedidelé. Ji padidéja
atsakant 1 {vairius veiksnius, t.y., augimo faktorius, citokinus, UV
spinduliavima. Kaip ir kity ankstyvyju genuy, c-jun transkripcija inicijuojama
greitai, nepriklausomai nuo de novo baltymy sintezés, produkuojama daugiau
c-jun mRNR. D¢l to padidéja baltymo kiekis. Be to, pat c-Jun aktyvumas gali
biiti moduliuojamas baltymo lygmenyje, fosforilinant N-gale - transkripcijos
aktyvinimo domene - esancius Ser 73 ir Ser 63 (mazZesniu laipsniu) bei Thr 91
ir/arba Thr 93. Tai stabilizuoja c-Jun, padidina jo geb¢jima susiristi su DNR ir
aktyvinti transkripcija. Pagrindinis c-Jun aktyvintojas yra JNK, kuri saveikauja
su c-Jun baltymo delta domene esandia JNK suri§andia sritimi. Si sritis
funkcionuoja nepriklausomai nuo fosfoakceptoriniy sriciy, i§ kuriy svarbiausia
- Ser73 (Minden ir Karin, 1997).

Sio baltymo raiska taip pat gali reguliuoti ir kita MAP kinazé — p38
(Kayahara irk t., 2005). Manyta, kad p38 netiesiogiai reguliuoja c-Jun
transkripcini aktyvuma, aktyvindamas transkripcijos veiksnius, kurie jungiasi
prie AP-1 srities c-jun promotoriuje (Minden ir Karin, 1997). Taciau neseniai
nustatyta, kad p38 tiesiogiai fosforilina c-Jun. p38 Siuo atveju yra aktyvinama

ASK1 (Kolbus ir kt., 2000; Yamagishi ir kt., 2001).

c-Jun aktyvuma reguliuoja ir ERK MAPK. ERK1/2 taip pat fosforilina
c-Jun, tik, Siuo atveju, viena i§ inhibitoriniy sri¢iy, lokalizuoty Salia C-gale

esan¢io DNR suriSan€io domeno. Be to, ERK kinazé c-Jun raiSka gali

31



reguliuoti ir netiesiogiai, fosforilindama ir aktyvindama transkripcijos veiksni
MEF, kuris jungiasi prie c-jun promotoriaus, bei TCF, kuris indukuoja c-Jun
kita partneri — c-fos (Karin ir kt., 1997; Shaulian ir Karin, 2001).

c-Jun vaidmuo Iastelé¢je nevienareikSmis. Priklausomai nuo lasteliy tipo
ir poveikio stiprumo, c-Jun gali reguliuoti lasteliy proliferacija, i§gyvenima,
transformacija, taip pat ir apoptoze. Tiriant lasteles, kuriose triiksta tam tikry
AP-1 baltymy, buvo identifikuoti svarbiis genai-taikiniai, kuriy reguliacija
labai priklauso nuo transkripcijos komplekso AP-1 sudéties. Vienas tokiy geny
- ciklinas D1 (Shaulian ir Karin, 2001). Nustatyta, kad lasteliy, kuriose truksta
funkcionuojancios c-jun alelés, augimas véluoja tiek in vitro, tiek in vivo
(Bossy-Wetzel ir kt., 1997). c-Jun lastelés ciklo kontrolé yra susijusi ir su p53.
PrieSingai ciklinui DI, p53 yra negiamas lasteliy augimo reguliatorius.
Padidéjus c-jun ekspresijai, slopinama §io vézio supresoriaus pJ3 raiSka, dél to
sumazéja Cdk inhibitoriaus p2l ekspresija. Be to, c-Jun reguliuoja p53
aktyvuma ir potranskripciniame lygmenyje. Visa tai skatina Iastelés
proliferacija (Shaulian ir Karin, 2001).

Literatiroje yra duomeny, kad c-Jun gali apsaugoti lasteles nuo UV
spinduliavimo bei TNFa indukuotos lasteliy ziities. Pirmu atveju reikalingas c-
Jun Ser63 ir Ser73 fosforilinimas, o antru — c-Jun veikia kartu su NF-xB. Taigi,
skirtingi biocheminiai mechanizmai lemia skirtingas c-Jun funkcijas (Wisdom
ir kt., 1999). Pelés organizme nustatyta, kad c-jun biitinas normaliam individy
vystymuisi, bet yra nuomoniy, kad c-Jun néra bitinas normalios individy
raidos metu. Nustatyta, kad hepatocituose inaktyvinus c-Jun postnataliniame
periode, jie iSliecka gyvi, ir néra stebima akivaizdziy biocheminiy ar

histologiniy kepenu pakitimy (Behrens ir kt., 2002; Jochum ir kt., 2001).

Tiriant AP-1 vaidmenj, buvo nustatyta padidéjusi c-jun ekspresija
lastelése, kurios, atsakydamos 1 ivairius poveikius, patiria apoptozg.
Pavyzdziui, c-Jun reikalingas apoptozei, vykstan¢iai simpatiniuose neuronuose
po nervy augimo faktoriaus (NGF) paSalinimo, taip pat ceramido indukuotai
apoptozei mieloidiniy ir limfoidiniy naviky lasteliy linijose, pelés fibroblasty

lastelése, Sirijos Ziurkéno embrioninése lastelése. Buvo nustatytas
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proapoptozinis c-jun veikimas ir Zmogaus endotelio Iastelése, kuris susijes su
jo gebéjimu transkripciSkai reguliuoti ir aktyvinti kaspazes. Be to, c-Jun/AP-1
aktyvinimas Siose lastelése yra svarbus apoptozei, indukuojamai oksidacinio

streso (Wang ir kt., 1999).

Proapoptozinis  c-Jun/AP-1  veikimas gali pasireikSti  keliais
mechanizmais. Vienas jy — c-Jun tiesiogiai aktyvina transkripcija geny, kuriy
produktai indukuoja lasteliu Zzit;. Buvo nustatyta, kad c-Jun aktyvina FasL
ekspresija, tac¢iau neaisku, kod¢l vieni AP-1 aktyvintojai indukuoja FasL, o kiti
ne (Kolbus ir kt., 2000). Gali biti, kad AP-1 biidingas homeostatinis veikimas,
del kurio Sis transkripcijos veiksnys reaguoja ir prisitaiko prie pakitusiy

aplinkos salygu (Shaulian ir Karin, 2001).

Yra Zinomas ir antiapoptozinis bei neutralus c-Jun vaidmuo. Neseniai
parodyta, kad c-Jun slopina apoptoze ir veikia antagonistiskai pS3 (Eferl ir kt.,
2003). Literaturos duomenimis c-Jun sukelia apoptoz¢ peliy NIH 3T3
fibroblasty lastelése, taciau BALB/c 3T3 lasteliy linijoje, nors c-jun yra
ekspresuojamas auksStu lygiu, apoptozés neindukuoja (Bossy-Wetzel ir kt.,
1997). Todé¢l, vertinant c-Jun vaidmenj, butina atsizvelgti i genetini fona,
lasteliy rusi bei ju aplinka. Gali biiti, kad AP-1 butinas tik tose apoptozes

formose, kur reikalinga baltymy sintezé de novo (Karin et al., 1997).

1.4.1.5. MAPK bei c-Jun vaidmuo Sirdyje

Mitogeny aktyvinamos proteinkinazés yra svarbios kardiomiocity
hipertrofijos ir apoptozés reguliacijai (Sudgen ir Clerk, 1998). Zmogaus
kardiomiocituose yra registruojama visu trijy MAPK (JNK, p38-MAPK ir
ERK) raiska, taciau tiktai JNK ir p38 baltymo lygis padidéja iSeminés Sirdies
ligos metu. Tai rodo, jog Sios dvi kinazés yra svarbios Sirdies patologijos
vystymuisi (Cook ir kt., 1999). Nustatyta, kad oksidacinio streso aktyvinta
JNK tiesiogiai skatina cit ¢ bei AIF iSlaisvinima 1§ mitochondrijy ir apoptozes
indukcija (Gustafsson ir Gottlieb, 2003). Tuo tarpu Dougherty ir kt. (2002)

nurodo, kad JNK aktyvinimas hipoksijos/reoksigenacijos modelyje koreliuoja
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su kardiomiocity i§gyvenimu. Pirmuoju atveju tyrimuose buvo naudoti
suaugusio organizmo, antruoju — naujagimio kardiomiocitai. Tai galéty
paaiskinti toki prieStaringa Sios kinazés veikima.

p38 MAPK daznai siejama su proapoptoziniu jos veikimu, taciau Sirdyje
jos vaidmuo yra prieStaringas. Buvo nustatyta, kad oksidacinio streso
inicijuojama apoptozin¢ kardiomiocity ziitis yra vykdoma dalyvaujant p38a
MAP kinazei. Kita Sios kinazés izoforma p38P yra svarbi kardiomiocity
hipertrofijai (Kang, 2001). Tai galéty biiti paaiSkinama tuo, kad p38a ir p38f3
aktyvina skirtingus taikinius, kuriy vaidmuo apoptozés procese skiriasi.
Apsauginis p38 vaidmuo gali biti siejamas su NF-xB aktyvinimu
(Ravingerova ir kt., 2003). Nustatyta, kad fibroblasty augimo faktoriaus (FGF)
aktyvinta p38 MAPK reikalinga satelitiniy lasteliy proliferacijos aktyvinimui,
taip pat ji gali reguliuoti iy lasteliy ramybés biiseng (Jones ir kt., 2005). p38
MAP kinazei yra budingas dalyvavimas miogeniniy lasteliy diferenciacijos
procese. Nustatyta, kad p38 aktyvina transkripcijos veiksnius MEF2, kurie,
savo ruoZztu, aktyvina MyoD transkripcija (Cuenda ir Cohen, 1999; Gonzalez ir
kt., 2004)

Apsauginiu, iSgyvenimg nulemian¢iu veikimu pasizymi ir ankstyvo
atsako genai — c-myc, c-jun bei c-fos. Jie aktyvina Sirdies apsauginiy baltymy
geny, pvz. Hsp70, raiska (Ravingerova ir kt., 2003). Be to, protoonkogenu c-
jun ir c-fos raiSka yra reikalinga satelitiniy lasteliy aktyvinimo pradziai.

MAP kinaziy vaidmuo gali biti moduliuojamas jvairiomis
farmakologinémis medziagomis. ERK kinazés aktyvumas gali biiti slopinamas
potencialiais §ios kinazés inhibitoriais - PD98059 bei UO126, in vivo bei in
vitro. Buvo gauta, kad ERK nuslopinimas naudojant PD98059 padidina
iSemijos salygojamus Sirdies pazeidimus ziurkiy miokarde bei padidina
kardiomiocity apoptoze (Yue ir kt., 2000). Kitos MAP kinazés — p38,
aktyvumo moduliavimui yra surasta keletas pirimido imidazolo dariniy —
SB203580, SB202190 ir SB242719. Tiriant Sios kinazés vaidmeni ilgalaikes
Sirdies iSemijos metu buvo parodyta, kad p38 nuslopinimas lemia silpnesni

apoptozés pasireiskima miokarde (Ravigerova ir kt., 2003). Siuo metu jau
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zinomas ir JNK kinazés specifinis slopiklis — SP600125, kurio veikimas
apraSytas 2001 m. Nustatyta, kad jo panaudojimas sumazina infarkto zonos

dydji, taigi, slopina JNK salygojama kardiomiocity ziti (Zhang ir kt., 2009).

1.4.2. PI3K/AKkt signalinis kelias ir jo vaidmuo lgsteliy iSgyvenimo/Zuties
reguliacijoje

Akt protoonkogeno koduojama serino treonino kinazé, atrasta kaip
lastelinis virusinio onkogeno homologas 1977 m. Akt kinaz¢, §iuo metu dar
zinoma kaip proteinkinaz¢ B (PKB), N-gale turi plekstrino homologijos (PH)
domena, o C-gale esanti sritis yra reikalinga jos kinazinam aktyvumui.
Zinduoliuose randamos trys Akt/PKB izoformos, pasizyminéios didele
homologija. Tai PKBa/Aktl, PKBB/Akt2 and PKBy/Akt3. Aktl yra paplitusi
visuose audiniuose, iSskyrus inkstus, kepenis bei bluzni; Akt2 raiska jvairiuose
audiniuose varijuoja, taciau daugiausia aptinkama raumenyse, Zarnyne ir
reprodukciniuose organuose; Akt3 aptinkama smegenyse, séklidése, o
raumenyse jos raiSka nedidelé. Visos Akt izoformos yra panaSiai aktyvinamos
ir zemiau esancius taikinius fosforilina vienodu giminingumu (Franke, 2007).

Akt aktyvinimas. Pagrindinis Akt aktyvintojas yra PI3 kinazé. D¢l jos
veikimo susidar¢ produktai — fosfatidilinozitol 3.,4,5-trifosfatas (PIP3) bei
fosfatidilinozitol 4,5-trifosfatas (PIP,) - kaupiasi membranoje ir risasi prie Akt
ir PDK1 (nuo fosfoinozitidy piklausoma kinazé¢ 1) PH domeny. D¢l to Akt ir
PDK1 yra pritraukiamos prie membranos, kur vyksta Akt aktyvinimas (Matsui
ir kt., 2003). Akt yra visiSkai aktyvinama ja fosforilinus dviejose srityse: netoli
katalitines srities esancioje judrioje kilpoje, kuri dar vadinama T kilpa,
fosforilinamas Thr 308, o C-gale esan¢iame hidrofobiniame motyve (MH) —
Ser 473. MH sritis yra svarbi PKD1, kuri fosforilina Thr 308, taigi, veikia kaip
alosterinis Akt kinazés aktyvumo reguliatorius (Franke ir kt., 2003).

Nors Akt dazniausiai aktyvinamas nuo PI3K priklausomu keliu, Siuo
metu jau zinomi ir kiti, nuo PI3K nepriklausomi, mechanizmai. Yra nustatyta,
kad nuo Ca*/kalmodulino priklausoma kinaz¢ fosforilina Akt Thr 308

nedalyvaujant PI3K (Yano ir kt., 1998). Akt gali aktyvinti ir proteinkinazé¢ A
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(PKA), kuri pati yra priklausoma nuo PKDI1 fosforilinimo, bet, Siuo atveju,
néra fosforilinamas Ser 473 (Fillipa ir kt., 1999). Kitais duomenimis, Akt gali
aktyvinti MAPKAPK-2, kuri fosforilina Ser 473 in vitro (Clifton ir kt., 1996).
Akt gali aktyvinti ivairiis iSoriniai ir vidulasteliniai veiksniai: temperatiirinis
Sokas, UV spinduliuoté, hipoksija, hipoglikemija, oksidacinis stresas,
proteinkinazés A agonistai, -andrenerginiai receptoriai, vidulastelinio kalcio
koncentracijos poky¢iai (Song ir kt., 2005).

Neigiami PI3K/Akt kelio reguliatoriai. Akt aktyvumas slopinamas ja
defosforilinant. Tq gali atlikti endogeniné fosfatazé. Nustatyta, kad nespecifinis
Sios fosfatazeés slopinimas veiksmingai aktyvina Akt (Andjelkovic ir kt., 1996).
Akt defosforilinimas yra stebimas ir padidéjus ceramido kiekiui, taciau
pagrindinis Akt iSaktyvintojas yra lipidy-baltymy fosfatazé PTEN, kuri veikia
priesingai nei PI3K ir defosforilina PIP, ir PIP; (Van de Sande ir kt., 2002;
Zhou ir kt., 1998).

Akt taikiniai. Aktyvi Akt, fosforilindama jvairius substratus, reguliuoja
tokius svarbius lastelei procesus, kaip (1) lastelés iSgyvenima, fosforilindama ir
nuslopindama Bad bei kaspazg 9; (2) lastelés cikla, fosforilindama nuo cikliny
priklausomuy kinaziy inhibitorius - p21, p27; (3) metabolizma per glikogeno
sintazés (GSK) aktyvumo reguliavima; (4) geny transkripcija, fosforilindama
Forkhedo Seimos narius; (5) baltymy sinteze, forforilindama mTOR (1.3 pav.).

Akt vaidmuo lIgstelés iSgyvenime. Priimta manyti, kad Akt signalinis
kelias yra atsakingas uz lasteliy iSgyvenima po ivairiy stresiniy poveikiu.
Vienas 1§ apsauginiy mechanizmy, salygojanciy lasteliy i§gyvenima, yra Akt
geb¢jimas fosforilinanti ir nuslopinanti proapoptoziniy baltymy — Bad,
kaspazés 9 ir Apaf-1 veikima (Datta ir kt., 1997). Be to, Akt neleidzia vykti
konformaciniams Bax pokyc¢iams, dé¢l to jis negali patekti i mitochondrijas,
kuriose nulemia cit ¢ iSlaisvinima bei salygoja negriztamus pakitimus - lastelés
zut] (Yamaguchi ir Wang, 2001). Kitu atveju Akt gali tiesiogiai fosforilinti ir
iSaktyvinti Forkhead transkripcijos veiksniy Seimos nari FKHRI1. D¢l to

sumazéja Fas ligando, svarbaus apoptozinio signalo perdavimui, transkripcija
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1.3 pav. PI3K/Akt signalinis kelias ir pagrindiniai taikiniai.

(Brunet ir kt., 1999). Akt gali fosforilinti ir aktyvinti IkB kinazg, dél to
pastaroji yra degraduojama, o NF-«xB gali aktyvinti antiapoptoziniy geny raiska
(Ozes ir kt., 1999). Akt taip pat fosforilina Mdm2, tuomet §is baltymas keliauja
1 branduolj ir riSasi su p53. p53, savo ruoztu, slopina geny, svarbiy lastelés
ciklo sustabdymui ir apoptozei, raiska (Oren, 2003).

Nustatyta, kad Akt ne tik pasizymi kardiomiocity iSgyvenima bei
augima skatinan¢iu veikimu, bet ir gali dalyvauti miogenezés reguliavime.
Parodyta, kad lasteliy iS¢jimas 1§ ciklo miogenezés metu palengvina Akt
aktyvinima, dél to pageréja ir Akt salygojamas lasteliy i§gyvenimas (Matsui ir
kt., 2003).

1.5. Patofiziologinai veiksniai, veikiantys lasteliy gyvybinguma

Ivykus miokardo infarktui, pirmiausia apoptozés ir nekrozeés biidu zuva
kardiomiocitai. Pastarieji turi daugiau mitochondriju, kurios gali biiti laisvyju
radikaly Saltinis. Tai veikia kaimyninius kardiomiocitus, o taip pat ir
transplantuotas lasteles, prasideda uzdegiminis procesas, kurio metu iSsiskiria
citokinai - IL-1f, IL-2, IL-6 bei TNF-a (Craig ir kt., 2000; Gwechenberger ir
kt., 1999; Kang, 2001; Pasic ir kt., 2003; Tidball, 2005).
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1.5.1. Naviky nekrozés faktorius-a

Naviky nekrozés faktoriui-oo (TNF-a) Sirdies ligu patogenezéje
o patologiniame zidinyje atsiranda timioje miokardo infarkto stadijoje, ilgesnis
jo buvimas siejamas su miokardo pazeidimu ir jo funkcijos sutrikimu (L1 ir kt.,
1999; Maury ir Teppo, 1989; Schulz ir kt., 2004). Yra nustatyta koreliacija tarp
TNF-a  koncentracijos ir infarkto dydzio (Halawa ir kt.,, 1999).
Eksperimentuose su ziurkémis parodyta, kad TNF-a kiekis kraujyje padidéja
pirma diena po infarkto, aukStas jo lygis iSsilaitko 35-ias dienas, taciau
atskirose infarkto zonose TNF-a kiekis skiriasi (Irwin ir kt., 1999; Jacobs ir
kt., 1999). Be Sirdies lasteliy ir makrofagy $§i citoking taip pat gali produkuoti
lygiyju raumeny, endotelio Iastelés bei griauc¢iy raumeny miocitai (Collins ir
Grounds, 2001; Sack, 2002). Pastaruosiuose S§is citokinas yra sintetinamas
pastoviai (L1, 2003b).

TNF-a pasizymi daugybiniu veikimu. Jis ne tik dalyvauja
uzdegiminiame procese, yra svarbus citotoksiniam/apoptoziniam atsakui,
kataboliniams procesams raumenyse, bet ir reguliuoja jvairiy lasteliu rasiy
augima ir diferenciacija (Li, 2003b; El Naggar ir kt., 2004). Toks
nevienareik§mis TNF-a vaidmuo gali biiti siejamas su §io uzdegiminio citokino
koncentracija. Literatiiros duomenimis, fiziologinés TNF-a koncentracijos gali
sukelti kardiomiocity hipertrofija, lydima Akt/PKB signalinio kelio
aktyvinimo, o didesnés — apoptoze (Bajaj ir Sharma, 2006). Patologiniy biikliy
metu Sirdyje besikaupiantis TNF-a tiesiogiai slopina Sirdies susitraukimus ir
sukelia miocity apoptoze (Jacobs ir kt., 1999; Meldrum, 1998). Taliau yra
duomeny ir apie tai, kad, atvirkS¢iai, didelés TNF-a koncentracijos skatina
mioblasty proliferacija, o mazos stimuliuoja ju diferenciacija (Alter ir kt.,
2008). Koks bus TNF-a veikimas, labai priklauso ir nuo jo poveikio trukmés.
Tiriant griau¢iy mioblastus C2 nustatyta, kad ilgalaikis $io citokino veikimas
slopina diferenciacija ir sukelia apoptozg, o trumpalaikis - stimuliuoja

proliferacija bei iSgyvenima (Langen ir kt., 2001). Nustatyta, kad TNF-a
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poveikio rezultatas taip pat priklauso ir nuo tam tikros pusiausvyros tarp MAP
kinaziy Seimai priklausancios kinazés JNK, NF-«B bei gadd45p. Bent vienos 18
Siy signaliniy molekuliy nuslopinimas gali lemti apoptozing mioblasty Ziit
(Langen ir kt., 2001; Stewart ir kt., 2003). Gali biti, kad pats savaime TNF-a
néra pakankamas veiksnys, galintis sukelti kardiomiocity apoptozing Zziiti in
vivo (Kubota ir kt., 2001). Buvo parodyta, kad apsauginis TNF-a veikimas
kardiomiocituose gali priklausyti nuo IL-6 — citokino, kurio sekrecija taip pat
padidéja jvairiy Sirdies patologiniy bukliy metu. IL-6 gali veikti kaip
autokrininis mediatorius, aktyvindamas IL-6 receptoriy ir tokiu budu
apsaugodamas nuo Ziities. Siuo atveju yra aktyvinamas nuo gpl30
priklausomas antiapoptozinis signalo perdavimo kelias (Craig ir kt., 2000). Yra
duomeny, kad TNF-a ir IL-6 pasizymi sinergistiniu veikimu, kurio vaidmuo
kol kas néra aiSkus. Nustatyta, kad pelés griauciy fibroblastus C2 paveikus
abiem S$iais citokinais, 330% padid¢ja bendras baltymo kiekis, 55% iSauga
ERK fosforilinimas bei 2,5 karto padaugéja lasteliy, esanciy S ciklo fazgje.
Visa tai rodo teigima TNF-o/IL-6 poveiki tirty mioblasty augimui (Al-Ashanti
ir kt., 2008). Taigi, TNF-a poveikis priklauso nuo ivairiy faktoriy, tarp kuriy,
be jau aptarty, dar gali biiti lastelés kilme, jos diferenciacijos laipsnis ir kt.
TNF-a ir pats savaime yra labai svarbus faktorius miogeniniy lasteliy
diferenciacijai ir raumens regeneracijai, taCiau jo trilkumas in vivo yra
kompensuojamas kity citokiny (TGF-f, LIF ir IL-6) poveikiu ir dél to raumens
regenecijos sutrikimai nestebimi (Chen ir kt., 2007; Collins ir Grounds, 2001;
Langen ir kt., 2001). Raumens regeneracinis efektas gali biiti pasiekiamas ir
TNF-a geb¢jimu padidinti ivairiy lasteliy, tarp ju ir embrioniniy kamieniy,
galinCiy regeneruoti pazeista miokarda, migracija (Chen ir kt., 2003, 2005).

