VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS

ROBERTA VASILIAUSKAITE
(Mikrobiologijos studijy programa)

Magistro baigiamasis darbas

ISeminés reperfuzijos sukelty tinklainés funkciniy,
morfologiniy ir genu raiSkos pokyc¢iu nustatymas Brown

Norway Ziurkeése

Darbo vadovas dr. Symantas Ragauskas

(parasas)

Studentas

(parasas)

Vilnius, 2023



TURINYS

SANTRUMPOS ... bbb b et e bbb n s 5
TV ADAS et bbb bR E bR R R R R Rt e bt b bbbt n s 7
1. LITERATUROS APZVALGA .....coooiiiiiiiiiiieiieceises st 8
1.1, Tinklaings SANAATA ........cciiiiiiiiiiiii s 8
1.1.1.  Tinklainés ganglinés 1gStel€S .......uiiiuiiiiiiiiiiieiiii e 11
1.1.2.  Gangliniy Iasteliy apoptoze incijuojantys faktoriai........cccoveerriieiiiiriiiiiesiiie e 12

1.2.  Tinklain€s kraujotakos SIStEIMA........ciiuuieiieiiiiiiiiiie sttt 15
1.3. Tinklainés iSeminés reperfuzijos etiologija ir PAtOZENEZE.........ocvvvrrrveriiieeiiieeiiiieesrinee e 16
1.3.1. Veiksniai, lemiantys laiking kraujotakos sustabdyma............cccccevvviriiiiniiniicnee, 16
1.3.2.  Laikino kraujotakos sutrikdymo sukeltos patologijos..........cccccceieeieiiciiciecceceee, 18

1.4.  Apoptotiniai ir anti — apOPLOLINIAT GENAI........cveveriirieriiite et 20
141, KASPAZE — 8 .ot 20
1.4.2. B —lastelig IMfoma 6 ........ccoviiiiiiiieicc e 21

1.5, Uzdegiminio atSAKO ENAL .....veivveviriiiiieiiiresiie sttt sn e nne e 22
1.5.1.  Glialinis fibrilinis rag8tinis baltymas ...........cccoovriiiiiiiiiii e 22
1.5.2.  ChemoKino lIgandas 12..........ccccooiiiiiiiiiiiee s 23

1.6.  Metody charakteriZavimas.........cueiiiiiiieiiiie et ne e 24
1.6.1.  Optiné kohereting tomografija ...........coiueiiieieiiie e 24
1.6.2.  Sabloning eleKtroretinO@rafija..........cccevevevcurereieeieereseseseeiee e 24

2. TYRIMU MEDZIAGA IR METODAL ........c.coivuiiuieeereerereieee s esesiesaesessse s 26
2.1. Laboratoriniai gyvinai, jranga, reagentai ir Kitos medZiagos ..........cccocevvriviiiieiiniiseennenn, 26
2110 GYVINAL ctiiiiiiiiiiieeie e bbb 26
2.1.2.  Jranga, vaistiniai preparatai it TEAZENTAL ........c.ecvrvirerrieieiiiesi e 26
2.1.3. GBNAI et 26

2.2, INVIVO EYFIMAI .ttt bbbttt bbbttt 27
2.2.1. ISeminés reperfuzijos modelio SUKEIMAS .........ccocveiiiiiiiiiiiiiiecc e 27
2.2.2.  AKISPUAZIO MAAVIIMIAS ...e.vveveeiieieiiiiesieste sttt sttt bbb be s ne e 28
2.2.3.  Sabloning eleKtroretinOGrafija........ce.eueveeverereriseeesceeseseeeesesesses s sesessesse s sesee s 28



2.2.4.  Optin¢ koherentiné tomoGrafija ........ccccocviiiiiiiiiiii i 28

2.3, HISEOIOGIJA ..t 29
2.3.1. Tinklainés imunohistocheminis dazymas.............cccocerieiiiiiniienine e 29
2.4 MOIEKUIINIAT EYFTMAL ....iviiiiiieiiiie e 30
2.4.1.  RNR i8skyrimas 18 QUAINIO .......eeviiiiiiiiiiiiiiieeiceie e 30
2.4.2.  RNR KONCENLraCijos NUSTALYMAS .........ciuirieiiiieieiienie et 31
2.4.3.  Kopijines DNR SINIEZE .......ceiiiiiiiiiiiiiiiiii it 31
2.4.4, Realaus laiko kiekybinés polimerazés grandininés reakcijos atlikimas (kPGR) ......... 31
2.5, Statisting ANALIZE .......cuoiiiiiiieiiie e 32
2.6, TYIIMO ELAPAI. ... ecveitieitieieciese et rte et e s s e e st e et e et e sa e e s teeseesbe e beeneesreenreenteareenreens 32
2.6.1. Pirmojo eksperimento eiga: tinkamo natrio chlorido slégio nustatymas ..................... 32

2.6.2. Antrojo eksperimento eiga: funkciniai ir struktiriniai pakitimai, sukelti iSeminés

FEPErfUZIJOS MOUEIIO .. .ottt e esreesbeeneeereenne e 33

2.6.3. Treciojo eksperimento eiga: geny ekspresijos susiejimas su iSeminés reperfuzijos

sukeltais morfologiniais ir fiziologiniais PaKItIMAIS..........cccceriiiiiniiiee e 35
3. REZULTATAIIR JU APTARIMAS ...ttt 37
3.1. Efektyvaus natrio chlorido spaudimo NUStatYMaS...........cccccveveiiieieere e 37
3.1.1.  Intraokuliarinio spaudimo KItimMas ...........cccccveeiieieiiieieese e 37
3.1.2.  Tinklainés gangliniy lasteliy i§gyvenamumas..............cecvrveiiniiiiieiieiineeseese s 38
3.2. ISeminés reperfuzijos sukelti morfologiniai ir fiziologiniai pakitimai ...........c.cccoevrennnnn 40
3.2.1.  Intraokuliarinio spaudimo KItiIMas ...........ccccveeieeieiiiieee e 40
3.2.2.  Gangliniy Igsteliy sluoksnio storio poKye€ial ........ccovvvviiiiiiiiiiiiniiii e 42
3.2.3.  Visos tinklain€s Storio KItIMAS .........ccveiiieiiieiiiiesie e 44
3.2.4. Tinklainés gangliniy lasteliy atsako j $abloninj stimulg kitimas.............c.cccooveririnennn, 46
3.2.5. Tinklainés gangliniy lasteliy iSgyvenamumas..............cocerrerieiiiniienienese e 47
3.2.6.  Tinklain€s SVOTIO KItIMAS ......ecveeiviiiiiiiiiiiiesii ettt 49
3.3.  ISeminés reperfuzijos sukelti geny raiskos pokye€iai ........ccocveviriiniiiiiiinieicsesee e 50
3.3.1.  EfektyvUumO NUSTALYMO tESTAS.......cueiviriiiiiriiiieieie ettt 50
3.3.2.  GFAP geno raiSKoS POKYCIAL ... cccviiiiriieiiiiiisiiesieere ettt 53



3.3.3.  Ccl12 2eno raiSKOS POKYCIAT ..vveviirieiireiiiasiesiiesieaieseesiaeeesseesseesesneesseessesssesseessesseessens 54

3.3.4.  Casp8 geno raiSKoS POKYCIAL.....ccviiiiiiiiiiiiiiieieee e 55
3.3.5.  BCI6 geno raiSkos POKYCIAL....cverviiiiiiiiiiiiiiiieieiee e 56

4., REZULATU APTARIMAS ..ottt 58
4.1. Tinkamo natrio chlorido sI€Zi0o NUStALYMAS.........cceeiiiiiiiiiiieie e 58
4.2. ISeminés reperfuzijos sukelti funkciniai ir struktiiriniai poky€iai .........ccooveviriiniiiiiiinnnn, 58

4.3. ISeminés reperfuzijos sukelty geny raiSkos pokyCiy susiejimas su morfologiniais ir

FiZiologiniais PAKITIMAIS .......ecieiieeie et e e e sraenaeannesres 59
ISVADOS. ..ottt 63
SANTRAUKA ettt et e s bt e e s bt e bt e e bt e e Re e e b e e e b et et e e naneabeeanneennee e 64
SUMMARY et e ettt e bt e s b e e e R bt e b e e e ab e e e Re e e bt e R e e e Rt e nRn e neeanr e ne e 65
7<) 1111 - OSSPSR 66
o 1= Fo L TSP RSSO T P UU TPV VPR PRPRPRRPR 73
P o 1<T0 - TP PP U TP UR VPR PRPRPRTPR 74
I o 41T TSP PP P PP PR PPRPRP 76
o 1T e TSSO TP PP PR PRTPRTPP 78



SANTRUMPOS

AGE (angl. Advanced Glycation End Products) — galutiniai glikozilinomo produktai
AMPA (angl. & — amino — 3 — hydroxy — 5 — methyl — 4 — isoxazolepropionic acid) — o—
amino — 3 — hidroksi — 5 — metil — 4 — izoksazolpropiono ragstis

Apaf-1 (angl. Apoptotic protease activating factor 1) — apoptotine proteaze aktyvinantis
faktorius 1

ATP (angl. Adenosine triphosphate) adenozino trifosfatas

Bcl6 (angl. B — cell lymphoma 6) — B 1gsteliy limfoma 6 baltymas

cAMP (angl. Cyclic adenosine monophosphate) — ciklinis adenozino monofosfatas

Casp8 (angl. Caspase 8) — kaspazé 8

Ccl12 (angl. C — C motif chemokine ligand 12) — C — C motyvo chemokino ligandas 2

Ccl2 (angl. C — C motif chemokine ligand 2) — C — C motyvo chemokino ligandas 2

Ccr2 (angl. C — C motif chemokine receptor 2) — C — C motyvo chemkino receptorius 2
CED - 3 (angl. Cell death protein 3) — Igsteliy mirties baltymas 3

DAPI (angl. 4',6 — diamidino — 2 — phenylindole dihydrochloride solution) — 4',6 — diamidino
2 — fenilindolio dihidrochlorido tirpalas

DNR (angl. Deoxyribonucleic acid) — deoksiribonukleorigstis

DPI — Dienos po indukcijos

DR — Diabetiné retinopatija

GABA (angl. Gamma-—aminobutyric acid) — gama—aminosviesto riigstis

GDD — Geltonosios démés degeneracija

GFAP (angl. Glial fibrillary acidic protein) — glialinis fibrilinis rugstinis baltymas

HIF (angl. Hypoxia—inducible factors) — hipoksijos sukeliami veiksniai

IL-1pB (angl. Interleukin 1 beta) — interleukinas—1 beta

IOP (angl. Intraocular pressure) — intraokuliarinis spaudimas

IR — ISeminé reperfuzija

KDNA (angl. copy DNA) — kopijiné deoksiribonukleortigstis

MOMP (angl. Mitochondrial outer membrane permeability) — mitochondrijy iSorinés
membranos pralaidumas

NaCl — natrio chloridas

NGF — (angl. Nerve growth factor) — nervy augimo faktorius

NLRP1 / NLRP3 (angl. Nucleotide—binding domain and leucine-rich repeat containing
proteins 1/3) — nukleotidus suriSan¢iy domeno tipo receptoriai, pirino domeng turintys

baltymai 1/3



NMDA (angl. N—Methyl-D-aspartate) — N-metil-D—-aspartatas

OKT (angl. Optical coherence tomography) — optiné koherentiné tomografija

p38 MAPK (angl. p38 mitogen—activated protein kinases) — p38 mitogeno aktyvuotos
baltymy kinazés

PCR (angl. Polymerase chain reaction) — polimerazés grandininé reakcija

PERG (angl. Pattern electroretinography) — sabloniné elektroretinografija

PKC (angl. Protein kinase C) — baltymy kinazé C

RBPMS (angl. RNA-binding protein with multiple splicing) — RNR surisantis baltymas su
daugybiniu susijungimu

RNR (angl. Ribonucleic acid) — ribonukleino rtgstis

ROS (angl. Reactive oxygen species) — reaktyviosios deguonies rasys

RPE (angl. Retinal pigment epithelium) — tinklainés pigmentinis epitelis

Tfh (angl. T follicular helper cells) — T folikuly pagalbinés lastelés

TLRA4 (angl. toll-like receptor 4) — toll-like receptorius 4

TNF (angl. Tumor necrosis factor) — naviko nekrozés faktorius

VEGF (angl. Vascular endothelial growth factor) — kraujagysliy endotelio augimo faktorius

Z0O-1 (angl. Zonula occludens—1) — tvirty jung¢iy baltymas 1



I[VADAS

Tinklainés iSeminé reperfuzija (IR) yra vienas pagrindiniy tinklainés sutrikimy, jskaitant su
amziumi susijusios geltonosios démés degeneracija, diabeting retinopatija, glaukomg ir tinklainés
veny okliuzijas. IR procesg galima isskirti j du etapus — iSemija, kurios metu yra laikinai sutrikdoma
tinklainés kraujotaka, ir po jos prasidedantis reperfuzijos laikotarpis, kurio metu atstatomas deguonies
bei maistiniy medziagy kiekis. IR pazeidimas gali sukelti tinklainés morfologinius ir fiziologinius
pokycius, jskaitant gangliniy lasteliy mirtj, pakitusig tinklainés kraujotaka ir galiausiai rege¢jimo
praradimg. Be to, jrodyta, kad $io proceso metu yra suaktyvinami lasteliy signaliniai Keliai,

skatinantys oksidacinj stresa, uzdegimga ir apoptoze (Li ir kt., 2022).

Gyviny modeliai daznai naudojami siekiant iSsiaiSkinti tinklainés iSeminés reperfuzijos
sukeltus pazeidimus. Taciau Kkoreliacija tarp struktdriniy ir funkciniy poky¢iy, Susijusiy su

pasikeitusia geny ekspresija skirtingose patogenezés stadijose, néra placiai aptarta.

Tyrimo tikslas — Indukuoti tinklainés iSeminés reperfuzijos modelj ziurkése ir jvertinti jo sukeltus

funkcinius, morfologinius bei geny raiskos pakitimus.
Tikslui jgyvendinti i$sikelti uzdaviniai:

e Nustatyti tinkamus parametrus sékmingam tinklainés iSeminés reperfuzijos modelio
indukavimui Ziurkése;

e Jvertinti tinklainés struktiirinius pokycius naudojant optinés koherentinés tomografijos
vaizdinimo metodg, po indukcijos praéjus 7, 14 ir 21 dienoms;

e [vertinti tinklainés Igsteliy funkcinj atsakg j stimulg naudojant elektroretinografijos metoda,
po indukcijos praéjus 7, 14 ir 21 dienoms;

e [Jvertinti casp8, bcl6, ccl12 ir gfap geny ekspresijos pasikeitimus po indukcijos naudojant tikro

laiko PGR metoda, po indukcijos praéjus 7, 14 ir 21 dienoms.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Tinklainés sandara

Tinklainé yra vidinis akies sluoksnis, atsakingas uz pirminiy vizualiniy vaizdy apdorojima,
kurie véliau perduodami j smegenis. Tinklainé deguonimi apriipinama unikalia dviguba kraujo
apykaita, kuri padalijama j iSorinj ir vidinj sluoksnius, taip sukuriant efektyvesnj deguonies tiekima.
Tinklaing sudaro S$esios skirtingos lasteliy klasés: fotoreceptoriai, horizontaliosios, Miulerio,
bipolinés, amakrininés ir ganglinés lasteles, kurios yra suskirstytos j desimt skirtingy sluoksniy,
sujungty sinapsémis (1.1 pav.)(Mahabadi ir Al, 2022). Pirmas vidinés tinklainés sluoksnis yra vidiné
ribojanti membrana, kuri atskiria tinklaine nuo stiklaktinio. Nervy skaiduly sluoksnis yra antrasis
vidinis tinklainés sluoksnis, esantis Salia stiklak@inio. TreCiasis yra gangliniy lgsteliy sluoksnis,
kuriame yra $iy lasteliy ktinai. Vidinj pleksiforminj sluoksnj sudaro tankus fibriliy tinklas,
susidedantis i§ susipynusiy gangliniy lasteliy ir vidiniame branduolio sluoksnyje esanciy lasteliy
dendrity. Vidiniame branduolio sluoksnyje yra randami bipoliniy, horizontaliy, Miulerio ir
amakrininiy Igsteliy kiinai. ISoriniame pleksiforminiame sluoksnyje randamos neurony sinapsés, o
1Soriniame branduoliy sluoksnyje - kolbeliy ir lazdeliy kiinai. ISoriné ribiné membrana yra apsauginis
barjeras, kurioje yra vidiniai ir iSoriniai kolbeliy ir lazdeliy segmentai. Tinklain¢ palaiko tinklainés
pigmentinis epitelis (RPE), kuris atlieka daugybe funkcijy, jskaitant vitamino A metabolizma, kraujo
ir tinklainés barjero palaikyma, fotoreceptoriy iSoriniy segmenty fagocitozg ir aktyvy medziagy

transportavimg j RPE ir i$ jo (Mahabadi ir Al, 2022).

Vidiné ribiné membrana

Nerviniy skaiduly sluoksnis - - .

Gangliniy Iasteliy sluoksnis / / \ ( G G Ganglinés lgstelés

e (DQIVD)|

Vidinis branduoliy sluoksnis

Amakrininés Igstelés
Bipolinés Igstelés
Miulerio Igstelés
Horizontaliosios Igstelés

ISorinis pleksiforminis
sluoksnis

1Sorinis branduoliy sluoksnis

Kolbelés

Fotoreceptoriy iSoriniai ir Lazdelés

vidiniai segmentai

Pigmentinis epitelis

Gyslainé

1.1 pav. Tinklaing sudarantys sluoksniai ir nerviniy Igsteliy tipai (Cervero ir kt., 2021)



Nustatyta, kad yra dviejy tipy fotoreceptoriai, lazdelés ir kolbelés, taip pat nustatytos trijy tipy
horizontaliosios lastelés. Manoma, kad yra maziausiai 12 bipoliniy lgsteliy, 20 — 50 amakrininiy
lasteliy ir 20 — 30 gangliniy lasteliy tipy (Bertalmio, 2020). Lazdelés ir kolbelés yra Sviesai jautrios
lastelés, dalyvaujancios pirmajame regéjimo proceso zingsnyje. Zmogaus tinklaingje i§ viso yra 120
milijony lazdeliy ir 6 milijonai kolbeliy, esanéiy iSorinéje tinklainés dalyje prie tinklainés pigmentinio
epiteli (Nguyen ir kt., 2022). Fotoreceptoriy lazdelés yra jautrios Sviesai ir aktyvuojamos
prieblandoje, 0 kolbelés atsakingos uz spalvy matyma ir regéjimo astrumg. Egzistuoja trijy tipy
kolbelés: S, M ir L, kuriy pavadinimai yra siecjami su jy funkcijomis, t.y., trumpy, vidutiniy ir ilgy
bangy ilgiy aptikimas. Fotoreceptoriy lazdeliy Igstelése yra rodopsino, $viesai jautraus pigmento,
leidzianc¢io absorbuoti fotonus(Nguyen ir kt., 2022). Lazdeliy ir Kolbeliy struktiiros ir funkcijos yra
suskirstytos j keturis segmentus: iSorinis segmentas, jungianmasis ciliumas, vidinis segmentas, ir
sinapsiy terminalés (1.2 pav.). ISorinis segmentas Yyra atsakingas uz S$viesos pavertimg
elektrocheminiu signalu fototransdukcija. Jungiamasis ciliumas sujungia iSorinj ir vidinj segmentus,
taip palengvindamas specifiniy baltymy transportavimg. Vidiniame segmente vyksta medziagy
apykaita ir biosintez¢, Siame segmente randamas branduolys, mitochondrijos, endoplazminis tinklas,

Goldzio kompleksas, lizosomos bei Kitos tarplgstelinés organelés (Molday ir Moritz, 2015).