1.5.2. Interleukinas -6
Interleukiny-6 Seimai priklausantys citokinai (IL-6, IL-11, leukemija
slopinantis faktorius (LIF), OSM (osmostatinas M), CT-1 (kardiotropinas-1) ir
kt.) aktyvina genus, svarbius diferenciacijai, i1Sgyvenimui, apoptozei ir

proliferacijai. Sios Seimos citokinai pasizymi tiek pro-, tiek ir antiapoptoziniu
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veikimu, dalyvauja uzdegiminiame atsake (Heinrich ir kt., 2003). Nustatyta,
kad IL-6 koncentracija zenkliai padidéja pirmosiomis valandomis po Gimaus
Sirdies infarkto (Guillen ir kt., 1995). TNF-a kiekio padid¢jimas, ivykus
infarktui, taip pat gali stimuliuoti IL-6 gamyba (Gwechenberger ir kt., 1999).
Nustatyta, kad NF-kB bei p38 MAPK signaliniy keliy aktyvinimas skatina IL-
6 sintezg (Craig ir kt., 2000). Yra atlikta daug tyrimu siekiant iSsiaiskinti IL-6
vaidmenj patologiniy Sirdies biikliy metu, taciau detalus Sio citokino vaidmuo
vis dar licka neaiskus. Siuo metu IL-6 kiekio padidé¢jimas siejamas su
antiapoptoziniu ir net proliferacija skatinanciu jo veikimu (Craig ir kt., 2000;
Coles ir kt., 2005). Wollert ir Drexler gavo itikinamus duomenis apie 1L-6
dalyvavima kardiomiocity hipertrofijos reguliacijoje ir apoptozés slopinime
(Wollert ir Drexler, 2001).

Kokie molekuliniai mechanizmai lemia apsaugini IL-6 veikima, kol kas
néra aiSku. Zinoma, kad IL-6 $eimos citokinai, kuriai priklauso ir IL-6,
aktyvina tokias iSgyvenima salygojanCias signalines molekules kaip ERK,
STAT3, Akt. Miokardo infarkto atveju miocity apoptoze slopina susidargs 1L-6
bei tirpaus jo receptoriaus (sIL-6R) kompleksas. Nustatyta, kad pavieniui Sie
faktoriai jokios jtakos kardiomiocity gyvybingumui neturi (Matsushita ir kt.,
2005). IL-6/sIL-6R iSgyvenima salygojantis veikimas gali pasireiksti
stimuliuojant antiapoptozini baltyma Bcl-2 (Gwechenberger ir kt., 1999).

IL-6 sekretuoja ir iSeming sriti supantys kardiomiocitai. Jie autokrininiu
biidu veikia paZeidimo zonoje esancius miocitus ir skatina jy iSgyvenima
(Craig ir kt., 2000). Griauciy raumeny lastelés taip pat yra IL-6 Saltinis. Ypac
zenkliai $io citokino kiekis padidéja fizinio kriivio metu (Pedersen ir Febbraio,
2008). Nustatyta, kad ivykus raumens pazeidimui, IL-6 skatina nekrozinio
audinio degradacija, sinchronizuoja satelitiniy lasteliuy cikla, bet nedidina juy
proliferacijos greicio,0 stimuliuoja makrofagy apoptoz¢ (Hawke ir Garry,
2001). Kiti autoriai nurodo IL-6 dalyvavima Sirdies patologijos vystymesi bei
apoptozes indukcijoje (Affor ir kt., 1992; Blum ir Miller, 2001; Sanchez-
Cordon ir kt., 2005).
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1.5.3. NO vaidmuo

NO yra hidrofobine, lengvai difunduojanti signaliné molekulé,
dalyvaujanti daugelio fiziologiniy bei patologiniy procesy reguliacijoje
(Christopherson ir Bredt, 1997; Li ir Wogan, 2005). Sirdyje, ivykus miokardo
infarktui, prasideda uzdegiminis procesas, kurio metu iSsiskiria citokinai,
skatinantys indukuojamos azoto oksido sintazés raiska (iNOS) (Pulkki, 1997).
Si, savo ruoztu, didina NO kieki. NO perteklius yra susijes su superoksido
aniono sinteze, apoptozes indukcija ar net nekroze (Arstall ir kt., 1999; Lee ir
kt., 2005; Pinsky ir kt., 1999). Azoto oksidas nulemia lasteliy Ziiti sukeldamas
oksidacini stresa, DNR pazaidas, baltymuy modifikacijas, sutrikdydamas
metabolizma, mitochondriju funkcijas. PaZzaidos dydis lemia, kuri Iasteliy
zuties forma — apoptozé ar nekrozé — bus indukuojama (L1 ir Wogan, 2005). I§
kitos pusés, esant mazoms koncentracijoms, NO veikia kaip signaliné
molekul¢, reguliuojanti jvairius fiziologinius procesus — gali atpalaiduojanciai
veikti kraujagysles, stimuliuoti Sirdies susitraukimus ir kt. Literatiiros
duomenimis, NO geb¢jimas sukelti apoptoze priklauso nuo lasteliy riisies
(Andreka ir kt., 2001). NO gali sukelti makrofagy, chondrocity, véziniy ir
kraujagysliu lygiyjy raumeny lasteliy apoptoze, taciau slopina eozinofily, pelés
ir zmogaus B limfocity, kraujagysliy endotelio lasteliu ztt; (Blanco ir kt.,
1995; Cui ir kt., 1994; Genaro ir kt., 1995; Lee ir kt., 2005; Mannick ir kt.,
1994; Nishio ir kt., 1996; Pinsky ir kt., 1999; Shimaoka ir kt., 1995). Koks bus
pro- ar antiapoptozinis NO vaidmuo priklauso ir nuo redokso aplinkos
(Stefanelli ir kt., 1999). Molekuliniai mechanizmai, nulemiantys apoptoz¢ po
NO poveikio, taip pat priklauso ir nuo lasteliy tipo. Nustatyta, kad NO
inicijuoja DNR pazaidas, aktyvina proapoptozinius baltymus - p53 bei bax, o
lasteliy ztitis vyksta nuo kaspaziy priklausomu keliu (Lee ir kt., 2005;
Uchiyama ir kt., 2002; Zhou ir kt., 2004). Paprastai dé¢l NO poveikio yra
iSlaisvinamas cit ¢ t.y., apoptozé vyksta dalyvaujant mitochondrijoms. Taciau
kai kuriose lastelése (neuroblastomos ir HL60) NO aktyvina kaspazes 2 ir 8.
Taigi, Siuo atveju, mitochondrinis kelias nedalyvauja (Li ir Wogan, 2005). NO

kaip apoptozés induktoriaus veikimas greiCiausiai pasireiSkia reaguojant su

41



mitochondriniais superoksido radikalais, dél to atsiranda vidiniy lastelés
komponenty pazaidos, salygojanc¢ios apoptozés iniciacija.

Azoto oksidas kai kuriose lastelése gali slopinti TNF- a, CD95/Fas
ligando, oksidacinio streso, serumo bei augimo faktoriy trukumo sukeliama
programuota lasteliy zut; (DeeMeester ir kt., 1998; Kim ir kt., 1997; Sciorati ir
kt., 1997). Biocheminiai mechanizmai, reguliuojantys §i apsaugini NO
vaidmenj, yra labai jvairts, priklausantys nuo lasteliy rusies, poveikio trukmés,
kity faktoriy (Ho ir kt., 1999; Li ir Billar, 1999; Li ir Wogan, 2005; Stefanelli
ir kt., 1999). NO gali aktyvinti ,,apsauginiy® baltymy — ciklooksigenazés-2,
hemeoksigenazés-1, metalotioneino, Hsp70, NF-kB raiSka, o slopinti
apoptoziniy baltymuy, pvz., kaspaziy 3, 8 ir 9, transkripcijos komplekso AP-1
aktyvuma. Be to, NO gali funkcionuoti kaip reaktyviy deguonies dariniy
gaudykle. NO reaguodamas su alkoksilo ir peroksido radikalais, slopina lipidy
peroksidacija, sumazina superoksido ir vandenilio peroksido citotoksini
poveiki (Li ir Wogan, 2005; Maejima ir kt., 2005; Shen ir Liu, 2006).

MAP kinaziy vaidmuo programuotos lasteliy ziities reguliacijoje yra
gerai zinomas, taciau kaip Sios kinazés reguliuoja NO indukuojama apoptoze
miocituose, néra daug duomeny. Nustatyta, kad ERK1/2 aktyvinimas padidéjus
NO koncentracijai Sirdies miocituose gali biiti apsauginis arba neutralus,
priklausomai nuo lasteliy rusies ir stresa sukeliancio faktoriaus (Li ir kt., 2006).
JNK ir p38 MAPK aktyvinimas oksidacinio streso metu gali ir apsaugoti, ir
paskatinti miocity Zuvima (Andreka ir kt., 2004; Choukroun ir kt., 1999). Buvo
parodyta, kad JNK apsaugo makrofagus nuo NO inicijuojamos apoptozes tik
tuo atveju, kai yra aktyvi p38 MAP kinaz¢, taciau kardiomiocituose toks rySys
nebuvo pastebétas (Callsen ir Brune, 1999; Andreka ir kt., 2001).

NO vaidmeniui tirti yra naudojami jvairis NO donorai. Vienas juy yra
NOC-18 (dietilentriamino/azoto oksido aduktas, DETA/NO). Tai ilgai
veikiantis NO donoras. Nustatyta, kad NO iSlaisvinantis poveikis trunka iki 20
val. esant 37°C temperatirai (Niebdala ir kt., 2000). Tiriant Ziurkiy aortos
lygiyju raumeny lasteles, parodyta, kad 500uM NOC-18 efektyviai stabdo Siy
lasteliy proliferacija, bet neitakoja ju gyvybingumo (Mooradian ir kt., 1995).
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1.5.4. Reaktyviis deguonies dariniai

Oksidacinis stresas yra pusiausvyros tarp padidéjusio reaktyviuy
deguonies dariniy (RDD) kiekio ir apsauginés antioksidacinés sistemos
sutrikimas (Matés ir kt., 2008; Sies, 1997). RDD priskiriamos molekulés:
superoksido anijonas (O,”), hidroksilo radikalas (‘OH) ir vandenilio
peroksidas. Fiziologinémis salygomis RDD gali susidaryti Sirdyje ir kituose
organuose veikiant ksantino oksidazei, NAD(P)H oksidazéms, citochromui
p450, oksiduojantis katecholaminams. Superoksido anijonas gali reaguoti su
azoto oksidu generuodamas ypatingai stipry oksidanta — peroksinitrita
(ONOO"). RDD susidaryma gali inicijuoti ir citokinai bei augimo faktoriai.
Pavyzdziui, PDGF bei TNF-a gali aktyvinti NAD(P)H oksidazes ir tokiu btidu
stimuliuoti H,O, ir O,” susidaryma (Giordano, 2005; Thannickal ir Fanburg,
2000). Pagrindinis RDD Saltinis lastel¢je yra mitochondrijos. Nustatyta, kad
apie 2% viso ju sunaudojamo deguonies yra paverciama | dalinai redukuotus
laisvojo deguonies radikalus (Ames ir kt., 1993).

Pagrindiniai RDD taikiniai yra DNR, baltymai, lipidai, kuriy paZaidos
lemia apoptozing arba nekrozing lasteliy ziiti. Taciau RDD poveikis labai
priklauso nuo koncentracijos. Nustatyta, kad mazos RDD koncentracijos,
veikdamos kaip signalinés molekulés, aktyvina signalo perdavimo kelius, kuriy
aktyvinime, savo ruoztu, dalyvauja ijvairis augimo faktoriai, citokinai,
hormonai. D¢l Sio veikimo yra aktyvinama geny, transkripcijos veiksniy raiska,
DNR sinteze, lasteliy proliferacija, diferenciacija bei programuota Zzitis
(Giordano, 2005; Hoidal, 2001; Sauer and Wartenberg, 2005). RDD vaidmuo
priklauso nuo oksidacinio streso dydzio ir trukmés, lasteliy tipo, vidulastelinés
antioksidacinés sistemos aktyvumo, aktyvinamy signaliniy keliy (Bironaité ir
kt., 2004; Caporosi ir kt., 2003; D'Autréaux ir Toledano, 2007; Gardner ir kt.,
1997).

Vienas silpniausiy oksidanty, ypa¢ svarbus signalo perdavimui yra
H,0,. Jo gyvavimo puslaikis biologinése sistemose yra santykinai ilgas. Be to,
jis yra tirpus tiek lipiduose, tiek ir vandeningje aplinkoje, todél gali pasiekti

taikinius tiek lastelés viduje, tiek ir jos iSor¢je. Pagrindinis jo Saltinis lasteléje
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yra peroksisomos (Hoidal, 2001; Thannickal ir Fanburg, 2000; Shen ir Liu,
2006).

H, 0, gali sukelti jvairiy lasteliy rii$iy apoptoze, taciau tik iki tam tikros
koncentracijos. Perzengus Sia ribing doze, lastelés ziista nekrozés biidu
(Hampton ir Orrenius, 1997). H,O, inicijuoja programuota lasteliy Zzutj,
moduliuodamas ivairius signalinius kelius. Yra nustatyta, kad aukstos H,0O,
koncentracijos aktyvina ERK bei JNK pelés fibroblastuose 1.929, taciau tik
ERK signalinis kelias yra atsakingas uz apoptozeés proceso iniciacija (Asada ir
kt., 2001; Lee ir kt., 2003b). Siuo atveju ERK gali aktyvinti apoptozés
iniciacijoje dalyvaujancia kaspazg 3 bei slopinti Akt kinazg (Zhang ir kt.,
2007). Kitais duomenimis, ERK aktyvinimas néra susijgs su apoptozeés procesu
(Colston ir kt., 2004). Tokie patys prieStaringi duomenys yra gauti ir apie kitos
MAP kinazés — JNK, dalyvavima H,O, inicijuojamame apoptozés procese.
Nustatyta, kad oksidacinis stresas aktyvina steso kinaz¢ JNK, tac¢iau Ziurkes
kardiomicituose §is aktyvinimas yra siejama su apsauginiu JNK vaidmeniu
(Dougherty ir kt., 2002). Kiti autoriai nurodo proapoptozini Sios kinazes
veikima (Chae ir kt., 2001). Ivairiy Saltiniy duomenimis, p38 MAP kinazés
vaidmuo oksidacinio streso metu yra proapoptozinis (Colston ir kt., 2004;
Minamino ir kt., 1999).

Tiriant ziurkiy Sirdies miocitus, nustatyta, kad po H,O, poveikio yra
aktyvinamas iSorinis-receptorinis Fas/FasL apoptozés iniciacijos kelias. Kartu
buvo gauti duomenys apie padidéjusia antiapoptoziniy baltymy — xIAP ir bcl-2
- raiska. Sie baltymai slopina mitochondrijy membrany pralaiduma bei cit c
iSlaisvinima. Taigi, Siuo atveju, vidinis mitochondrinis apoptozeés iniciacijos
kelias nedalyvauja (Yaniv ir kt., 2005). Kitais duomenimis, Fas/FasL
nereikalingas H,0, indukuotai apoptozei vykti. Siuo atveju yra aktyvinama
kaspazé 3 bei NF-kB, kuris, savo ruoztu, didina p53 baltymo raiska (Dumont ir
kt., 1999).
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1.6. Chemoterapinés/ kardiotoksinés medziagos

Doksorubicinas (DOX) — plataus veikimo spektro antibiotikas,
naudojamas jvairiy vézio formy gydymui. Klinikini jo panaudojima riboja nuo
dozés bei paciento amziaus priklausantis kardiotoksiSkumas (Koller ir kt.,
2005; Konorev ir kt., 2008). Yra pasiiilyta keletas DOX veikimo mechanizmuy,
taiau vienas pagrindiniy — DOX geb¢jimas inhibuoti topoizomerazg II,
dalyvaujancia DNR iSvyniojime ir karpyme transkripcijos bei replikacijos
metu. DOX sudaro stabily trinari DOX-DNR-topoizomezazés 11 komplesa ir,
tokiu budu, nuslopina topoizomerazes Il veikima, stabdo lastelés cikla G1 ir
(G2 stadijose, skatina lasteliy ziiti (Cutts ir kt., 1996; Minotti ir kt., 2004; Swift
ir kt., 2006; Wallace, 2003). Yra nustatyta, kad DOX slopina ir topoizomerazés
I, DNR lipaziu, helikaziy ir kity DNR sintez¢je dalyvaujanciy baltymu veikima
(Cutts ir kt., 2003; Gerwirtz, 1999; Guano ir kt., 1999). DOX, veikiant lastelés
formaldehidui, sudaro DNR sarySas ir gali dalyvauti DNR alkilinime (Cutts ir
kt., 2003; Minotti ir kt., 2004). Doksorubicinas yra linkgs kauptis
kardiomiocity mitochondrijose, kuriy fermentai (pvz., NADH dehidrogenaz¢)
aktyvina doksorubicing susidarant semichinono tarpininkui (DOX”), kuris,
savo ruoztu, generuoja superoksido radikala (O,”) bei vandenilio peroksida
(deGraff ir kt., 1994; Kotamraju ir kt., 2000).

Apoptoz¢é yra neatsiejama umiy Sirdies ligy, pvz., miokardo infarkto
dalis. Tyrimai parodé, kad miokardo funkcijos susilpnéjima apsprendzia
doksorubicino sukeliama apoptoze. Autoriai lasteliy Ziitj sieja su p53 baltymo
aktyvinimu bei laisvyjy radikaly susidarymu (Kalyanaraman ir kt., 2002;
Kotamraju ir kt., 2000; Wang ir kt., 2004). Susidar¢ reaktyviis deguonies
dariniai sutrikdo mitochondriju kvépavimo granding, o, didindami juy
membranos pralaiduma, skatina cit c¢ iSlaisvinima. Tokiu biidu aktyvinamas
mitochondrinis  apoptozés iniciacijos  kelias. Sis DOX  poveikis
kardiomiocituose daug rySkesnis nei kitose lastelése, nes Cia yra maZzai
katalaziy (Minotti ir kt., 2004).

ISorinis receptorinis Fas/FasL signalinis kelias taip pat yra svarbus DOX

salygojamai apoptozés iniciacijai kardiomiocituose (Yamaoka ir kt., 2000).
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Nustatyta, kad DOX aktyvina p38 MAPK kinaze, dél to vystosi apoptozeé. Sios
kinazés aktyvinimas gali bati susijgs su RDD dariniais, kurie formuojasi
veikiant DOX (Kang ir kt., 2000). p38 MAP kinazés svarba apoptozés
indukcijai yra parodg ir kiti autoriai. Be to nustatyta, kad DOX Ziurkés
kardiomiocituose bei kai kuriose vézinése lasteliu linijose aktyvina ir kita
MAPK S$eimai priklausancia proteinkinazg¢ — JNK bei transkripcijos veiksni c-
Jun. Aktyvi JNK moduliuoja proapoptoziniy baltymuy - Bak ir Bax, raiska
(Norobi ir kt., 2002; Panaretakis ir kt., 2002, 2005; Poizat ir kt., 2005).
Neseniai buvo nustatyta, kad DOX taip pat gali sukelti apoptoze slopindamas
transkripcijos veiksnio GATA-4 bei antipoptozinio baltymo Bcl-X| raiska
(Kim 1r kt., 2003). Nepaisant to, ziniy apie JNK bei p38 MAPK vaidmeni
DOX indukuoto Ziities proceso metu néra daug.

Literatiros duomenimis, DOX indukuoja NF-kB ir p53 signalinius
kelius (Konorev ir kt., 2008; Wang ir kt., 2002, 2004). Nobori su kolegomis
parode, kad transkripcijos veiksnys ATF3 slopina p53 raiska ir apsaugo
kardiomiocitus nuo apoptozinés Zziities (Nobori ir kt., 2002). Nustatyta, kad
PI3k/Akt signalinis kelias apsaugo lasteles nuo DOX sukeliamos jy Zities. Sj
kelia gali aktyvinti IGF-1, LIF. D¢l to nuslopinamas kaspaziy (3 ir 9), Bad
veikimas, padidinama antiapoptozinio Bcl-X; baltymo raiSka ir stabdoma
apoptozes iniciacija (Gagnon ir kt., 2008; Negoro ir kt., 2001). Tac¢iau kaspazés
3 slopinimas gali lemti kardiomiocity ziit; nekrozés biidu (Kang, 2001).
Neseniai aptaréme DOX indukuota proapoptozini JNK MAP kinazés
vaidmeni, taciau literatliroje yra minimas ir apsauginis Sios kinazés vaidmuo.
Zinoma, kad JNK fosforilina ir aktyvina c-Jun, kuris, savo ruoZztu, gali
aktyvinti transkripcijos veiksni ATF, nulemiant] apsaugini veikima po DOX
poveikio (Minotti ir kt., 2004).

DOX geb¢jimas sukelti apoptozing kardiomiocity ziiti priklauso nuo
koncentracijos. Nustatyta, kad tik mazos jo dozés (<5 uM) indukuoja apoptozg,
o didesnés (>pn10) — nekroze. [domu tai, kad lastelés viduje DOX koncentracija

buna apie 2 kartus didesné nei iSor¢je - terpéje (Kotaramju ir kt., 2000).
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Zinomas ir miogeneze slopinantis DOX veikimas. Siuo atveju, DOX
inhibuoja geny (MyoD ir miogenino), svarbiy miogeninei diferenciacijai,

raiSka (Kurabayashi ir kt., 1993).

Cisplatina (CisPt) — alkilinantis agentas, veiksmingai stabdantis lasteliu
proliferacija ir/arba indukuojantis apoptoz¢ daugelyje lasteliy rasiy. Kaip
chemoterapin¢ medziaga, CisPt naudojama véZzio gydymui nuo 1978 m., taciau
biocheminis §io vaisto veikimo mechanizmas dar néra iki galo iSaiSkintas
(Siddik, 2003). Zinoma, kad tik 1 % vidulastelinio CisPt kiekio saveikauja su
DNR. Si saveika ir nulemia CisPt citotoksiskuma, kuris pasireiskia jai
jungiantis prie DNR bei trikdant transkripcijos ir/arba DNR replikacijos
procesus. PanaSiai kaip ir kitos bifunkcinés alkilinan¢ios medZziagos, CisPt
sudaro vidugrandinines, tarpgrandinines, monofunkcines sarySas su DNR bei
tarpininkauja baltymo-DNR sarySoje (Ciesielska ir kt., 2000; Gonzalez ir kt.,
2001). Buvo nustatyta, kad lasteles paveikus 25 uM CisPt, vienoje lasteléje
susidaro 5x10* DNR ir >10° baltymy sary$u. Sie pazeidimai lemia apoptozing
lasteliy zuti (Berndtsson ir kt., 2006). Taip pat CisPt saveikauja su RNR,
mikrofilamentais bei siera turinCiais baltymais: metalotioneinu, glutationu.
Manoma, kad tai nulemia lasteliy atsparuma CisPt, taCiau $is mechanizmas
néra aiskus (Colvin, 2000; Pill ir Lippard, 1997). Atsparuma CisPt taip pat gali
lemti padidéjes DNR reparacijoje dalyvaujanciy baltymy bei antiapoptoziniy
Bcl-2 Seimos geny raiSkos lygis, slopinami apoptozg inicijuojantys signalo
perdavimo keliai (Gonzalez ir kt., 2001; Perez, 1998). Chemoterapinio
preparato poveiki gali mazinti CisPt aktyvinamas PI3K/Akt signalinis kelias
(Gagnon ir kt., 2008).

Kokiu biidu CisPt patenka | lastele, taip pat néra visiSkai aisku.
Manoma, kad pagrindinis mechanizmas yra pasyvi difuzija, nors aktyvi
pernaSa taip pat jmanoma. Yra duomenuy, kad ¢ia svarbuy vaidmenj atlicka
lastelés membranoje esantis fosfatidilserinas, o neseniai buvo gauti jrodymai,
kad cisplatinos patekimui 1 lastele tarpininkauja vario transporto baltymas Ctrl

(Nitiss, 2002; Reedijk, 2003).
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CisPt aktyvina daugybinius signalo perdavimo kelius, dalyvaujancius
lastelei atsakant i stresa. Vienas ju - MAP kinaziy Seimos kelias. CisPt
reguliuoja ERK1/2 bei JNK1 aktyvuma. ERK aktyvinimas gali buti svarbus
kaip lastelés iSgyvenimo signalas. Nustatyta, kad sumazéjes ERK aktyvumas ir
padidéjes JNK aktyvumas yra susije su apoptozeés indukcija P12 lastelése.
Taigi, ERK apsaugo lasteles, o INK, atvirksc¢iai, skatina programuota ju zuti po
CisPt poveikio. Taciau, naujesniais duomenimis, JNK aktyvinimas gali biiti
reikalingas DNR reparacijai ir lastelés i§gyvenimui po CisPt poveikio, o ERK
dalyvauja vystantis atsparumui Siai medziagai (Persons ir kt., 1999; Siddik,
2003; Wang ir kt., 2000). Be to, aktyvi JNK fosforilina ir aktyvina c-Jun,
atsakinga uz keleto genuy, tarp ju ir metalotioneino, raiska. Metalotioneinas yra
streso indukuojamas baltymas, pasizymintis antioksidaciniu, antiapoptoziniu

veikimu ir yra susijgs su priesSveziniy vaisty atsparumu (Lazo ir kt., 1998).

CisPt, priklausomai nuo koncentracijos bei metaboliniy lastelés salyguy,
gali indukuoti skirtingus lastelés Zzities tipus — apoptozg¢ arba nekroze
(Fuertesa ir kt., 2003; Gonzalez ir kt., 2001). CisPt poveikio salygojama
apoptoze lastel¢je gali buti inicijuojama keliais biidais. Nustatyta, kad CisPt
sukeltos DNR paZaidos gali indukuoti p53 raiSka. Nuo jos taip pat priklauso
p21WAF aktyvumas ir lastelés ciklo stabdymas G1 faze¢je, kuris nulemia
pirmalaiki fibroblasty senéjima, susijusi su apoptozés dazniu, bei plySiniy
jungciy tarp lasteliy praradimu (Zhao ir kt, 2004). Kai DNR pazaidos
neiStaisomos, p53 sukelia apoptozg. p53 taip pat gali reguliuoti lastelés
jautruma CisPt, indukuodamas proapoptozinio Bax arba slopindamas
antiapoptozinio Bcl-2 raiSka (Gonzalez ir kt., 2001). Be to, $io prieSvézinio
junginio sukeltos DNR pazaidos per jas aptinkan¢iy molekuliy kaskada keicia
mitochondrijy membrany pralaiduma, paleidziamas cit ¢, citoplazmoje
formuojasi apoptosomos bei vyksta kaspaziy aktyvinimas (Kojima ir kt.,
1998). Dar vienas galimas apoptozés indukcijos biidas — Fas receptoriaus
aktyvinimas, taip pat nulemiantis apoptosomos komplekso formavimasi bei
kaspaziy aktyvinima (Huang kt., 2003). Kiti autoriai teigia, kad CisPt

indukuoja apoptozinj signala, inicijuodama nuo kaspazés-8 priklausoma cit c
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iSlaisvinima, o JNK, slopindama kaspazés-3 aktyvuma, 1§ dalies apsaugo
lasteles nuo Sios medziagos inicijuojamos apoptozés (Koo ir kt., 2002).
Galimu CisPt toksinio veikimo mediatoriumi daznai laikomas oksidacinis
stresas (Berndtsson ir kt., 2006; Bragado ir kt., 2007). Darby, kuriuose buvo
tirta miogeniniy lasteliy Zitis po CisPt poveikio, néra daug. Zinoma, kad §i
medziaga stabdo miogeniniy lasteliu diferenciacija, o taip pat salygoja

kardiotoksiSkumo pasireiSkima (Tassinari ir kt., 1997).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Naudotos medzZiagos

Lasteliy auginimui buvo naudotos terpés 1§ Sigma-Aldrich: Iscove's
modifikuota Dulbecco terp¢ (IMDM), Dulbecco's modifikuota Eagle's terpé
(DMEM), RPMI 1640 terpé. Juy priedai - fetalinis verselio serumas (FVS),
penicilino-streptomicino (atitinkamai 100 vnt./ml ir 100 pg/ml) miSinys bei
adheziniy lasteliy monosluoksnio suardymui naudotas 0.25 % tripsino-EDTA
tirpalas gauti 1§ Biological Industries, Israel.

Apoptozes tyrimuose buvo naudotos prieSvezines
genotoksinés/chemoterapinés medziagos pirktos 1§ Sigma-Aldrich: cisplatina
(10 mg/ml, vandeniniame drusky tirpale), doksorubicinas (1 mM, vandenyje)
bei kardiotoksini citotoksiSkumg imituojan¢ios medziagos - NOC-18
(dietilentriaminas/azoto oksidas, DETA/NO) (1M, vandenyje), 30 % H,0,
tirpalas, IL-6 (1000 vv/ml, fosfatiniame buferyje, turin¢iame 10 % serumo) ir

TNF-alfa (0,1 mg/ml, vandenyje).

Signaliniy molekuliy aktyvumo tyrimuose naudoti antikiinai prieS: ERK,
fosfo-ERK (peles, toliau (p)), INK (p), HA (p) (Santa Cruz), c-Jun (p), FasL (p)
(BD Biosciences); fosfo-JINK (p), fosfo-p38 (triusio, toliau (tr)), p38 (tr), Akt
(tr), fosfo-c-Jun (tr), caspase-3 (p) (Cell signaling Technologies); fosfo-Akt (tr),
m-cadherinas (p), (BIOSOURCE, Invitrogen); miozina (MHC) (p), desmina (p)
miogening (p) (Sigma); MyoD (p) (Abcam). Pries triusi ir pelg naudoti antikiinai,
konjuguoti su krieny peroksidaze 1§ Cell Signaling Technologies. Visi antikiinai

skiesti pagal gamintojy rekomendacijas.

Signaliniy molekuliy inhibitoriai - UO126, SP600125, AKT
inhibitoriusVIII, Ly294002, vortmaninas, SB203580 gauti i§ Promega arba
Calbiochem.
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2.2. Miogeniniy lasteliy iSskyrimas i§ skeleto skersaruoZzio raumeninio
audinio ir pirminiy 1asteliy linijy gavimas

Miogeninés lastelés buvo skiriamos 1§ triusio griauciy skersaruoZzio
raumens (LR Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas naudoti
laboratorinius gyvinus mokslo tiriamajam projektui Nr. 0121, 2004-07-09 bei
Nr. 0171, 2007-10-31). Atlikus pilna gyviino anestezija ketaminu (30-50
ng/kg) ir diazepamu (5 pg/kg) i§ kairés kojos §launies buvo paimamas 0,5 cm’
raumeninio audinio gabalélis, kuris transportuojamas perneSimo terpéje
(DMEM su 3x antibiotiky miSiniu: penicilinas 300 vnt./ml ir streptomicinas
300pug/ml). Toliau audinys buvo smulkinamas mechaniniu bidu sukarpant,
veikiamas fermenty - kologenazés (1 mg/ml) ir hialuronidazés (0,3 mg/ml)
miSiniu, paruostu 0,125 % tripsino bei 0,1 % EDTA tirpale, ir inkubuojama 10-
15 min. purtant 37°C temperatiroje. Gauta suspensija praskiesta auginimo
terpe su serumu ir centrifuguota 1-2 min., 100 x g. Suspensija surinkta ir, 2
kartus praskiedus auginimo terpe, centrifuguota 10 min., 200 x g. Nuosédos
dar karta praplautos centrifuguojant. Lastelés surinktos ir i8sétos 1 kultivavimo
indus IMDM terp¢je, praturtintoje 10 % FVS ir antibiotikais - penicilinu (100
vnt./ml) bei streptomicinu (100 pg/ml). Po 1-2 pary paSalintos neprilipusios
lastelés, pakeista terpé, lastelés pradéjo daugintis.

Mazdaug po 1-2 savaiCiy susiformavo kamieniniy lasteliy monosluoksnis,
gauta pirmin¢ lasteliy kultura, kuri buvo perséjama 1 — 2 kartus per savaitg ir
tokiu biidu gaunama pirminé lasteliy linija. Augimo terpé — IMDM, turinti 10
% FVS, penicilino (100 vnt./ml) ir streptomicino (100 pg/ml).

2.3. Palyginamajai analizei naudoty linijy lasteliy auginimas
Palyginamajai analizei naudotos T-leukemijos Jurkat, B-leukemijos
REH limfoidinés Iastelés, promielocitinés leukemijos HL-60 bei NB4,
chronininés mieloidinés leukemijos K562 lastelés (gautos i§ ATCC — angl.
American tissue culture collection) buvo auginamos RPMI 1640 terp¢je,
turin€ioje 10 % FVS, penicilino (100 vnt./ml) ir streptomicino (100 pg/ml),

37°C temperatiiroje, esant 5% CO,. Lastelés perséjamos kas 2-3 dienas.

51



Epidermoidinés karcinomos A431 bei plauciy karcinomos A549 liniju
lastelés (gautos 1§ ATCC) buvo auginamos IMDM terpéje su 10 % FVS,
penicilino (100 vnt./ml) ir streptomicino (100 pg/ml). Pers¢jamos kas 2-3
dienas lasteliy monosluoksni suardant iki individualiy lasteliy 0,25 % tripsino-

EDTA tirpalu.

2.4. Lasteliy skaiciaus ir jy gyvybingumo jvertinimas tripano méliu
Lasteliy gyvybingumas buvo nustatomas, remiantis negyvu lasteliu
membranos pralaidumu. Tam naudotas tripano melio tirpalas (0,4% tripano
melio tirpalas, paruoStas fosfatiniame buferyje (80 mM Na,HPO,, 20 mM
NaH,PO,, 100 mM NaCl) (FB). Lasteliy monosluoksnis buvo suardomas 0,25
% tripsino-EDTA tirpalu, lastelés praskiedziamos auginimo terpe ir gauta
lasteliy suspensija lygiomis dalimis sumaiSoma su paruoStu tripano melio
tirpalu. SkaiCiuota Goriajevo kameroje, naudojant Sviesini mikroskopa.
Negyvos lastelés dazosi mélyna spalva.
Gautas gyvu lasteliy skaicius iSreiSkiamas lasteliy skai¢iumi viename
mililitre lasteliy suspensijos (Iasteliy sk./ml) arba santykiniu gyvybingumu:
(Gyvu lasteliy skaicius, nustatytas po tam tikros

. trukmés tiriamy medziagy poveikio)
Santykinis _

gyvybingumas (Gyvu lasteliy skaiCius, nustatytas tiriamy medziagu
poveikio metu)

2.5. Lasteliy proliferacinio aktyvumo jvertinimas
Tiriamy lasteliy proliferacija buvo vertinama naudojant MTT reagenta.
Metodas paremtas gyvuy lasteliy mitochondriju fermenty geb¢jimu tirpy
geltonos  spalvos  MTT  [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio
bromida] redukuoti iki violetinés spalvos netirpius kristalus formuojancio
formazano. Gyvy lasteliy skaiCius yra tiesiogiai proporcingas susidariusio
produkto — formazano, kiekiui, kuris jvertinamas spektrofotometri§kai 570 nm

bangos ilgyje, gautus netirpius kristalus iStirpinus etanolyje. Proliferacijos
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ivertinimui naudojamas 0,2 mg/ml MTT tirpalas FB, kurio 100 pl/cm® pilama
ant lasteliy monosluoksnio pries tai pasalinus auginimo terpg. Inkubuojama 0,5
— 2 val., susidariusios nuosédos tirpinamos etanoliu, kurio pilama 500 pl/cm?.
Optinis tankis matuojamas spektrofotometriskai, 570 nm bangos ilgyje.

Gauti rezultatai iSreiSkiami santykiniu gyvybingumu t.y., santykiu
optinio tankio, iSmatuoto po tam tikro poveikio su optiniu tankiu iSmatuotu
pries lasteliy poveiki. Abiem atvejais optinis tankis yra proporcingas gyvu

lasteliy skaiciui (taip pat Zr. 2.4 skyriy).

2.6. Augimo intensyvumo vertinimas

Analizuojamos lastelés yra fiksuojamos. Prie§ fiksavima paSalinama
auginimo terpé. Fiksuojama ir daZzoma 0,1% kristalvioletu, kurio tirpalas
paruosiamas 20% etilo spirite. | duobutes pilama po 120 pl/cm?’, laikoma 30
minuciy. Po to plokstelés buvo plaunamos 3 kartus vandeniu, dZiovinamos.
Prie§ matavima lastelés lizuojamos 0,1% acto rugsties tirpale, kuris paruosStas
50% etilo spirite. | kiekviena duobut¢ buvo pilama po Iml/cm?. UZzZaugusiy
lasteliy kiekis vertinamas matuojant optini tanki spektrofotometru 570 nm
bangos ilgyje (Kueng ir kt., 1989). Gauti rezultatai iSreiSkiami santykiniu

gyvybingumu (Zr. 2.4 ir 2.5 skyrius).

2.7. Imunocitochemija naudojant antikiinus, konjuguotus su Sarmine

fosfataze

Kontrolinés ir diferencijuotos lastelés para auginamos 30 mm skersmens
Petri 1¢kstelése su dugne esancCiais dengiamaisiais stikliukais, fiksuojamos
acetono:metanolio (1:1) tirpalu 10 min., plaunamos TBST tirpalu (10 mM Tris-
HCI, 150 mM NaCl, 0,2 % Tween-20, pH 8.0), blokuojamos 1 % jaucio
serumo albuminu (JSA) (Sigma-Aldrich), paruostu FB 1 val., vél plaunamos
TBST tirpalu ir inkubuojamos su antikiinais prie§ miozina, konjuguotais su
Sarmine fosfataze (1:100, 0,05 M Tris buferyje, pH 8.0, su 1 % JSA, 1 mM
MgCl,, 50 % glicerolio ir 0,1 % NaN3) 2 val. kambario temperatiiroje. Po
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inkubacijos stikliukai plaunami TBST tirpalu, inkubuojami su chromoforo
tirpalu (1 % BCIP DMF-e, 1,5 % NBT DMF-e, 50 mM levamizolio vandenyje)

30 —60 min. kambario temperatiiroje ir analizuojami Sviesiniu mikroskopu.

2.8. Imunofluorocitocheminis metodas

Analizei konfokaliniu mikroskopu 30 tukst. lasteliy/cm® i$séjama i 24
duobuciy plokstele (Orange Scientific, Belgija) su dengiamaisiais stikliukais
dugne. Auginimo terp¢ — IMDM su 10 % FVS, 100 U/ml penicilino ir 100
pg/ml streptomicino. Po paros nupilama auginimo terpe, lastelés karta
plaunamos kambario temperatiiros FB, fiksuojamos 4% paraformaldehidu 15
min. Po to tris kartus plaunama FB. Lastelés permeabilizuojamos 15 min. 0,2
% Triton X-100/FB ir blokuojamos 1 % JSA/FB, 1 val. Tada inkubuojama su
antikiinais prie§ desming arba MyoD 60 min., 37 °C temperatiiroje. Plaunama 1
% JSA/FB tirpalu ir inkubuojama su antikiinais prie§ pelés Fab fragmenta,
konjuguotais su Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) (1:250) 30 min., 37 °C
temperatiiroje. Dar karta plaunama FB. Dengiamieji stikliukai dedami ant
objektiniy stikliukuy, ir pavyzdziai analizuojami.

Analizei tékmés citometru tiriamy lasteliy monosluoksnis buvo
suardomas tripsino-EDTA (santykis 1:1) miSiniu, lastelés plaunamos Saltu FB,
pH 7.4, fiksuojamos Saltu metanoliu 5 min. ir blokuojamos 2 % JVS, paruostu
FB, 1 val. Tada inkubuojama su antiklinais prie§ desming arba miozing +4 °C
temperaturoje. Lastelés plaunamos FB ir inkubuojamos su Alexa 488-ozkos
prie§ pelés Fab fragmenta antikiinais (Molecular Probes, 10 ng/ml 1 %
JSA/FB/ozkos serumo tirpale) 30 min., +4 °C. Analizuojama BD

FACSCanto™ II tékmeés citometru.

2.9. Miogeninés diferenciacijos iniciacija
Diferenciacijai lastelés iSs¢jamos 1 auginimo plokSteliy duobutes
auginimo terp¢je (IMDM, 10 % FVS, 100 vnt./ml penicilino ir 100 pg/ml

streptomicino) tokiu tankiu, kad po paros monosluoksnis sudaryty apie 70-80
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%. Kita diena po lasteliy i§séjimo auginimo terpé pakeiciama i diferenciacijos
(DMEM terp¢, praturtinta 2 % arklio serumo (Sigma-Aldrich)) terpe.

Daugiabranduoliy lasteliy susidarymas vertinamas po 3 paru.

2.10. Transplantuojamy lasteliy Zyméjimas
Lastelés i8séjamos ir inkubuojamos 37° C termostate, esant aplinkoje 5
% CO,. Prag¢jus 24 val. po i8s¢jimo, ant lasteliy monosluoksnio uzpilama 6-
diamino-2 fenilindolo (DAPI) iki galutinés koncentracijos 10pug/ml. Po 2 val.
terpé su DAPI nupilama, o lasteliy monosluoksnis suardomas EDTA-tripsino
miSiniu. Surinktos lastelés tris kartus plaunamos FB. Po paskutinio plovimo 5
mln. Iasteliy suspenduojama 500 pl terpés be serumo ir naudojama

tansplantacijai { triusio Sirdj, kurioje dirbtinai sukeliamas miokardo infarktas.

2.11. Histologiné audinio analizé
Pra¢jus tam tikram laikui po transplantacijos, triuSiui atlickama
eutanazija, iSimta S$irdis laikoma Saltai, lede. Nepra¢jus 3 wval., atlieckama
histologiné analizé. Tuo tikslu, 1x1,5 cm Sirdies audinio gabaliukas, uzSaldytas
iki -80° C, pjaustomas mikrotomu 4-5 mikrony storio pjuviais, ir méginiai
klijuojami ant objektinio stikliuko. Me¢giniai gali biti analizuojami
fluorescentiniu mikroskopu arba, nudazius hematoksilinu/eozinu, Sviesiniu

mikroskopu.

2.12. Lasteliy ciklo tyrimas tékmés citometru

Lasteliy monosluoksnis buvo suardomas tripsino-EDTA tirpalu,
praskiedZiama terpe su serumu ir suskaiiuojamos lastelés. ParuoSiama 1 ml
suspensijos, kurios tankis 1x10° lasteliy/ml ir nucentrifuguojama (10 min., 200
X g). Supernatantas paSalinamas, o lastelés plaunamos FB ir dar karta
centrifuguojama. PaSalinus supernatanta, lastelés fiksuojamos Saltu 70%
etanoliu. Kad lastelés nesulipty, fiksazas laSinamas atsargiai, mégintuvelj
intensyviai purtant. Taip paruo$ti pavyzdziai -20°C temperatiiroje gali bti

saugomi keleta savaiCiy. Prie§ analize, pavyzdZziai centrifuguojami,
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supernatantas nupilamas. Lastelés suspenduojamos 50 pg/ml propidzio jodido
(PI) tirpale, paruosto FB. Kadangi PI ne tik interkaliuojasi { DNR granding, bet
ir jungiasi su RNR, tod¢l ribonukleazés turi ja pasalinti. Tuo tikslu { PI tirpala
pridedama 100 pg/ml RNazés A (Ormerod, 1992). Tyrimo duomenys gauti BD
FACSCanto™ II tekmés citometru. Analizuota po 5 tukst. lasteliy 1§ kiekvieno

meéginio.

2.13. Lasteliy Ziities analizé

Lasteliy gyvybingumas vertintas fluorescentine mikroskopija, naudojant
su DNR besijungianciy dazy misini: akridino oranza (AO) — 100 pg/ml ir
etidZio bromida (EB) - 100 pg/ml. Abu paruosti FB.

Pries dieng 1Ssétos lastelés paveikiamos tiriamomis medziagomis. Po 24
val. poveikio visos lastelés surenkamos ir suskaiCiuojamas gyvu lasteliy
skai¢ius. Tuomet centrifuguojama 5 min., 200 x g, supernatantas nupilamas, o
lastelés suspenduojamos terpés lase. 30 pl Iasteliy suspensijos sumaiSoma su 4
ul dazy misinio (AO/EB). Lasteliy pasiskirstymas populiacijoje jvertinamas
pagal dazymasi AO/EB. AO dazas patenka | gyvas ir negyvas lastelés,
interkaliuoja 1 dvigrande DNR ir nudazo branduol; Zaliai. Taip pat jungiasi su
RNR ar viengrande DNR ir nudazo rusvai oranzine spalva. EB jjungia tik
negyvos lastelés, nes gyvu lasteliy membrana nepraleidzia Sio dazo. EB
saveikauja su DNR ir nudaZzo branduoli oranzine, o RNR — silpnai oranzine
spalva. Siuo biidu nudazytos lastelés analizuojamos fluorescentiniu
mikroskopu ir skirstomos 1 penkias grupes: 1) gyvos neapoptozinés (G - rySkiai
zalias chromatinas); 2) gyvos apoptozinés (GA - kondensuotas ar
fragmentuotas rySkiai Zalias chromatinas); 3) negyvos apotozinés (NA -
kondensuotas ar fragmentuotas rySkiai oranzinis chromatinas); 4) nekrozinés
(N - ryskus oranzinis chromatinas); 5) be chromatino (BCH - lastelés,
netekusios DNR, dazosi silpnai oranzine spalva) (Mercille ir Massie, 1994).

Kiekviename pavyzdyje 2 kartus skai¢iuojama po 100 lasteliy. Lasteliy

pasiskirstymas populiacijoje iSreiSkiamas procentais.
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2.14. Apoptoziniy lasteliy DNR fragmentacijos tyrimas

10° lasteliy lizuojama 50 pl lizés buferio (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1%
NP-40, 20 mM EDTA). Centrifuguojama 5 min., 1600 x g, supernatantas
nusiurbiamas, v¢l vykdoma ekstrakcija tuo paciu lizés buferio kiekiu.
Supernatantas veikiamas RNRaze (galutiné koncentracija 5 mg/ml),
inkubuojama 2 val., 56°C. Pridedama proteinazés K iki galutinés koncentracijos
2.5 mg/ml, inkubuojama 37°C 2 val. Pridedama pusé tario 10 M amonio acetato
ir DNR iSsodinama su 2.5 tiirio etanolio. Elektroforezé vykdoma 3-4 val. 2%
agarozes gelyje, TAE buferyje, itampa - 7 V/em. Tuomet gelis dazomas 1 pg/ml

etidzio bromido tirpalu ir analizuojamas UV $viesoje (Hermann ir kt., 1994).

2.15. Lasteliy linijy su jvestu c-Jun ar baltymy kinazés Akt/PKB genais
gavimas

Diena prie§ transfekcija miogeninés lastelés iSséjamos 1 24 Sulinéliy
plokstele po 5x10* lasteliy/Sulinélyje IMDM terpéje su 10 % serumo, be
antibiotiky. Kiekvienai transfekcijai 0,5 pg DNR praskiedZiama 25 pl OPTI-
MEM (Invitrogen) terpés be serumo. Atskirai 25 pl terpés be serumo
praskiedziama 2 pl lipofektamino reagento (LIPOFECTAMINE™ 2000) (Life
technologies) ir inkubuojama 5 min. kambario temperatiiroje. Praskiesti DNR
ir lipofektamino reagentas sumaiSomi, inkubuojami 40 min. kambario
temperatiiroje, kad susiformuoty DNR-lipofektamino kompleksai. [ miSini
ipilama 150 pl OPTI-MEM terpés be serumo. IS Sulinéliy su lastelémis
iSsiurbiama auginimo terp¢, ipilama 200 pl IMDM terpés be serumo ir
uzpilamas transfekcijos miSinys. Inkubuojama 6 val., 37°C. Tada uzpilama 400
ul IMDM terpés su dvigubu serumo kiekiu. Praéjus trims paroms po
transfekcijos, lastelés pers¢jamos IMDM terpeje su 10 % FVS ir 0,3 mg/ml

geneticino (Gibco). Auginamos geneticinui atspariy lasteliy kolonijos.

c-Jun kiekio moduliavimui buvo naudojama plazmidé¢ pcDNR-HA-Jun,
sukurta pcDNA3 vektoriaus pagrindu, 1 kuria buvo iklonuota su HA

(hemagliutininas) sulieta c-jun geno seka. Akt raiSkos moduliavimui naudota
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plazmidé pBabe-puro-Akt (kontrolei naudota pBabe-puro-Vekt.), turinti
atsparuma puromicinui bei pSGS vektoriaus pagrindu sukurti Akt konstruktai -
padidintos Akt raiSkos vektorius (HA-Akt, akt genas, sulietas su HA epitopo
seka ir dominantinis negatyvus Akt (Akt-CAAX, akt, sulietas su CAAX seka
(Burgering & Cofter, 1995; von Gise et al., 2001).

2.16. Elektroporacija

Lastelés tripsinizuojamos, suspenduojamos terp¢je ir suskai¢iuojamos.
5x10° lasteliy centrifuguojama ir viena karta plaunama Opti-MEM terpe.
Nucentrifugavus, lastelés suspenduojamos 200 pl Opti-MEM terpés. Tada
pridedama siRNA iki 600 nM ir inkubuojama 10 min. kambario temperattroje.
Po inkubacijos lastelés elektroporuojamos naudojant Gene Pulser XCell
(Biorad), parinkus salygas: 950 pF, 200 V, 0.2-mm kiuvetése. Po
elektroporacijos lastelés 20 min. inkubuojamos kambario temperatiroje, tada
praskiedziamos IMDM terpe, praturtinta 20 % FVS, ir i§s¢jamos 5 x10°
lasteliy/cm? tankiu i polistirolines 24 duobugiy ploksteles.