& /:\
Sf
ISorinis ) —
segmentas SEX
( ‘ . .

ﬁ o Jun.gllamasus =
€ = ciliumas ==
= =
— - -

\

PR - |

Vidinis
segmentas {

\ ; Branduolys
k
Sinapsiy
terminalés \
/\J\A, AAA

Lazdele Kolbelé

1.2 pav. Fotoreceptoriy — kolbeliy ir lazdeliy morfologija (Bibliowicz ir kt., 2011)

Tinklainés fotoreceptoriai yra atsakingi uz informacijos, gautos fotony pavidalu, pavertima
elektrinius signalus, kurie per sinapses perduodami kitiems tinklainés neuronams. Stuburiniy gyviiny
fotoreceptoriy fotony absorbcija vyksta iSoriniame segmente, sudarytame i§ membraniniy disky,
kuriuose yra didelés koncentracijos $viesai jautriy pigmenty ir kity signaliniy baltymy. Suaktyvinus
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Sviesai jautry pigmenta rodopsing lazdelése arba opsing kolbelése, pradedama G baltymy
tarpininkaujama fototransdukcijos kaskada, dél kurios sumazéja CGMP ir uzsidaro kalcio jony
kanalai. Dél susidariusios hiperpoliarizacijos sumazéja glutamato iSsiskyrimas i§ fotoreceptoriy

sinapsiniy galy (Arshavsky ir Burns, 2012).

Signalus nuo fotoreceptoriy iki bipoliniy ir gangliniy lasteliy modifikuoja horizontaliosios ir
amakrininés lastelés, esancios vidinéje tinklainéje. Horizontaliosios 1astelés skirstomos j tris tipus:
H1, H2 ir H3, priklausomai nuo to, ar lgstelé turi aksong ar neHorizontaliosios lastelés yra
interneuronai, gaunantys informacijg i$ kolbeliy ir lazdeliy. Kuomet kolbelés isskiria glutamata, jis
jungiasi prie posinapsiniy receptoriy, esanciy horizontaliyjy ir bipoliniy lgsteliy dendrituose.
Horizontaliosios lastelés tuomet ekspresuoja jonotropinius AMPA ir kainato tipo glutamato
receptorius bei suformuoja sinapses su kolbelémis. Taip $ios lastelés moduliuoja signalo stipruma
keisdamos glutamato iSsiskyrimg griztamojo rySio bidu. D¢l to sumazgja bipoliniy Igsteliy
posinapsiniy receptoriy aktyvumas, taigi ir bendras signalo stiprumas. Manoma, kad horizontaliosios
lastelés ne tik sumazina glutamato iSsiskyrima, bet ir moduliuoja bipolines Igsteles per grjztamajj rys;.
Pavyzdziui, jos gali iSskirti slopinamajj neurotransmitoriy GABA, kuris gali prisijungti prie bipoliniy
lasteliy dendrity, todél bendras $iy lasteliy aktyvumas sumazéja. Dél Siy funkcijy horizontaliosios
lastelés vaidina svarby vaidmenj reguliuojant signalo stipruma, sumazindamos kolbeliy ir bipoliniy

lasteliy aktyvuma(Chapot ir kt., 2017).

Horizontaliyjy Iasteliy moduliuotas signalas tuomet yra perduodamos kitoms lgsteléms —
bipolinéms. Siy lasteliy pavadinimas kiles i3 jy morfologijos. Bipolinés lastelés kiinas yra tinklainés
vidiniame branduoliy sluoksnyje, jos dendritai t¢siasi iki iSorinio pleksiforminio sluoksnio, o aksonas
- iki vidinio pleksiforminio sluoksnio. Yra iSskiriami du pagrindiniai $iy neurony tipai: Kolbeliy
bipolinés ir lazdeliy bipolinés lastelés. Sis skirstymas siejamas pagal tai, su kuriomis fotoreceptoriy
lastelémis yra sudaromas rysys (Griinert, 2009). Fotoreceptoriy iSskiriamiamas neurotransmitorius —
glutamatas, suzadina bipolines Igsteles ir tuomet yra generuojamas elektrinis signalas, kuris aksonais
keliauja | ganglines lasteles. Bipolinés lgstelés veikia kaip tarpininkai tarp fotoreceptoriy ir gangliniy

lasteliy — neurony, kurie perduoda vaizding informacija i$ tinklainés j smegenis (Feher, 2012).

Signalui keliaujant i§ bipoliniy Igsteliy 1 ganglines, jis yra dar karta moduliuojamas kity
interneurony — amakrininiy Iasteliy. Siy lasteliy pavadinimas, kaip manoma, yra kiles i3 to, jog jose
néra aksono. Taciau atlikti tyrimai rodo, kad kai kuriy stuburiniy gyviiny amakrininés Igstelés gali
turéti ilga j aksong panasia ataugg (Kolb, 2005). Sios lastelés isskiria slopinanéius neurotransmitorius,
GABA arba glicing. Skirtingi amakrininiy lasteliy tipai specializuojasi perduodant skirtinga

informacija. Pavyzdziui, plataus spektro amakrininés Igstelés perduoda informacijg i$ vidinio
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pleksiforminio sluoksnio j iSorinj pleksiforminj sluoksnj. Sis procesas vaidina svarby vaidmenj
regéjime, jo déka galima suvokti skirtingus Sviesos atspalvius ir judesius tam tikromis kryptimis.
Amakrininiy lgsteliy i$skiriamos signalinés molekulés, leidzia Siems interneuronams pasizyméti ir
slopinan¢iomis, ir suzadinanCiomis savybémis, nepaisant to, kad jos iSskiria tik slopinancius
neurotransmiterius. Amakrininés Igstelés taip pat gali slopinti bipoliniy lgsteliy terminales bei taip
pat posinapsiSkai slopinti gangliniy lasteliy dendritus. Be to, naujausi tyrimai atskleidé, kad
amakrininés lgstelés gali atlikti gretimy lasteliy neuromoduliacijos funkcijg, kai kurios isskiria
neuromediatoriy — dopaming (Mahabadi ir Al, 2022).

1.1.1. Tinklainés ganglinés lastelés

Tai yra vieninteliai neuronai, turintys aksonus, kurie tgsiasi uz akies riby. Terminas ,,gangliné
lastelé™ kilgs i§ jos anatomijos, kadangi Sie neuronai sudaro ,,ganglion nervi optici* arba jy somy
Klasterius. Iki Siol istirtose zinduoliy tinklainése yra daugiau nei 12 skirtingy tipy gangliniy lgsteliy.
Kadangi Sie neuronai gauna signalus i§ jvairiy bipoliniy ir amakrininiy lasteliy tipy, turi skirtingus
dendrity dydzius bei iSsiSakojimus, jy funkcinés savybés skiriasi. Kiekvienas tipas yra pritaikytas
taip, kad buty perduodama tam tikra vaizdiné informacija, pvz.: rySkumas, spalva ar judesys.
Naujausi tyrimai atskleidé, kad zinduoliai turi mazdaug 15 — 20 skirtingy gangliniy lgsteliy tipy,
taciau vis dar néra nusistovéjusios klasifikacijos. Priklausomai nuo naudojamy klasifikavimo
kriterijy, skirtingi mokslininkai skirtingai apibuidina tos pacios riiSies gyvino tinklainés ganglines
lasteles (Peichl, 2009). Mazosios, skééio formos ir mazos bistratifikuotos yra trys pagrindiniai
gangliniy lasteliy tipai, bendrai sudarantys apie 70 % visy gangliniy Igsteliy. Kiti $iy lasteliy tipai yra
labai jvairis, taCiau visi jie bendrai vadinami plataus lauko lgstelémis, nes turi didelius dendrity
i§sisakojimus (Marshak, 2009). Dauguma tinklainés gangliniy lgsteliy yra Salia vidinés ribojancios
membranos, esancios Salia stiklakiinio, kur jy somos ir aksonai suformuoja sluoksnj. Centriniame
tinklainés regione yra iki astuoniy gangliniy lasteliy sluoksniy. Gangliniy Igsteliy funkcinés savybeés
priklauso nuo signalo, gaunamo i$ bipoliniy ir amakrininiy Igsteliy, rusies (suzadinamasis arba
slopinamasis. Dvi ganglinés lgstelés, turincios vienoda morfologija, gali turéti skirtingas funkcines

savybes dél skirtingo signalo gavimo.

Mazosios tinklainés ganglinés lastelés yra labiausiai paplites $iy neurony tipas. Sios lastelés turi
mazus kiinus su kompaktiSkai iSdéstytais dendrity laukais, kuriy skersmuo svyruoja nuo 5 — 10 um
centrinéje tinklainéje ir iki 225 pum periferinéje tinklainés dalyje. ISskiriami du mazyjy gangliniy
lasteliy potipiai: iSorinés i§jungtos mazosios lastelés, turin¢ios mazesnius dendritinius laukus bei
vidinés jjungtos mazosios lastelés (Kim ir kt., 2021). Mazosios ganglinés lastelés dél sinapsiy

suzadinimo gauna signalg i§ bipoliniy lasteliy. Sios savo ruoZtu signala gauna i3 vienos, ilgam bangos
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ilgiui arba vidutiniam bangos ilgiui jautrios, kolbelés.. Mazyjy gangliniy lgsteliy dendritinio lauko
dydis priklauso nuo gangliniy lasteliy lokacijos tinklainéje — periferijoje mazesnis nei arciau regos
nervo. Todé¢l, periferinés ganglinés lgstelés gauna signalus is keliy bipoliniy lasteliy (Marshak, 2009).
Naujausi tyrimai rodo, kad kai kurios i§jungtosios mazosios lgstelés gauna signalus ir i§ trumpiems

bangos ilgiams jautriy kolbeliy (Kim ir kt., 2021).

Kitas vienas gangliniy lgsteliy tipy — skécio formos lastelés. Jos sudaro mazdaug 5 % visy
gangliniy lasteliy centrinéje tinklainéje ir 15 % periferingje dalyje. Sio tipo lasteliy dendritai yra
iSsiSakoje arciau vidinio pleksiforminio sluoksnio centro. Vienas labiausiai iSskiriamy skirtumy tarp
skécio formos ir mazyjy lasteliy yra didelis jy dendrity persidengimas su gretimomis to paties tipo
lastelémis. Tai turi jtakos keliy lgsteliy suaktyvinimui tuo paciu metu esant net mazam stimului.
Skécio formos ganglinés lgstelés vaidina svarby vaidmenj jvairiuose regéjimo aspektuose, ypac
judesio suvokime. Jos pasizymi didesniu jautrumu $viesos kontrastams, palyginus su mazosiomis
ganglinémis lastelémis. Sios lastelés pasizymi dideliais dendritiniais laukais, kurie leidzia priimti

daugiau signaly i$ lazdeliy, kas lemia didelj jautruma Sviesai (Marshak, 2009).

Mazos bistratifikuotos tinklainés ganglinés lastelés sudaro mazdaug 5 — 8 % visy gangliniy
lasteliy. Sie neuronai turi mazus lasteliy kinus ir dendritinius laukus, besitesianéius j du skirtingus
vidinio pleksiforminio sluoksnio sluoksnius, kuriuose sudaro neurony sinapsines jungtis (Kim ir kt.,
2021). Sios lastelés vaidina svarby vaidmenj tam tikruose vizualinio apdorojimo aspektuose.
Dendritiniy lauky pasiskirstymas skirtinguose sluoksniuose Siems neuronams leidZia gauti signalus
i§ skirtingy tipy bipoliniy Igsteliy, kurios specializuojasi perduodant skirtingus chromatinius signalus.
Mazos bistratifikuotos Igstelés apdoroja chromating informacijg ir prisideda prie spalvy kontrasto
suvokimo (Peichl, 2009). Sios Igstelés yra suzadinamos trumpiems bangy ilgiams jautriy kolbeliy ir
slopinamos vidutiniams bei ilgiems bangy ilgiams jautriy kolbeliy. Tai lemia signalo, kuris yra
perduodamas j smegenis ir suvokiamas kaip mélyna ir geltona spalvos, generavima (Field ir kt.,

2007).

1.1.2. Gangliniy lasteliy apoptoze incijuojantys faktoriai

Tinklainés neurodegeneracija atsiranda dél gangliniy Igsteliy uZprogramuotos mirties, Zinomos
kaip apoptozé. Mirus Sioms lgsteléms, iSilgai aksono vyksta degeneraciniai pokyciai, dél kuriy
plonéja tinklainés nerviniy skaiduly sluoksnis. Manoma, kad prie gangliniy Igsteliy mirties prisideda
keli veiksniai, tokie kaip padidéjes akisptidis, glutamato eksitoksiskumas, laisvyjy radikaly sukeltas
oksidacinis stresas, neurotrofiniy faktoriy nebuvimas, glijos Igsteliy aktyvacija bei iSemija (Mowatt
ir Intosh, 2013). Gangliniy lasteliy mirtis arba disfunkcija sukelia negrjztamg akluma. Sutrikusios

funkcijos ganglines lasteles lastelés praranda geb¢jimg regeneruoti savo aksonus, panasiai kaip
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dauguma centrinés nervy sistemos neurony (Yuan ir kt., 2021). Atlikti tyrimai su gyviny modeliais
atskleid¢, jog gangliniy lasteliy apoptozés greitis priklauso nuo pazeidimo atstumo — kuo arciau

lastelés somos suzalojimas, tuo greitesné degeneracija (Sanchez — Migallon ir kt., 2016).

Padidéjes akispudis (IOP) yra vienas pagrindiniy veiksniy, galinciy sukelti tinklainés
ganglinéms lgsteléms mechaninj stresg, dél kurio inicijuojama apoptozé. Aukstas IOP sukelia Igsteliy
deformacija, aksonai suspaudziami, sutrinka aksoplazminis srautas ir suaktyvéja mechaniskai jautriis
jony kanalai. AKisptiziui padidéjus vir§ sistolinio arterinio kraujosptudzio gali sukelti iSemijg ir
hipoksija, skatinancia oksidacinj stresg ir uzdegima. Mechaninis stresas ir iSemija padidina
reaktyviyjy deguonies rasiy (ROS) gamybg ir suaktyvina uzdegiminius signalizavimo kelius, dél
kuriy suaktyvéja apoptoziniai keliai. Apoptozinio kelio aktyvinimas apima citochromo c issiskyrimg
i§ mitochondrijy, dél kurio suaktyvéja kaspazés, tuomet DNR yra suskaidoma Kas lemia gangliniy
lasteliy apoptoze. Be to, padidéjes akispiidis taip pat sumazina neurotrofiniy faktoriy pernesimg i

lasteles, sukeldamas jy disfunkcijg ir apoptoze (Yao ir kt., 2023).

Glutamato eksitotoksiskumas yra patologinis procesas, kuomet per didelis glutamato
receptoriy, ypaé N — metil — D — aspartato (NMDA) receptoriy aktyvumas, sukelia neurony
pazeidimus ir mirtj. Per didelis $iy receptoriy stimuliavimas gali sukelti eksitotoksiskuma, nes didelis
kalcio jony kiekis patenka j neuronus. Fosfolipazés, endonukleazés ir proteazés yra vieni i§ fermenty,
kuriuos aktyvuoja didelis $iy jony antpliudis ir kurie gali pakenkti lasteliy komponentams, tokiems
kaip citoskeletas, 1astelés membrana ir DNR. Be to, didelis kalcio jony kiekis gali sukelti apoptoze
del cAMP atsako | elementa, suriSancio baltymo inhibicija. Tinklaingje ganglinés lastelés ekspresuoja
NMDA receptorius, todél manoma, kad jy eksitoksiskumas yra $iy neurony apoptozés iniciatorius

esant jvairioms akiy ligoms (Christensen ir kt., 2019).

Kadangi tinklainés ganglinés Igstelés turi didelj energijos poreikj, buitina veiksminga adenozino
trifosfato sintezé (ATP). Siy neurony aksonai yra nemielinizuoti, todél tai prisideda prie didelio ATP
suvartojimo. ROS, Kuris susidaro ATP sintezés metu, yra gaminamos mitochondrijose, elektrony
transportavimo gririnéje. Jprastomis sglygomis mitochondrijy baltymai ir kitos molekulés ar
fermentai gali kontroliuoti ROS. Tadiau, kai paZzeidziama elektrony transportavimo grandiné arba
mitochondrijy funkcija, gali buti sutrikdyta pusiausvyra tarp ROS susidarymo ir pasalinimo. Kai $i
pusiausvyra sutrikdoma, gali atsirasti oksidacinis stresas, kuris pazeidzia branduoliy arba
mitochondrijy chromosomas, sutrikdo lasteliy funkcijg ir galiausiai sukelia apoptoze (Kang ir kt.,
2021).

Neurotrofiniai faktoriai yra svarbiis neurony augimo ir iSgyvenimo reguliatoriai bei vaidina

svarby vaidmen] endogeninéje tinklainés gangliniy lgsteliy neuroprotekcijoje. Atlikti tyrimai su
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gyviny modeliais atskleidé, kad neurotrofiniai veiksniai, jskaitant nervy augimo, smegeny, glijos,
ciliarinj bei neurotrofing — 3 ir neurotrofing — 4/5, gali apsaugoti tinklainés ganglines lasteles esant
regos nervo pazeidimui. Dél savo funkcijos, palaikant neurony homeostaze, neurotrofiniai faktoriai
buvo pasitlyti kaip galimas jvairiy neurodegeneraciniy sutrikimy gydymo btidas. Neurotrofinai gali
prisijungti prie keliy receptoriy, taip pakeisdami skirtingus tarplgstelinius signalus. Pavyzdziui,
neurotrofiny ir p75 neurotrofino receptoriaus sgveika gali inicijuoti apoptoze, o neurotrofiny
prisijungimas prie tirozino receptoriy kinazés gali padidinti lasteliy iSgyvenamuma (Pietrucha —

Dutczak ir kt., 2018).

Glijos lasteliy aktyvacija gali atsirasti dél daugelio nervy sistemos, jskaitant tinklaing,
pazeidimy. Vidinéje tinklainéje yra trijy skirtingy tipy glijos lgstelés: astrocitai, Miulerio Igstelés ir
mikroglijos. Jos apriipina ganglines lasteles maistinémis medziagomis, palaiko tarplasteliniy jony bei
neurotransmiteriy pusiausvyra ir veikia kaip fagocitinés lastelés esant tinklainés pazeidimams.
Nepaisant to, glijos lasteliy aktyvacija gali sukelti gangliniy lasteliy apoptozg, uzdegimg ir
neurodegeneracija. Vienas 1§ priezas¢iy kodél tai gali ivykti, yra prieSuzdegiminiy citokiny ir ROS
i$skyrimas i§ aktyvuoty glijos lasteliy. Interleukinas — 1 B (IL — 1 B) ir naviko nekrozés faktorius —
alfa (TNF — a), prieSuzdegiminiai citokinai gali suaktyvinti jvairius signalinius kelius, kurie gali
sukelti apoptoze. Pavyzdziui, TNF — a gali suaktyvinti kaspazés kaskada, dél kurios mirsta tinklainés
ganglinés lgstelés. IL — 1 B taip pat gali sukelti apoptoze aktyvuodamas briruolinio faktoriaus kappa
B (NF — kB) kelig (Qu ir kt., 2010; Rivera ir kt., 2013).

Dar vienas faktorius, inicijuojantis tinklainés gangliniy lasteliy apoptoze, yra iSemija. Sio
proceso metu sutrikdoma kraujotaka tinklainéje, todél triiksta maistiniy medziagy ir deguonies,
bitiny lasteliy funkcijoms palaikyti. Sis gyvybiskai svarbiy istekliy trikumas sukelia lasteliy
energijos apykaitos sutrikimus ir laisvyjy radikaly kaupimasi. Sveikoje ir nepazeistoje tinklainéje
metaboliniy procesy metu yra gaminami laisvieji radikalai, kurie véliau yra neutralizuojami
antioksidaciniy fermenty bei kity cheminiy medziagy. ISemijos pazeidimo atveju, susidaranciy
laisvyjy radikaly kiekis yra per didelis, kad antioksidantai galéty tinkamai juos pasalinti. Dél to
18sivysto oksidacinis stresas, pazeidZiantis lasteliy komponentus, jskaitant lipidus, baltymus ir DNR.
(Quiirkt., 2010). Oksidacinis stresas, kurj sukelia ROS kaupimasis, gali suaktyvinti pro—apoptotinius
kelius, jskaitant kaspazés kaskada ir p38 mitogeno aktyvuotos baltymy kinazés (MAPK) kelia.
Kaspazés kaskadg inicijuoja kaspazé — 9, kuri véliau suaktyvina Kitas kaspazes, tokias kaip kaspazé
— 3, taip sukeldama apoptoze. Be to, iSemija suaktyvina p38 MAPK kelia, kuris gali fosforilinti
daugybe baltymy, jskaitant transkripcijos faktorius ir citoskeleto baltymus, o tai galiausiai sukelia

tinklainés gangliniy lasteliy mirtj (Abu — El — Asrar ir kt., 2004).
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1.2. Tinklainés kraujotakos sistema

Tinklainé pasizymi ypa¢ dideliu medziagy apykaitos greiciu, todél siekiant uztikrinti tinkama
funkcionavima, reikia nuolatinio deguonies ir maistiniy medziagy tiekimo. Tinklainé yra apriipinama
dviejy kraujotakos sistemy, taip patenkinant didelius medziagy apykaitos poreikius. DidZigjg dalj
vidinés tinklainés apripina tinklainés cirkuliacija, o fotoreceptorius ir tinklainés pigmentinj epitelj
maitina gyslainé. Kadangi tinklainés kraujotakos sistemai triiksta autonominio nervy tiekimo, ji
kontroliuojama vietiskai. Pagrindinis slégio autoreguliavimas yra arteriolés diametro pasikeitimas,
taip iSlaikant pastovig kraujotakg ir nepaisant arterinio kraujospiidzio pokyc¢iy. Spaudimo
autoreguliacija tinklainéje vyksta kraujagysliy lygiyjy raumeny lasteliy pagalba. Spaudimo
autoreguliacija tinklainéje vyksta kraujagysliy lygiyjy raumeny Igsteliy pagalba. Jos sugeba

susitraukti, kai padidéja arterinis slégis.

Vaskulogenezé ir angiogenezé — du skirtingi biologiniai procesai, kuriy metu formuojamos
tinklainés kraujagyslés. Vaskulogenezé yra procesas, kurio metu angioblastai ir kraujagysliy
mezenchimings 1gstelés i$sivysto 1 naujas kraujagysles. Angiogeneze yra kraujagysliy tinklo augimas
1§ jau esanciy kraujagysliy naudojant endotelio 1asteles. Centriné tinklainés arterija, patenkanti j optinj
diska, yra tinklainés kraujagysliy Saltinis. Keturios tinklainés arterijos, kuriy kiekviena apriipina
skirtingg tinklainés dalj, atsiSakoja nuo centrinés tinklainés arterijos. Visas kraujas i§ tinklainés
arterijy ir arterioliy praeina per kapiliarus, kol pasiekia venules ir venas. Arterijos tinklainéje yra
suskirstytos | tris skirtingas grupes, dar zinomos kaip kaip kraujagysliy rezginiai. Pirmasis i§ $iy
rezginiy yra virSutiniame tinklainés sluoksnyje, kurj sudaro ganglinés lgstelés ir nerviniy skaiduly
sluoksniai. Antrasis rezginys randamas vidiniame branduolio sluoksnyje, o tre€iasis yra iSorinio
rezginio ir vidinio branduolio sluoksniy sankirtoje. PavirSinis kraujagysliy rezginys yra apsuptas
makroglijy sluoksniu ir susideda i§ jvairiy kraujagysliy, jskaitant venas, arterijas, kapiliarus ir
pokapiliarines venules. Tuo tarpu tarpinius ir giluminius kraujagysliy rezginius daugiausia sudaro
kapiliarai ir dengia Miulerio Igstelés. Geltonojoje déméje, tinklainés srityje, kurioje yra didziausia
fotoreceptoriy lasteliy koncentracija ir kuri yra labai svarbi centriniam regéjimui, yra tankiausias

kraujagysliy tinklas(Barabas ir kt., 2020).

Kaip minéta anksciau, tiek tinklainés, tiek gyslainés kraujotaka apriipina tinklaing jai
reikalingomis maistinémis medZiagomis. Siy dviejy kraujotaky saveika yra labai svarbi siekiant
iSsaugoti sveika regos nerva. Tinklainés kraujotakos morfologija ir fiziologija yra panasi j esancig
smegenyse, nors tinklainés kraujotakoje néra autonomineés inervacijos. Kraujo ir tinklainés barjerus
sudaro sandarios endotelio jungtys. Atlikty tyrimy rezultatai atskleidé, kad kraujotakos

autoreguliacija yra efektyvesné gyslainéje nei tinklainéje (Luo ir kt., 2015). Pavyzdziui, padidéjes
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akisptdis gali turéti jtakos tinklainés kraujotakos sistemai. Laikinas kraujo tiekimo sustabdymas,
kuris daznai pastebimas esant padidéjusiam intraokuliariniam spaudimui, atsirandana dél
sumazéjusio perfuzijos slégio. Remiantis atliktai tyrimais, padidéjus akispudziui gali sumazéti
tinklainés kraujotakos greitis. Padidéjusio intraokuliarinio spaudimo trukmé ir intensyvumas lemia,
kaip stipriai yra sutrikdoma tinklainés kraujotaka. Be to, kraujo tiekimas gali sumazéti tose tinklainés
srityse, kurios yra labiau pazeidziamos dél didelio akisptidZzio, pvz., geltonojoje déméje ir regos nervo
diske (zhi ir kt., 2012).

1.3. Tinklainés iSeminés reperfuzijos etiologija ir patogenezé

1.3.1. Veiksniai, lemiantys laiking kraujotakos sustabdymg

Tinklainés iSeminé reperfuzija (IR) yra patologinis procesas, atsirandantis dél kraujotakos
sutrikdymo, o véliau jos atstatymo. Daugelis akiy ligy, jskaitant glaukoma, diabeting retinopatijg, su
amziumi susijusios geltonosios démés degeneracijg ir tinklainés kraujagysliy okliuzijos, yra
susijusios su IR pazeidimu. Sios ligos yra pagrindinés aklumo prieZastys pasaulyje (Renner ir kt.,

2017).

Glaukoma yra pagrindiné negriztamo aklumo priezastis visame pasaulyje, kuria serga daugiau
nei 70 milijjony zmoniy. Glaukoma yra siejama su padidéjusiu akisptidziu, kuris atsiranda dél
vandeninio humoralinio skys¢io, uzpildancio akies prieking dalj, sutrikusios gamybos ir nutekéjimo.
Krumplyne gaminamas vandeninis humoralinis skystis, patenka j prieking akies kamerg, o paskui
nuteka dviem keliais — trabekuliniu tinklu ir uveoskleraliniu. Esant atviro kampo glaukomai,
dazniausiai $ios ligos formai, sutrinka vandeninio humoralinio skys¢io nutekéjimas per trabekulinj
tinkla. Esant uzdarojo kampo glaukomai, re¢iau paplitusia forma, l¢Siukas prisispaudzia prie rainelés
ir vyzdzio, todél sutrinka skys¢io nutekéjimas per uveoskleralinj tinkla (Weinreb ir kt., 2014).
Padidéjes intraokuliarinis spaudimas suspaudzia tinklainés kraujagysles, dél to sutrikdoma
kraujotaka. Po iSemijos atsirandanti reperfuzija sukelia padidéjusj oksidacinj stresg dél deguonies
antplidzio, todel susidaro didesné reaktyviyjy deguonies riisiy koncentracija, sukelianti laisvyjy
radikaly susidaryma. Sie laisvieji radikalai paZeidZia lasteliy struktiiras ir baltymus (Renner ir kt.,
2017).

Diabetiné retinopatija (DR) yra cukrinio diabeto komplikacija, kuri yra viena i§ regéjimo
sutrikimy bei aklumo priezas¢iy. DR atveju yra zinoma, kad hiperglikemija prisideda prie tinklainés
mikrovaskuliniy pazeidimy. Siame procese dalyvauja jvairiis metabolizmo keliai, jskaitant poliolio
kelig, pazangiy glikacijos galutiniy produkty (AGE) kaupimasi, baltymy kinazés C (PKC) kelig ir
heksozamino kelia. Siuos kelius suaktyvina létiné hiperglikemija, 0 tai sukelia lasteliy disfunkcija
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(Wang ir Lo, 2018). Poliolio kelyje gliukozés perteklius paverc¢iamas sorbitoliu, kuris kaupiasi ir
sukelia osmosinj stresa, dé¢l kurio pazeidziamos endotelio Igstelés ir pakinta kraujagysliy pralaidumas.
AGE kelyje gliukozé reaguoja su baltymais ir lipidais gamindama labai reaktyvius AGE, kurie sukelia
endotelio Igsteliy pazeidimg ir uzdegima. PKC kelig suaktyvina gliukozés perteklius ir dél to padidéja
augimo faktoriy, citokiny ir ekstralgstelinés matricos baltymy ekspresija, prisidedanti prie
kraujagysliy disfunkcijos ir tinklainés neovaskuliarizacijos. Heksozamino kelig aktyvuoja létiné
hiperglikemija ir dél to ant tarplasteliniy baltymy kaupiasi O — susietas — N — acetilgliukozaminas (O
— GIcNAc), o tai lemia pakitusia lasteliy signalizacija ir geny ekspresija (Kang ir kt., 2022). Siy keliy
suaktyvinimas gali sutrikdyti tinklainés kraujotakg ir sukelti iSemijg, o tai sukelia reperfuzijos
pazeidimg ir reaktyviyjy deguonies rusiy susidaryma, dél kurio atsiranda oksidacinis stresas ir
uzdegimas. Todél hiperglikemijos sukeltas kraujagysliy pazeidimas vaidina lemiamag vaidmenj

inicijuojant tinklainés iSemine reperfuzija, sergant diabetine retinopatija (Wang ir Lo, 2018).

Manoma, kad po diabetinés retinopatijos, tinklainés veny okliuzija yra antra daZniausia
rege¢jimo praradimo priezastis dél kraujagysliy pazeidimy. Tai pavojingas sutrikimas, kuris dél
tinklainés veny uzsikimsimo gali sukelti negrjztamg akluma. Priklausomai nuo lokacijos, i§skiriamos
dvi kategorijos: centrinés tinklainés venos okliuzijos ir tinklainés veny Saky okliuzijos. Centrinés
tinklainés venos trombozé dazniausiai jvyksta ties lamina cribrosa arba uz jos. Vienos ar daugiau
tinklainés veny Saky uzsikim$imas dazniausiai pastebimas arterijy ir veny susikirtimo vietoje.
Atsizvelgiant j tinklainés kapiliary sritis, kuriose kraujagysliy funkcijos yra sutrikusios, kiekvienas i$
Siy tipy dar suskirstomas j iSeminius ir neiSeminius potipius (Khayat ir kt., 2018). ISeminei centrinés
tinklainés venos okliuzijai buidinga greita veny obstrukcija, kuri siejama su tinklainés perfuzija,
kapiliary uzsidarymu ir tinklainés hipoksija. Tai daznai sukelia skysCiy ar kraujo nutekéjimg i$
kraujagysliy j akj, neovaskuliarizacijg ir padidéjusj akispiidj (Boyd ir kt., 2002). Kraujo kresulio
susidarymas tinklainés venoje padidina intraluminalinj slégj. Pagal Starlingo désnj, jei slégis yra
pakankamai aukstas, kraujo komponentai gali patekti j tinklaing padidindami intersticinio skyscio ir
baltymy kiekj. Nuolatin¢ audiniy edema, kurig sukelia padidéjes intersticinis onkotinis slégis, trukdo
kapiliary perfuzijai ir sukelia iSemijg. Staigi iSemija, kuri daZniau pasitaiko esant centrinés tinklainés
veny okliuzijai, gali sukelti per didelg kraujagysliy endotelio augimo faktorius gamybg (Karia, 2010).
Nors nervinis audinys gali iStverti staigy deguonies ir (arba) maistiniy medziagy trilkumg tam tikrg
laikotarpi, kol lgstelés nepatiria negriztamo pazeidimo, taciau jvairis audiniy lgsteliy tipai gali turéti
skirtingg jautruma iSeminei anoksijai, pavyzdziui, tinklainés ganglinés lastelés (McLeod ir Beatty,
2015). Net jei po reperfuzijos padidéja deguonies lygis, prieSuzdegiminiai neutrofilai patenka j
iSeminius audinius, atsiranda reaktyviyjy deguonies riiSiy gamybos Suolis ir taip padidinama

pazeidimo sukelta zala (Kalogeris ir kt., 2012).

17



Léting, degeneraciné centrinés tinklainés buklé, Zinoma kaip su amziumi susijusi geltonosios
démés degeneracija (GDD), yra dar viena i$ pagrindiniy regéjimo praradimo priezas¢iy pasaulyje.
Sausoji arba atrofiné ir §lapioji / neovaskuliné yra du pagrindiniai tipai, j kuriuos skirstoma GDD.
Sausos atrofinés GDD stadija, dar zinoma kaip geografiné atrofija, apima RPE ir tinklainés
degeneracija. Slapiajai arba neovaskulinei GDD formai biidingas kraujagysliy augimas i§ gyslainés,
prasiskverbian¢ios pro Bruch'o membrang geltonojoje déméje (Hadziahmetovic ir Malek, 2020).
GDD patofiziologija apima nenormaly kraujagysliy vystymasi ir geltonosios démés degeneracija,
kurig sukelia drazy kaupimasis. Bruch ‘0 membranos sustoré¢jimas, drizy kaupimasis, tinklainés ar
RPE atsiskyrimas padidina atstumg tarp gyslainés Kapiliary ir tinklainés bei sumazina deguonies
srautg i§ gyslainés | iSoring tinklaing. Tinklainés hipoksija gali atsirasti d¢l tinklainés atsiskyrimo ir
gyslainés iSemijos, todél sumazéja deguonies perneSimas | iSoring tinklaing (Stefansson ir kt., 2011).
Hipoksija indukuojantys faktoriai (HIF) skatina kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus sinteze¢
esant zemam deguonies kiekiui. Hipoksija uzkerta kelig hidroksilinimui, dél kurio kaupiasi HIF.
Atlikti tyrimai parodé, kad HIF yra susijes su GDD gyslainés neovaskuliarizacija. Deguonimi
prisotinti laisvieji radikalai ir HIF yra komponentai, skatinantys angiogeneze¢. Tinklainé pasizymi
dideliu medziagy apykaitos greiciu, tod¢l padidéja jos pazeidZziamumas oksidaciniam stresui, kuriam
budingas disbalansas tarp deguonimi prisotinty laisvyjy radikaly susidarymo ir jy paSalinimo.
Oksidacinj stresa dar labiau sustiprina protarpiné hipoksija, pvz., dél iSemijos/reperfuzijos

(Desmettre, 2018).

1.3.2. Laikino kraujotakos sutrikdymo sukeltos patologijos

ISeminés reperfuzijos pazeidimas yra patofiziologinis procesas, turintis tiek vietiniy, tiek
sisteminiy pasekmiy. Siam procesui jtakos turi lasteliy energijos iSeikvojimas iSemijos metu,
oksidacinio bei mikrocirkuliacinio streso sgveika su uzdegimu ir apoptozé po reperfuzijos. Energijos
truakumas, kalcio antpliidis, po kurio seka depoliarizacija, ir oksidacinis stresas sudaro iSeming
kaskada. Reperfuzijos metu susidaro ROS, kurios sunaikina biomolekules ir sukelia uzdegimines
reakcijas. Reperfuzijos pazeidimas inicijuoja CD4 + T limfocity, cirkuliuojan¢iy trombocity ir
neutrofily pritraukimg j kraujagysles per chemotaks;j ir endotelio adhezijg, todél susidaro ROS, TNF
— o ir vietiniai uzdegimo mediatoriai, kurie padidina audiniy pazeidimus dél neutrofily stimuliacijos.
Be to, endotelino — 1 ir azoto oksido gamybos dishalansas sumazina azoto oksido lygj ir sukelia
vazokonstrikcijg. Dél to kartu su padidéjusia adhezijos molekuliy ekspresija trombocitai ir neutrofilai
lengviau patenka j kraujagysles. Reaktyviosios deguonies rasys susidaro metabolizmo, energijos
gamybos ir Igsteliy atsako ] infekcija, uzdegima ar hipoksija metu. Mitochondrijos yra pagrindinis

ROS susidarymo Saltinis oksidacinio fosforilinimo metu, o I ir III kompleksai pasiZzymi didZiausiu
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aktyvumu. ROS kaupimasis sukelia oksidacinj stresg, kuris gali tiesiogiai pazeisti DNR, baltymus ir
lipidy molekules, ir sukelti apoptoze arba genetines mutacijas. Tinklainés lasteliy aktyvumas yra
glaudziai susijes su ROS homeostaze ir oksidaciniu stresu. Pazeidus regos nerva, tinklaingje padidéja
cinko ir azoto oksido kiekis, kuris, kaip zinoma, yra tiesiogiai susije¢s su oksidaciniu stresu. Dél
didelio energijos poreikio mitochondrijos yra labai aktyvios, ypac¢ tinklainéje esan¢iy nemielinizuoty

gangliniy lasteliy aksonuose (Soares ir kt., 2019; Kang ir kt., 2021).