2.17. PrieSprasminés c-jun sekos jvedimas

[Sséjamos miogeninés bei virusa produkuojancios PA 317 lastelés taip,
kad po paros jos sudaryty 50-80 % monosluoksnio. PA 317 lasteliy auginimui
naudojama DMEM terp¢, o miogeniniy — IMDM, su 10% FVS ir antibiotikais.
Kita diena PA 317 lasteliy terpé pakei¢iama { DMEM su 3% FVS ir
inkubuojama 8-12 val. 37°C temperatiiroje. Po to terpé surenkama nuo lasteliy
monosluoksnio, pridedama polibreno (Sigma) iki 4 pg/ml ir filtruojama per
0,45 uM filtra. 2 ml paruoStos terpés uzpilama ant miogeniniy lasteliy ir
inkubuojama 1 val. 1-2 kartus pajudinant plokstele, kad lastelés biity drégnos.
Po to dar pridedama 2-3 ml DMEM terpés su 10%FVS ir polibreno iki 4
ug/ml, inkubuojama per naktj. Tada infekuoty miogeniniy lasteliuy flakonélyje
pakei¢iama terpé. Naudojama IMDM terpé su 10% FVS ir 0,3 mg/ml

geniticino. Auga infekuotos, geniticinui atsparios kolonijos.
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Darbui buvo naudojamas retrovirusinis vektorius pPLNCX su ivestomis
protoonkogeno c-jun sekomis atvirkStinéje orientacijoje citomegalus viruso
enhancerio promotoriaus atzvilgiu, kuris buvo paruostas Vystymosi biologijos

skyriuje (Biochemijos institutas).

—
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2.1 pav. Eukariotinio ekspresijos vektoriaus pLNCajun su protoonkogeno c-jun
sekomis atvirkstinéje orientacijoje konstruktas.

2.18. Imunoblotingas

Lastelés lizuojamos lizés buferyje (10 mM Tris pH 7.4, 50 mM NacCl, 5
mM EDTA, 50 mM NaF, 0.1% BSA, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF, 2 mM
Na3;VOy,, 20 pg/ml aprotinino, pH 7,2) (1 mlin. lasteliy imama 500 pl lizés
buferio) 20 min. Centrifuguojama 15 min., 14000 x g, 4°C temperatiiroje.
Supernatantas sumaiSomas su 2 x SDS pavyzdZzio buferiu. Lygis baltymy
kiekiai iSskirstomi elektroforetiSkai 10-12 % poliakrilamidiniame gelyje
denattiruojan¢iomis salygomis. Baltymai perneSami ant PVDF membranos ir
nespecifinio susiriS$imo vietos blokuojamos Bloto tirpale (5% neriebaus pieno
milteliy, 10 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,05% Tween-20) 1 val.
kambario temperatiiroje. Membranos su antikiinais prie$ tiriamus baltymus
inkubuojamos per naktj 4°C temperatiiroje, plaunamos TBS-Tween-20 tirpalu
(10 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,05% Tween-20) ir inkubuojamos su
atitinkamais antriniais antikiinais 1 val. Analizuojama chemiliuminescencijos
metodu (ECL, Amersham International).

Baltymu koncentracijos matuotos Bredfordo reagentu (Fermentas).
2.19. Statistiné duomeny analizé

Duomenys pateikti kaip vid. £ SN, apskaiciuotas 1§ maziausiai trijuy

nepriklausomy eksperimenty. Duomeny kitimo patikimumas jvertintas lyginant
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nesuporuoty, dvieju nuokrypiy Student t-testa. Duomenys laikomi patikimais,

kai P yra maZesnis nei1 0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Viena 1§ svarbiausiy lasteliy transplantacijos problemy -
transplantuojamy miogeniniy lasteliy nepakankamas iSgyvenimas bei
integracija paZeistame Sirdies audinyje. [vairts Sirdies paZeidimai, pavyzdziui
iSemija-reperfuzija, miokardo infarktas, yra susij¢ su patofiziologiniais
miokardo funkcijos pakitimais, dél kuriy yra aktyvinamos ir islaisvinamos
tokios reaktyvios molekulés kaip RDD (reaktyviis deguonies dariniai) ir
citokinai, vystosi uzdegiminis procesas. Visa tai neigiamai veikia ne tik
transplantuotas miogeninés lasteles, bet ir Sirdies miocitus. Yra nustatyta, kad
didel¢ dalis persodinty lasteliu (iki 90 proc.) ziiva jau pirmosiomis valandomis
po transplantacijos (Beauchamp ir kt., 1999; Irintchev ir kt., 1995; Pouzet ir
kt., 2000). Likusios gyvos transplantuotos lastelés turi iSgyventi Sirdyje ilgus
metus, todel jos gali tapti ir daugelio kardiotoksiniy medikamenty taikiniais.
Taigi, svarbiausia transplantuoty miogeniniy Iasteliy iSgyvenimo salyga -
atsparumas lasteliy Ziit] (apoptoz¢ ar nekroze) indukuojantiems faktoriams.
Apoptozés vaidmuo, jos mechanizmai tiek Sirdies iSemijos patologiniame
zidinyje, tiek ir mioblasty kultiroje bei Sirdies miocity kultiiroje yra vis dar
neaiSks.

Siame darbe buvo tiriami suaugusio organizmo kamieniniy miogeniniy
lasteliy iSgyvenimo ir ziities mechanizmai, ieSkoma signaliniy molekuliy,

apsprendzianciy $iy Iasteliy i§gyvenima patologiniame Zidinyje.

3.1. Kamieniniy miogeniniy lgsteliy charakterizavimas
Griauciy raumenys yra potencialus autologiniy lasteliy Saltinis terapijai.
Mes gavome keliolika pirminiy miogeniniy lasteliy linijy 1§ skirtingy triusiy
skersaruoziy raumeny. Keturiy i§ ju monosluoksnio nuotraukos pateikiamos

3.1 paveiksle, A. Kadangi viena i$ kamieninéms lasteléms biidingy savybiy yra
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3.1 pav. Atskiry i§ triuSio skeleto raumens gauty pirminiy miogeniniy lasteliy
linijy morfologijos bei proliferacijos palyginimas. A - Skirtingy pirminiy
miogeniniy liniju Mio9, Miol0, Mioll bei Mio59 Iasteliy monosluoksniy
nuotraukos; B — Mio2 linijos ankstyvo bei vélyvo, Mio3 linijos vélyvo bei Mio 11
linijos ankstyvo pasazy lasteliy dauginimasis kultiroje in vitro buvo vertinamas
tripano melio testu. Lastelés iSskirtos ir augintos vienodomis salygomis iprastoje
auginimo terpéje nenaudojant papildomy augimo faktoriy (zr. 2.2 ir 2.4 skyrius).

neribotas ju proliferacinis potencialas, todél pradzioje tyréme Siy miogeniniy
linijjy dauginimosi kultiiroje in vitro galimybes. Buvo vertinama atskiry linijy
lasteliy proliferacija, o taip pat lyginama dauginimosi priklausomybé nuo
pers¢jimy skaiciaus. Gauti duomenys parode¢, kad miogeninés Iastelés gali biiti
ilga laika auginamos kultiiroje in vitro nesikei¢iant juy proliferaciniam
pajégumui (3.1 pav., B) (Bukelskiene ir kt., 2005). Siuo metu turime keleta
linijy, kurios in vitro dauginasi daugiau nei metus (vir§ 100 pasazy). Misuy
gauti rezultatai apie neribota miogeniniy lasteliy proliferacini potenciala yra
nauji. 2005 metais iSspausdinto straipsnio apie pelés raumens kilmés
kamieniniy lasteliy ilgalaiki dauginimasi in vitro autoriai nurodo, kad iki Siol
tokiy duomeny nebuvo paskelbta (Deasy ir kt., 2005).

Kamieninés lastelés audinyje yra aptinkamos ir apibiidinamos, remiantis
molekuliniais Zymenimis. Miogeninés lastelés, gautos 1§ skirtingose
diferenciacijos stadijose esancio audinio, pasizymi skirtingomis savybémis,

taip pat skiriasi ir skirtingose diferenciacijos stadijose esancios kamieninés
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miogeninés lastelés. Tod¢l pradzioje ivertinome desmino, kuris yra skeleto,
lygiyju raumeny bei Sirdies raumens tarpiniy filamenty baltymas, raiska ir
patvirtinome miogening gauty linijuy lasteliy kilme¢ (Mermelstein ir kt., 2006;
Paulin ir Li, 2004; Smythe ir kt., 2001). Sio baltymo raiska, buvo tiriama
ankstyvo (5-10) bei vélyvo (>50) pasazu proliferuojanciose lastelése. Gauti
duomenys parod¢, kad ilgalaikis miogeniniy lasteliy auginimas in vitro
desmino raiSkos nekeité. Visais atvejais desming ekspresuojancios lastelés
sudar¢ didziaja tiriamos populiacijos dali (3.2 pav., A ir D). Satelitiniy Iasteliy
miogenezes procesas yra reguliuojamas raumenims specifiniy MRF Seimos
transkripcijos veiksniy. Vienas ju yra MyoD, kurio raiSka yra budinga
aktyvintoms satelitinéms lasteléms (Yablonka-Reuveni ir kt., 2008). Gauti
duomenys parodé §io transkripcijos veiksnio buvima miisy tiriamose lastelése
(3.2 pav., Fa-Fc). Miozino sunkiyjy grandiniy raiSka (MHC), kuri Zymi vélyva
miogeninés diferenciacijos stadija (Iezzi ir kt., 2002; Zammit ir kt., 2006a),
buvo taip pat nustatyta tirtose lastelése, po ju auginimo 3 paras
diferencijuojancioje terpeje, formuojantis daugiabranduoléms lastelems (zr. 2.9

skyriy) (3.2 pav., B-E).

Buvo atlikti pradiniai $iy lasteliy transplantacijos 1 triusio $irdj, kurioje
dirbtinai sukeltas miokardo infarktas, tyrimai. Duomenys, gauti praéjus
ménesiui po transplantacijos, parodé¢, kad dalis persodinty lasteliy iSgyveno
(3.3 pav., A ir B) (Bukelskiené ir kt., 2005; Sirmenis ir kt., 2007). Lastelés
buvo persodintos 1 ,,Sviezia* miokardo infarkto sriti, tai reiSkia, kad jos pateko i
patologini Zidinj, kuriame yra daug ivairiy faktoriy, veikianciy lasteliy
iSgyvenima. 3.3 paveikslo C dalyje matome, kad Sirdies raumens audinyje
greta gyvy lasteliy galima rasti ir negyvu, apoptoziniy lasteliy. Todél yra
svarbu i8siaisSkinti faktorius, sukeliancius transplantuojamy lasteliy Ziit, o taip
pat rasti signalines molekules, atsakingas uz S$iuy lasteliy iSgyvenima ir/arba
zut]. Tokiu signaliniy molekuliy moduliacija leisty pagerinti transplantacijai

skirty mioblasty i§gyvenimo galimybes patologiniame Zidinyje.
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Lasteliy dalis, %
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3.2 pav. Kamieniniy miogeniniy Ilgsteliy charakterizavimas pagal specifinius
markerius. IS skeleto raumens gauty linijy lasteléms biidinga desmino raiska (A), kuri
iSlieka diferencijuos metu (D); po 72 val. auginimo diferencijuojancioje terpéje
stimuliuojama miozino sunkiyjy grandiniu (MHC) raiska (B, D), Sios lastelés
diferencijuojasi i raumenines daugiabranduoles lasteles (E). Tose paciose lastelése,
augintose nediferencijuojancioje terpéje, MHC raiSka neregistruota (C). Aktyvuotoms
satelitinéms lasteléms budinga MyoD raiska (Fa); Fb — tos pacios lasteliy sankaupos
branduoliai nudazyti DAPI; Fc - kompleksinis vaizdas: tie patys branduoliai Svyti
violetine spalva (DAPI dazyti branduoliai ir raudonai nusidazg¢s MyoD).
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3.3 pav. Transplantuoty triusSio miogeniniy lasteliy aptikimas Sirdies audinyje. A
— Sirdies raumens histologinis preparatas dazytas hematoksilinu ir eozinu. B ir C —
DAPI dazyty skeleto mioblasty aptikimas fluorescentiniu mikroskopu Sirdies
audinyje. C — Rodyklémis parodytos apoptozinés lastelés. A ir B pateikti duomenys,
gauti pra¢jus 1 meén. po transplantacijos, o C — pragjus 1 savaitei po transplantacijos.

Taigi, musy parodytas neribotas i$ triusio raumens gauty liniju lasteliy
proliferacinis potencialas in vitro, ju gebéjimas diferencijuotis miogenine
kryptimi bei iSlikimas po transplantacijos gyviino §irdyje daro Sias lasteles
patrauklias kardiomioplastijos tyrimuose - 1§ mazo raumens gabalélio,
padauginus kultiiroje, galima gauti dideli lasteliy kieki, o neribotas ju
dauginimasis in vitro leidzia atlikti jvairias genetines manipuliacijas, siekiant |
Sias lasteles jvesti genus, nulemiancius kamieniny miogeniniy lasteliy

atsparuma toksiniams poveikiams patologiniame zidinyje.

3.2. Miogeniniy lasteliy Zities tyrimai in vitro

Kadangi misy tiriamos pirminés miogeninés lastelés, gautos i§ triusio
griauciy, yra skirtos transplantacijai i pazeista gyviino §irdi, todé¢l yra svarbu
i$siaiSkinti mechanizmus, nulemiancius $iy lasteliy ziiti ir 1§gyvenima streso
salygomis. Siuo metu yra sukaupta nemazai Ziniy apie jvairias lasteliy ities
formas, tacCiau apoptozé ivairiy patologiniy Sirdies biikliy metu yra laikoma
viena pagrindiniy kardiotoksiSkumo pasireisSkimo priezas¢iuy (Kang, 2001). Jos
vaidmuo kardiomiopatijos vystymesi pirma karta paminétas tik 1994 m., ir

nors yra intensyviai dirbama, apoptozeés indukcijos ir reguliavimo keliai tiek
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patologiniame Zidinyje Sirdyje, tiek mioblasty kultiroje bei Sirdies miocity
kultiiroje yra vis dar neaiskis (Elsasser ir kt., 2001; Kang ir Izumo, 2003).
Siekdami jvertinti apoptozés pasireiSkima bei nustatyti signalines
molekules, reguliuojancias §i procesa, pagrindinius tyrimus atlikome su Mio9
lasteliy linija, taCiau palyginimui naudojome ir kity miogeniniy linijy lasteles.
Visi eksperimentai buvo atlieckami, praéjus 24 val. po lasteliy i$s€jimo, nes
butent per pirmasias 24 val. po transplantacijos Ziiva dauguma | patologinj
zidinj persodinty lasteliy. Be to, pragjus tik parai po transplantacijos, likusios
gyvos lastelés jau pradeda daugintis (Suzuki ir kt., 2004). 3.4 paveiksle
pateikiamas tiriamy Mio9 linijos lasteliy pasiskirstymas lastelés cikle pirmaja
para po 1i8séjimo, t. y. visy eksperimenty atskaitos taske (A) bei ju
proliferacijos priklausomybé nuo auginimo laiko (B). Gauti rezultatai parode,
kad pirmaja para po i$s¢jimo didel¢ miogeniniy lasteliy populiacijos dalis dar
yra GO/G1 lastelés ciklo stadijoje, bet jau antraja para lastelés pradeda
intensyviai daugintis ir ju kiekis populiacijoje, pra¢jus 48 val. nuo lasteliy
18s¢jimo, padidéja daugiau nei 2 kartus, palyginus su lasteliy kiekiu, buvusiu

24 val. po juy 18s¢jimo.

| c01 25

o G2/M .9 5
X

32% £ 15
[72]

g 1

44% S 05

0 _
24% 24val.  48val. 72 val.
A B

3.4 pav. Mio9 linijos lasteliy ciklo ir proliferacijos vertinimas. A - Miogeniniy
lasteliy pasiskirstymas populiacijoje pagal lastelés ciklo fazes, pragjus 24 val. po ju
18s€jimo, nustatytas tékmeés citometrijos metodu. B — Mio9 lasteliy proliferacijos
priklausomybé nuo auginimo laiko tirta MTT metodu (zr. 2.5 skyriy). Cia optinis
tankis yra proporcingas metaboliskai aktyviy lasteliy skaiciui.
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3.2.1. Citokiny TNF-a ir IL-6 poveikio miogeniniy lasteliy gyvybingumui

tyrimas

Literattroje uzdegiminiai citokinai (TNF-a bei IL-6) yra minimi kaip
galimi apoptozés induktoriai (Afford ir kt., 1992; Van Antwerp ir kt., 1996).
Siy citokiny sintezé yra indukuojama $irdyje, jvykus miokardo infarktui bei
vystantis uzdegiminiam procesui, tod¢l jie daznai naudojami kaip markeriai
sirdies pazeidimy diagnostikai. Siy citokiny kiekio padidéjimas taip pat buvo
nustatytas, pra¢jus 24 val. po mioblasty transplantacijos i pelés Sirdi (Suzuki ir
kt., 2004). Mes vertinome citokiny TNF-a ir IL-6 poveik] miogeniniy lasteliy
gyvybingumui. Gauti duomenys parodé¢, kad tiriami citokinai nepasiZymi
citotoksiniu poveikiu, o TNF-a netgi neZymiai stimuliuoja miogeniniy lasteliy
proliferacija po trumpesnio poveikio. 3.5 paveiksle pateikiami duomenys, gauti
tiriamas miogenines lasteles paveikus didziausiomis naudotomis citokiny

koncentracijomis. Mazesniy koncentracijy poveikis niekuo nesiskyré nuo

pateikty duomeny.

2 6 3.5 pav. Citokinai TNF-a ir 1L-6
€ 5. nepasiZzymi citotoksiniu veikimu.
24 Lasteliy skaiciaus kitimas laike po
ER TNF-o. (150 ng/ml) bei IL-6 (300
3 5. VV/ml) poveikio jvertintas tripano
2 1. melio testu ir iSreikStas santykiniu
< 0. - gyvybingumo (zr. 2.4 skyriy)
§ 24 val. 48 val. 79 val. Vld}l'rklu‘ + SN, apska%cmotu 18

maziausiai trijy nepriklausomy

mK 0 TNF-a oiL-6 eksperimenty,

Stewart su kolegomis, tirdami TNF-a poveiki skeleto mioblastams C2,
parode, kad Sis citokinas slopina diferenciacija bei po ilgesnio poveikio sukelia
apoptozg, taCiau trumpalaikis TNF-a veikimas skatina i§gyvenima bei
proliferacija, kuri priklauso nuo ilgalaikio JNK kinazés aktyvinimo. Sios MAP
kinazés slopinimas Zenkliai padidina tirty lasteliy apoptoze (Stewart ir kt.,
2003), tod¢l tolesnéje darbo dalyje, naudodami specifini c-Jun N-galo kinazés
(JNK) inhibitoriy SP600125, nuslopinome S§ios MAP kinazés veikima.
Naudojome tokia inhibitoriaus SP600125 koncentracija, kuri tiriamy lasteliy
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zuties nesukele, taciau stabdé ju dauginimasi. Tai rodo, kad JNK reikalinga
miogeniniy lasteliy proliferacijai. Palyging duomenis gautus, paveikus tiriamas
lasteles SP600125 ir TNF-a bei vienu SP2001625 veiktas lasteles, negavome
jokiy rySkesniy miogeniniy lasteliy gyvybingumo bei proliferacijos pokyciuy
(3.6 pav., A). Taigi, TNF-a neturi jtakos JNK salygojamai miogeniniy lasteliy
proliferacijai.

Zinoma, kad lastelése egzistuoja baltymai, apsaugantys jas nuo
apoptozes induktoriy poveikiy, o kai kuriais atvejais lasteliy iSgyvenimui po
poveikiy reikalinga naujy baltymu sintezé¢ (Liu ir kt., 1994). Nustatyta, kad
mazos TNF-a koncentracijos reikSmingai didina bendra baltymuy, tarp kuriy
galéty biiti ir apoptozés slopintoju, kieki (El Naggar ir kt., 2004). Mes
slopinome naujy baltymy sinteze, jos slopikliu — cikloheksimidu. Kadangi
baltymy sintezés inhibitoriai patys sukelia apoptozg, mes parinkome tokia
cikloheksimido koncentracija, kuri tik slopino tiriamuy lasteliy proliferacija.
Taciau ir Siuo atveju miogeniniy lasteliy jautrumas TNF-a nepadidéjo (3.6
pav., B).

Taigi, gauti rezultatai parode, kad TNF-a ir IL-6 1§ skeleto raumens

gauty kamieniniy liniju lastelése apoptozés neindukuoja.
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3.6 pav. TNF-a poveikio miogeninéms lasteléms tyrimas, nuslopinus JNK
veikima bei baltymy sintez¢ de novo. Gyvy lasteliy skaiciaus kitimas TNF-a (150
ng/ml) paveiktoje miogeniniy lasteliy populiacijoje nuslopinus JNK (A) bei naujy
baltymu sintez¢ (B) vertintas tripano mélio testu (Zr. 2.4 skyriy). JNK inhibitorius
SP600125 (40 uM) bei cikloheksimidas (1 pg/ml) buvo pridedami 30 min. prie§ TNF-
a poveiki. K, — lasteliy skaicius, nustatytas poveikio metu (24 val. po lasteliu
i$séjimo). K — nepaveikty lasteliy skaicius po 24 val. (48 val. po lasteliy i8s¢jimo).
Tiriamomis medziagomis lastelés veiktos 24 val.
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3.2.2. Genotoksiniy/kardiotoksiniy medziagy sukeliamos
apoptozinés Ziities jvertinimas

Kadangi didzioji dalis transplantuoty lasteliy ztiva jau pirmosiomis 24
val. po ju persodinimo, tod¢l, siekdami jvertinti molekulinius mechanizmus,
nulemiancius transplantuoty lasteliy Zzut;, parinkome tokius apoptozés
induktorius, kuriy veikimas pasireiSkia per 24 val. nuo poveikio pradzios.
Taigi, tolesniame transplantacijai skirty lasteliy Ziities mechanizmy tyrimy
etape tyréme miogeniniy lasteliy Zities pobtdi po kardiotoksiniu veikimu
pasizymin¢iy chemoterapiniy medZiagy — cisplatinos (CisPt) bei doksorubicino
(DOX) (Kalyanaraman ir kt., 2002; Tassinari ir kt., 1997) bei patofiziologini
kardiotoksiSkuma imituojan¢iy medziagy — azoto oksido donoro NOC-18 bei
oksidacinj stresa sukelian¢io vandenilio peroksido (H,0O,) poveikiy. H,0O,
susidaro Sirdyje ivykus miokardo infarktui ir vystantis uzdegiminiam procesui.
Vienu 1§ H,O, bei kity reaktyviy deguonies formu Saltiniy gali biiti patys
kardiomiocitai, pasiZymintys didesniu mitochondrijy kiekiu (Suzuki ir kt.,
2004). Tuo tarpu NO Sirdyje susidaro fiziologinémis salygomis ir veikia kaip
signaliné molekulé, reguliuojanti ivairius procesus — gali atpalaiduojanciai
veikti kraujagysles, stimuliuoti Sirdies susitraukimus ir kt. [vykus miokardo
infarktui, prasideda uzdegiminis procesas ir jo metu iSsiskiria citokinai,
skatinantys indukuojamos azoto oksido sintazés raiSka (iNOS). Tada didesnés
NO koncentracijos jau gali salygoti lasteliy zuti (Pulkki, 1997). Visy Siu
medziagy indukuoty pazaidy suformuotas kryptingas signaliniy molekuliy
moduliavimas ir lemia lastelés zatj.

Kadangi tiriamos medziagos priklausomai nuo koncentracijos gali
stabdyti proliferacija, o taip pat indukuoti lasteliy Ziitj, mes turéjome nustatyti
lasteliy ziiti indukuojancias medziagy koncentracijas. Tiriamas miogenines
lasteles veikéme ivairiomis §iy agenty koncentracijomis: CisPt - 1, 10, 15, 20
ug/ml; DOX -0.5,1, 2.5, 5 uM; NOC-18 - 0,5, 1, 2,5, 5 mM; H,0, — 0,1, 0.5,
1, 2 mM. Po 24 val. nuo poveikio pradzios vertinome lasteliy kiekio kultiiroje
pasikeitimus. Gauti duomenys parode¢, kad visos misy naudotos medziagos

pasizyméjo citotoksiniu poveikiu ir priklausomai nuo koncentracijos indukavo
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miogeniniy lasteliy ziti (3.7 pav., A). 3.7 paveiksle, B dalyje pateikti
duomenys rodo gyvu bei Zuvusiy lasteliy pasiskirstyma pagal skirtinga ju
dazymasi AO/EB, t. y., gyvu, gyvu-apoptoziniy, nekroziniy, bei negyvy-
apoptoziniy lasteliy santykini kieki populiacijoje po poveikio tokiomis tiriamy
medziagy koncentracijomis, kurios sukéle 40-60 % lasteliy Ziti. Rezultatai
kiek variavo priklausomai nuo Iasteliy linijos bei paciu lasteliy buklés — ju
tankio poveikio metu, auginimo salygu ir pan. Tinkamiausios koncentraciju
ribos CisPt buvo 10-15 pg/ml, DOX - 2.5-3 uM, NOC-18 — 5-6 mM bei H,0,
0.5-2 mM. 3.7 paveiksle, B dalyje parodéme, kad nemaza Zuvusiy miogeniniy
lasteliy dali sudaro lastelés, zuvusios apoptozés buidu. Nustatéme, kad CisPt
indukuoja beveik i§imtinai apoptozing miogeniniy lasteliy Ziiti. Nekrozes budu
zuvusiy lasteliy rasta tik apie 5 %, panaSiai kaip ir kontrolingje lasteliy
populiacijoje, nors literatiiroje yra duomenuy ir apie CisPt indukuojama
nekrozing lasteliy zutj (Fuertesa ir kt., 2003).

Bandymais su mioblastais ir kitomis lasteliy linijomis nustatyta, kad dél
antraciklino antibiotiko — doksorubicino poveikio lastelés Ziiva dvejopai:
nekrozés ir apoptozés budu. Tai priklauso nuo koncentracijos (Sawyer ir kt.,
1999). Miisu tyrimai parodé, kad naudotos DOX koncentracijos (0,5 - 5 uM)
stabdé¢ miogeniniy lasteliu dauginimasi: po 24 val. lasteliu populiacijoje,
paveiktoje 2,5 uM doksorubicino, rasta du kartus maziau lasteliy (lyginant su
lasteliy skai¢iumi medziagos pridéjimo diena). Idomu tai, kad pakankama
apoptoziniy lasteliy frakcija kultiiroje i8likdavo trumpai. Véliau gana stipriai
iSaugdavo lasteliy, netekusiy chromatino, dalis. 5 uM ir didesnémis DOX
koncentracijomis paveiktose lasteliu populiacijose jau vyravo nekrozine
lasteliy ziitis.

Literatiiros duomenimis, patofiziologini kardiotoksiSkuma
indukuojan¢iy medziagy — NO ir H,0,, gebéjimas sukelti apoptoze labai
priklauso nuo ju koncentracijos bei sukeliamy vidulasteliniy taikiniy pazaidu
(Hampton ir Orrenius, 1997, Pinsky ir kt., 1999). Mes nustatéme NOC-18 bei
H,0, koncentacijas, kurios gyvy lasteliy skai¢iy mazino 2 kartus, t.y., sukelé

apie 40-60 % lasteliy ziti. Paveikus tokia NOC-18 koncentracija miogenines
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3.7 pav. Kardiotoksinés medziagos pasiZymi citotoksiniu veikimu ir indukuoja
miogeniniy lgsteliy Zati. A —lasteliy skaiciaus kitimas po poveikio skirtingomis
genotoksiniy medziagy koncentracijomis, jvertintas tripano meélio testu ir iSreikstas
santykiniu gyvybingumu (zr. 2.4 skyriy); B - lasteliy pasiskirstymas kulttiroje pagal
nusidazyma AO/EB po 24 poveikio val. 10 pg/ml CisPt, 2.5 uM DOX; 5 mM NOC-
18 bei 1 mM H,0,; C — Tipiniai lasteliy morfologijos poky¢iai, atsirandantys
lasteléms Ziistant. Siuo atveju, tiriamos lastelés buvo 24 val. veiktos 10 pg/ml CisPt,
dazytos AO/EB ir analizuotos fluorescentiniu mikroskopu. Cia: G — gyvos
neapoptozinés; GA — gyvos apoptozinés; NA — negyvos apoptozinés, N — nekrozings;
BCH — netekusio chromuotino lastelés (zr. 2.13 skyriu).

lasteles, rasta apie 10 % nekrozés budu zuvusiy lasteliy. Atitinkamai po 1 mM
H, 0, poveikio (tai koncentracija, kuri gyvy lasteliy skaiciy po 24 val. poveikio
sumazino 2 kartus) rasta iki 20% apoptoziniy ir 15% nekroziniy lasteliy.
Didinant H,O, koncentracija, nekroziniy lasteliu kiekis populiacijoje augo.
Taigi, H,O, indukavo tiek apoptozing, tiek ir nekrozing lasteliy Ziitj. Panasi

dalis apoptozes biidu Zuvusiy lasteliy po H,O, bei kity tirty medziagy poveikiy
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buvo rasta apoptozeés pasireiSkima ivertinus t€ékmes citometrijos metodu (3.8

pav.).
60 -
< 50 =
_%; 40 = ] 3.8 pav. Apoptozés pasireiSkimo
3 30 | jvertinimas tékmés citometrijos
) pagalba. Kontroliniy bei 10 pg/ml
g 20 CisPt, 2.5 uM DOX, 5 mM NOC-
“ 40 18 ir 1 mM H,0, 24 val. veikty
o | W lasteliy apoptozé jvertinta kaip
C  CisPt Dox NOGAS H202 hipodiploidinis (SubG1) pikas.

Apoptozei nustatyti patariama vienu metu naudoti bent kelis metodus -
vienu metodu gali biiti registruojamos tik atskiros apoptozés savybes, kartais
jos buna bendros tiek apoptozei, tiek nekrozei. Gerai yra derinti skirtingus
metodus, leidzian¢ius nustatyti morfologinius bei biochemininius lasteliy
pakitimus apoptozés metu.

Zinoma, kad apoptoziné lasteliy Zitis gali baiti inicijuojama dviejy keliy
- 1Sorinio, nuo receptoriy priklausomo, bei vidinio dalyvaujant
mitochondrijoms. Abiem atvejais dalyvauja iniciatorinés kaspazés. Pirmu
atveju — kaspazé 8, o antruoju — kaspazé 9, taCiau abiejy Siy iniciatoriniy
kaspaziy aktyvinimo keliai susitinka efektorinés kaspazés 3 aktyvinimo taske.
Kaspazés lastel¢je yra saugomos neaktyvioje prokaspaziy bisenoje, o
aktyvinamos jas skaldant. Imunoblotingo metodu mes jvertinome ir nustatéme,
kad visos tiriamos medziagos, priklausomai nuo koncentracijos, po 24
poveikio valandy skaldo ir aktyvina kaspaz¢ 3, taigi, indukuoja apoptozing

lasteliy ziitj (3.9 pav., A).

Vienas budingiausiy apoptozinés lastelés ziities bruozy — endonukleaziy
salygojama internukleosominé DNR fragmentacija i mazdaug 180 bp

kartotinius fragmentus. Elektroforezés metodu analizuojant, gaunamas tipiskas
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3.9 pav. Miogeniniy lasteliy
apoptozinés Ziities patvirtinimas.
A - Po 24 poveikio valandy CisPt,
DOX, NOC-18 bei H,0O; skirtingy
koncentraciju poveikio
imunoblotingo metodu nustatéme
kaspazés 3 skaldyma/aktyvacija; B
— DNR elektroforezés metodu
nustatétme DNR fragmentacija po
CisPt (10 pg/ml), DOX (2,5 uM),
NOC-18 (5mM) bei H,0, (1 mM)
24 val. poveikio.

“DNR kopéciy” vaizdas. Miisu gauti duomenys parodé, kad visos tiriamos

medziagos nulémé charakteringa DNR fragmentacija (3.9 pav. B).

Taigi, kardiotoksiniu veikimu pasizyminc¢ios medziagos - azoto oksido

donoras NOC-18, vandenilio peroksidas, cisplatina bei doksorubicinas, stabdo

raumeninés kilmés kamieniniy lasteliy dauginimasi ir, priklausomai nuo dozés,

indukuoja apoptozing ju Ziti, kuri pasireiskia apoptozei biidingais lasteliy

morfologijos pakitimais, DNR fragmentacija bei kaspazés 3 skaldymu.

Vélesniuose signaliniy molekuliy veikimo mechanizmy tyrimuose buvo

naudojamos kelios apoptoz¢ indukuojan¢iy medziagy koncentracijos, taciau

atskaitos tasku buvo pasirinktos tos dozés, kurios sukeldavo 40-60 % tiriamy

lasteliy zuti po 24 val. poveikio.
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3.3. Signaliniy molekuliy, dalyvaujanéiy raumeninés kilmés
kamieniniy lasteliy iSgyvenimo/Zities procesuose, nustatymas
Lastelés iSgyvenima ar ziit] reguliuoja ivairts signaliniai keliai, i§ kuriy
geriausiai iStirti yra mitogeny aktyvinamy proteinkinaziy (MAPK) Seimos bei
fosfatidilinozitol-3-kinazés/Akt keliai. MAP kinaziy Seimai priklauso
ektralastelinio signalo reguliuojamos kinazés 1/2 (ERK1/2), c-Jun N-galo
kinazés 1/2 (JNK 1/2) ir p38 MAP kinazé. Juy aktyvinimas yra svarbus jvairiy
procesy, vykstanciy Sirdyje, patogenezéje (Kang, 2001). MAPK signalinis
kelias ir jo moduliacija gali skirtingai veikti Sirdies miogenines lasteles ivairiy

terapijy metu.

Fosfatidilinozitol-3-kinazés/Akt signalinis kelias Zinomas kaip lasteliy
iSgyvenima salygojantis kelias. Akt aktyvinimas po iSemijos veikia kaip
apsauginis veiksnys, todél Si kinazé gali biiti svarbus taikinys Sirdies ligy

gydyme (Shiraishi ir kt., 2002).

Siy kinaziy raidkos ir aktyvinimo tyrimams mes pasirinkome tokias
apoptozés induktoriy (CisPt, DOX, NOC-18 bei H,0,) koncentracijas, kurios
sukele 40-60% lasteliy ziiti praéjus 24 valandoms nuo poveikio pradzios.
Lastelés buvo veikiamos apoptozés induktoriais, ir signaliniy molekuliy
raiSkos bei aktyvinimo kinetika, buvo analizuojama pra¢jus parai nuo juy
i$séjimo. Signaliniy molekuliy vaidmuo kamieniniy lasteliy apoptozéje buvo
tirlamas panaudojant biocheminius ir genetinius metodus. Molekuliy
aktyvinimas buvo tiriamas imunoblotingo metodu, panaudojant antikiinus pries
fosforilintas §iy signaliniy molekuliy formas. Zinoma, kad daugumos
signaliniy molekuliy aktyvumas koreliuoja su ju fosforilinimu. Siekiant
nustatyti ERK, JNK, p38 MAPK bei PI3/Akt kinaziy vaidmeni, jos buvo
slopinamos  specifiniais inhibitoriais. JNK slopinti buvo naudojamas
SP600125, p38 MAPK — SB203580, Akt — LY294002, vortmaninas bei Akt
inhibitorius VIII. ERK kinazés aktyvinimas buvo slopinamas netiesiogiai, o
inhibavus MEK 1/2, kurios fosforilina ir aktyvina ERK1/2. Siuo atveju poveikis

buvo registruojamas trimis metodais: dazant lasteles kristalvioletu, kuris
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nespecifiSkai nudazo visus lastelés baltymus (triikumas — kai kuriais atvejais
zuvusios lastelés nedisocijuodavo nuo pavirSiaus, ir tai iSkreipdavo tyrimy
rezultatus, o taip pat Sis metodas netiko vertinti Iasteliy gyvybingumui tais
atvejais, kai analizuojamos medziagos indukuodavo lasteliy hipertrofija), MTT
testu (trikumas — rezultatai gali atspindéti lasteliy metabolinio aktyvumo
poky¢ius net ir nesikeiciant jy gyvybingumui) bei tripano meliu, kuris atspindi
lasteliy membranos vientisuma (Kueng ir kt., 1989; Pozzolini ir kt., 2003) (Zr.
2.4-2.6 skyrius). Visais atvejais eksperimentai pakartoti maziausiai tris kartus.
Gauti duomenys palyginti keliose miogeniniy liniju lastelése. Tyrimams
naudotos tokios inhibitoriy koncentracijos, kurios nesukele tiriamy lasteliy
zuties.

Transkripcijos faktoriaus c-Jun bei Akt kinazés vaidmens tyrimuose
buvo naudojami ir genetiniai metodai ivedant i lasteles egzogenines Siy

baltymy geny sekas.

3.3.1. MAPK bei Akt kinazés vaidmuo miogeniniy Igsteliy
proliferacijoje

ERK MAP kinazés bei Akt kinazés vaidmuo lasteliy proliferacijoje yra
gerai Zinomas bei siejamas su teigiamy lastelés ciklo reguliatoriy stimuliacija ir
antiproliferaciniy geny slopinimu. Zinoma, kad ERK skatina proliferacija,
stimuliuvodama ciklino D1 raiSka, o ilgalaikis ERK1/2 aktyvinimas yra
reikalingas lasteliy peréjimui i§ G1 1 S ciklo faz¢ (Meloche ir Pouysségur,
2007). Akt kinaze, kaip ir ERK, gali reguliuoti lasteliy proliferacija veikdama
ciklino D raiSka bei slopindama Cdk (nuo cikliny priklausoma kinaz¢)
inhibitoriy - p21 bei p27 veikima (Lawlor ir Alessi, 2001). Streso aktyvinamos
MAP kinazes — JNK ir p38, dazniau siejamos su apoptozes reguliacija, taciau
ju vaidmuo lasteliuy proliferacijoje taip pat yra zinomas. Nustatyta, kad p38
MAPK yra svarbi Iastelés ciklo reguliacijai G1 bei G2/M stadijose (Zarubin ir
Han, 2005). Be to, $i kinaze reikalinga UV sukeltam lastelés ciklo stabdymui
G2 stadijoje (Wang ir kt., 2000b). Yra duomeny, kad JNK reikalinga streso

neveikiamy lasteliy augimui bei proliferacijai (Du ir kt., 2004). Kiti Saltiniai
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teigia, kad tik aktyvinta JNK dalyvauja proliferacijos skatinime, ir $is
aktyvinimas néra susijgs su apoptozeés stimuliacija (Smith ir kt., 1997). JNK
vaidmuo lasteliy proliferacijoje néra aiskus, bet, manoma, kad Sios kinazés
slopinimas yra susijes su lastelés ciklo stabdymu S ir G2/M stadijose.

ERK, p38, JNK bei Akt vaidmeni pirminiy miogeniniy lasteliy
proliferacijoje tyréme naudodami §iy kinaziy inhibitorius. ERK kinazei slopinti
buvo naudojamas MEK1/2 inhibitorius U0126, p38 MAP kinazei — SB203580,
JNK — SP600125, o Akt kinazés aktyvumas buvo mazinamas naudojant
inhibitoriy LY294002. 3.10 paveiksle, A dalyje pateikti duomenys rodo
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3.10 pav. MAPK bei Akt kinazés yra reikalingos pirminiy miogeniniy lasteliy
proliferacijai. A — Kontroliniy bei UO126 (20 uM), SB203580 (20 uM), SP600125
(40 uM) ir Ly294002 (20 uM) paveikty lasteliy skaiCiaus kitimas laike. Lasteliu
skaiCiaus did¢jimas vertintas tripano melio testu (zr. 2.4 skyriy), atlikus maziausiai
tris nepriklausomus ekperimentus. B — UO126, SB203580, SP600125 bei LY294002
inhibitoriy veikimas buvo patvirtintas imunoblotingo metodu, naudojant antikiinus
pries fosfo-ERK, fosfo—p38, fosfo—c-Jun bei fosfo—Akt baltymus.
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zenkliai susilpnéjusi miogeniniy lasteliy dauginimasi po visy tirty inhibitoriy
poveikiy. U0126, SB203580, SP600125 bei LY294002 veikimas buvo
patvirtintas imunoblotingo metodu. Nustatyta, kad U0126 slopino ERK1/2
fosforilinima, SB203580 — p38, SP600125 — c-Jun, o LY294002 - Akt (3.10
pav., B). Tyrimuose naudotos inhibitoriy koncentracijos miogeniniy lasteliy
zuties nesukelé.

Taigi, ERK, p38, JNK MAP kinazés ir Akt kinazé yra svarbios pirminiy

miogeniniy lasteliy proliferacijai.

3.3.2. MAP kinazés ERK vaidmuo miogeniniy 1asteliy apoptozés
reguliacijoje

Zinoma, kad ERK signalinio kelio aktyvinimas pasiZymi kardiomiocitus
apsaugan¢iu veikimu, yra svarbus Iasteliy dalijimuisi, migracijai, lastelés
skeleto reorganizacijai, diferenciacijai, o taip pat gali dalyvauti atsake | stresa
bei reguliuoti jo sukelta lasteliy ziiti (Gustafsson ir Gotlieb, 2003; Ravingerova
ir kt., 2003; Werlen ir kt., 2003).

3.11 paveiksle, A dalyje pateikti duomenys apie ERK MAP kinazés
raiSkos ir fosforilinimo kitima miogeniniy lasteliy apoptozés metu po
genotoksiniy medziagy (CisPt ir DOX) bei patofiziologini kardiotoksiSkuma
imituojanciy medziagy (NO donoro - NOC-18 ir H,0,) poveikio. Misu gauti
rezultatai rodo, kad ERK MAP kinaziy raiska dél apoptozés induktoriy
poveikio nekito. Taip pat Zenkliai nesikeit¢ ERK fosforilinimo lygis po CisPt,
DOX ir H,0, poveikio, tiktai po ilgesnio NOC-18 veikimo buvo nustatytas
velyvas, 8 val. nuo poveikio pradzios, ir ilgalaikis, iki 24 tyrimo valandos
trunkantis, Sios kinazés fosforilinimo/aktyvinimo padidé¢jimas. Reikia
pazyméti, kad miisy tiriamos lastelés ir kontroléje (be poveikio) turéjo
pastoviai fosforilinta ERK. Siekdami jvertinti ERK kinazés vaidmeni S$iy
medziagy indukuojamame apoptozes procese, mes netiesiogiai slopinome ERK
kinazés aktyvinima, inhibuodami MEK1/2, kuri fosforilina ir aktyvina

ERK1/2. Gauti duomenys parode, kad ERK signalinio kelio kinazés slopinimas
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MEKI1/2 inhibitortumi U0126 neigiamai veikia miogeniniy lasteliy
gyvybinguma po visy tirty medziagy poveikiy (3.11 pav., B). Taigi, ERK
kinaz¢ dalyvauja apsaugant griau¢iy raumens kamieniniy linijy lasteles nuo
genotoksiniy bei patofiziologini kardiotoksiSkuma indukuojanciy medziagy
sukeliamos lasteliy zities.

Literatiiroje yra daug duomeny apie apsaugini ERK MAP kinazés
vaidmenj jvairiy stresy metu. Nustatyta, kad ilgalaikis ERK aktyvinimas
koreliuoja su apoptozeés slopinimu (Xia ir kt., 1995). AnalogiSkus duomenis
mes gavome po NO donoro NOC-18 poveikio. Azoto oksido vaidmuo Sirdyje
yra gana prieStaringas. Nustatyta, kad jis, priklausomai nuo koncentracijos, gali
apsaugoti kardiomiocitus nuo apoptozinés zuties d¢l ERK aktyvinimo (L1 ir kt.,
2006). Kai kuriose lastelese ERK gali skatinti vandenilio peroksido sukeliama
apoptoze slopindama PI3K/Akt kelia bei aktyvindama kaspazg 3 (Zhuang ir
kt., 2007). Choi su kolegomis nustate, kad DOX indukuoja ankstyva ir ilgalaiki
ERK aktyvinima, kuris reikalingas antiapoptoziniam Sios kinazés vaidmeniui
hepatomos lastelése (Choi ir kt., 2008).

Misy tiriamoje sistemoje rySkesnis ERK aktyvinimas po apoptozés
induktoriy CisPt bei DOX poveikio registruotas nebuvo, tafiau galbiit
apsauginiam ERK vaidmeniui pakanka bazinio ERK aktyvinimo/fosforilinimo
lygio, kuris buvo nustatytas visais tirtais atvejais. Yra parodyta, kad apsauginis
ERK vaidmuo miocituose koreliuoja su kity signaliniy molekuliy - PKC-¢ ar
Akt aktyvinimu (Zhou ir kt., 2002). Pastarosios kinazés vaidmuo triuSio
miogeniniy lasteliy apoptozés reguliacijoje po CisPt, DOX, NOC-18 bei H,0,
bus nagrin¢jamas Siame darbe kiek véliau.

Taigi, miisy rezultatai parode¢, kad ERK signalinis kelias gali apsaugoti
raumeninés kilmés kamienines lasteles nuo {jvairiy apoptozés induktoriy
poveikio. ERK signalinio kelio aktyvintojai galéty biiti naudojami lasteliy
transplantacijos metu, siekiant apsaugoti lasteles nuo toksiniy poveikiy

transplantacijos vietoje.
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3.11 pav. MAP kinazés ERK vaidmuo kamieninése miogeninése lastelése po
apoptoz¢ indukuojanciy poveikiy. A - MAP kinazés ERK raiskos ir fosforilinimo
kitimas kamieninése miogeninése lastelése po CisPt (10 pg/ml), DOX (2.5 uM),
NOC-18 (5 mM) bei H,O, (ImM) poveikio nustatytas imunoblotingo metodu.
Pateiktas tipinis vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris nepriklausomus eksperimentus.
B — MEK1/2 kinazés inhibitoriaus U0126 jtaka miogeniniy Iasteliy gyvybingumui po
kardiotoksiniy medziagy — CisPt, DOX, NOC-18 bei H,0,, poveikio buvo vertinta
MTT metodu, gauti duomenys iSreikSti santykinio gyvybingumo (zr. 2.4 ir 2.5
skyrius) vidurkiu £ SN, apskai¢iuotu i§ maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty.
P<0.02 (CisPt atveju) ir P<0.05 (kitais atvejais). UO126 (20 uM) inhibitoriumi Iastelés
veiktos 30 min. prie§ pridedant apoptozés induktorius.
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3.3.3. p38 MAP kinazés vaidmuo miogeniniy lasteliy apoptozés
reguliacijoje

Literatiroje randama duomeny tiek apie proapoptozini, tiek ir apie
antiapoptozini p38 MAP kinazés veikima. Tai priklauso nuo ivairiy faktoriy:
lastelés rusies, poveikio stiprumo, trukmés bei prigimties. Nustatyta, kad
padidé¢jusi MKK®6, kuri aktyvina p38 MAP kinazg, raiska apsaugo
kardiomiocitus nuo apoptozés indukuojamos per f-adrenerginius receptorius, o
ankstyvas p38 kinazés fosforilinimas apsaugo kai kurias lasteles nuo TNF-a
sukeliamos apoptozinés ju Ziities (Lenassi ir Plemenitas, 2006; Zechner ir kt.,
1998). Taciau yra Zymiai daugiau duomeny, irodanciy p38 MAP kinazes
dalyvavima apoptozés indukcijoje. Pavyzdziui, §1 MAP kinazé svarbi neurony
bei Sirdies lasteliy apoptozes aktyvinimui (DeZutter ir Davis, 2001; Saurin ir
kt., 2000). p38 MAP kinaz¢ gali aktyvinti ir RDD (Lenassi ir Plemenitas,
20006).

Mes analizavome §ios kinazes raiska bei fosforilinima po CisPt, DOX,
NOC-18 bei H,O, poveikio. Gauti duomenys neparod¢ rySkesniy p38 MAP
kinazes raiskos pokyc¢iy po tirty medZziagy poveikiy. Analizuodami $ios kinazés
aktyvinima, nustatéme nerySkuy vélyva ir ilgalaik; fosfo-p38 baltymo lygio
padidéjima po CisPt bei azoto oksido donoro NOC-18 poveikio, tuo tarpu
DOX neitakojo Sios kinazés fosforilinimo/aktyvinimo. Tirdami oksidacini
stresa imituojanc¢io H,0O, itaka, gavome trumpalaiki, 1-2 val. trunkanti,
tirlamos kinazés aktyvinima. Detalesni tyrimai parod¢, kad p38
fosforilinimas/aktyvacija iSrySkéja jau po 5 min. H,O, poveikio, auk$¢iausia
lygi pasiekdamas 15-30 poveikio minutg, o véliau mazéja iki kontrolinio lygio
(3.12 pav., A).