Tinklainés gangliniy lasteliy mirtis gali jvykti de¢l dviejy pagrindiniy mechanizmy: apoptozés
ir nekrozés. Nekrozg paprastai sukelia staiglis procesai, tokie kaip iSemija ar eksitotoksiSkumas, dél
kuriy Igstelés negauna energijos, reikalingos pagrindiniam lgsteliy metabolizmui palaikyti, arba
sutrikdomas Igsteliy metabolizmas, tokiu badu sutrikdomi procesai, reikalingi normaliam membranos
pralaidumui ir vientisumui palaikyti. Tai sukelia lgsteliy ir mitochondrijy iStinima, ankstyva
membrany prasiskverbima, difuzing branduolio chromatino kondensacijg ir gebéjimo izoliuoti
tarplgstelinius komponentus i$ tarplastelinés aplinkos praradimg. Mirimo proceso metu lgstelés
i§skiria jonus, baltymus ir neurotransmiterius, kurie gali sukelti kaimyniniy lasteliy mirtj. Nekrozés
plitimas j Igsteles, kurios i$§ pradziy nebuvo pazeistos, sukelianc¢ios apoptoze, gali sukelti antring zalg.
Platus fagocity paSalinimas, proceso pabaigoje, taip pat iSskiria papildomus prieSuzdegiminius
mediatorius ir laisvuosius radikalus. Tinklainés lgsteliy mirtis, ypac dé¢l iSemijos sukeltos nekrozés ir
del to iStekéjusio lasteliy turinio, gali sukelti antring lasteliy mirtj, kurig sukelia eksitotoksiSkumas.
Eksitotoksiskumas atsiranda, kai glutamatas ar kiti kanalai, ypa¢ N — metil — D — aspartatui jautriis
glutamato kanalai, yra per aktyvis, todél padidéja intraceliulinis kalcio kiekis ir suaktyvéja

proapoptotiniai signalizacijos keliai (Faiq ir kt., 2013).

Kraujagysliy ir tinklainés barjero vaidmuo yra labai svarbus siekiant issaugoti tinklainés
mikroaplinkos homeostatinj reguliavima. Taciau $is barjeras gali biiti paZeistas tinklainés iSemijos,
kuri gali atsirasti esant jvairioms akiy ligoms, jskaitant tinklainés kraujagysliy (arterijy ir veny)
okliuzija, timine¢ glaukoma, diabeting retinopatijg ir su amZiumi susijusios geltonosios démes
degeneracijg. Kraujagysliy ir tinklainés barjero sutrikimas siejamas su padidéjusi kraujagysliy
pralaidumu, dél kurio sukeliama vazogeniné edema bei pazeidziami audiniai (Tong ir kt., 2013).
Hipoksija — iSemija sukelia reaktyviyjy deguonies rusiy susidaryma ir oksidacinj stresa, ir taip gali
pakenkti tiek vidiniy, tiek iSoriniy kraujagysliy ir tinklainés barjero komponenty vientisumui
paveikdamas sandariy jungciy baltymus, tokius kaip okludinas ir ZO — 1. Vandenilio peroksidas,
gaminamas fagocitozés budu, gali pazeisti sandariy jungciy baltymus ir sukelti kadherino
internalizacija, dél ko pazeidziamas barjero vientisumas. Be to, ROS gali padidinti kraujagysliy
pralaidumg, padidindamas VEGF ekspresija endotelio lastelése. ROS sukelti endotelio aktino
citoskeleto pokyciai taip pat gali pakenkti kraujagysliy ir tinklainés barjerui, sumazindami ZO — 1
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lygj. p38 mitogenu aktyvuotos baltymy kinazés oksidacinio streso metu siejamos su lasteliy jungcCiy
baltymy perskirstymu, dél kurio atsiranda barjero sutrikimai. Tiek ROS, tiek tiesioginés hipoksijos
sukeltas VEGF padidéjimas gali prisidéti prie padidéjusio kraujagysliy pralaidumo ir galiausiai
pazeisti kraujagysliy ir tinklainés barjerag (Kaur ir kt., 2008).

1.4. Apoptotiniai ir anti — apoptotiniai genai

14.1. Kaspazé -8

Kaspazés yra proteaziy grupé, turincios cisteino ir aspartato aminortagsciy liekany. Jos atlieka
svarby vaidmenj keliuose procesuose, tokiuose kaip nereikalingy ar nenaudojamy neurony jungéiy
pasalinime vystymosi metu, tinklainés gangliniy lasteliy apoptozés inicijavime bei skatina jy aksony
regeneracija. Kaspazés gali buti suskirstytos | du pagrindinius filogenetinius poSeimius: |
interleuking— 1B arba j zinduoliy CED — 3 kaspazes. Nors kaspazés daugiausia zinomos dél savo
vaidmens apoptozingje kaskadoje, jos taip pat turi kity, neapoptotiniy funkcijy. Kaspazés gali biiti
aktyvuojamos keliais budais, jskaitant artumo sukelta dimerizacijg per grjztamojo rysio kilpas ir pro
— enzimy skilimg baltymy kompleksuose. Kaspazés inicijuoja ir vykdo apoptoze per dvi kaspaziy
grupes: iniciatorines kaspazes (kaspazés — 2, — 8, — 9 ir — 10), kurios aktyvuoja vykdomasias kaspazes
(kaspaze — 3, — 6 ir — 7), katalitiskai skaidydamos jy aktyvavimo sritj. Suaktyvintos vykdomosios
kaspazes hidrolizuoja arba skaido baltymus, sukeldamos lasteliy apoptoze. Kaspaziy aktyvavimas
i§skiriamas | vidinj ir iSorinj apoptotinj kelig. ISorinis kelias apima naviko nekrozés faktoriaus
receptoriy aktyvavimg, kuris aktyvuoja adapterinius baltymus ir pro — kaspaz¢ — 8, ir taip
inicijuojamas mirtj sukeliancio signalizacijos komplekso susidarymas. Tuomet kaspazé — 8 suskaido
ir suaktyvina vykdomasias kaspazes. Be to, fermentas kaspazé — 8, gali suskaidyti B — lasteliy
limfomos — 2 baltymy Seimos nario, BH3 sgveikaujanc¢io domeno mirties agonistg (Bid) j sutrumpintg
Bid (tBid). Sis procesas sukelia iSorinés mitochondrijy membranos (MOMP) pralaiduma, todél
i8siskiria faktoriai, skatinantys apoptozg, jskaitant citochromg C ir apoptoting proteaze¢ aktyvinantj
faktoriy 1 (Apaf — 1). Vidinis kelias yra priklausomas nuo mitochondrijy ir aktyvuojamas, esant
intralgsteliniams pazeidimais, sukelian¢iais MOMP. I§ mitochondrijy gautas citochromas C sudaro
kompleksg su Apaf — 1 ir aktyvina pro — kaspaze — 9 baltymy komplekse, apoptosomoje, leidziancia
paeiliui aktyvuoti vykdomasias kaspazes (Thomas ir kt., 2017). Atlikty tyrimy rezultatai atskleidé,
kad, esant tinklainés iSeminés reperfuzijos pazeidimui, padidéjes akispiidis padidina toll — like
receptoriy 4 (TLR4) ekspresija. Todél padidéja kaspazés — 8 ir nukleotidus surisanciy
oligomerizacijos domeno tipo receptoriy, pirino domeng turin¢io baltymo 1, ir 3 (NLRP1 / NLRP3)
bei interleukino — 1 gamyba. Kaspazé — 8 laikoma apoptoziniy lasteliy mirties iniciatoriumi, kurj

aktyvuoja TNF / NGF Seimos receptoriai. Sis fermentas vaidina pagrindinj vaidmenj IL — 1P
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brendime, esant tinklainés iSeminio pazeidimo metu. Eksperimenty metu gauti rezultatai atskleidé,
kad kaspazés — 8 slopinimas sumazina NLRP1, NLRP3 ir kaspazés — 1 aktyvuma. Sie rezultatai rodo,
kad kaspazé — 8 yra tarpininkas tarp TLR4 ir uzdegimo bei yra atsakinga uz tinklainés gangliniy
lasteliy mirtj, kurig sukelia tinklainés iSeminé reperfuzija (Chi ir kt., 2014).

1.4.2. B —Igsteliy limfoma 6

Bcl6 taip pat zinomas kaip B — Igsteliy limfoma 6, yra transkripcijos represorius, kuris vaidina
lemiamg vaidmenj B lgsteliy, dalyvaujan¢iy imuninés sistemos atsake j patogenus, vystymesi ir
funkcionavime. Bcl6 isskiriami keli domenai, jskaitant DNR suriSantj domeng, transkripcijos
represoriaus domeng ir dimerizacijos domeng (Crotty, 2014). Bcl6 genas, koduojantis B — Igsteliy
limfomos baltyma 6, yra pagrindinis T folikuly pagalbininky (Tfh) lasteliy diferenciacijos ir funkcijos
reguliatorius. Taip pat $is genas, paveikdamas Kitus genus, koduojancius tiek pro — , tiek anti —
apoptotinius baltymus, gali reguliuoti apoptozés procesg (Basso ir Dalla — Favera, 2012). Atlikti
tyrimai su gyviiny modeliais atskleidé, kad Bcl6 svarbus gemaly centry formavimuisi ir vaidina
lemiamg vaidmen;j uZkertant kelig apoptozei, kurig sukelia DNR pazaidos, imunoglobulino klasés
jungiklio rekombinacijos metu. Tai pasiekiama slopinant p53, zinomo apoptozés reguliatoriaus,
ekspresija. Tyrimo metu embrionams buvo suleistos molekulés, kurios slopino arba aktyvavo Bcl6
gamyba, taip siekiant istirti poveikj lasteliy mirciai ir p53 baltymo ekspresijai. Rezultatai atskleide,
jog sumazinus Bcl6 gamyba, padidéjo lasteliy mirtis ir pS3 ekspresija. Tyrimas rodo, kad Bcl6 veikia
kaip apoptozés reguliatorius, kontroliuodamas p53 ekspresija optinio kauselio vystymosi metu, ir kad
nuo Bcl6 priklausomas p53 slopinimas yra buitinas, norint uzkirsti kelig apoptozei normalaus akiy
vystymosi metu (Lee ir kt., 2013). Taip pat buvo atliktas dar vienas tyrimas, kurio tikslas buvo istirti
Tth Iasteliy vaidmen;j diabetingje retinopatijoje ir tinklainés angiogenezéje. Bcl6 buvo nustatytas kaip
svarbus Tth lgsteliy reguliatorius ir buvo modifikuojamas panaudojant specifinj Bcl6 inhibitoriy, 79
— 6, taip inhibuojant Tth lasteliy susidarymg. Tyrimas parodé, kad Tth lgstelés skatina kraujagysliy
ir tinklainés barjero pazeidimus esant DR, 0 Bcl6 slopinimas sumazino pazaidas ir tinklainés
neovaskuliarizacijg deguonimi sukeltos retinopatijos modelyje. Eksperimentas taip pat parodé, kad
Bcl6, kartu su 79 — 6 sumazino Tth Iasteliy, interleukino — 21 gamybga ir prieSuzdegiminius bei pro —
angiogeninius citokinus (Liu ir kt., 2020). Taip pat buvo jvertintas Bcl6 nutildymo poveikis
kardiomiocity funkcijai hipoksinémis sglygomis. Nustatyta, kad Bcl6 apsaugo kardiomiocitus nuo
oksidacinio streso ir apoptozés. Bcl6 nutildymas sumazina lasteliy gyvybinguma, padidina
prieSuzdegiming citokiny ekspresija, oksidacinj stresg ir apoptoze. Taip pat buvo pastebéta, jog Bcl6
nutildymas suaktyvina p38 signalizacijos kelig. Rezultatai rodo, kad Bcl6 neigiamai reguliuoja su

uzdegimu susijusius baltymus ir apsaugo kardiomiocitus nuo oksidacinio streso (Gu ir kt., 2019).
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1.5. Uzdegiminio atsako genai

1.5.1. Glialinis fibrilinis ragstinis baltymas

GFAP yra genas, koduojantis 54 kDa tarpinj glialinj fibrilinj riigstinj baltyma, daugiausia
randama astrocituose. GFAP baltymas yra astrocity citoskeleto komponentas, atsakingas uz Igstelés
stabilumo ir formos palaikymg, neurony apsaugg ir kraujo bei smegeny barjero vientisumo
iSsaugojima (Lewis ir Fisher, 2003). Be savo struktarinés funkcijos, GFAP dalyvauja keliuose lgsteliy
procesuose, tokiuose kaip lgsteliy migracija, proliferacija, diferenciacija, pusleliy judéjimas ir
astrocity bei neurony sgveika (Gallego ir kt., 2012). Baltymas GFAP paprastai naudojamas kaip
astrogliozés proceso zymuo, o daugelyje publikacijy pateikiama informacija apie signalizacijos
kelius, kurie aktyvuoja §; baltymg. Taciau dauguma Siy tyrimy daugiausia démesio skiria vaisty ar
signaliniy molekuliy poveikiui astrogliozei bei patologijos rezultatams ir neatskleidzia kelio,
susiejancio suzalojimo sukelta signalg su GFAP ekspresija. Kai kuriais tyrimais buvo siekiama
nustatyti priezastis, pavyzdziui, ar neurotoksinai gali sukelti GFAP aktyvavimg gyviiny modelyje.
Tyrimai parodé, kad citokiny kiekis greitai padidéja po poveikio neurotoksinais, po to padidéja
pSTATS3, o véliau padidéja ir GFAP ekspresija. Taciau citokiny slopinimas neuzkirto kelio GFAP
ekspresijos padidéjimui, todél autoriai teigia, kad neurouzdegiminis atsakas atsiranda nepriklausomai
nuo GFAP padidéjimo. Manoma, kad gali turéti jtakos ir kiti veiksniai, pavyzdZziui, nepakankamas
citokiny lygio sumaz¢jimas arba galimybe, kad GFAP padidé¢jima gali lemti keli signalizacijos keliai
(Brenner ir Messing, 2021). Vis délto buvo pastebéta, jog GFAP ekspresijai mikroglijose gali turéti
itakos jvairiis citokinai ir augimo faktoriai, tokie kaip bazinis fibroblasty augimo faktorius, ciliarinis
neurotrofinis faktorius, transformuojantis augimo faktorius P, interleukinas — 1, interleukinas — 6 ir
interferonas y (Wu ir kt., 2003). Priklausomai nuo salygy $io geno ekspresija gali kisti, pavyzdziui,
esant stresui, GFAP ekspresijos lygis didéja ir kaupiasi tarpinése gijose, kuriose gali islikti ilgg laika.
GFAP yra reaktyviy astrocity poZymis, o tinklainés patologijos gali pakeisti jo raiSkg (Lewis ir Fisher,
2003). GFAP laikomas ankstyvu tinklainés pazeidimo rodikliu ir dazniausiai naudojamas kaip gliozés
— hipertrofijos indikatorius (Gallego ir kt., 2012). Miulerio lasteliy reaktyvioji gliozé buvo pastebéta
stuburiniy gyviiny tinklain¢je, reaguojant j daugybe ligy, tokiy kaip mechaniniai paZeidimai,
tinklaings atsiskyrimas, diabetiné retinopatija, glaukoma, tinklainés iSemija ir tinklainés degeneracija
(Wu ir kt., 2003). Astrocitai ir Miulerio 1astelés gali veikti kaip apsauginiai mechanizmai esant
hipoksijai, mazindami endotelio pralaidumg ir apsaugodami kraujo ir smegeny barjera nuo
pazeidimy. In vitro tyrimai parodé, kad aktyvuoti astrocitai ir Miulerio lastelés gali sunaikinti ir

pasalinti i§ serumo chemines medziagas, kurios pazeidzia tinklainés komponentus (Kaur ir kt., 2007).
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1.5.2. Chemokino ligandas 12

Chemokinai yra nedidelés baltymy molekulés, kurios geba cheminiais signalais pritraukti
lasteles, taip prisidedant prie leukocity jdarbinimo uzdegimo metu. Chemokinai yra atsakingi uz
normaliy audiniy imuninés sistemos kontrolg ir taip pat atlicka svarby vaidmenj imuniniame atsake
uzdegimo vietose (Crane ir Liversidge, 2008). Chemokinai skirstomi j kategorijas, pagal jy N — galo
cisteino padétj, kurias sudaro C (y chemokinai), CC (B chemokinai), CXC (a chemokinai) ir CX3C
(6 chemokinai) (Rutar ir kt., 2015). Chemokinai gali prisijungti prie keliy receptoriy, o receptoriai
gali prijungti kelis chemokinus. Receptoriai sukelia daugybés antriniy mediatoriy i$siskyrima,
reaguodami j ligandy suriS§img, o tai inicijuoja funkcinius atsakus, tokius kaip lgsteliy migracija.
Chemokinai prisideda prie adhezijos saveikos, kurig inicijuoja adhezijos molekulés leukocity
pritraukimo i§ kraujotakos metu. Chemokinai transcitozés buidu yra pernesami j endotelio luminalinj
pavirdiy, kur prisijungia prie glikozaminoglikany. Sis prisijungimas apsaugo chemokinus ir leidzia
jiems efektyviau sgveikauti su leukocitais, o tai savo ruoztu palengvina leukocity sukibima ir
migracijg i§ kraujotakos ] audinj. Kiekvienas chemokinas turi ir glikozaminoglikano suri$imo vieta,
ir specifing receptoriy suri§imo vietg. Tikétina, kad leukocity judéjimui i§ kraujotakos j audinj, reikia
daugiau nei vieno chemokino tipo, o tam tikros chemokiny rasys veikia skirtinguose proceso
etapuose. Idomu tai, jog manoma, kad néra bitinas chemokiny koncentracijos gradiento
formavimasis, kad leukocitai galéty migruoti i§ kraujagyslés i audinj. Vietoje to, leukocity judéjimui
palengvinti gali pakakti chemokiny, kurie yra imobilizuoti ant endotelio pavirSiaus, kartu su kraujo
tékmés jéga (Crane ir Liversidge, 2008). Peliy Ccl12 pasizymi dideliu struktiiriniu panaSumu j
zmogaus Ccl2 liganda, turintj 66 % aminortigs¢iy tapatuma. Manoma, kad Ccl12 pelése veikia kaip
Ccr2 ligandas, skatinantis fibrocity pritraukima, ir kad Ccl12 atsakai yra analogiski zmogaus Ccl2
atsakams. Sig mintj patvirtina daugybé i$vady. Pirmiausia, Ccl12 tyrimas in vitro su fibrocitais
atskleidé, kad geba cheminiais signalais pritraukti Igsteles. Taip pat, pastebéta, jog Ccl12 yra Ccr2
ligandas, kurio koncentracija islieka padidéjusi viso fibrozinio atsako metu. Todél tikétina, kad Ccl12
tarnauja kaip ligandas fibrocity jdarbinime (Moore ir kt., 2006). In vitro tyrimai trauminio smegeny
pazeidimo modelyje atskleidé, jog aktyvuotos mikroglijos lastelés gali produkuoti chemokinus. Be
to, Siy eksperimenty rezultatai atskleidé, kad Ccl2 ir Ccl12 gali tiesiogiai paveikti mikroglijos
aktyvumg ir padidinti imuniniy faktoriy sekrecijg. Ccl2 gali padidinti IL — 1, prieSuzdegiminio
citokino ir Ibal, mikroglijos lasteliy aktyvacijos zymens, gamyba. Be to, nustatyta, kad Ccl2 ir Ccl12
yra komplemento kaskady reguliatoriai. Nors Ccl12 neveikia monocitozés taip, kaip Ccl2, vis délto
jis gali turéti stipry prieSuzdegiminj poveikj, dél sukeltos leukocity migracijos j pazeistas centrinés
nervy sistemos sritis (Popiolek — Barczyk ir kt., 2020). Padidéjusi Ccl12 ekspersija astrocituose,

esant hipoksinémis sglygoms, yra adaptyvus uzdegiminis atsakas. Po hipoksijos ar iSemijos, astrocitai
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ir kiti lasteliy tipai gamina chemokinus, kurie sukuria cheminiy signaly gradienta. Sis gradientas
pritraukia uzdegimines lgsteles, jskaitant neutrofilus, monocitus ir makrofagus, kad $ie migruoty i$
kraujo per hematoencefalinj barjera j smegenis. Ccll2 yra stiprus chemokinas, selektyviai
pritraukiantis monocitus ir makrofagus. Smegeny arterijy okliuzijos modelyje buvo pastebéta, kad po
18 valandy kraujo perne$sami monocitai ir makrofagai patenka j iSeminj audinj (Mojsilovic — Petrovic
ir kt., 2007).

1.6. Metody charakterizavimas

1.6.1. Optiné koheretiné tomografija

Optiné koherentiné tomografija (OKT) yra neinvazinis, didelés skiriamosios gebos vaizdinimo
metodas. Vienas i§ dazniausiai naudojamy metody yra spektrinio domeno (SD) optiné koherentiné
tomografija. SD — OKT metu Zemos koherencijos, plataus dazniy spektro Sviesa sklinda
interferometru, kuri padalijama j du spindulius: referentinj ir méginio. Tinklainés vaizdinimui
dazniausiai naudojamas $viesos bangos ilgis yra 800 nm — 900 nm, kuomet vandens sugertis yra
minimali. Referentinis spindulys keliauja link referentinio veidrodzio, o méginio spindulys link
méginio ir dalinai atsispindi arba iSsisklaido kirsdamas meéginj. Abu Sie spinduliai grjzta atgal |
spektrometra, kuris iSmatuoja $viesos intensyvumg ir bangos ilgj. Spektrometru surinkti duomenys
tuomet yra apdorojami, taip sukuriant trimatj audinio vaizda, kuriame kiekvienas pikselis atspindi
skirtingg audinio gylj. OKT metu yra atliekami A ir B nuskaitymai. A nuskaitymai yra vienmatis
skenavimas, suteikiantis informacijg apie audinio atspind; tam tikrame gylyje. Atliekant A
nuskaityma, Sviesos Saltinis sufokusuojamas viename audinio taske, o spektrometras matuoja Sviesos,
kuri atsispindi tame taske, intensyvuma. Atlikus daug A-matavimy skirtinguose skersinio nuskaitymo
taskuose yra gaunamas audinio skersinio pjtivio atvaizdas (B-nuskaitymas). OKT placiai naudojamas
oftalmologijos srityje. Sis metodas suteikia galimybe neinvaziskai vizualizuoti tinklainés sluoksnius
ir anomalijas. Tai tapo nepakei¢iama priemone leidziancia giliau suprasti tinklainés patologijas

(Podoleanu ir A. G., 2012).

1.6.2. Sabloniné elektroretinografija

Sabloniné elektroretinografija (angl. pattern electroretinography, pERG) yra neinvazinis
metodas, naudojamas oftalmologijoje, skirtas jvertinti centrinés tinklainés funkcijag. pPERG matuoja
tinklainés gangliniy lasteliy elektrinj aktyvuma ir gali padéti nustatyti regos sutrikimus. Atliekant
PERG testa, naudojamas specifinis stimulas, pvz., Saskiy lentos rastas arba sinusinés grotelés, kuris

rodomas kompiuterio ekrane arba specialiame vaizdiniame stimuliatoriuje. Tyrimo metu yra
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naudojami elektrodai, kurie priglaudziami prie ragenos pavirsiaus ir registruoja elektrinj aktyvuma,
kurj generuoja tinklainé atsakant j stimulg. PERG metu naudojami aktyvusis, atskaitomasis ir
jzeminimo elektrodai. Sabloninés elektroretinografijos metu jraSomi gangliniy lasteliy sugeneruoti
elektriniai signalai, kurie yra padalinami j skirtingus bangos komponentus, tokius kaip N35 (neigiama
banga apie 35 ms), P50 (teigiama banga apie 50 ms) ir N95 (didelé, neigiama banga apie 95 ms)(1.4
pav.).
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1.4 pav. Ziurkés pERG signalas ir jj sudarantys bangos komponentai (N35, P50 ir N95). Raudona
rodyklé zymi matuojama P50-N95 komplekso amplitude, nuo smailés iki smailés (angl. peak-to-
peak)(autoriaus nuotrauka)

N35 bangos generavimo mechanizmas néra gerai iStirtas. P50 bangos komponentas
reprezentuoja iSorinés tinklainés funkcijg, N95 banga atspindi gangliniy Igsteliy funkcijg .P50-N95
bangy kompleksas atspindi gangliniy lasteliy veiklg ir padeda jvertinti vidinés tinklainés
funkcionalumg. PERG analizé¢ yra vertingas jrankis, kuris padeda jvertinti vidiniy tinklainés

sluoksniy funkcionalumg ir anksti nustatyti bei stebéti jvairius regos sutrikimus (Bach ir kt., 2013).
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2. TYRIMU MEDZIAGA IR METODAI

2.1. Laboratoriniai gyviinai, jranga, reagentai ir kitos medziagos

2.1.1. Gyviinai

Tyrimo metu buvo naudojamos Brown Norway 7 — 8 savaiciy amziaus ziurkés. Gyvinai buvo
laikomi po tris narvelyje, pastovioje 22 + 1 °C temperatiiroje, $viesa kontroliuojamoje aplinkoje,
kur $viesa buvo jjungiama nuo 7 val. iki 19 val. Gyvinai tur¢jo ad libitum prieigg prie maisto ir
vandens. Viso tyrimo metu gyviinai buvo nuolat stebimi dél kiino svorio poky¢iy, bendros i§vaizdos
ir streso pozymiy. Sio tyrimo eksperimentai atitiko EB direktyva 2010/63/ES dél bandymy su
gyvinais, taip pat ARVO pareiskimg dél gyviny naudojimo oftalmologijos ir regos tyrimuose.
Eksperimento projekta ir vykdyma patvirtino Valstybiné maisto ir veterinarijos tarnyba bei
Eksperimentiniy gyviiny naudojimo Lietuvoje etikos komitetas. Tyrimas buvo atliktas Experimentica
UAB jmongje, leidimo atlikti bandymus su laboratoriniais gyviinais numeris: G2—216. Pazyméjimo,

leidziancio atlikti bandymus su laboratoriniais gyviinais numeris: 19666 (1 priedas).

2.1.2. Tranga, vaistiniai preparatai ir reagentai

Tyrimo metu naudota jranga ir jos panaudojimas eksperimento metu, pateikta 2 priede. Taip
pat naudoti vaistiniai preparatai bei jy panaudojimas, pateikti 3 priede. Eksperimento metu naudoty

reagenty sarasas pateiktas 4 priede.

2.1.3. Genai

Eksperimento metu naudoti genai ir jiems parinkti TagMan™ pradmeny rinkiniai bei jy
identifikaciniai kodai pateikti 2.1 lenteléje.

2.1 lenetelé. Tyrimo metu naudoti TagMan™ pradmeny rinkiniai

Parinkti genai Rasis Gamintojas Identifikacinis kodas

Glialinis fibrilinis ragstinis | Ziurké Thermo Fisher Scientific | Rn01253033_m1
baltymas (GFAP)

Chemokino ligandas 12 | Ziurke Thermo Fisher Scientific | Rn01464638 m1
(Ccl12)

Kaspazé 8 (Casp8) Ziurké Thermo Fisher Scientific | Rn00574069_m1
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2.1 lentelés tesinys

B — lasteliy limfoma 6 (Bcl6) | Ziurkée Thermo Fisher Scientific | Rn01404339_m1

Gliceraldehido 3 - fosfato | Ziurké Thermo Fisher Scientific | Rn99999916 sl
dehidrogenazé (GAPDH)

18S ribosominé RNR (18S) Eukariotai | Thermo Fisher Scientific | Hs99999901 sl

Eksperimento metu tirti glialinio fibrilinio rigstinio baltymo, chemokino ligando 12, kaspazés
8 ir B — Igsteliy limfomos 6 geny raiskos pokyc¢iai. Kaip endogeninés kontrolés buvo naudojami

GAPDH ir 18S genai.

2.2. Invivo tyrimai

2.2.1. ISeminés reperfuzijos modelio sukélimas

Modelio indukavimui gyviinai buvo anestezuojami ketamino (60 mg / kg), medetomidino (0,4
mg / kg) ir NaCl misiniu (0,1 ml / 100 g). Desinés akies vyzdys buvo ispléstas naudojant Mydriacyl
akiy laSus ir vietiskai anestezuojamas uzlasinus proksimetakaino hidrochlorido akiy lasy (Alcaine ,
Alcon — Couvreur). Drékinamieji akiy lasai (Systane Ultra, Alcon Laboratories) buvo naudojami
visos indukcijos metu siekiant drékinti akj ir iSvengti ragenos iSsauséjimo. Akispudis buvo padidintas
naudojant fiziologinj tirpala, 0,9 % NaCl, prijungta prie 33 dydzio adatos, kuri buvo jvedama j
prieking akies kamerg. Tuomet buvo padidinamas natrio chlorido tirpalo spaudimas naudojant
sfigmomanometrg ir jo srautas paleidziamas j prieking kamerg, 0 j akj patenkancio skysCio slégis
matuojamos manometru. Viso eksperimento metu akisptidis buvo matuojamas tonometru kas 15
minuciy siekiant patvirtinti padidéjusj akisptidj. Kairios akys nebuvo indukuojamos ir naudojamos
kaip kontralateralinés. Indukcijos metu gyvinai buvo laikomi ant §ildomo kilimélio, kad bty
palaikoma pastovi kiino temperatira. Po modelio indukavimo ant deSiniy gyviny akiy buvo
uztepiamas deksametazono ir chloramfenikolio (Oftan — Dexa Chlora, Santen) gelis. Praéjus savaitei
po modelio indukcijos, dekspantenolio (Corneregel, Bausch Lomb) gelis buvo tepamas kelis kartus
per dieng ant indukuoty gyviiny akiy siekiant sumazinti ragenos pazeidimus. Gyviinams, kuriems po
modelio indukcijos pasireiSké matoma edema, vieng savaitg kelis kartus per dieng buvo lasinami
hipertoniniai (Edenorm Free, SOOFT) akiy lasai siekiant sumazinti susidariusig edema. Pirmajame
eksperimente NaCl slégis buvo padidintas iki 120 mmHg, 150 mmHg, 200 mmHg ir 250 mmHg.

Antrajame ir tre¢iajame eksperimentuose NaCl slégis buvo padidintas iki 200 mmHg.
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2.2.2. AKkispiidzio matavimas

ISmatuojant akisptidj ziurkéms, buvo taikoma dujiné anestezija panaudojant izoflurang kartu su
deguonimi. Sios procediiros metu gyvinai buvo patalpinti j indukcine kamerg ir tam tikra laika
veikiami dujy miSiniu. Prie§ matuojant akispudj, ant kickvienos ziurkés deSinés akies buvo
uzlasinami vietinio poveikio anestetikai — proksimetakaino hidrochlorido akiy lasai (Alcaine, Alcon
— Couvreur). Tada akisptidis buvo matuojamas desinéje akyje naudojant tonometra. IS kiekvienos
ziurkés buvo atlikti penki matavimai ir nustatyta vidutiné verté. [IOP matavimai buvo registruojami
pries modelio indukcijg, tiek jos metu, kas 15 minuc¢iy. Taip pat akispudis buvo pakartotinai

iSmatuotas po 1 ir 5 dieny.

2.2.3. Sabloniné elektroretinografija

Prie$ atlieckant Sabloninés elektroretinografijos ir optinés koheretinés tomografijus metodus,
ziurkés buvo anestezuojamos ketaminas (60 mg/kg), medetomidinas (0,4 mg/kg) ir NaCl (0,1 mi/100
g) miSiniu. Gyviinai tuomet buvo imobilizuoti ant pritaikyto stereotaksinio rémo, esancio ant
kaitinimosios pagalvélés, taip iSlaikant pastovig kiino temperatiirg. Proksimetakaino hidrochlorido
(Alcaine, Alcon — Couvreur) akiy laSai buvo uZlasinami ant deSinés akies, taip sukuriant vieting
nejautra. Procediiros metu akys taip pat buvo drékinamos drékinamuoju akiy geliu (Lakripos,
Ursapharm), kuris uztikrino elektrinj ragenos ir ragenos elektrody kontaktg. Plonos (0,3 mm) sidabro
vielos kontaktinj elektroda priglaudus prie ragenos pavirSiaus buvo jraSomas deSinés akies atsakas j
stimulg, o kairé akis buvo mechaniSkai uzdengiama ir prie jos priglaudziamas atskaitomasis
elektrodas, o jZeminimo elektrodas buvo uzdedamas ant uodegos. pERG stimulo generavimui buvo
naudojamas monitorius, sukuriantis vertikaly sinusoidinj 0,10 cikly per vieng regos lauko laipsnj.
Vidutinis stimulo $viesumas buvo 45 liuksai, o kontrastas tarp juodos ir baltos — 75 %. Stimulo
kontrastas buvo apverciamas kas 0,5 sekundés, o per vieng jrasa buvo padaromi 600 apvertimy. [rasas
buvo atliekamas du kartus, iSvedamas vidurkis ir matuojama P50-N95 komplekso amplitudé, nuo
smailés iki smailés (angl. peak-to-peak). Sabloniné elektroretinografijos buvo atlickama pries

modelio indukcijg ir po jos pra¢jus 7, 14 ir 21 dienoms.
2.2.4. Optiné koherentiné tomografija
Anestezuoty gyviny desinés akies vyzdziai buvo isplésti naudojant tropikamido akiy lasus

(Mydriacyl, Alcon — Couvreur) ir drékinamos drékinamuoju akiy geliu (Hypromeloza—P, Unimed

Pharma) siekiant iSvengti ragenos isdzitivimo. Nuskaitoma sritis apémé 1,8 x 1,8 mm tinklainés,
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supancios regos nerva. Kiekvieng nuskaityma sudaré 100 B nuskaitymy, i$ kuriy kiekvienas susideda

i§ 1000 A nuskaitymy (2.1 pav.).

2.1 pav. SD — OCT nuskaitymo vaizdas. A — akies dugno atvaizdas. B — audinio skersinio pjavio
atvaizdas. Raudona linija rodo matuojama vidin;j tinklainés sluoksnio storj, o geltona linija — VvisoS

tinklainés storj

Buvo iSmatuojamas bendras tinklainés storis pradedant nuo nerviniy skaiduly sluoksnio ir
baigiant tinklainés epitelio sluoksniu. Taip pat buvo iSmatuotas vidinés tinklainés storis, susidedantis
i$ nerviniy skaiduly sluoksniy, vidinio pleksiforiminio ir vidinio branduolio sluoksniy. Matavimai
atlikti naudojant ,,InVivoVue Diver” programing jrangg (Bioptigen, JAV) 25 skirtinguose taskuose,
kur centrinis taskas buvo nukreiptas | regos nervo galvos centra. Spektrinés srities optinés
koherencijos tomografija buvo atliekama pries modelio indukcija ir po jos pragjus 7, 14 ir 21 dienoms.
Atlikus sabloning elektroretinografijg bei opting koherenting tomografija ziurkés buvo pazadinamos

1 paodj suleidus atipamo (5 mg/ml) ir fiziologinio tirpalo (0.9%) miS$inio (0,2ml/100g).

2.3. Histologija

2.3.1. Tinklainés imunohistocheminis dazymas

I$ surinkty audiniy buvo daromos tinklainés isklotinés, kurios buvo plaunamos tris buferiniu
druskos tirpalu (TBS) 4 °C temperatiiroje 5 valandas, o tirpalas plovimo proceso metu buvo pakeistas
keturis kartus. Tuomet audiniai buvo blokuojami TBS tirpale, kuriame yra 0,5 % Triton X-100, kartu

su 10 % normalaus ozkos serumu, 30 minuciy. Méginiai buvo dar karta praplaunami 10 minuciy,
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taciau §j kartg TBS tirpale, kuriame yra 0,1 % Triton X-100, kartu su 1 % normalaus ozkos serumu.
Pasibaigus §iam zingsniui tinklainés buvo inkubuojamos tirpale su triusio RBPMS pirminiu antiktinu
(skiedimas 1 : 200). Méginiai tuomet buvo laikomi per naktj prie 4 °C. Praéjus pirmajam inkubacijos
periodui, audiniai buvo tris kartus praplaunami TBS tirpale, kuriame yra 0,1 % Triton X-100, kartu
su 1 % normalaus ozkos serumu. Tuomet vykdomas antrasis inkubacijos periodas su antriniais
antikiinais. Siame Zingsnyje buvo naudojamas ozkos anti - triugio antikiinas, konjuguotas su AF568
fluorescencine zyme. Méginiai buvo tuomet uzdengiami folija ir laikomi 4 °C 3 valandas. Véliau
audiniai buvo tris kartus praplaunami 0,1 % TBS — Triton tirpale, kartu su 1 % normalaus ozkos
serumu. Tuomet méginiai buvo inkubuojami naudojant DAPI (4',6-diamidino—2—fenilindolas,
skiedimas 1 : 10 000) 30 minuciy. Kitame zingsnyje méginiai vél buvo plaunami du kartus 0,1 %
TBS — Triton tirpale, kartu su 1 % normalaus ozkos serumu. Paskutiniame etape tinklainés buvo
uzdedamos ant objektinio stiklelio, ant kurio buvo priklijuojamas dengiamasis stikliukas, tam

panaudojant ,,Fluoroshield” klijus.