Paprastai trumpalaikis streso aktyvinamy MAPK aktyvinimas yra
siejamas su apsauginiu antiapoptoziniu ju vaidmeniu, o ilgalaikis — lemia
apoptozés indukcija. Tam, kad jvertintume biologini p38 MAPK vaidmeni
kardiotoksiniy poveikiy metu, naudojome specifini Sios kinazés inhibitoriy
SB203580. Nustatéme, kad tiek ilgalaikio, tiek trumpalaikio p38 MAP kinazes

aktyvinimo atvejais tirlamose miogeninése lastelése p38 inhibitorius
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3.12 pav. MAP Kkinazés p38 vaidmuo kamieninése miogeninése lgstelése po
apoptoz¢ indukuojanciy poveikiy. A - p38 MAP kinazés raiskos ir fosforilinimo
kitimas kamieninése miogeninése lastelése po CisPt (10 ug/ml), DOX (2.5 uM), NOC-
18 (5 mM) bei H,O, (ImM) poveikio nustatytas imunoblotingo metodu. Pateiktas
tipinis vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris nepriklausomus eksperimentus. B — p38
kinazés inhibitoriaus SB203580 itaka miogeniniy lasteliy gyvybingumui po
kardiotoksiniy medziagy — CisPt, DOX, NOC-18 bei H,0;, poveikio buvo vertinta
MTT metodu, gauti duomenys iSreiksti santykinio gyvybingumo (zr. 2.4 ir 2.5 skyrius)
vidurkiu £ SN, apskaiCiuotu 1§ maziausiai triju nepriklausomy eksperimenty, P<0.05.
SB203580 (20 uM) inhibitoriumi lastelés veiktos 30 min. prie§ pridedant apoptozés
induktorius.
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SB203580 didino lasteliy zuti po tirty medziagy poveikio. 3.12 paveiksle, B
dalyje pateikti duomenys rodo, p38 kinazés slopinimas jos inhibitoriumi
padidino miogeniniy lasteliy jautruma CisPt, DOX, NOC-18 bei H,0,. Tai
rodo apsaugini p38 vaidmeni miogeniniy lasteliy apoptozés reguliacijoje. Be
to, p38 kinazés atveju, taip pat kaip ir ERK, yra registruojama bazin¢ §ios
kinazés aktyvacija, kurios, matyt, pakanka miogenines lasteles apsaugoti nuo
kardiotoksiniy medziagy indukuojamos lasteliy Zities. Kity autoriy
duomenimis, tiriant p38 vaidmenj Sirdies kardiomiocituose po NO poveikio
nenustatyta jokiuy pasikeitimuy nei Sios kinazés aktyvinimo kinetikoje, nei
apoptozes indukcijoje (Andreka ir kt., 2001; Davis, 2000). Taigi, p38 MAPK
vaidmuo apoptozes reguliacijoje, priklausomai nuo lasteliy risies, gali skirtis.
Kaip ir ERK atveju, p38 MAPK signalinis kelias dalyvauja apsaugant
miogeninés lasteles nuo tirty kardiotoksiniy medziagy poveikio ir yra
reikalingas lasteliy dauginimuisi. ERK ir p38 MAP kinaziy aktyvinimo
strategijos galéty buti naudojamos lasteliy transplantacijos metu, siekiant

pagerinti ju regeneracinj potenciala.

3.3.4. JNK signalinio kelio vaidmuo vaidmuo miogeniniy Igsteliy
apoptozés reguliacijoje
3.3.4.1. c-Jun N-galo kinazés vaidmuo
c-jun N-galo kinaz¢ yra aktyvinama lastelei atsakant i {vairius stresinius
poveikius (UV, oksidacini stresa, uzdegiminius citokinus), tod¢l dar Zinoma
kaip streso aktyvinama proteinkinazé (SAKP). SAPK kinazéms priskiriama ir
p38 MAP kinaz¢, kurios vaidmeni miogeniniy lasteliy apoptozés reguliacijoje
jau aptaréme. Literatiroje JNK vaidmuo dazZniausiai siejamas su jos
dalyvavimu apoptozés indukcijoje, bet galimas ir apsauginis Sios MAPK
vaidmuo. Sirdyje JNK aktyvacija iSemijos metu lemia kardiomiocity Ziti, kuri
siejama su JNK salygojamu cit ¢ i$laisvinamu i§ mitochondiju bei kaspazés 9
aktyvacija (Aoki ir kt., 2002; Engelbrecht ir kt., 2004; Qin ir kt., 2003).
Paprastai JNK vaidmuo priklauso nuo jos bei Zemiau esanciy taikiniy

fosforilinimo/aktyvinimo trukmés, o taip pat nuo poveikio prigimties bei
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lasteliy rusies. Remiantis literattiros duomenimis ilgalaikis JNK, o taip pat ir
p38, MAP kinaziy aktyvinimas yra siejamas su apoptozés iniciacija ir
vystymusi (Mansouri ir kt., 2003; Lou ir kt., 2005; Tobiume ir kt., 2001). Yra
zinoma ir apie JNK dalyvavima apsaugant kardiomiocitus nuo NO
indukuojamos lasteliy Zities. Nustatyta, kad §i JNK vaidmeni lemia
trumpalaiké jos aktyvacija (Andreka ir kt., 2001).

Mes analizavome JNK raiska ir jos fosforilinima/aktyvinima skeleto
miogeninése lastelése po kardiotoksiniy medziagy poveikio. Gauti rezultatai
parod¢é zenkly véelyva ir ilgalaiki JNK kinazés aktyvinima po CisPt, DOX bei
NOC-18 poveikiy, o oksidacini stresa indukuojantis H,O, skatino staigy
trumpalaiki JNK aktyvinima (3.13 pav., A). Ta patvirtino ir detalesnis JNK
aktyvinimo tyrimas po H,O, poveikio (3.13 pav., A, apacioje). INK raiska po
minéty poveikiy nesikeité. Siekdami ivertinti Sios kinazés vaidmeni i§ griauciy
raumens gauty miogeniniy lasteliu apoptozés indukcijoje, panaudojome
specifini Sios kinazes inhibitoriy SP600125. Anksciau musy pateikti duomenys
apie JNK taikinio - c-Jun, fosforilinimo sumazéjima po SP600125 (40 uM)
poveikio rodo, kad Sis inhibitorius slopina JNK aktyvuma (3.10 pav.). Miisy
gauti rezultatai parode, kad chemoterapiniy/genotoksiniy medziagy CisPt ir
DOX indukuojamas vélyvas ilgalaikis JNK fosforilinimas/aktyvinimas
koreliuoja su miogeniniy lasteliy zutimi apoptozés budu. Nuslopinus JNK
veikima, rasta daugiau gyvy lasteliy po CisPt bei DOX poveikiy. Vadinasi,
JNK kinazé¢ yra reikalinga chemoterapiniy medziagy CisPt ir DOX
salygojamai apoptozei, ty., JNK, Siuo atveju, pasiZzymi proapoptoziniu
veikimu. Patofiziologiniy apoptozés induktoriy atveju stebéjome apsaugini
JNK kinazés veikima (3.13 pav., B). Nusloping JNK aktyvuma ir miogeninés
lasteles  paveike  patofiziologini  kardiotoksiSkuma indukuojanciomis
medziagomis NOC-18 ir H,O,, po 24 ju poveikio valandy radome maziau
gyvy lasteliy. Kaip buvo minéta anksciau, Siomis salygomis pats inhibitorius
lasteliy zaties nesukele. Taigi, JNK dalyvauja apsaugant tiriamas lasteles nuo

NOC-18 bei H,0, indukuojamos Zziities. Manoma, kad trumpalaik¢ JNK
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aktyvacijos banga, kuriag mes nustatéme ir musy lastelése po H,O, poveikio,
atideda
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3.13 pav. JNK MAP kinazés vaidmuo kamieninése miogeninése lgstelése po
apoptoze indukuojanciy poveikiy. A - JNK raiskos ir fosforilinimo kitimas
kamieninése miogeninése lastelése po CisPt (10 pg/ml), DOX (2.5 uM), NOC-18 (5
mM) bei H,O, (1mM) poveikio nustatytas imunoblotingo metodu. Pateiktas tipinis
vaizdas, gautas atlikus maZiausiai tris nepriklausomus eksperimentus. B — JNK
kinazés inhibitoriaus SP600125 itaka miogeniniy lasteliy gyvybingumui po
kardiotoksiniy medziagy — CisPt, DOX, NOC-18 bei H,O;, poveikio buvo vertinta
MTT metodu, gauti duomenys iSreiksti santykinio gyvybingumo (zr. 2.4 ir 2.5
skyrius) vidurkiu + SN, apskaiCiuotu i§ mazZiausiai trijy nepriklausomy
eksperimenty, P<0.05. SP600125 (40 puM) inhibitoriumi lastelés veiktos 30 min.
pries pridedant apoptozés induktorius.
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kaspaziy nulemta DNR fragmentacija (Andreka ir kt., 2004). Taciau miisy
duomenys apie ilgalaiki NOC-18 indukuota JNK aktyvinima ir apsaugini §ios
kinazés vaidmeni kamieninése miogeninése lastelése, gautose iS5 triuSio
griau¢iy raumens, prieStarauja kity autoriy paskelbtiems rezultatams. Dauguma
ju nurodo, kad ilgalaikis streso kinaziy aktyvinimas yra susijes su ju
proapoptoziniu veikimu ir, atvirkS¢iai, trumpalaikis atlieka apsauginj vaidmeni.
Pavyzdziui, trumpalaikis JNK aktyvinimas apsaugo ziurkés kardiomiocitus nuo
apoptozinés ju ziities (Andreka ir kt., 2001). Taciau yra darby, rodanciy, kad
biitent trumpalaikis JNK aktyvinimas po NO donoro SNAP poveikio lemia
ziurkiy kardiomiocity apoptoze (Taimor ir kt., 2001).

3.3.4.2. JNK kinazés aktyvinimo trukmés vaidmens tyrimas miogeniniy ir
véZziniy lasteliy apoptozés indukcijoje

Kaip minéjome anksCiau, ilgalaikis JNK, kaip ir p38 MAPK,
aktyvinimas yra siejamas su apoptozes indukcija, o trumpalaikis — apsprendzia
lasteliy i1Sgyvenima po toksiniy poveikiy (Chen ir kt., 1996; Hu ir kt., 1999).
Manoma, kad trumpo $ios kinazés aktyvinimo nepakanka inicijuoti lasteliy ztti
apoptozeés budu apsprendzianciy procesy aktyvinimui (Mansouri ir kt., 2003).
Taciau tai gali priklausyti nuo lasteliy riiSies, nes kiti autoriai nurodo, jog
butent trumpalaikis JNK aktyvinimas salygoja lasteliy apoptoze¢ (Taimor ir kt.,
2001). Prie§ tai misy pateikti duomenys rodo, kad JNK aktyvinamas ir jos

vaidmuo taip pat gali priklausyti ir nuo poveikio prigimties.

Siekdami jvertinti JNK aktyvinimo trukmés ir jos vaidmens apoptozéje
priklausomybe nuo lasteliy riiSies bei apoptozés induktoriaus, pasirinkome kita
modeling sistema: lyginome JNK kinazés vaidmeni miogeniniy bei navikiniy
lasteliy apoptozinés ziities iniciacijoje po to paties induktoriaus poveikio.
Tyrimams naudojome kraujo kilmés REH (B-leukemijos) ir Jurkat (T-
leukemijos) linijy lasteles, o apoptozeés induktoriumi buvo pasirinktas
Fusarium genties mikromicety produkuojamas mikotoksinas deoksinivalenolis

(DON). Mes esame parode, kad mikotoksinai yra efektyviis leukeminiy ir kity

&5



lasteliy apoptozés induktoriai (Baltriukiené ir kt., 2007). Literatiiroje yra
duomeny, kad trichotecenai, kuriems priskiriamas ir DON, gali aktyvinti MAP
kinazes bei dalyvauti apoptozés indukcijoje (Zhou ir kt., 2005).

Pradzioje tiriamuy linijy lasteles paveikéme didéjanciomis Sio
mikotoksino koncentracijomis ir nustatéme, kad DON priklausomai nuo
koncentracijos stabdo lasteliy proliferacija bei sukelia apoptozing ziti. 3.14
paveiksle, A ir B dalyse pateikiamas Mio9 ir REH Iasteliy skaiCiaus ir
gyvybingumo kitimas po ivairiy DON koncentracijuy 24 val. poveikio. Idomu
tai, kad Mio9 lasteliy jautrumas Siam mikotoksinui yra gana panasSus 1
leukeminés REH linijos lasteliy jautruma. Mes esame nustatg, kad kitos
adhezinés navikinés lasteles (MH-22a, BHK21) yra gana atsparios DON
poveikiui (Baltriukiene ir kt., 2007).
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3.14 pav. DON, priklausomai nuo Kkoncentracijos, pasiZymi citotoksiniu,
apoptozine lasteliy zZiitj sukelianciu veikimu. A - Mio9 bei REH lasteliy skaiciaus
kitimas po poveikio skirtingomis DON koncentracijomis, jvertintas tripano melio
testu ir iSreikstas lasteliy skai¢iumi 1ml Iasteliy suspensijos (zr. 2.4 skyriy); B — Mio9
ir REH lasteliy pasiskirstymas kultiiroje pagal nusidazyma AO/EB po 24 poveikio
val. skirtingomis DON koncentracijomis analizuotas fluorescentiniu mikroskopu. Cia:
G — gyvos neapoptozinés; GA — gyvos apoptozinés; NA — negyvos apoptozinés, N —
nekrozinés; BCH — netekusio chromuotino lastelés (zr. 2.13 skyriy).



Tolimesniems tyrimams mes pasirinkome tokias mikotoksino
koncentracijas, kurios sukele 40-60% lasteliy Ziti, ir vertinome, koki vaidmeni
streso aktyvinama JNK MAP kinaz¢ atliecka DON indukuojamame apoptozés
procese. Tuo tikslu tyréme JNK kinazés fosforilinima/aktyvinima po ivairiai
trunkanc¢io DON poveikio. Kadangi miogeniniuy lasteliy jautrumas Siam
mikotoksinui yra panasus i leukeminiy liniju lasteliy jautruma, tolimesniuose
tyrimuose naudojome ta pacia DON doze (5 pg/ml), kuri sukele 40-60%
lasteliy ziti. Gauti duomenys parodé, kad Sis mikotoksinas indukavo ankstyva
ir trumpalaiki JNK MAP kinazés fosforilinima REH bei Jurkat linijy lastelése,
bet ilgai trunkant] miogeninés Mio9 linijos lastelése. REH ir Jurkat lastelése
JNK buvo aktyvinama tik 1-2 val. nuo DON poveikio pradzios, tuo tarpu
miogeninése lastelése JNK iSlikdavo fosforilinta ir 24 valanda nuo DON
poveikio pradzios (3.15 pav., A). JNK raiska isliko pastovi visg tyrimo laika
visose tirtose lasteliy linijose.

Galimas JNK MAPK dalyvavimas DON sukeliamoje Mio9 bei REH
lasteliy apoptoze¢je buvo vertinamas naudojant specifini Sios kinazes
inhibitoriy, SP600125. I§ literatliros yra zinoma, kad Jurkat lastelése DON
indukuotos apoptozés metu JNK vaidina apsaugini vaidmenj (Pestka ir kt.,
2005). Is 3.15 paveiksle, B dalyje pateikiamy duomeny matome, kad JNK
slopinimas nedidino REH lasteliy gyvybingumo po DON poveikio, taciau $ios
kinazés aktyvumo sumaZinimas Mio9 miogeninése lastelése Zenkliai pagerino

Siy lasteliy iSgyvenima po DON poveikio.

Taigi, misy gauti rezultatai rodo, kad ta pati medziaga skirtingy riisiuy
lastelése gali indukuoti skirtingos trukmés JNK MAP kinazés aktyvinima. Siuo
atveju JNK aktyvinimo pobidis ir vaidmuo apoptozeje atitinka literatiiroje
priimtai nuostatai: miogeninése lastelese DON indukuoja ilgalaiki JNK kinazés
aktyvinima, kuris reikalingas DON indukuotai apoptozei pasireiksti Siose
lastelése. Ir atvirksciai, trumpai aktyvinta JNK apsaugo leukemines Jurkat
lasteles, bet, panasu, pasizymi neutraliu veikimu REH leukeminése lastelése

(Baltriukiené ir kt., 2007; Pestka ir kt., 2005).
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3.15 pav. JNK MAP kinazés aktyvacijos bei vaidmens tyrimas miogeninése bei
leukeminése 13steliy linijose po DON poveikio. A - JNK raiskos ir fosforilinimo
kitimas po DON (5 ug/ml) poveikio nustatytas imunoblotingo metodu. Pateiktas
tipinis vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris eksperimentus. B - JNK kinazés
inhibitoriaus SP600125 jtaka Mio9 ir REH lasteliy gyvybingumui po DON poveikio
buvo vertinta MTT metodu, gauti duomenys iSreikSti procentais, laikant, kad
kontrolin¢s, niekuo neveiktos gyvos lastelés sudaro 100 % (Zr. 2.5 skyrius).
Apskaiciuotas vidurkis i§ maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty = SN, P<0.05.
SP600125 (40 uM) inhibitoriumi Iastelés veiktos 30 min. prie$ pridedant DON.

3.3.4.3. Transkripcijos veiksnio c-Jun vaidmens miogeniniy lasteliy
apoptozéje tyrimas

Mes parodéme, kad JNK dalyvauja indukuojant apoptoz¢ miogeninése

lastelése po apoptozés induktoriy - CisPt ir DOX, poveikio. Apoptozés

stabdymas ir lasteliy gyvybingumo iSsaugojimas reiksty JNK slopinima.

Apoptoze galima bty stabdyti ir slopinant kitus Sio signalinio kelio
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komponentus bei JNK taikinius. Todél svarbu iSsiaiSkinti JNK signalo
perdavimo eiliSkuma apoptozes indukcijoje.

Vienas pagrindiniy JNK taikiniy - protoonkogeno c-jun koduojamas
baltymas, kuri ji fosforilina ir tokiu biidu aktyvina. Signalo perdavimo metu
gali biiti svarbus ir signaliniy molekuliy raiskos aktyvinimas. c-Jun raiska gali
reguliuoti MAP kinazés — p38 bei ERK (Kayahara ir kt., 2005). Yra duomeny
apie tai, kad ERK reguliuoja ir c-Jun aktyvuma. Nustatyta, kad ERK1/2
fosforilina c-Jun tiek baltymo N-gale (kiek maziau nei JNK), tiek C-gale
vienoje 1§ inhibitoriniy sri¢iy, lokalizuoty Salia DNR suriSan¢io domeno
(Shaulian ir Karin, 2001). Literattiroje yra daug duomeny apie c-Jun vaidmeni
apoptoze¢je - tiek proapoptozini, tiek ir antiapoptozini (Eferl ir kt., 2003;
Munemasa ir kt., 2006). Todél tolesniame darbo etape vertinome Sio
transkripcijos veiksnio vaidmeni miogeniniy lasteliu apoptozés indukcijoje.
Pradzioje tyréme, kaip kinta c-Jun baltymo raiska ir fosforilinimas po tiriamy
medziagy poveikiy. Gauti duomenys parodé gana vélyva c-Jun baltymo
fosforilinima po CisPt, DOX ir NOC-18 (3.16 pav.). Siuo atveju buvo stebima
ir panas$i c-Jun raiSkos kitimo kinetika po CisPt, DOX bei NOC-18 poveikiy,
nors po DOX poveikio maZziau iSreiksSta. Taigi, c-Jun fosforilinimo koreliacija
su JNK fosforilinimu/aktyvinimu, kuris buvo registruotas CisPt ir DOX
poveikio atveju, leidZzia manyti, kad c-Jun galéty dalyvauti apoptozes
indukcijoje. 1§ kitos pusés, esame nustatg, kad veélyvas JNK aktyvinimas
apsaugo tiriamas Mio9 lasteles nuo NO donoro NOC-18 poveikio.

c-Jun baltymo raiSkos bei jo fosforilinimo/aktyvinimo padidéjimas po
genotoksiniy bei patofiziologini kardiotoksiSkuma imituojanciy medziagy
poveikiy rodo jo galima dalyvavima miogeniniy lasteliy apoptozés indukcijoje.
Tokiy duomeny esama ir literatiiroje. Pavyzdziui, c-Jun reikalingas apoptozei,
vykstan¢iai simpatiniuose neuronuose po nervy augimo faktoriaus (NGF)
pasalinimo, taip pat ceramido indukuotai apoptozei mieloidiniy ir limfoidiniy
naviky lasteliy linijose, pelés fibroblasty lastelése, Sirijos Ziurkéno

embrioninése lastelése. Be to, c-Jun/AP-1 aktyvacija Siose lastelése yra svarbi
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3.16 pav. c-Jun raiskos ir forforilinimo kitimas po poveikio kardiotoksinémis
medZiagomis. c-Jun raiSka ir fosforilinimas miogeninése lastelése po CisPt (10
pg/ml), DOX (2.5 uM) bei NOC-18 (5 mM) poveikio buvo analizuojami
imunoblotingo metodu. Pateiktas tipinis vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris
nepriklausomus eksperimentus.

apoptozei, indukuojamai oksidacinio streso. Kaip proapoptozinis veiksnys, c-
Jun funkcionuoja ir Sirdyje iSemijos metu (Sato ir kt., 2001; Wang ir kt., 1999).

Specifinis JNK inhibitorius slopina c-Jun N-galo kinazés aktyvuma,
taigi, tuo atveju jinai negali fosforilinti savo taikiniy. Mes parodéme, kad po
JNK inhibitoriaus SP600125 poveikio sumazé¢ja bazinis c-Jun fosforilinimas
(zr. 3.3.1. sk., 3.10 pav.). Dar daugiau, 3.17 paveiksle pateikti duomenys rodo,
kad tiriamas JNK inhibitorius ne tik slopina c-Jun fosforilinima, bet ir mazina
CisPt bei DOX indukuota c-Jun raiska (3.17 pav.)

3.17 pav. JNK inhibitoriaus

SP600125 jtaka c-Jun raiSkos ir

fosforilinimo Kkitimui po CisPt ir

CisPt DOX DOX 'poveikiq. JNK aktyvuma
+ N ¥ IP60C12S (wm HUSIOPIHUS SP600125 (40 }LM), C-

-Tum Jun  raiska ir fosforilinimas
- -, e . v miogeninése miogeninése lastelése

— ¢-Jun fragmentas po CisPt (10 pg/ml, 8val.) ir DOX
(2.5 uM, 8 wval.) poveikio buvo

-
i i a : fosto-c-Jun analizuojami imunoblotingo metodu.

Pateiktas tipinis vaizdas, gautas
atlikus maziausiai tris
eksperimentus. Lasteleés SP600125
buvo veikiamos 30 min. prie$
pridedant apoptozés induktorius.
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Taigi, JNK, fosforilindama c-Jun, dalyvauja $io transkripcijos veiksnio
raiskos reguliacijoje. Zinoma, kad c-jun geno promotoriuje yra AP-1 suri§imo
vietos, todé¢l c-jun gali dalyvauti savo paties geno transkripcijoje - pasireiskia

teigiama autoreguliacija.

Siekdami jvertinti Sio transkripcijos veiksnio vaidmeni miogeniniy
lasteliy apoptozeés indukcijoje gavome genetiSkai modifikuotas miogenines
lasteles su padidinta c-Jun baltymo raigka. Siuo tikslu panaudojome pcDNR-
HA-Jun plazmide, sukurta pcDNA3 vektoriaus pagrindu (Invitrogen). Si
plazmidé turéjo iklonuota c-jun geno seka sulieta su HA. HA yra
hemagliutininas - gripo viruso baltymas, sukeliantis stipry imuninj atsaka,
tod¢l antikiinai prie$ ji lengvai gaunami, o nedideli epitopa koduojanti seka
sékmingai pritaikyta genu zZyméjimui. Transfekuoty Iasteliy atrankai buvo
naudotas antibiotikas geneticinas (50 pg/ml - 300 pg/ml). HA bei padidinta c-
Jun raiska buvo ivertinta imunoblotingo metodu (3. 18 pav., A). Kontrolei {

miogenines lasteles buvo transfekuota plazmid¢, nekeicianti c-Jun raiskos.
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3.18 pav. c-Jun vaidmuo miogeniniy lasteliy apoptozés reguliacijoje. A — HA bei
c-Jun raiSka kontrolinése lastelése bei modifikuotose lastelése su padidintu c-Jun
baltymo lygiu buvo analizuota imunoblotingo metodu. Pateiktas tipinis vaizdas,
gautas atlikus maziausiai tris eksperimentus. B — Kontrolinés lastelés bei lastelése su
padidintu c-Jun baltymo kiekiu buvo 24 val. veikiamos CisPt (10 pg/ml), DOX (2,5
uM) bei NOC-18 (5 mM). Gauti rezultatai iSreiksti santykinio gyvybingumo (Zr. 2.4
ir 2.5 skyrius) vidurkiu = SN, apskaiCiuotu i§ maziausiai trijy nepriklausomy
eksperimenty, P<0.05.

91



Paveike kontrolines lasteles bei lasteles su padidinta c-jun raiska,
tirlamomis kardiotoksinémis medziagomis (CisPt, DOX, NOC-18), nustatéme
didesni Siy genetiSkai pakeisty lasteliy jautruma tiriamoms medziagoms (3.18
pav., B). Tai rodo galima c-Jun dalyvavima $iy medziagy indukuojamoje

miogeniniy lasteliy apoptozéje.