2.4 Molekuliniai tyrimai

2.4.1. RNR iSskyrimas i§ audinio

Pries RNR isskyrimg kriomégintuvélis su uzSaldytu audiniu buvo pasveriamas. Ant audinio
tuomet buvo uzpilama 200 pl Trizol™ reagento ir turinys perkeliamas i§ kriomégintuvélio |
mégintuvelj su aStriakampiais akmenukais (PowerBeads, Garnet), skirtais audiniy lizei. Audinys
buvo homogenizuotas mai$ant ant maiSyklés 5 minutes arba kol suiro. Homogenatas buvo surinktas
] naujg Svary mégintuvélj. Tuomet buvo jpilama 100 pl Trizol™ reagento, kad bty uztikrintas
visiSkas RNR surinkimas, ir maiSoma dar 1 — 2 minutes. Homogenatai buvo surinkti j tg patj
mégintuvelj. Chloroformas buvo pilamas ant homogenato santykiu 1 : 5, po to miSinys buvo
maiSomas rankose 15 sekundziy ir inkubuojamas 3 minutes kambario temperatiiroje. Tada miSinys
buvo centrifuguojamas 15 min. esant 4 °C temperatirai ir 11 000 G jégai. Po centrifugavimo
supernatantas buvo surenkamas ir pridedamas toks pat tiiris 70 % etanolio. Viskas buvo sumaiSoma
ir perkeliama ant membranos, esancios surinkimo mégintuvélyje, ir centrifuguojama 15 sekundziy 12
000 G jéga. Prasifiltraves misinys buvo iSpiltas, membrana vél jdéta j mégintuvélj, uzpilama 700 pl
pirmojo plovimo tirpalo (I plovimo buferis) ir centrifuguojama 15 sekundziy 12 000 G jéga.
Prasifiltraves misinys buvo iSpiltas, membrana vél jdéta | mégintuvélj ir 500 pl uzpilama antrojo
plovimo tirpalo (Il plovimo buferis) bei centrifuguojama 15 sekundziy 12 000 G jéga — Sis zingsnis
buvo pakartojamas du kartus. Nusifiltraves miSinys buvo iSpilamas, membrana vél dedama j

mégintuveélj ir centrifuguojama 1 min. 12 000 G jéga, siekiant iSdziovinti membrang. Tada membrana
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buvo jdéta j naujg mégintuvélj. Ant membranos centro buvo uzpilama 30 ul vandens be ribonukleaziy

ir inkubuojama 1 min. kambario temperatiiroje bei po to centrifuguojama 2 min. esant 12 000 G jégai.

2.4.2. RNR koncentracijos nustatymas

RNR koncentracija buvo nustatyta naudojant NanoDrop One/One® spektrofotometrg. Ant
spektrofotometro skaitytuvo buvo uzdedamas 1 ul RNR méginio. Kiekvieno mégino koncentracija
buvo pamatuojama du kartus, o tarp skirtingy méginiy buvo daromi praplovimai su vandeniu be
nukleaziy. Absorbcijos matavimai buvo atlikti naudojant 260 nm, 280 nm ir 230 nm bangy ilgius.
Likes RNR tiris buvo laikomas — 20 ° C temperatiiroje. RNR grynumas buvo nustatytas jvertinus
absorbcijos santykj 260/280. RNR méginiai buvo laikomi grynais, kuomet santykis buvo ~ 2,0.

2.4.3. Kopijinés DNR sintezé

Kopijinés DNR sintezei, RNR buvo praskiedziama iki 0,03 upg/ul koncentracijos su
ribonukleaziy neturin¢iu vandeniu. Tuomet buvo paruoSiamas reakcijos miSinys, Kkuris buvo
naudojamas kopijinés DNR (KDNR) sintezés reakcijai atlikti sumaiSant iSvardintus reagentus i$
High—Capacity cDNA Reverse Transcription rinkinio (kiekiai surasyti vienam plokstelés Sulinéliui
uzpildyti): 10X RT Buffer — 2 pl, 25X dNTP Mix (100 mM) — 0,8 ul, 10X RT Random Primers — 2
pl, MultiScribe Reverse Transcriptase — 1 pl, RNAse inhibitor — 1 pl, Nuclease free water — 3,2 pl.
Kaip kontrolé buvo paruoSiamas reakcijos miSinys be atvirkStinés tranksriptazés sumaiSant
iSvardintus reagentus i§ High—Capacity cDNA Reverse Transcription rinkinio (kiekiai suraSyti
vienam plokstelés Sulinéliui uzpildyti): 10X RT Buffer — 2 pl, 25X dNTP Mix (100 mM) — 0,8 pl,
10X RT Random Primers — 2 ul, RNAse inhibitor — 1 pl, Nuclease free water — 4,2 ul. Paruosti
misiniai buvo i$pilstomi po 10 ul j 8 mégintuvéliy juosteles. | atitinkamus Sulinélius, kuriuose buvo
reakcijos miSinys, jpilama po 5 ul RNR skiedimy arba vandens be nukleaziy. Mégintuvéliy juostelés
uzdengiamos dangteliais, sumaiSomos ant purtyklés ir centrifuguojamos 2000 G jéga 1 min. Juostelés
tuomet buvo jdedamos j QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific) instrumentg. Paleidziamas
protokolas, skirtas kopijinés DNR sintezei. Protokolo etapus sudaré: pradmeny prilydymas 10 min.
25 °C; kDNR sintez¢ 2 val. 37 °C; fermenty inaktyvacija 5 min. 85 °C; laikymas po reakcijos

neribotai 4 °C. Po reakcijos 1ékstelé buvo uzsaldoma — 20 °C temperatiiroje.

2.4.4. Realaus laiko kiekybinés polimerazés grandininés reakcijos atlikimas (kKPGR)

KDNR buvo praskiesta iki 1 ng/ul bei iki 10 ng/ul su vandeniu be nukleazés. Kaip endogeniné
kontrolé buvo naudojami GAPDH ir 18S. Reakcijos miSinys buvo paruostas kKDNR amplifikacijai

sumaiSant iSvardytus reagentus (kiekiai nurodyti vienos plokstelés Suliniui uzpildyti): 2X TagMan
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Fast Advanced Master Mix — 7,5 ul; 20X TagMan tiriamyjy geny pradmeny mis$iniai — 0,75 ul (iki 2
skirtingy); 20X TagMan kontrolinio geno pradmeny misinys — 0,75 ul; vanduo be nukleaziy — 0,25
arba 1 pl. Paruostas reakcijos misinys buvo iSpilstytas po 10 pl j 96 Sulinéliy plokstele. I Sulinélius su
miSiniu buvo jpilama 5 ul KDNR. Ploksté buvo uzklijuojama lipnia plévele, sumaisoma ant purtyklés
ir centrifuguojama 2000 G jéga 1 min. Plokstelé buvo patalpinama j realaus laiko kiekybinés
polimerazés grandininés reakcijos (qPCR) aparata (QuantStudio 3). Buvo vykdomas geny
amplifikacijos protokolas. Protokolo etapai buvo tokie: inkubacija 2 min. 50 °C temperatiiroje;
fermento aktyvinimas 2 min. 95 °C temperattroje; DNR denatiiravimas 1 sek. 95 °C temperatiiroje
ir pradmeny susiliejimas/DNR amplifikacija 20 sek. 60 °C temperattroje (40 cikly). Po reakcijos
plokstelé buvo laikoma 4 ° C temperatiiroje. Gauti PCR duomenys buvo analizuojami Design ir

Analysis programine jranga.

2.5. Statistiné analizé

Tyrimy rezultaty analizé buvo atlikta naudojant GraphPad Prism (versija: 9.5.1, San Diego,
California, USA) programing jrangg. Statistinei rezultaty analizei atlikti naudoti metodai:
vienfaktoriné dispersiné analizé (angl. One — way ANOVA), dviejy kryp¢iy vidurkiy palyginimo ir
dispersiné analizé (angl. Two — way ANOVA), Sidako daugkartiniy palyginimy testas (angl. Sidak's
multiple comparisons test), nesuporuoty im¢iy t testas (angl. Unpaired t test), Dunnett ‘o daugybinio
palyginimo testas (angl. Dunnett's multiple comparisons test), Andersono — Darlingo normalingumo
testas (angl. Anderson— Darling test), Shapiro — Wilko normalingumo testas (angl. Shapiro— Wilk
test). Skirtumai buvo laikomi statistiSkai reik§mingi, kuomet p < 0,05. Duomenys pateikti kaip
vidutiné verté kartu su standartine vidurkio paklaida (angl. standart error of mean, SEM).

2.6. Tyrimo etapai

2.6.1. Pirmojo eksperimento eiga: tinkamo natrio chlorido slégio nustatymas

Pirmo tyrimo metu, buvo siekiama nustatyti tinkamg fiziologinio tirpalo spaudimag, iSeminei

reperfuzijai sukelti. Eksperimento eiga pateikta 2.2 paveiksle.
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2.2 pav. Pirmojo tyrimo eiga

Tinklainés iSemijos reperfuzijos modeliui indukuoti, buvo pasirinkti keturi skirtingi spaudimai:
120 mmHg, 150 mmHg, 200 mmHg ir 250 mmHg. Eksperimento metu, 15 Brown Norway ziurkiy

buvo suskirstytos j penkias grupes:

Pirmos grupés ziurkéms buvo sudaromosios tos pacios salygos, kaip ir tiriamyjy grupiy

gyviinams, taciau nebuvo atliktas modelio indukavimas (n = 3).

Antros grupés ziurkéms j prieking akies kamera buvo leidziamas 120 mmHg spaudimo natrio

chloride tirpalas (n=3).

TrecCios grupés ziurkeéms j priekine akies kamerg buvo leidziamas 150 mmHg spaudimo natrio

chloride tirpalas (n=3).

Ketvirtos grupés ziurkéms j prieking akies kamera buvo leidziamas 200 mmHg spaudimo natrio

chloride tirpalas (n=3).

Penktos grupés ziurkéms i prieking akies kamera buvo leidziamas 250 mmHg spaudimo natrio

chloride tirpalas (n=3).

Gautos vidutinés akispiidzio ir tinklainés gangliniy lasteliy reikSmés, palygintos su

kontrolinémis akimis.

2.6.2. Antrojo eksperimento eiga: funkciniai ir struktiiriniai pakitimai, sukelti iSeminés
reperfuzijos modelio

Antro tyrimo metu siekta issiaiskinti tinklainés iSeminés reperfuzijos sukeltus morfologinius

bei funkcinius pakitimus. Eksperimento eiga pateikta 2.3 paveiksle.
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2.3 pav. Antrojo tyrimo eiga

Eksperimento metu, poky¢iai buvo stebimi po modelio indukavimo 7, 14 ir 21 dienoms. Tyrimo

metu, 80 Brown Norway ziurkiy buvo suskirstytos j Sesias grupes:

Pirmos grupés ziurkéms, buvo sukuriamos tos pacios salygos kaip ir tiriamosioms grupéms,
tadiau joms nebuvo atlikta modelio indukcija. Sios grupés gyviinai eutanazuoti po modelio sukélimo

pragjus 7 dienoms (n = 6).

Antros grupés ziurkéms buvo sukuriamos tos pacios salygos kaip ir tiriamosioms grupéms,
tadiau joms nebuvo atlikta modelio indukcija. Sios grupés gyviinai eutanazuoti po modelio sukélimo

pragjus 14 dieny (n = 6).

Trecios grupés Ziurkéms, buvo sukuriamos tos pacios salygos kaip ir tiriamosioms grupéms,
tadiau joms nebuvo atlikta modelio indukcija. Sios grupés gyviinai eutanazuoti po modelio sukélimo

pra¢jus 21 dienai (n =14 ).

Ketvirtos grupés ziurkéms j prieking akies kamerg buvo leidziamas 200 mmHg spaudimo natrio

chlorido tirpalas. Sios grupés gyvinai eutanazuoti po modelio sukélimo pragjus 7 dienoms (n = 18).

Penktos grupés ziurkéms j prieking akies kamerg buvo leidziamas 200 mmHg spaudimo natrio

chlorido tirpalas. Sios grupés gyvinai eutanazuoti po modelio sukélimo pragjus 14 dieny (n = 18).
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Sestos grupés ziurkéms j prieking akies kamera buvo leidziamas 200 mmHg natrio chlorido

tirpalas. Sios grupés gyviinai eutanazuoti po modelio sukélimo praéjus 21 dienai (n = 18).

Tiriamy gyviny vidutinis akispudis, tinklainés bei gangliniy lasteliy sluoksniy storis, lasteliy
atsako ] stimulg reikSmés buvo palygintos su kontrolinémis akiy reikSmémis. Gangliniy lasteliy ir
astrocity vidutinés reikSmeés buvo lyginamos tiek su kontrolinémis akimis, tiek su sveikomis akimis,

kurioms nebuvo atlikta jokia procediira.

2.6.3. Treciojo eksperimento eiga: geny ekspresijos susiejimas su iSeminés reperfuzijos
sukeltais morfologiniais ir fiziologiniais pakitimais

Trecio tyrimo metu buvo siekiama iSsiaiskinti iSeminés reperfuzijos sukeltus geny raiskos
poky¢ius ir juos susieti su morfologiniais ir fiziologiniais pakitimais. Trecio eksperimento eiga
pavaizduota 2.4 paveiksle.

Kiekybinés tikro

RNR koncentracijos ir Efektyvumo Kopijinés DNR laiko PGR
grynumo nustatymas testas sintezé atlikimas

- | 1

2.4 pav. Treciojo tyrimo eiga

Eksperimento metu, 38 Brown Norway ziurkiy buvo suskirstytos j keturias grupes:

Pirmos grupés ziurkéms nebuvo atlikta jokia procediira. Siai grupei priklausantys gyviinai buvo

naudojami kaip kontrolé (n = 8).

Antros grupés Ziurkéms } prieking akies kamerg buvo leidZziamas 200 mmHg spaudimo natrio

chlorido tirpalas. Sios grupés gyviinai eutanazuoti po modelio sukélimo pragjus 7 dienoms (n = 10).

Trecios grupés ziurkéms j prieking akies kamerg buvo leidziamas 200 mmHg natrio chlorido

tirpalas. Sios grupés gyviinai eutanazuoti po modelio sukélimo praéjus 14 dieny (n = 10).

Ketvirtos grupés ziurkéms i prieking akies kamera buvo leidZziamas 200 mmHg natrio chlorido

tirpalas. Sios grupés gyviinai eutanazuoti po modelio sukélimo praéjus 21 dienai (n = 10).

Tyrimo metu, kas savaite, tinklainés buvo iSpreparuojamos bei uzsaldomos skystame azote.
Surinkus visus audinius, atliktas RNR gryninimas, nustatyta jos koncentracija ir grynumas. Siekiant
uztikrinti DNR amplifikacijos tiesiSkuma atskiry geny atvejais ir optimizuoti KDNR kiekj reakcijoje,
buvo atliekami amplifikacijos efektyvumo tyrimai. Tuo pac¢iu metu buvo optimizuojami ir geriausiai
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tinkanc¢iy geny pory deriniai daugybinei kPGR. Tuomet buvo atliekama visy méginiy KDNR sintezé
bei kiekybiné tikro laiko PGR. kPGR duomenys buvo analizuojami naudojant 222CT metoda
santykiniam realaus laiko PGR duomeny kiekybiniam jvertinimui. Tam, kad buty galima atlikti
analiz¢, pasirinkta endogeniné kontrolé, kurios ekspresijos lygis buvo stabilus. Sis genas buvo
naudojamas normalizuoti tiriamojo geno Ct vertes. ACt vertés buvo apskai¢iuojamos atimant
referentinio geno Ct verte i§ tiriamojo geno Ct vertés kiekviename méginyje. Tuomet, buvo
apskaiCiuotos AACT vertés atimant kontrolinio méginio viduting ACT verte i§ kiekvieno tiriamojo

méginio ACT vertés. Geny ekspresijos pokytis buvo nustatomas naudojant formule 27244¢T

(Schmittgen ir Livak, 2008).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Efektyvaus natrio chlorido spaudimo nustatymas

3.1.1. Intraokuliarinio spaudimo kitimas

Kadangi yra zinoma, kad vienas i§ iSeming reperfuzija sukelianciy veiksniy yra padidéjes
akispiidis, $io tyrimo metu buvo siekiama iSsiaiskinti tinkamg natrio chlorido spaudima. Buvo
pasirinkti keturi spaudimai : 120 mmHg, 150 mmHg, 200 mmHg ir 250 mmHg. Atlikus surinkty

duomeny analize, pateiktg 3.1 paveiksle, nustatytas zymus vidutinés akisptuidzio reik§més skirtumas,

tarp kontrolings ir visy tirlamyjy grupiy.

Intraokuliarinis spaudimas (IOP)

150 .
-o- Kontrolinés akys
2 - 120 mmHg
g 100+ 150 mmHg
1% : -+ 200 mmHg
©
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3.1 pav. Vidutinio akispudzio pokyciai modelio indukcijos laikotarpyje, naudojant skirtingus
fiziologinio tirpalo slégius (120 mmHg, 150 mmHg, 200 mmHg, 250 mmHg), palyginimas su

kontrolinémis akimis

Atlikus duomeny statisting analiz¢ pastebéta, jog auksSto natrio chlorido slégio paleidimas i
prieking akies kamera, visose tiriamosiose grupése lyginant su kontrole, Iémé statistiSkai reik§mingg

akisptidzio padid¢€jima, kuris matomas visos indukcijos metu (p < 0,001) (zr 3.1 lentelg).
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3.1 lentelé. p reikSmés (atlikta vienfaktoriné dispersiné analizé (angl. One —way ANOVA))

tirlamosiose grupése, lyginant su kontroling

Tiriamosios grupés p reikSmé

Natrio chlorido slégis — 120 < 0,001
mmHg (n = 3)

Natrio chlorido slégis — 150 < 0,001
mmHg (n = 3)

Natrio chlorido slégis — 200 < 0,001
mmHg (n = 3)

Natrio chlorido slégis — 250 < 0,001
mmHg (n = 3)

Apibendrinant galima teigti, kad natrio chlorido spaudimui esant 120 mmHg, 150 mmHg, 200
mmHg ir 250 mmHg, 1émé statistiskai reik§mingg akisptidzio padidéjima, kuris iSliko viso modelio

sukélimo metu.