Norédami patvirtinti  Siuos duomenis, mes mazinome tiriamo
transkripcijos veiksnio raiska. Siam tikslui pasiekti pasirinkome du badus.
Pirmuoju atveju c-Jun raiska slopinome, panaudodami mazy dvigrandziy RNR

— siRNR metoda. Tai naujas ir gana efektyvus biidas geny raiskai reguliuoti.
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3.19 pav. c-Jun vaidmens miogeniniy lasteliy apoptozés reguliacijoje tyrimas. A
- c-Jun raSka analizuota c-Jun-siRNR transfekuotose ir kontrolinése Mio9 lastelése.
B — c-Jun-siRNR itaka miogeniniy lasteliy gyvybingumui po poveikio CisPt (10
pg/ml, 24 val.) ir DOX (2,5 uM, 24 val.). C - c-Jun raska analizuota miogeninése
lastelése, kuriose c-Jun baltymo lygis buvo mazinamas prieSprasminiy seky metodu,
bei kontrolinése Mio9 lastelese. D — PrieSprasminés c-jun sekos jtaka miogeniniy
lasteliy gyvybingumui po poveikio CisPt (10 pg/ml, 24 val.) ir doksorubicino (2,5
uM, 24 val.). (A) ir (C) — c-Jun raiska tirta imunoblotingo metodu. Pateiktas tipinis
vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris eksperimentus. (B) ir (D) — duomenys gauti,
dazant lasteles kristalvioletu (zr. 2.6 skyriy) ir iSreikSti santykinio gyvybingumo
vidurkiu £ SN, P<0.05 (CisPt atveju) ir P<0.02 (DOX atveju).
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Antruoju atveju 1 tiriamas lasteles buvo ivestas konstruktas, turintis
pieSprasming c-Jun seka (zZr. 2.17 skyriy). PrieSprasminiy seky metodas Siuo
metu efektyviai naudojamas signalo perdavimo tyrimuose. Gautose linijose c-
Jun raiska buvo ivertinta imunoblotingo metodu, kuris parodé¢ kiek maZesni c-
Jun baltymo lygi lyginant su kontrole (3.19 pav., A ir C). Paveike Sias
modifikuotas ir kontrolines Iasteles CisPt bei DOX nustatéme, kad c-Jun
slopinimas didina lasteliy atsparuma tirtoms medziagoms (3.19 pav., B ir D).
Sie rezultatai patvirtino ankséiau gautus duomenis, naudojant modifikuotas
lasteles su padidinta c-Jun raiSka. Taigi, c-Jun dalyvauja i§ triuSio griauciy
raumens gauty miogeniy lasteliy apoptozes indukcijoje po genotoksiniy

medziagy - CisPt ir DOX, poveikio.

Taigi, galima teigti, kad JNK miogeninés lastelése dalyvauja apoptozés

indukcijoje fosforilindama c-Jun, AP-1 transkripcijos veiksnio komponeta.

3.3.4.4. Apoptozés iniciacijos keliy tyrimas chemoterapiniy
medziagy sukeltoje miogeniniy lasteliy apoptozéje

Kaip parodéme anksciau, JNK aktyvinimas bei po jo sekantis c-Jun
fosforilinimas nulemia CisPt ir DOX indukuojama apoptoz¢ miogeninése
lastelése. Toliau aiSkindamiesi apoptozinio signalo perdavimo lasteléje
eiliSkuma, tyréme apoptozés veiksnio Fas ligando (FasL) raiska po apoptozes
induktoriy ir JNK/c- Jun signalinio kelio aktyvintojy - CisPt ir DOX, poveikiy.

Zinoma, kad FasL yra vienas i§ transkripcijos veiksnio c-Jun taikiniu,
dalyvaujan¢iy apoptozés indukcijoje. c-Jun stimuliuoja jo raiSka bei
susijjungima su Fas receptoriumi. Su FasL raiSkos aktyvinimu paprastai
siejamamas JNK signalinio kelio ilgalaikis aktyvinimas ir svarba apoptozes
indukcijoje. Visa tai lasteles veda link apoptozés — inicijuojamas iSorinis
apoptozés kelias (Mansouri ir kt., 2003). Tod¢l FasL gali biiti proapoptozinis
JNK/c-Jun signalinio kelio taikinys, nulemiantis miogeniniu lasteliu ziti po
CisPt bei DOX poveikiy. Norédami tai patikrinti, mes jvertinome FasL
baltymo raiSka miogeninése lastelése po CisPt, DOX bei NOC-18 poveikiy.
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Gauti duomenys neparod¢ jokiy FasL raiSkos pakitimy po minéty poveikiy, bet
registruota gana aukSta baziné FasL raiSka miogeninése lastelése (3.20 pav.,
A). Siekdami jvertinti ar §is iSorinis FasL/Fas indukuotas apoptozés iniciacijos
kelias yra svarbus CisPt poveikio atveju, panaudojome antikiinius prie§ FasL
receptoriy Fas. Tai imitavo ligando (FasL) poveiki. IS 3.20 paveiksle, B dalyje
pateikty duomenuy matome, kad FasL/Fas signalinis kelias dalyvauja CisPt
indukuotoje miogeniniy lasteliy apoptozé¢je — anti-Fas didina CisPt paveikty
lasteliy ziiti, bet neveikia kontroliniy lasteliy. Tac¢iau mes negavome duomeny
apie Sio kelio aktyvinima misy tirty chemoterapiniy medziagy indukuoto
apoptozinio proceso metu. Beje, literatiiroje yra duomeny ir apie tai, kad FasL
raiSkos padid¢jimas, salygojamas aktyvaus c-Jun, gali biiti ir nepakankamas
kardiomiocity apoptozei (Nelson ir kt., 2000). Gali biti, kad, Siuo atveju,
JNK/c-Jun kelias dalyvauja apoptozés indukcijoje, panaudodamas kitus savo

taikinius ir kelius.
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3.20 pav. FasL/Fas vaidmuo miogeniniy lasteliy apoptozéje. A — FasL raiska
miogeninése lastelése po CisPt (10 pug/ml), DOX (2,5 uM), NOC-18 (5 mM)
poveikiy buvo analizuota imunoblotingo metodu. Pateiktas tipinis vaizdas, gautas
atlikus maziausiai tris eksperimentus. B — Antikiiny prie§ Fas itaka miogeniniy
lasteliy gyvybingumui buvo tirta po poveikio CisPt (10 pg/ml). Gauti rezultatai
iSreiksti gyvybingumo indeksu reiSkianciu santyki gyvy lasteliu rastu po
kompleksinio anti-Fas ir CisPt 24 val. poveikio su gyvy lasteliy skai¢iumi rastu po
CisPt tokios pat trukmés poveikio. Pateikiamas maziausiai triju nepriklausomy
eksperimenty vidurkis + SN, P<0.03.

Be iSorinio FaslL/Fas kelio apoptozé lasteléje gali biiti incijuojama ir

vidiniu, nuo mitochondrijy priklausomu, keliu. Pirmasis yra inicijuojamas
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FasL susijungiant su transmembraniniu glikoproteinu Fas, dé¢l to aktyvinama
visa eilé signaly, vedanciy 1 kaspazés 8 aktyvacija ir apoptozing lastelés Ziti.
Kaspaz¢ 9 perduoda mitochondrinio kelio signala. Todél norédami iSsiaiskinti,
kokiu keliu vyksta miogeniniy lasteliy apoptozeé, indukuojama CisPt bei DOX
poveikiy (t.y. pvertinti ar abu signaliniai keliai dalyvauja apoptozéje miisy
atveju), panaudojome specifinius Siy kaspaziy inhibitorius. Gauti rezultatai
parodé, kad kaspaziy 3, 8 ir 9 inhibitoriai (atitinkamai Z-DEVD-FMK, Z-
IETD-FMK ir Z-LEHD-FMK) stabd¢ CisPt ir DOX indukuota lasteliy ziitj
(3.21 pav.). Taigi, Siy medziagy sukeltoje apoptozeje dalyvauja tiek iSorinis,
tiek ir vidinis apoptozes iniciacijos keliai.
3.21 pav. ISorinis - receptorinis ir
: vidinis - mitochondrinis apoptozés
2,5 B56%| iniciacijos keliai dalyvauja CisPt ir
DOX indukuotoje apoptozéje. Kaspaziy
2 T inhibitoriy (visi po 20 uM) poveikis
miogeniniy lasteliy gyvybingumui po
kardiotoksiniu medziagy — CisPt (10
pg/ml, 24 val.) ir DOX (2.5 uM, 24 val.),
poveikio tirtas tripano mélio testu (zr. 2.4
11 skyriy).  Gauti  rezultatai  iSreikSti
Kaspazés 8 Kaspazés 9 Kaspazés 3 gyvybingumo indeksu (zr. 3.20 pav.
Inh. Inh. Inh. aprasa). Pateikiamas maziausiai triju

nepriklausomy eksperimenty vidurkis +
SN, P<0.025.

1,5 1

Gyvybingumo indeksas

0,5 -

3.3.5. PI3 kinazés/Akt signalinis kelias ir jo vaidmuo miogeniniy lasteliy

apoptozéje

Siekiant pagerinti miogeniniy lasteliy iSgyvenima po kardiotoksiniy
poveikiy, pirmiausia yra kreipiamas démesys | PI3K/Akt signalini kelia, kuris
paprastai siejamas su apsauginiu, antiapoptoziniu jos vaidmeniu lastelése.
PKB/Akt iSgyvenima skatinantis veikimas pasireiskia tiesiogiai fosforilinant ir
slopinant pagrindinius apoptozés vykdytojus - baltyma Bad, prokaspaze 9 bei
kinazg ASKI1, kurios fosforilinimas neleidzia perduoti streso signalo streso
aktyvinamoms MAP kinazéms - JNK ir p38 (Cardone ir kt., 1998; Negoro ir
kt., 2001; Pastorino ir kt., 1999). Yra duomeny apie tai, kad Akt dalyvauja
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apsaugant kardiomiocitus nuo apoptozés iSemijos metu in vivo (Fujio ir kt.,
2000). Kitais duomenimis, PI3K/Akt signalinis kelias gali ir nedalyvauti
miogeniniy lasteliy iSgyvenime (Stewart ir kt., 2004), o pastaraisiais metais
pasirodé straipsniy ir apie galima jo proapoptozini veikima lastelése (Fedier ir

kt., 2006; van Gorp ir kt., 2006).

Todel, siekdami jvertinti PI3K/Akt signalinio kelio vaidmeni
miogeniniy lasteliy, skirty transplantacijai | pazeista Sirdies audinij, Zities ir
iSgyvenimo procesuose, tyréme Akt kinazés raiSka bei fosforilinima. 3.22
paveiksle pateikti duomenys neparod¢ rySkesnio Akt baltymo lygio
pasikeitimo po kardiotoksiniy medziagy (CisPt, DOX, NOC-18 bei H,0,)
poveikiy. Apoptozes induktoriai neindukavo ir Akt kinazés Thr 308 ir Ser 473
fosforilinimo padidéjimo, kuris paprastai yra siejamas su Akt aktyvinimu.
Tyrimai parodé¢, kad kamieninés miogenines lastelés turi pastoviai fosforilinta

fosfo-Akt baltyma, kurio lygis kiek maZz¢jo lasteliy apoptozinio proceso metu.

Poveikio trukmé, val.
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3.22 pav. Akt raiSkos ir fosforilinimo dinamikos tyrimas po kardiotoksiniy
poveikiy. Akt raiSkos ir fosforilinimo kitimas po CisPt (10 pg/ml), DOX (2,5 uM),
NOC-18 (5 mM) bei H,0, (I mM) poveikiy buvo analizuojamas imunoblotingo
metodu. Pateiktas tipinis vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris eksperimentus.
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Norédami jvertinti bazini Akt fosforilinimo lygi miogeninése lastelése,
mes palyginome Akt fosforilinima keliose miogeniniy liniju lastelése ir
lastelése, kuriose, kaip Zinoma, augimo faktoriai aktyvina Sios kinazés
fosforilinima. Palyginimui pasirinkome ploksteliy kilmés augimo faktoriumi
PDGF stimuliuotus pelés NIH 3T3 fibroblastus. 3.23 paveiksle pateikti
duomenys rodo auksta bazini Akt Thr 308 fosforilinimo lygi miogeninése
lastelése, kuris po ilgesnio (24 val.) apoptozés induktoriaus - CisPt poveikio

sumazéja.

SRS - 1
. s
SN, e w——— Ak
NIH 3T3 Mio9 Miol0 Mioll

3.23 pav. Akt raiSkos ir fosforilinimo lygio palyginimas skirtingose lasteliy
sistemose. Palyginimui naudotos NIH 3T3 linijos lastelés: nepaveiktos (1 takelis)
bei stimuliuotos su PDGF 5 min. ir 15 min. (atitinkamai 2 ir 3 takeliai), bei
miogeniniy 9, 10, 11 linijy lastelés: kontrolinés bei 20 val. veiktos CisPt (10 pg/ml).
Akt raiska ir fosforilinimas vertinti imunoblotingo metodu. Pateiktas tipinis vaizdas,
gautas atlikus maziausiai tris eksperimentus.

Duomenis apie pastovy Akt signalinio kelio aktyvuma miogeninése
lastelése patvirtinome, tirdami vieno i§ jo taikiniy - glikogeno sintazés 3 (GSK-
3), fosforilinima. Zinoma, kad Akt fosforilina GSK-3 ir taip nuslopina jos
veikima. Buvo parodyta, kad skirtingas PI3K/GSK-3 signalinio kelio
moduliavimas gali lemti arba apsaugini, arba proapoptozini $io kelio vaidmeni.
GSK-3 taikiniai yra transkripcijos veiksniai, struktiiriniai baltymai bei
metabolizma reguliuojantys fermentai. Visy ju aktyvumo reguliavimas ir
nulemia lasteles likima (Woodgett, 2005). Yra nustatyta, kad GSK3 dalyvauja
oksidacinio streso indukuojamos apoptozes reguliacijoje, o Sios kinazes
aktyvumo nuslopinimas apsaugo kardiomicitus nuo jy Zzuties (Nair ir Olanow,
2008; Tong ir kt., 2002). Todél toliau vertinome GSK3 kinazés aktyvinima
griauCiy miogeninése lastelése po kardiotoksiniy medZiagy poveikiy. 3.24

paveiksle pateikti duomenys nerodo jokio GSK3 fosforilinimo pasikeitimy.
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3.24 pav. Glikogeno sintazés fosforilinimo/aktyvinimo tyrimas miogeninése
Iastelése. Fosfo-GSK3 baltymo lygis ivertintas imunoblotingo metodu, naudojant
monokloninius antikiinus prie$ §i baltyma. Pateiktas tipinis vaizdas, gautas atlikus
maziausiai tris eksperimentus.

Taigi, musy tirti apoptozés induktoriai tiek pacios Akt, tiek jos taikinio
GSK3 fosforilinimo padidéjimo neindukavo. Manome, kad biidama pastoviai
aktyvi miogeninése lastelése, Akt galéty apsaugoti Sias lasteles nuo {vairiy
proapoptoziniy poveikiy.

Siekdami ivertinti Akt vaidmeni miogeniniy lasteliy apoptozés
indukcijoje, naudojome biocheminius ir genetinius metodus. Pirmuoju atveju
buvo panaudoti Sio signalinio kelio specifiniai inhibitoriai - PI3 kinazés
inhibitoriai LY294002 ir vortmaninas bei Akt kinazés inhibitorius VIII, kuris
slopina Akt kinazés veikima (3.25 pav., A). Siy inhibitoriy veikimas buvo
patvirtintas kontrolinése bei CisPt paveiktose lastelése imunoblotingo metodu,
kuris parodé Akt fosforilinimo slopinima po visu misy naudoty PI3K/Akt
inhibitoriy poveikiy (3.25 pav., B.). Toliau S§ie inhibitoriai ir buvo naudoti
tiriant Akt vaidmenj kardiotoksiniy medZziagy indukuotoje miogeniniy lasteliy
apoptozeje. Kaip ir buvo galima tikétis, miisy gauti duomenys parode, kad
PI3K/Akt signalinio kelio inhibitoriai didina patofiziologini kardiotoksiskuma
imituojanc¢iy medziagy - NO donoro NOC-18 bei H,0,, o taip pat DOX
poveikiy sukeliama miogeniniy lasteliy zuti (3.26 pav. A ir B). Taigi,
PI3K/Akt signalinis kelias reikalingas apsaugoti Sias lasteles nuo
kardiotoksiniy medziagy indukuojamos ju zities. Taciau netikétus duomenis
gavome miogenines lasteles, po PI3K ir Akt slopinimo, paveike CisPt. Siuo

atveju visi tirti PI3K/Akt signalinio kelio inhibitoriai - Ly294002 ir
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3.25 pav. PI3K/Akt signalinis kelias ir jo slopikliai. A — PI3K/Akt signalinis kelias,
pagrindiniai jo taikiniai Iastel€je bei Sio kelio inhibitoriai. B — PI3K bei Akt kinaziy
inhibitoriy — LY249002, vortmanino bei Al VIII, jtaka Akt kinazés fosforilinimui
kontrolinése bei CisPt (10 pg/ml, 8 val.) veiktose miogeninése lastelése buvo
analizuota imunoblotingo metodu. Pateiktas tipinis vaizdas, gautas atlikus maZziausiai
tris eksperimentus. Inhibitoriai pridéti 30 min. priesS paveikiant lastelés CisPt.

vortmaninas bei Akt inhibitorius VIII, stabdé cisplatina paveikty miogeniniy
lasteliy zaty, t.y. didino Iasteliy skaiCiy, palyginus su lasteliy skai¢iumi
kontrolinéje populiacijoje, kuri buvo veikta tik CisPt (3.26 pav., C). Tai rodo,
kad PI3 kinazé/Akt signalinis kelias kamieninése miogeninése lastelése,
priklausomai nuo apoptozés induktoriaus, gali biiti proapoptozinis.

Gautus duomenis apie PI3K/Akt signalinio kelio vaidmenj miogeniniy
lasteliy Zzities reguliacijoje patvirtinome genetiniais metodais. Siekdami
padidinti Akt raiSka miogeninése lastelése, 1 Sias lastelés transfekavome
plazmide puroBabe-Akt. Palyginimui i kitas tos pacios Mio9 linijos lasteles
ivedéme plazmide puroBabe-vekt. Gavome dvi naujas lasteliy linijas, kuriy
vienoje buvo padidinta Akt raiska, o kitoje, kontrolin¢je, Akt lygis nesikeiteé.
Abiem atvejais lasteliy atrankai naudotas buvo puromicinas (1-2 pug/ml). Akt
lygis buvo patvirtintas imunoblotingo metodu (3.27 pav., A). Toliau Sios

naujos lasteliy linjjos buvo veikiamos tiriamais apoptozés induktoriais. 1§ 3.27

99



B Be LY 294002
0,7 - O Su LY 294002

DOX

| Be inhibitoriaus

0,6 -
0,5 -
0,4
0,3
0,2
0,1 1

80 - 0 Su inhibitoriumi

60

gyvybingumas

40

20 '
0 - 1

w Ly Al VI

Lasteliy sk., tokst./ml

Santykinis

NOC-18 H202

3.26 pav. PI3K/Akt signalinio kelio

inhibitoriy vaidmens miogeniniy lasteliy

apoptozéje tyrimas. PI3 bei Akt kinaziy

CisPt slopinimo  itaka  miogeniniy lasteliy
T apoptozéje, indukuotoje DOX (2.5 uM, 24
80 - O Su inhibitoriumi val.) (A) ir CisPt (10 pg/ml) (C) buvo
T tiriama tripano mélio testu. B — PI3 kinazés

%0 ’_ij I_E slopinimo inhibitoriumi LY294002 jtaka
40 miogeniniy lasteliy Zi¢iai indukuotai NOC-
20 | “ II ﬁ 18 (5 mM, 24 val.) bei H,O, (1 mM, 24
val.) tirta MTT metodu (zr. 2.4 ir 2.5

0- skyrius). Pateikiamas maZziausiai trijy
w Ly ALVIl nepriklausomy eksperimenty vidurkis + SN.
Inhibitoriai pridéti 30 min. prie§ paveikiant
lasteles apoptozés induktoriais.

Lasteliy sk., takst./ml

paveiksle, B dalyje pateikty duomeny matome, kad padidinta Akt raiska
teigiamai veikia triuSio miogeniniy lasteliu gyvybinguma po DOX, NOC-18
bei H,0, poveikiy. Siuo atveju, rasta daugiau gyvy lasteliy nei kontrolingje
populiacijoje, kurioje Akt lygis i8liko nepakites, tuo tarpu lastelés su padidintu
Akt lygiu buvo jautresnés CisPt poveikiui. Tai patvirtino anks¢iau misy gautus
duomenis apie galima proapoptozini Akt vaidmeni CisPt indukuotoje
miogeniniy lasteliy apoptozéje.

Analogiskus rezultatus apie Akt vaidmeni gavome CisPt ir DOX
indukuotoje apoptozeje ir kitu budu genetiSkai modifikuotose lastelése, kurios
buvo gautos, panaudojus pSGS5 ir pCMV vektoriy pagrindu sukurtus
konstruktus: padidintos Akt raisSkos vektoriy (HA-Ak-wt), kuriame akt genas
yra sulietas su HA epitopo seka bei vektoriy, turint; neaktyvy Akt varianta
(HA-Akt-KD). Atrinkus geneticinui (atrankos agentas) atsparias Iasteles

transfekcijos efektyvuma jvertinome imunoblotingo metodu pagal HA epitopo
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3.27 pav. Padidintos Akt raiSkos vaidmens tyrimas miogeniniy Iasteliy
apoptozés reguliacijoje. A -Akt baltymo lygis lastelése, | kurias ivesta plazmidé
puroBabe-Akt (Akt), bei kontrolinése lastelése, 1 kurias jvesta plazmidé puroBabe-
vekt., vertintas imunoblotingo metodu. Pateiktas tipinis vaizdas, gautas atlikus
maziausiai tris eksperimentus. B — Padidintos Akt raiSkos jtaka miogeniniy lasteliu
gyvybingumui po 24 val. CisPt (10 pg/ml), DOX (2,5 uM), NOC-18 (5 mM) bei
H,0; (I mM) poveikiy tirta MTT metodu. Gauti rezultatai iSreikSti santykiniu
gyvybingumu (zZr. 2.4 ir 2.5 skyriy). Pateikiamas maziausiai triju nepriklausomy
eksperimenty vidurkis £ SN, P<0.05.
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3.28 pav. PI3K/Akt signalinio kelio vaidmens tyrimas miogeniniy lasteliy
apoptozés reguliacijoje. A — transfekcijos efektyvumas pagal HA epitopo raiska
kontrolinése, netransfekuotose bei transfekuotose HA-Akt-wt bei HA-Akt-KD
miogeniniy lasteliu linjose, vertintas imunoblotingo metodu. Pateiktas tipinis
vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris eksperimentus. B — Padidintos Akt raiskos
itaka miogeniniy lasteliy gyvybingumui po 24 val. CisPt (10 ug/ml) ir DOX (2,5
uM) poveikiy tirta MTT metodu. Gauti rezultatai iSreiksti santykiniu gyvybingumu
(zr. 2.4 ir 2.5 skyriy). Pateikiamas maziausiai triju nepriklausomy eksperimenty
vidurkis = SN, P<0.02.

raiSka (3.28 pav., A). Paveik¢ gautas modifikuotas lasteliy linijas tiriamomis

medziagomis, nustatéme, kad HA-Akt-wt transfekuotos lastelés (su padidinta
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Akt raiSka) buvo jautresnés CisPt bei atsparesnés DOX nei kontrolings,
turincios neaktyvy Akt (HA-Akt-KD) (3.28 pav., B).