3.1.2. Tinklainés gangliniu lasteliy iSgyvenamumas

Atsizvelgiant | Zinoma ryS] tarp padidéjusio akispudzio ir tinklainés gangliniy lasteliy
apoptozés, Siuo tyrimu buvo siekiama nustatyti lasteliy Kiekj po tinklainés iSemijos reperfuzijos
modelio indukavimo, skirtingais natrio chlorido slégiais. Atlikus duomeny analizg (zr. 3.2 lentele)
pastebéta, kad 200 mmHg ir 250 mmHg grupése vidutinis gangliniy lasteliy kiekis, lyginant su
kontrolinémis akimis Zymiai sumazéjo. Kontrolinés grupés gangliniy lasteliy vidurkis (1864,612 mm?
+ 55,511 mm?) nesiskyré nuo 120 mmHg (1814,065 mm? + 123,697 mm?) ir 150 mmHg (1915,627
mm? + 92,201 mm?) grupiy. Taciau, natrio chlorido slégiui esant 200 mmHg ir 250 mmHg, gangliniy
lasteliy kiekio vidurkiai buvo zymiai maZesni (466,572 + 56,784 mm? ir 875,256 + 100,160 mm?).
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3.2 lentelé. Vidutinio gangliniy lasteliy tankio (mm?+ SEM) bei p reikimiy (atlikta vienfaktoriné

dispersiné analizé (angl. One — way ANOVA)) palyginimas tarp tiriamyjy grupiy

mmHg (n=3)

Tiriamosios grupés Gangliniy Igsteliy vidurkis (mm? p reiksmeé
+ SEM)
Kontrolinés akys (n=3) 1864,612 +£ 55,511 -

Natrio chlorido slégis — 120 1814,065 + 123,697 >0,99
mmHg (n=3)

Natrio chlorido slégis — 150 1915,627 + 92,201 > 0,99
mmHg (n=3)

Natrio chlorido slégis — 200 466,572 + 56,784 < 0,001
mmHg (n=3)

Natrio chlorido slégis — 250 875,256 + 100,160 <0,001

Statistiné analizés rezultatai parodé, kad vidutiniy gangliniy lasteliy kiekio skirtumai, tarp

kontroliniy akiy ir 120 mmHg bei 150 mmHg grupiy nebuvo statistiskai reikSmingi (p > 0,99) (3.2

pav.). Tadiau, tarp kontroliniy akiy ir 200 mmHg bei 250 mmHg grupiy buvo pastebéti statistiskai

reikSmingi skirtumai (p < 0,001). Taip pat indukcijos metu buvo pastebéta, kad natrio chlorido

spaudimui esant 250 mmHg, matomas tirpalo nutekéjimas i§ akies.
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3.2 pav. Gangliniy lIgsteliy vidurkiy palyginimas (atlikta vienfaktoriné dispersiné analizé (angl. One
—way ANOVA)) tarp tiriamyjy grupiy (ns (angl. no statistically significant difference) — statistiskai

reik§mingo skirtumo néra; *** < 0,001)

Apibendrinant, duomenys atskleidé, kad padidéjes akispiidis turi jtakos gangliniy Igsteliy
iSgyvenamumui, 0 didziausias sumazéjimas pastebimas, esant 200 mmHg ir 250 mmHg natrio
chlorido spaudimams. Taciau, esant 120 mmHg ir 150 mmHg fiziologinio tirpalo slégiams, nebuvo
pastebéti reikSmingi skirtumai, lyginant su kontrolinémis akimis. Todél tolimesniems tyrimams buvo

pasirinktas 200mmHg spaudimas j akj.

3.2. ISeminés reperfuzijos sukelti morfologiniai ir fiziologiniai pakitimai

3.2.1. Intraokuliarinio spaudimo kitimas

Paleidus NaCl srove, akispudis indukuotose akyse iskart padidéjo (83,7 + 0,6 mmHg). Per kitas

15— 60 minuciy, lyginant su kontrolinémis akimis, akisptidis indukuotose akyse iSliko aukstas (3.3

pav.).
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3.3 pav. Intraokulairinio spaudimo vidurkiy palyginimas tarp kontroliniy ir indukuoty akiy modelio

indukcijos metu

Taciau pastebéta, kad praéjus 1 bei 5 paroms po indukcijos, akispiidis indukuotose akyse

reikSmingai nesiskyré nuo kontroliniy (zr. 3.3 lentelg).

3.3 lentelé. Intraokuliariniy spaudimy vidurkiy modelio indukcijos laikotarpyje, palyginimas su

kontrolinémis akimis

Intraokuliarinis spaudimas, mmHg
Laikotarpis Kontrolinés akys Indukuotos akys
Pries indukcija, mmHg £ SEM 10,1 +£0,3 10,2 +0,2
Ivedus adatg, mmHg + SEM 8,7+ 0,4 8,1+0,3
Paleidus NaCl srautg, mmHg = - 83,7+0,6
SEM

15 min, mmHg + SEM 9,2+0,6 81,8 +£0,7
30 min, mmHg + SEM 8,1+0,3 81,7+0,7
45 min, mmHg + SEM 83+0,4 81,6 +0,7

60 min, mmHg + SEM 8+0,3 78,8 £ 0,8

1 diena, mmHg + SEM 9,4+0,3 9,4+0,2

5 diena, mmHg + SEM 8,7+0,3 9,3+0,1

Apibendrinant galima teigti, jog tinklainés iSeminés reperfuzijos modelio sukélimas, salygojo
padidéjusj akispiidj, kuris isliko aukstas indukcijos. Taciau, praéjus 1 bei 5 dienoms, intraokuliarinis
spaudimas indukuotose akyse, lyginant su kontrolinémis — nebuvo padidéjes.
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3.2.2. Gangliniy Igsteliy sluoksnio storio pokyciai

Kadangi pirmojo tyrimo metu pastebétas sumazejes gangliniy lasteliy iSgyvenamumas, todél
Sio tyrimo metu buvo siekiama iSsiaiskinti laikino kraujotakos sustabdymo ir jos atstatymo sukeltus
vidinés tinklainés sluoksnio morfologinius pakitimus. Atlikus duomeny analiz¢ pastebéta, kad po
iSeminés reperfuzijos modelio indukcijos praéjus 7, 14 ir 21 dienoms, indukuotose akyse vidinis
tinklainés sluoksnis Zymiai plonesnis, palyginti su kontrolinémis akimis (dviejy krypc¢iy vidurkiy

palyginimo ir dispersiné analizé (angl. Two — way ANOVA), p < 0,001)(3.4 pav.).

Vidineés tinklainés sluoksnio storis
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3.4 pav. Vidutinio vidinés tinklainés sluoksnio storio palyginamas (atlikta dviejy kryp¢iy vidurkiy
palyginimo ir dispersiné analizé (angl. Two — way ANOVA)) tarp kontroliniy bei indukuoty akiy,
skirtingomis DPI ( ns — (angl. not significant) — statistiSkai nereik§mingas; *** < 0,001)

Palyginus vidutines tinklainés storio procentines reikSmes tarp kontroliniy bei indukuoty akiy,
statistinés analizés duomenys rodo, jog po modelio sukélimo praéjus 7, 14 ir 21 dienai, skirtumai tarp
grupiy buvo statistiskai reik§mingi (3.5 pav.). Duomenys rodo, 7, 14 ir 21 dienoms, po laikinos
tinklainés kraujotakos sustabdymo ir jos atstatymo, p reik§mé lyginant kontroliniy ir indukuoty akiy

vertes buvo < 0,001 (nesuporuoty imc¢iy t testas (angl. Unpaired t test)).
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3.5 pav. Vidinio tinklainés sluoksnio storio, santykinio skirtumo palyginamas (atliktas nesuporuoty

imcéiy t testas (angl. Unpaired t test)) tarp kontroliniy bei indukuoty akiy, skirtingomis DPI (*** <

0,001)

I§ pateikty duomeny lenteléje nr. 3.4, galima pastebéti, jog po modelio sukélimo, vidinis

tinklainés sluoksnis suplonéja 29 % jau 7 dieng bei 31,5 % 14 dieng. Didziausias vidinio tinklainés

sluoksnio storio sumaz¢jimas (38,7 %) indukuotose akyse, pastebimas praéjus 21 dienai (0,038 +

0,0022 um) po modelio sukélimo.

3.4 lentelé. Vidutiniy gangliniy lasteliy sluoksnio reik§miy (um = SEM) palyginimas tarp kontroliniy
ir indukuoty akiy, DPI. Kontrolinés akys 7 diena (n = 25), 14 diena (n = 20) ir 21 diena (n = 14).
Indukuotos akys 7 diena (n = 22), 14 diena (n = 19) ir 21 diena (n = 11)

Vidinio tinklainés

sluoksnio vidutinés

Vidinio tinklainés

sluoksnio vidutinés

Vidinio tinklainés

sluoksnio vidutinés

Vidinio tinklainés

sluoksnio vidutinés

Tiriamosios
' reikSmés (um + reik§més (um = reikSmés (pm + reik§més (um =
rupés
stp SEM) pries indukcija SEM) pragjus 7 SEM) pragjus 14 SEM) pragjus 21
dienoms po dieny po indukcijos | dienai po indukcijos
indukcijos
Kontrolinés 0,060 + 0,0003 0,064 + 0,0005 0,064 + 0,0005 0,063 + 0,0006
akys
Indukuotos 0,060 + 0,0006 0,046 +0,0013 0,044 £ 0,0015 0,038 + 00,0022
akys

Apibendrinant visus gautus rezultatus, galima daryti iSvada, kad po iSeminés reperfuzijos

sukélimo, vidinis tinklainés sluoksnis laikui bégant plonéja.
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3.2.3. Visos tinklainés storio kitimas

Remiantis 3.6 paveiksle pateiktais duomenimis, galima daryti i§vadg, jog po modelio sukélimo
praéjus 7, 14 ir 21 dienai, matomas reik§mingas tinklainés suplonéjimas, lyginant indukuoty ir
kontroliniy akiy, vidutines tinklainés storio reikSmes (dviejy krypéiy vidurkiy palyginimo ir

dispersiné analizé (angl. Two —way ANOVA), p <0, 001).

Visos tinklainés storis
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3.6 pav. Vidutinio tinklainés storio palyginamas (atlikta dviejy kryp¢iy vidurkiy palyginimo ir
dispersiné analizé (angl. Two — way ANOVA)) tarp kontroliniy bei indukuoty akiy, skirtingomis DPI

( ns — (angl. not significant) — statistiskai nereikSmingas; *** < 0,001)

Remiantis statistinés analizés duomenis, palyginus procentinius tinklainés storio skirtumus tarp
kontroliniy ir indukuoty akiy (nesuporuoty iméiy t testas (angl. Unpaired t test)), rezultatai rodo
statistiSkai reikSmingg skirtumg po modelio sukélimo praéjus 7, 14 ir 21 dienai (3.7 pav.). Po
indukcijos praéjus 7 ir 14 dienomis tinkliné suplonéjo 14 %, o po 21 dienos — 15,3 %.
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3.7 pav. Viso tinklainés storio santykinio skirtumo palyginamas palyginimas (atliktas nesuporuoty

im¢iy t testas (angl. Unpaired t test)), tarp kontroliniy bei indukuoty akiy, skirtingomis DPI (*** <

0,001)

ISemine reperfuzija indukuotose akyse, lyginant su kontrolinémis, reik§mingai Sumazéja

vidutinis visos tinklainés storis (zr. 3.5 lentele). Statistiné analizé (dviejy kryp¢iy vidurkiy palyginimo

ir dispersiné analizé (angl. Two — way ANOVA)) atskleidé, kad vidutinio tinklainés storio skirtumas

tarp kontroliniy ir indukuoty akiy buvo statistiskai reikSmingas, po modelio sukélimo pragjus 7, 14 ir

21 dienai. Didziausias tinklainés suplonéjimas pastebimas indukuotose akyse, 21 dieng po indukcijos

(0,171 £+ 0,0029 um). Galima teigti, kad indukuotose akyse, kitaip nei kontrolinése, matomas

nuoseklus tinklainés storio sumazéjimas.

3.5 lentelé. Vidutiniy tinklainés storio reikSmiy (um + SEM) palyginimas tarp kontroliniy ir
indukuoty akiy, DPI. Kontrolinés akys 7 diena (n = 25), 14 diena (n = 20) ir 21 diena (n = 14).
Indukuotos akys 7 diena (n = 22), 14 diena (n = 19) ir 21 diena (n = 11)

Visos tinklainés Visos tinklainés Visos tinklainés Visos tinkainés
. ) storio vidutinés storio vidutinés storio vidutinés storio vidutinés
Tiriamosios
' reikSmés (um =+ reik§més (pm + reikSmés (pm + reikSmés (um =
SHpes SEM) pries SEM) praéjus 7 SEM) praéjus 14 SEM) praéjus 21
indukcija dienoms po dieny po indukcijos | dienai po indukcijos
indukcijos
Kontrolinés 0,201 + 0,0006 0,202 + 0,0007 0,203 £+ 0,0008 0,202 £ 0,0011
akys
Indukuotos 0,200 + 0,0009 0,173 +£0,0024 0,174 +0,0028 0,171 £ 0,0029
akys
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Apibendrinant duomenis, modelio indukcija 1émé reik§minga Visos tinklainés plonéjima. Sis
morfologinis tinklainés storio pokytis, po laikino kraujotakos sustabdymo ir atstatymo, laikui bégant

vis ryskejo.

3.2.4. Tinklainés gangliniy lasteliy atsako j Sabloninj stimula kitimas

Eksperimento metu gangliniy lasteliy atsako j stimulg pokyciai buvo stebimi 7, 14 ir 21
dienoms po indukcijos. I8 3.8 paveiksle pateikty rezultaty matoma, kad indukuoty akiy pERG
amplitudziy reikSmés buvo mazesnés nei kontrolinése akyse. Statistinés analizés (dviejy krypciy
vidurkiy palyginimo ir dispersiné analizé (angl. Two —way ANOVA)) rezultatai parodé, kad vidutiniy
PERG amplitudziy skirtumas tarp kontroliniy ir indukuoty akiy, matomas po modelio indukcijos
pragjus 7 dienoms (p < 0,05). Taip pat, nustatyta, kad vidutiniy pERG amplitudziy skirtumai tarp
kontrolinés ir indukuoty akiy buvo statistiskai reikSmingi 14 dieng (p < 0,001;) ir 21 dieng (p < 0,01).

Sabloninés elektroretinografijos (pERG) amplitudé

ns * * % % * %
10 [ I
Bl Indukuotos akys
> 8 Hl Kontrolinés akys
=
S 44
E
<
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S 2 > >
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3.8 pav. Vidutiniy pERG amplitudziy palyginimas (atlikta dviejy kryp¢iy vidurkiy palyginimo ir
dispersiné analizé (angl. Two —way ANOVA)) tarp indukuoty ir kontroliniy akiy, skirtingomis DPI

( ns — (angl. not significant) statistiskai nereik§Smingas; * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001)

Atlikus nesuporuoty imciy t testag (angl. Unpaired t test), praéjus 7 dienoms po modelio
indukcijos buvo matomas 19 % atsako j $abloninj stimulg susilpnéjimas (p = 0,02), pragjus 14 dieny
—31% (p <0,001), o praéjus 21 dienai 32 % (p < 0,01). Pastebima, kad iSeminés reperfuzijos sukelta

pazaida laikui bégant progresuoja.
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3.9 pav. pERG amplitudziy santykinio skirtumo palyginamas (atliktas nesuporuoty im¢iy t testa
(angl. Unpaired t test)), tarp kontroliniy bei indukuoty akiy, skirtingomis DPI (* < 0,05; *** <
0,001)

Rezultatai rodo, kad gangliniy lgsteliy atsakas j stimulg po modelio sukélimo, Zymiai sumazéjo
indukuotose akyse lyginant su kontrolinémis. Didziausias skirtumas buvo pastebétas praéjus 21

dienai po indukcijos.

3.2.5. Tinklainés gangliniu lasteliy iSgyvenamumas

Rezultatai parod¢ reikSminga gangliniy lasteliy skaiCiaus sumazéjima indukuotose akyse,
palyginti su kontrolinémis ir sveikomis akimis, praé¢jus 14 ir 21 dienai po modelio indukcijos (dviejy
kryp¢iy vidurkiy palyginimo ir dispersiné analizé (angl. Two —way ANOVA), p <0,001) (3.10 ir 3.11
pav.).
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3.10 pav. Vidutinio tinklainés gangliniy lgsteliy Kiekio palyginimas (atlikta dviejy kryp¢iy vidurkiy
palyginimo ir dispersiné analizé (angl. Two — way ANOVA) sveikose, kontrolinése bei indukuotose

akyse, skirtingomis DPI (ns — (angl. not significant) statistiskai nereik§mingas;*** < 0,001)
.
-

3.11 pav. Triusio RBPMS antikiiniais Zymétos ziurkiy tinklainiy ganglinés lastelés. A — sveikose

akyse ganglinés lastelés. B — indukuotose akys ganglinés lastelés praéjus 7 dienoms po indukcijos.

C — indukuotose akyse ganglinés lastelés praéjus 14 dieny po indukcijos. D — indukuotose akyse
ganglinés Igstelés pragjus 21 dienai po indukcijos
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Statistinés analizés rezultatai rodo, kad lyginant vidutinj gangliniy lasteliy kiekj tarp
kontroliniy, sveiky ir indukuoty akiy 7 diena po modelio indukcijos, skirtumy néra. Taciau atlikus
santykiné analiz¢ matoma, kad po 7 dieny Iasteliy tankis sumazéjo 17 %. Praéjus 14 dieny gangliniy
lasteliy skaicius sumazéjo 44 %, o po 21 dienos pastebétas didziausias lasteliy tankio sumazéjimas —

50 %.