Visi Sie rezultatai leidzia teigti, kad PI3K/Akt signalinis kelias
dalyvauja CisPt indukuojamos apoptozinés miogeniniy lasteliy Zities
vystymesi. Literatiroje gausu duomeny apie prieSinga - apsaugini, S$io
signalinio kelio vaidmeni CisPt sukeliamos apoptozés metu. Nustatyta, kad
PI3K/Akt signalinis kelias netgi dalyvauja atsparumo CisPt vystymesi véZinése
lasteléese (Gagnon ir kt., 2004). Todé¢l tolesnéje darbo dalyje pabandéme
palyginti PI3K/Akt signalinio kelio vaidmeni CisPt indukuotoje apoptozeje
tvairiy véziniy bei keleto pirminiy miogeniniy linijy lastelése. Tyrimuose buvo
naudotos skirtingos navikiniy liniju lastelés. Tai - Zmogaus eritroleukeminés
HEL, promielocitinés leukemijos HL-60 ir NB4, chronininés mieloidinés
leukemijos K562 Iastelés, o taip pat B-leukemijos REH limfoidinés Iastelés. IS
pastoviy navikiniy liniju lasteliy, auganciy kultiiroje ant substrato, tyréme
zmogaus plauciy epitelinés karcinomos A549 ir epidermoidinés karcinomos
A431 linijy lasteles. Buvo analizuojamas visy $iu linijy lasteliy atsakas 1 CisPt
poveiki, prie§ tai PI3K/Akt signalini kelia nuslopinus PI3K inhibitoriumi
LY294002. 1S 3.29 paveiksle pateikty duomeny matome, kad véziniy linijy
lastelése PI3K inhibitorius didina lasteliy Ziit], tuo metu, kai miogeniniy linijy
lastelés po LY294002 poveikio tampa atsparesnés CisPt. Tai rodo apsaugini
PI3K/Akt signalinio kelio veikima véZinése lastelése ir proapoptozini -
miogeninése. Ilga laika buvo manoma, kad Sio signalinio kelio vaidmuo
apoptozes indukcijoje yra iSimtinai apsauginis ir tik neseniai pasirodé nuorody
apie galima proapoptozini PI3K/Akt signalinio kelio veikima.

Taigi, misy gauti duomenys rodo, kad Akt signalinis kelias
miogeninése lastelése pasizymi antiapoptoziniu veikimu po jvairiy apoptozes
induktoriy poveikio. Sio signalinio kelio aktyvumo didinimas galéty pagerinti
transplantuojamy lasteliuy 1§gyvenima patologijos Zidinyje. Tyrimo metu gauti
nauji, tirty kamieniniy linijy lasteléms budingi, duomenys apie proapoptozing

PI3K/Akt kelio veikima.
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3.29 pav. PI3K kinazés inhibitoriaus 1.Y294002 vaidmens palyginimas CisPt
indukuotoje miogeniniy bei véZiniy linijy lasteliy apoptozéje. PI3 kinazés
inhibitoriaus Ly294002 (20 uM) itaka véziniy bei miogeniniy lasteliy gyvybingumui
po CisPt (10-15 pg/ml, 24val.) buvo tiriama dazant lasteles kristalvioletu (zr. 2.6
skyriy). Gauti rezultatai iSreikSti santykiniu gyvybingumu (zZr. 2.4 ir 2.5 skyrig).
Pateikiamas maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkis + SN, P<0.05.
LY294002 veikta 30 min. prie§ pridedant CisPt. A431, A431, REH, HL60, NB4,
K562 ir A459 yra vézinés lasteliy linijos; Mio9, Miol7, Mio22 bei Mio23 — triusio
miogeniniy linijy lastelés.

3.4. Rezultaty apibendrinimas

Viena 1§ dazniausiai minimy problemy, su kuria susiduriama lasteliu
terapijos metu, yra nepakankama audinio regeneracija dé¢l didelés lasteliy
Ziities transplantacijos vietoje. Siame darbe buvo tiriami suaugusio organizmo
kamieniniy miogeniniy lasteliy Zziities ir i§gyvenimo molekuliniai
mechanizmai, ieSkoma signaliniy molekuliy, atsakingy uz S$iy lasteliy
i8gyvenima. Darbo metu i§ triuSio griauciy skersaruozio raumens buvo gautos
pirmosios lasteliy linijos, pasizyminios desmino bei aktyvinty satelitiniy
lasteliy Zymens MyoD raiSka, ir galin¢ios diferencijuotis | daugiabranduoles
miozino sunkiaja granding (MHC) ekspresuojancias lasteles. [vertinus Siy
lasteliy proliferacinj potenciala nustatyta, kad jos gali biiti ilga laika auginamos
in vitro nesikei¢iant ju proliferacinéms savybéms. Suaugusio organizmo
lasteliy gebéjimas neribotai daugintis in vifro bei diferencijuotis { nulemtas
lasteles yra kamieniniy lasteliy savybé. Misu 2005 m. paskelbti duomenys apie
raumens kilmes lasteliy savybe neribotai daugintis in vitro yra nauji

(Bukelskien¢ ir kt., 2005). Tais paciais metais paskelbtame Deasy ir kt.
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straipsnyje apie pelés kamieniniy miogeniniy lasteliy neribota proliferacini
potenciala, nurodoma, kad iki Siol tokiy duomeny nebuvo skelbta (Deasy ir kt.,
2005). Ikiklinikiniai miokardo regeneracijos tyrimai parodé¢ miisy gauty
kamieniniy linijy lasteliy prigijima iSeminiame Zzidinyje. Tai patvirtino Siy
lasteliy, kaip eksperimentinio modelio, skirto lasteliy transplantacijai,
tinkamuma.

Taigi, miisy gauti tyrimuy rezultatai apie neribota i§ triuSio raumens
gauty lasteliy linijy proliferacini potenciala in vitro, ju geb¢jima diferencijuotis
miogenine kryptimi bei iSlikima po transplantacijos gyviino Sirdyje daro Sias
lasteles patraukliomis kardiomioplastijos tyrimuose. IS mazo raumens
gabalélio, padauginus kultiiroje, galima gauti didel; lasteliy kieki, o neribotas
Siy lasteliy dauginimasis leidzia atlikti jvairias genetines manipuliacijas. D¢l to
miogenines lasteles galima naudoti {vairiy, $iu lasteliy atsparuma toksiniams
poveikiams patologiniame zidinyje salygojanciy, geny jvedimui bei savybiu
tyrimui.

Viena 1§ svarbiausiy transplantuoty Iasteliy iSgyvenimo salygu -
atsparumas lasteliy ziiti (apoptoze ar nekrozg¢) indukuojantiems veiksniams.
Apoptoz¢ yra neatsiejama {jvairiy Sirdies susirgimy dalis, taiau jos
mechanizmai, tiek patologiniame Zidinyje Sirdies raumenyje, tieck mioblasty ar
Sirdies miocity kultiroje yra vis dar neaiskiis (Elsasser ir kt., 2001). Taigi,
transplantacijai skirty kamieniniy lasteliy apoptozés mechanizmy tyrimams
pasirinkome uZdegiminius citokinus — TNF-o ir IL-6 bei kardiotoksiniu
veikimu pasiZymincias medZiagas — cisplating, doksorubicing, NO donora
(NOC-18) ir vandenilio peroksida. Tirdami TNF-a poveiki nustatéme, kad jis
neveiké miogeniniy lasteliy gyvybingumo ir net neZymiai stimuliavo juy
proliferacija. Tik po ilgesnio — 72 val., poveikio buvo stebimas Iasteliy
dauginimosi sulétéjimas. Literatiroje yra duomeny apie tai, kad trumpalaikis
TNF-a veikimas skatina iSgyvenima bei proliferacija, kuri priklauso nuo
ilgalaikés JNK kinazés aktyvacijos (Stewart ir kt., 2003), taciau mes tokios
priklausomybés negavome. JNK inhibicija, kaip ir naujy baltymy sintezés

slopinimas, triu§io miogeniniy linijy lasteliy jautrumo TNF-a nepadidino.
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IL-6 vaidmuo Sirdies ligy patologijoje néra aiskus, bet labiau linkstama
prie proliferacija skatinancio, antiapoptozinio jo veikimo aiSkinimo (Craig ir
kt., 2000; Coles ir kt., 2005; Wollert ir Drexler, 2001). Taip pat yra duomenuy,
kad jvykus raumens pazeidimui, IL-6 skatina nekrozinio audinio degradacija,
sinchronizuoja satelitiniy lasteliy cikla, nedidindamas ju proliferacijos greicio,
bei stimuliuoja makrofagy apoptoze (Hawke ir Garry, 2001). Misy tiriamoje
sistemoje IL-6 neturéjo ijtakos Iasteliy gyvybingumui, taciau ir zenklaus

proliferacija skatinanc¢io vaidmens nenustatyta.

Zinoma, kad didzioji dalis transplantuoty lasteliy Ziiva pirmosiomis
dienomis po ju persodinimo, o jau po 24 val. prasideda likusiy gyvu lasteliy
dauginimasis. Todé¢l tiriamos miogeninés lastelés buvo veikiamos apoptozés
induktoriais kita diena po juy iSséjimo. Apoptozei sukelti naudojome
chemoterapines medziagas — cisplating (CisPt) ir doksorubicing DOX) bei
patofiziologini kardiotoksiSkuma imituojancias medziagas — azoto oksido
donora NOC-18 bei oksidacini stresa sukelianti vandenilio peroksida (H,0,).
Siy medziagy indukuojama apoptoziné lasteliy Zatis buvo patvirtinta bei
tvertinta kiekybiskai, derinant morfologinius ir biocheminius apoptozes
nustatymo metodus. Gauti duomenys parode¢, kad CisPt, DOX, NOC-18 bei
H,0,, priklausomai nuo dozés stabd¢ tirty lasteliuy proliferacija bei indukavo
apoptozing ju zuti. Nustatytos apoptozés induktoriy koncentracijos, po 24 val.
poveikio sukelianc¢ios 40-60 % miogeniniy Iasteliy ziti, kurios buvo

naudojamos tolimesniuose signaliniy molekuliy vaidmens tyrimuose.

Taigi, pirma karta buvo jvertintas kamieniniy miogeniniy liniju lasteliy
jautrumas galimiems toksiniams poveikiams pazeistame S§irdies raumenyje,
charakterizuotas lasteliy Ziities pobiidis. Gautos Zinios apie lasteliy Ziities
charakteristikas yra svarbios tiriant molekulinius kamieniniy miogeniniy

lasteliy zities mechanizmus.

Siekiant pagerinti miogeniniy lasteliy iSgyvenima patologiniame
zidinyje svarbu iSsiaiSkinti signalines molekules ir kelius, apsprendZiancius

lasteliy 1Sgyvenima ir Zziiti. Tuo tikslu tyréme mitogeny aktyvinamuy kinaziy
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(MAPK) bei PI3/Akt signaliniy molekuliy vaidmeni kardiotoksiniy veikimu
pasiZzymin¢iy medziagy indukuojamoje apoptozeje, naudodami biocheminius ir
genetinius metodus. ERK MAP kinazés bei Akt kinazés vaidmuo lasteliy
proliferacijoje yra gerai zinomas bei siejamas su teigiamy lastelés ciklo
reguliatoriy  stimuliacija ir antiproliferaciniy genuy slopinimu. Streso
aktyvinamos MAP kinazés — JNK ir p38, dazniau siejamos su apoptozes
pasireiSkimu, taciau jy vaidmuo lasteliy proliferacijoje ir iSgyvenime taip pat
yra zinomas. Specifiskai slopindami MAP kinaziy bei Akt kinazés veikima,
mes parodéme Siy kinaziy svarba griau¢iy miogeniniy lasteliy proliferacijai —
ERK, JNK, p38 bei Akt kinaziy inhibitoriai stabdé kamieniniy miogeniniy
lasteliy dauginimasi in vitro. Literatiroje yra duomeny apie Siy misy tirty
kinaziy reikalinguma kity riiSiu lasteliy proliferacijoje. Zinoma ne tik apie
ERK ir Akt, bet ir apie streso aktyvinamy kinaziy - p38 bei JNK, vaidmeni
lasteliy dauginimesi. Parodyta, kad bazinio JNK lygio slopinimas tiesiogiai yra
susijgs su lasteliy proliferacijos slopinimu (Du ir kt., 2004). Kiti Saltiniai teigia,
kad tik aktyvinta JNK dalyvauja proliferacijos skatinime, ir §is aktyvinimas
néra susijes su apoptozeés stimuliacija (Smith ir kt., 1997). p38 MAPK yra
svarbi lastelés ciklo reguliacijai G1 ir G2/M stadijose bei UV indukuotam
lastelés ciklo stabdymui G2 stadijoje (Wang ir kt., 2000; Zarubin ir Han,
2005).

Zinoma, kad MAPK $eimai priklausancios kinazés ERK, JNK bei p38
MAPK dalyvauja jvairiy procesy Sirdyje reguliavime. Ekstralastelinio signalo
reguliuvojama kinazé ERK paprastai yra aktyvinama augimo faktoriy bei
hipertrofiniy agenty ir yra siejama su lasteliy i§gyvenimu, taciau yra duomeny
apie ERK dalyvima streso atsake bei lastelés Ziities procesuose (Werlen ir kt.,
2003; Zhuang irk t., 2007). Misu rezultatai parodé, kad ERK signalinis kelias
gali apsaugoti raumeninés kilmeés kamienines lasteles nuo daugelio apoptozés
induktoriy poveikio. Mes nustatétme, kad miogenines Iasteles nuo
kardiotoksiniy medZziagy poveikio apsauganiu veikimu pasiZzymi ir kita
MAPK - p38, kuri yra daZzniau siejama su apoptozes indukcija. Literatliroje yra

duomeny ir apie apsaugini p38 MAP kinazés vaidmeni, kuris siejamas su
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trumpalaikiu $ios kinazés fosfolinimu/aktyvinimu. Zinoma, kad ankstyvas $ios
kinazés aktyvinimas apsaugo kai kuriy rusiy lasteles nuo TNF-a sukeliamos
apoptozinés lasteliy Zities (Lenassi ir Plemenitas, 2006; Zechner ir kt., 1998).
Misy atveju, ankstyvas ir trumpalaikis p38 kinazés fosforilinimas buvo
registruojamas tik po vandenilio peroksido poveikio ir jis koreliavo su
apsauginiu Sios kinazés veikimu. Kitais atvejais ryskesniy p38 MAP kinazés
raiSkos ir aktyvinimo pokyciy po tirty medziagy poveikiy nenustatéme. Gali
biiti, kad miogenines Iasteles apsaugoti nuo kardiotoksiniy medziagy
indukuojamos lasteliy Ziities pakanka miisy registruotos bazinés Sios kinazés
aktyvacijos.

Literatiiroje JNK vaidmuo dazZniausiai siejamas su jos dalyvavimu
apoptozeés indukcijoje, taciau JNK gali dalyvauti ir apsaugant lasteles nuo
zuties. Paprastai skirtingas JNK signalinio kelio vaidmuo - proapoptozinis ar
antiapoptozinis, aiSkinamas skirtinga Sios kinazés bei Zemiau esanciy jos
taikiniy aktyvinimo trukme, stiprumu, o taip pat gali spriklausyti nuo poveikio
prigimties bei lasteliy riiSies. Miokarde JNK aktyvacija iSemijos metu lemia
kardiomiocity Ziti, kuri siejama su JNK salygojamu citochromo c i$laisvinamu
1§ mitochondiju bei kaspazés 9 aktyvacija (Aoki ir kt., 2002; Engelbrecht ir kt.,
2004; Qin ir kt., 2003). Taciau yra zinoma ir apie JNK dalyvavima apsaugant
kardiomiocitus nuo NO indukuojamos lasteliy ziities. Nustatyta, kad §i JNK
vaidmenj lemia trumpalaiké jos aktyvacija (Andreka ir kt., 2001). Literattiroje
vyrauja nuomone, kad ilgalaikis JNK, kaip ir p38, MAP kinazés aktyvinimas
yra siejamas su apoptozeés indukcija ir vystymusi, o trumpalaikis nulemia
lasteliy iSgyvenima (Mansouri ir kt., 2003; Lou ir kt., 2005; Tobiume ir kt.,
2001). Tirdami JNK signalinio kelio vaidmeni kamieniniy miogeniniy linijy
lasteliy apoptozéje nustatéme, kad chemoterapiniy/genotoksiniy medziagy
cisplatinos ir doksorubicino indukuojamas veélyvas ir ilgalaikis JNK
fosforilinimas/aktyvinimas koreliuoja su proapotoziniu §ios kinazés veikimu. Ir
atvirk$¢iai, ankstyvas ir trumpalaikis JNK fosforilinimas bei apsauginis JNK
vaidmuo buvo nustatytas po vandenilio peroksido poveikio. PrieSingai, azoto

oksido donoras NOC-18 indukavo ilgalaiki JNK fosforilinima, bet, taip pat,
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kaip ir vandenilio peroksido atveju, buvo nustatytas antiapoptozinis JNK
vaidmuo. Taigi, JNK dalyvauja apsaugant miogenines lasteles nuo
patofiziologiniy apoptozés induktoriy poveikio, nors §ios kinazes aktyvinimo
kinetika po NOC-18 poveikio skyrési nuo vandenilio peroksido ir neatitiko
literatiiroje  1Skeltos hipotezés, apie tai, kad ilgalaikis streso kinaziy
aktyvinimas yra susijgs su ju proapoptoziniu veikimu ir, atvirksciai,
trumpalaikis - lemia apsaugini vaidmeni. Tiesa, ne visada ir trumpalaikis JNK
aktyvinimas yra susijgs su antiapoptoziniu jos veikimu — zinoma, kad trumpai
aktyvuota JNK po NO donoro SNAP poveikio lemia Ziurkiy kardiomiocity
apoptozg¢ (Taimor ir kt., 2001).

Ar JNK aktyvinimo pobiidis bei jos vaidmuo apoptozéje priklauso nuo
lasteliy rusies bei apoptozés induktoriaus, tyréme pasirinke kita modeling
sistema — JNK fosforilinima bei jos vaidmeni apoptozeje lyginome miogeniniy
bei leukeminiy Jurkat ir REH linijy lastelése po mikotoksino deoksinivalenolio
poveikio. Zinoma, kad §is mikotoksinas lastelése indukuoja MAPK
fosforilinima ir apoptozg. Miisy gauti rezultatai parode, kad tas pats
induktorius skirtingos kilmés lastelése gali salygoti skirtingos trukmés JNK
MAP kinazes aktyvinima. JNK aktyvinimo pobiidis ir vaidmuo apoptozéje Siuo
atveju atitiko literatiiroje priimta nuostata — ilgalaikis JNK fosforilinimas
miogeninése lastelése buvo susijes su apoptozés indukcija, o trumpalaikis
poveikis, leukeminése lastelése, pasizyméjo apsauginiu arba neutraliu veikimu.

Mes parodéme, kad JNK dalyvauja indukuojant apoptoz¢ miogeninése
lastelése po genotoksiniy medziagy CisPt ir DOX poveikio. Norédami
i$siaiSkinti apoptozeés indukcijos mechanizmus miogeninés lastelése, tyréme
kitus galimus §io signalinio kelio komponentus bei JNK taikinius. Vienas
pagrindiniy JNK taikiniy - protoonkogeno c-jun koduojamas baltymas.
Literatiiroje yra daug duomenuy apie c-Jun vaidmeni apoptozéje - tiek
proapoptozini, tiek ir antiapoptozini. c-Jun reikalingas apoptozei vykstanciai
simpatiniuose neuronuose po nervy augimo faktoriaus (NGF) pasalinimo, o
kaip proapoptozinis veiksnys c-Jun funkcionuoja ir Sirdies raumeniniame

audinyje iSemijos metu (Sato ir kt., 2001; Wang ir kt., 1999). Mes nustatéme c-
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Jun baltymo raiSkos bei jo fosforilinimo/aktyvinimo padid¢jima po
genotoksiniy medziagy poveikio, kuris priklausé¢ nuo JNK aktyvumo. Siekdami
nustatyti c-Jun vaidmeni apoptozé¢je, genetiniais metodais didinome ir
mazinome jo kieki lastelése. Gauti duomenys parodé c-Jun dalyvavima
kardiotoksiniy medZiagy indukuojamoje miogeniniy lasteliy apoptozeje. Taigi
galima teigti, kad JNK miogeninése lastelése apoptozés indukcijoje dalyvauja
fosforilindama transkripcijos komplekso AP-1 komponeta - c-Jun.

Yra zinoma, kad vienas i§ transkripcijos veiksnio c-Jun taikiniy,
dalyvaujanéiy apoptozés indukcijoje, yra Fas ligandas (FasL). Su FasL raiskos
aktyvinimu paprastai siejamama JNK signalinio kelio ilgalaikio aktyvinimo
svarba apoptozeés indukcijoje. Visa tai lasteles veda link apoptozés —
inicijuojamas iSorinis apoptozeés kelias (Mansouri ir kt., 2003). Misy tyrimai,
panaudojant antikiinus prie§ FasL receptoriy Fas (tai imitavo FasL veikima),
bei specifinius kaspaziy 3, 8, ir 9 inhibitorius, parodé, kad apoptozés
indukcijoje miogeninése lastelése po genotoksiniy medZziagy poveikio
dalyvauja tiek iSorinis, receptorinis, tiek ir vidinis, mitochondrinis, keliai.
Taciau, jverting FasL raiSka po kardiotoksiniy medziagy poveikio, mes
nenustatétme FasL baltymo lygio pasikeitimy, ty., JNK/c-Jun kelio
aktyvinimas miogeninése lastelése apoptozés metu FasL raiskos nekeite.

Siekiant pagerinti miogeniniy lasteliy iSgyvenima po kardiotoksiniy
poveikiy, pirmiausia kreipiamas démesys | PI3K/Akt signalini kelia, kuris
paprastai siejamas su apsauginiu, antiapoptoziniu jos vaidmeniu lastelése.
Nustatyta, kad S$is signalinis kelias dalyvauja apsaugant kardiomiocitus nuo
apoptozeés iSemijos metu in vivo (Fujio ir kt., 2000). Kitais duomenimis,
PI3K/Akt signalinis kelias gali ir nedalyvauti miogeniniy lasteliy i§gyvenime,
0 pastaraisiais metais pasirod¢ straipsniy ir apie galima jo proapoptozini
veikima (Fedier ir kt., 2006; van Gorp ir kt., 2006; Stewart ir kt., 2004). Mes
nenustatéme Akt bei jo taikinio GSK3 aktyvinimo po apoptozés induktoriy
poveikio, bet parodéme, kad kamieninése miogeninése lastelése yra pastoviai
aukStas Akt fosforilinimo lygis. Biocheminiais ir genetiniai metodais

parodéme, kad Akt signalinis kelias dalyvauja apsaugant miogenines lasteles
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nuo ivairiy kardiotoksiSkumu pasizyminéiy apoptozés induktoriy poveikio.
Tyrimo metu gauti nauji duomenys apie galima proapoptozini PI3K/Akt kelio
veikima kamieniniy miogeniniy liniju lastelése cisplatinos indukuotos
apoptozes metu.

Taigi, ERK, p38, JNK MAPK bei Akt kinazés yra reikalingos
kamieniniy miogeniniy lasteliy proliferacijai bei gali dalyvauti apsaugant Sias
lasteles nuo apoptoze indukuojanéiy patofiziologiniy veiksniy poveikio. Siy
signaliniy molekuliy aktyvinimas Iasteliy transplantacijos metu galéty pagerinti

transplantuojamuyju lasteliy i§gyvenima patologijos Zidinyje.
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ISVADOS

I§ triuSio griauciy raumens gautos miogeninés lasteliy linijos pasizymi
kamieninéms lasteléms biidingomis savybémis - neribotu proliferaciniu
potencialu bei gebéjimu, net ir po ilgalaikio auginimo in vitro,

diferencijuotis miogenine linkme.

Kardiotoksiniu veikimu pasizymin€ios medziagos - vandenilio
peroksidas, NO donoras NOC-18 bei chemoterapiniai agentai -
cisplatina ir doksorubicinas, indukuoja apoptozing miogeniniy linijy
lasteliy Ziti. Tuo tarpu uzdegiminiai citokinai — TNF-a bei IL-6, Siu
lasteliy gyvybingumui itakos neturi.

Signalinés molekulés - MAP kinazés ERK, p38 ir JNK bei Akt kinaze,
yra skirtingai aktyvinamos/fosforilinamos po apoptozés induktoriy
poveikio; individualiy signaliniy molekuliy aktyvinimo pobtdis skiriasi

priklausomai nuo indukuojancios medZziagos.

Mitogeny aktyvinamos kinazés ERK bei p38 pasizymi apsauginiu
veikimu kardiotoksiniy medziagy indukuotoje miogeniniy Iasteliy
apoptozeje. JNK MAP kinazés vaidmuo Siy lasteliu apoptozéje
priklauso nuo poveikio ir gali buti tiek apoptoz¢ stimuliuojantis, tiek ir
ja slopinantis. Transkripcijos veiksnys c-Jun, pagrindinis JNK taikinys

branduolyje, miogeninése lastelése pasizymi proapoptoziniu veikimu.

Akt signalinis kelias miogenines lasteles apsaugo nuo jvairiy apoptozés
induktoriy poveikio. Taciau, kamienininiy linijy lastelése galimas ir

proapoptozinis PI3K/Akt kelio veikimas.

ERK, p38, INK MAPK bei Akt kinazés yra svarbios miogeniniy lasteliu
proliferacijai, todél ju aktyvumo padidinimas transplantuojamose

lastelése galéty pagerinti $iy lasteliy i§gyvenima patologiniame Zidinyje.
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