3.2.6. Tinklainés svorio kitimas

Renkant audinius, buvo pastebéta, kad iSemine reperfuzija indukuoty tinklainiy svoris buvo
trecdaliu mazesnis negu sveikos akies tinklainiy (nesuporuoty imciy t testas (angl. Unpaired t test),
p <0,001) (3.12 pav. ir 3,17 lentel¢).
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3.12 pav. Tinklainés svorio palyginimas (atliktas nesuporuoty imciy t testas (angl. Unpaired t test)
tarp kontroliniy ir indukuoty akiy, **** < 0,0001)

3.7 lentelé. Absoliutaus ir santykinio skirtumo, vidutinio tinklainés svorio (mg = SEM) palyginimas
tarp indukuoty ir kontroliniy akiy

Tiriamosios

grupes

Tinklainés svoris

mg + SEM

Absoliutus

skirtumas mg

Santykinis

skirtumas %

Indukuotos akys

15,7548 + 0,8552

- 7,415

-32

Kontrolinés akys

23,17+ 0,592
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Apibendrinant visus rezultatus pastebima, kad iSeminés reperfuzijos modelio indukcija 1émé

tinklainés svorio sumazéjima.

3.3. ISeminés reperfuzijos sukelti geny raiskos poky¢iai

3.3.1. Efektyvumo nustatymo testas

Siekiant uztikrinti DNR amplifikacijos tiesiSkumg atskiry geny atvejais ir optimizuoti KDNR
kiekj reakcijoje, buvo atlickami amplifikacijos efektyvumo tyrimai. Tuo pafiu metu buvo
optimizuojami ir geriausiai tinkandiy geny pory deriniai daugybinei kPGR. Siuo tikslu buvo
naudojamos trejomis zymémis zyméti TagMan® geny ekspresijos pradmeny misiniai — tiriamieji
genai FAM (Casp8, Ccl12, GFAP, Bcl6). Endogeniné 18S kontrolé ABY Zyme, 0 GAPDH kontrolé
VIC zyme. Efektyvumas buvo jvertintas, esant skirtingiems KDNR kiekiams reakcijoje: 50 ng, 5 ng,
0,5 ng, 0,05 ng, 0,005 ng. Tyrimo metu buvo issikelti keli kriterijai. Pirmiausia, logoritminés kreivés,
gautos i§ PGR duomeny, nuozulnumas turéjo svyruoti nuo -3,1 iki -3,6. Nuozulnumas parodo rysj
tarp kKDNR koncentracijos logaritmo ir ciklo slenksCio (Ct) verciy. ReikSmés, esancios Siame
diapazone rodo amplifikacijos efektyvuma. Antra, buvo nustatomos DNR skiedimo (standartinés
kreivés) koreliacinés koeficiento (R?) reik§més nurodancios, kaip Cq vertés koreliuoja su
praskiedimais (arba kaip gerai taskai ,,atitinka linija**). Patikimiems rezultatams R? verté turéjo biti
>0,980. Taip pat buvo nustatytas KPGR efektyvumas, nurodantis kaip efektyviai polimeraz¢ sintetina
DNR per kiekvieng cikla nepriklausomai nuo koncentracijos, 90 % - 110 % efektyvumas buvo
laikomas siekiamybe. Be to, buvo nustatytos vidutinés Ct vertés, esant skirtingoms kDNR
koncentracijoms. Ct reikSmé parodé ciklo skai¢iy, kada fluorescencinis signalas virSija tam tikra
slenkstj, taip nurodant tiriamojo geno buvimg. Ct vidurkio analizé, esant skirtingoms
koncentracijoms, padeda nustatyti optimaliag KDNR koncentracija patikimam amplifikavimui. Taip
pat buvo nustatomas Ct reik$miy skirtumas tarp daugybinés ir viengubos kPGR, kuris buvo laikomas
tinkamu, esant < 3,0 %. Mazas Ct skirtumas rodo maza pakartojimy kintamuma, uztikrinantj PGR
rezultaty atkuriamuma ir patikimuma. Taip pat buvo jvertintas Ct verciy standartinis nuokrypis (SD),
esant pasirinktam KDNR kiekiui. SD matuoja Ct ver¢iy kintamumag pakartojimuose, esant tam tikrai
koncentracijai. SD vertés, maZzesnés nei 0,15, buvo laikomos tinkamomis. Sie reikalavimai buvo
gairés, leidziancios jvertinti PGR efektyvuma, nustatyti optimaliag kDNR koncentracijg ir jvertinti

endogeninio kontrolinio geno tinkamuma normalizavimui.

Visy tirty geny koreliacijos koeficiento R? reik§més buvo didesnés nei 0,98. Taciau
nuozulnumo verté varijavo nuo - 3,806 iki - 4,331, o efektyvumas — nuo 70,18 iki 83,11 proc. (zr. 3.8

lentele). Daugybinés kPGR paskutinis standartinés kreivés taskas (0,005 ng/reakcijoje) buvo
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detektuojamas tik su GFAP pradmenimis (3.13 pav.). I$ pateikto grafiko matoma, kad Ccl12 yra labai
mazai ekspresuotas tiriamuosiuose audiniuose ir buvo detektuojamas tik dviejuose taskuose, todél sio
geno standartinés kreivés nebuvo negalima vertinti pagal nustatytus kriterijus. Sio geno atveju buvo
vertinamas Ct ver¢iy skirtumas tarp daugybinés ir viengubos reakcijos bei SD tarp Siy verciy
pasikartojimy. Atlikus analize pastebima, kad Ct skirtumai tarp viengubos ir daugybinés Ccl12 kPGR
buvo nedideli (iki 1 %), tac¢iau esant 5 ng kDNR reakcijoje, matomas didelis iSsibarstymas, kurj rodo
aukstos SD vertés. Kuomet reakcijoje yra 50 ng kDNA isbarstymas yra daug maZzesnis. Lyginant Bcl6
viengubos ir daugybinés kPGR reakcijy rezultatus pastebima, kad nors nuozulnumo verté bei
efektyvumas nepatenka | iSsikelty kriterijy diapozong, standartinés kreivés parametrai tarp
daugybinés ir viengubos reakcijos nesiskiria, o Ct skirtumas ir SD pasirinktame KDNR kiekyje
reakcijoje skiriasi nedaug. Taciau, lyginant Casp8 ir GFAP vienguby ir daugybiniy reakcijy
rezultatus, matomas didelis Ct skirtumas, o tai rodo, kad galbiit jvyko nespecifiné amplifikacija, todél
GAPDH néra tinkamas poroje su $iais genais. Siekiant uztikrinti DNR amplifikacijos tiesiS$kuma, Bcl6

tolimesniems tyrimams buvo pasirinktas 5 ng KDNR kiekis reakcijoje, o Ccl12 — 50 ng.

Ccl12
40+ -
GFAP -~ Ccl12 daugybinis
40 . -#- Ccl12 viengubas
-8~ GFAP daugybinis 30
—o—
30 -#- GFAP viengubas GAPDH
—- GAPDH O 204
O 20
10 109
0 T T T T T 0 T T T 1 I
0.005  0.05 0.5 5 50 0.005 0.05 05 5 50
KDNA kiekis, ng KDNA kiekis, ng
Casp8
40+
-8~ Casp8 daugybinis Bel6
. 40
304 -#- Casp8 viengubas -e- Bcl6 daugybinis
-o- GAPDH 20 -#- Bcl6 viengubas
. —- GAPDH
O 204
G 204
10 104
0 T T T 0 T T T T T
0.5 5 50 0.005 0.05 0.5 5 50

KDNA kiekis, ng KDNA kiekis, ng

3.13 pav. Tiriamyjy geny Casp8, GFAP, Bcl6 ir Ccl12 standartiniy kreiviy rezultatai su GAPDH

endogenine kontrole
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3.8 lentelé. Tiriamyjy geny (Bcl6, Casp8, Ccl12, GFAP) standartiniy kreiviy parametrai KPGR su
GAPDH endogenine kontrole

Nuozulnumo Efektvvumas CT skirtumas SD CT skirtumas SD
Genas verte R? % y "| (5 ng/reake.), (5 (50 ng/reakc.), (50
0 % ng/reakc.) % ng/reakc.)
Bcl6 (viengubas) - 3,806 0,998 83,11 0,106 -
Bcl6 - 0,60 -
- - 3,852 0,997 81,80 0,036 -
(daugybinis)
Casp8 - 4,256 0,987 71,78 0,168 -
(viengubas) 216 i
Casp8 3811 0,995 82,97 0,300 -
(daugybinis)
Cel12 ] ] i 0,217 0,135
(viengubas) - 042 100
Ccl12 ' '
(daugyhinis) ) ) - 0,568 0,109
GFAP -3.974 0,997 78,51 0,030 ;
(viengubas) 593 i
GFAP -4331 0,998 70,18 0,025 -
(daugybinis)

Remiantis ankstesniais rezultatais, kurie atskleidé, kad GAPDH kaip endogeniné kontrolé
tiriant Casp8 ir GFAP geny ekspresija néra tinkama, buvo pasirinkta alternatyvi kontrolé — 18S.
Tiriamyjy geny koreliacijos koeficiento R? reikimés buvo didesnés nei 0,99. Nuozulnumo verté
varijavo nuo - 3,421 iki — 3,624, o efektyvumas — nuo 88,77 iki 96,03 proc. (zr. 3.9 lentel¢). Taip pat
pastebima, kad Casp8 daugybinéje KPGR paskutinis standartinés kreivés taskas (0,005 ng/reakcijoje)
buvo nedetektuojamas (3.14 pav.). Rezultatai rodo, kad daugybinéje GFAP kPGR reakcijoje
efektyvumo reik§més buvo didesnés, o SD mazesnés, lyginant su viengubo kPGR rezultatais. Abiejy
tirty geny standartinés kreivés atitiko siektinus Kriterijus. Siekiant uztikrinti DNR amplifikacijos

tiesiSkumg, GFAP ir Casp8 tolimesniems tyrimams buvo pasirinktas 5 ng KDNR kiekis reakcijoje.
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3.14 pav. Standartiniy GFAP ir Casp8 geny amplifikacijy kreivés

3.9 lentelé. Casp8 ir GFAP standartiniy kreiviy parametrai kPGR

Genas Nuozulnumo verts| R2 Efektyvumas,| CT skirtumas SD
% (5 ng/reakc.), % |(5 ng/reakc.)
GFAP (viengubas) - 3,624 0,999 88,77 0,60 0,038
GFAP (daugybinis) - 3,589 0,998 89,96 0,024
Casp8 (viengubas) -3,421 0,995 96,03 -0,76 0,169
Casp8 (daugybinis) - 3,553 0,994 91,19 0,040

Efektyvumo testas atskleidé, kad GAPDH genas buvo tinkamas kaip endogeniné kontrolé

Ccl12 ir Bcl6 geny ekspresijai normalizuoti. Taciau, tiriant Casp8 ir GFAP geny ekspresijg buvo

nustatyta, kad normalizavimas naudojant 18S kaip endogening kontrole davé tikslesnius rezultatus.

Be to, eksperimentu buvo siekiama nustatyti optimaly KDNR kiekj reakcijoje, reikalinga efektyviai

kiekybinei realaus laiko PGR analizei. Duomenys atskleidé, kad 5 ng reakcijoje buvo optimalu tiriant

GFAP, Casp8 ir Bcl6 geny ekspresijg. Tac¢iau, 50 ng kiekis reakcijoje buvo tinkamesnis Ccl12 geno

ekspresijos analizei.

3.3.2. GFAP geno raiskos pokyciai

Atlikus duomeny statisting analize, pastebéta, kad jau 7 dieng po modelio indukavimo, vidutiné

GFAP raiska, lyginant indukuoty akiy (n = 6) su kontrolinémis (n = 8), statistikai reikSmingai

padidéjo (Dunnett o daugybinio palyginimo testas (angl. Dunnett's multiple comparisons test), p <

0,0001) (3.15 pav.).
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3.15 pav. Normalizuotos GFAP raiskos palyginamas (atliktas Dunnett * o daugybinio palyginimo
testas (angl. Dunnett's multiple comparisons test)) su kontrolinémis akimis, skirtingomis DPI ( ****
<0,0001)

Taciau, 14 ir 21 dieng po modelio sukélimo, GFAP ekspresijos skirtumo tarp indukuoty ir
kontroliniy akiy, nepastebéta. Vidutinés GFAP ekspresijos reik§més indukuotose akyse reikSmingai
nesiskyre, lyginant su kontrolinémis, po i§éminés reperfuzijos pra¢jus 14 (n = 6) ir 21 dienai (n =
7)(p = 0,36 ir p = 0,5931). Be to, i§ 3.15 paveiksle pateikty duomeny pastebima, kad atskiruose
gyviinuose geno ekspresijos lygis skyrési. Sie skirtumai gali biti siejami su i§eminés reperfuzijos
sunkumo lygiu, kuris pastebétas atliekant opting koherenting tomografija. Apibendrinant galima
daryti iSvada, kad GFAP geno ekspresija buvo Zymiai padidéjusi praéjus 7 dienoms po modelio
indukcijos, o tai taip pat rodo aktyvuoty astrocity padidéjimg — astroglioze. Vis délto, 14 ir 21
dienomis, nebuvo statistiskai reik§Smingy geny ekspresijos lygiy skirtumy, palyginti su kontroline
grupe.

3.3.3. Ccl12 geno raiskos pokyciai

Tyrimu siekta nustatyti Ccl12 geno ekspresijos pokycius, atsirandancius dél laikinos tinklainés
kraujotakos nutraukimo ir atklirimo. Statistinés analizés rezultatai atskleidé, kad indukuotose akyse,
lyginant su kontrolinémis (Dunnett‘ o daugybinio palyginimo testas (angl. Dunnett's multiple
comparisons test), p < 0,0001; n = 5), Ccl12 ekspresija buvo reik§mingai padidéjusi, praéjus 7

dienoms po modelio sukélimo (zr. 3.16 pav.).
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3.16 pav. Normalizuotos Ccl12 raiskos palyginamas (atliktas Dunnett * 0 daugybinio palyginimo
testas (angl. Dunnett's multiple comparisons test)) su kontrolinémis akimis, skirtingomis DPI ( ****
<0,0001)

Rezultatai taip pat parodé, kad po modelio sukélimo praéjus 14 ir 21 dienai, Ccll12 raiska
nebuvo padidéjusi. Po i§éminés reperfuzijos pragjus 14 (n = 6) ir 21 dienai (n =6)(p =0,3423 irp =
0,9904), vidutinés Ccl12 ekspresijos reik§més indukuotose akyse, lyginant su kontrolinémis
reik§mingai nesiskyré. Taip pat, i§ 3.16 paveikslo, matoma, kad Ccl12 raiskos lygis skyrési tarp
gyviiny, o tai galima susieti su pastebétu modelio sunkumu. I§ gauty duomeny galima daryti iSvada,
jog Ccl12 ekspresija reikSmingai padidéjo praéjus 7 dienoms po iSeminés reperfuzijos, 0 tai parodo,
kad imuninés lgstelés buvo perneSamos j pazeidimo vietg. Vis délto, 14 ir 21 dienomis, nebuvo

matomas reik§mingas geno raiSkos padidéjimas.

3.3.4. Casp8 geno raiskos pokyc¢iai

Atlikus statisting duomeny analiz¢ pastebéta, kad pragjus 7 dienoms po modelio indukcijos,
Casp8 cekspresija reikSmingai padidéjo (Dunnett’ o daugybinio palyginimo testas (angl. Dunnett's
multiple comparisons test), p = 0,0001), lyginant indukuoty (n = 6) ir kontroliniy akiy reik§mes (n =
8), kaip parodyta 3.17 paveiksle.
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3.17 pav. Normalizuotos Casp8 raiskos palyginamas (atliktas Dunnett * o daugybinio palyginimo
testas (angl. Dunnett's multiple comparisons test)) su kontrolinémis akimis, skirtingomis DPI ( ***
<0,001)

Taciau, 14 (n = 6) ir 21 (n = 7) dieng po tinklainés iSeminés reperfuzijos, reikSmingo vidutinés
Casp8 ekspresijos skirtumo tarp indukuoty ir kontroliniy akiy nebuvo (p = 0,1242 ir p =0,1073). Be
to, buvo nustatyta, kad Casp8 ekspresijos lygiai tarp gyviiny skiriasi, o tai gali biiti siejama su sukelto
modelio sunkumo skirtumais (3.17 pav.). Apibendrinant galima sakyti, kad tinklainés iSeminé
reperfuzija 1émé statistiSkai reikSmingg Casp8 ekspresijos padidéjima, tai rodo apoptozés kelio
aktyvavima, kuris buvo pastebeétas jau po 7 dieny. Taciau, po 14 ir 21 dienos nebuvo pastebéta jokiy

reik§mingy Casp8 ekspresijos skirtumy, tarp kontroliniy ir indukuoty akiy.

3.3.5. Bcl6 geno raiskos pokyciai

Kaip parodyta 3.18 pav., atlikus statisting duomeny analiz¢, buvo nustatyta, kad praéjus 7
dienoms po modelio indukcijos, Bcl6 ekspresija Zymiai padidéjo indukuotose akyse (n=7'), palyginti
su kontrolinémis (n = 8)(p = 0,0019).
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3.18 pav. Normalizuotos Bcl6 raiskos palyginamas (atliktas Dunnett * 0 daugybinio palyginimo
testas (angl. Dunnett's multiple comparisons test)) su kontrolinémis akimis, skirtingomis DPI ( ** <
0,01)

Vidutinés Bcl6 ekspresijos reik§Smés tarp indukuoty ir kontroliniy akiy reik§mingai nesiskyré,
pragjus 14 (n =7) ir 21 (n = 7) dienai po tinklainés iSeminés reperfuzijos indukavimo (p = 0,4115 ir
p> 0,9999). Be to, buvo pastebéta, kad Bcl6 raiska tarp gyviiny skiriasi, o tai gali biti siejama su
sukelto modelio sunkumo skirtumais (3.18 pav.). Sie rezultatai rodo, kad Bcl6 ekspresija zymiai
padidéja pragjus 7 dienoms po modelio indukcijos. Taciau, 14 ir 21 dieng po tinklainés iSeminés

reperfuzijos nebuvo pastebéti Bcl6 raiskos pakitimai.
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4. REZULATU APTARIMAS

4.1. Tinkamo natrio chlorido slégio nustatymas

Vienas i§ dazniausiai naudojamy tinklainés iSeminés reperfuzijos indukcijai metody yra
akisptidzio padidinimas ] prieking akies kamerg leidziant natrio chlorido tirpalag. Mokslingje
literatiiroje apraSomi skirtingi natrio chlorido slégiai, skirti $io modelio indukcijai, o dazniausiai
naudojamas diapazonas yra nuo 110 mmHg iki 160 mmHg. Pavyzdziui, Barakat ir kt., 2012 bei Peng
ir kt., 2008 tyrimuose, naudojo 120 mmHg ir 150 mmHg slégj iSeminei reperfuzijai sukelti. Todél,
siekiant nustatyti tinkama slégj iSeminei reperfuzijai indukuoti, buvo isbandytas jvairiy slégiy
diapazonas, jskaitant 120 mmHg ir 150 mmHg, kurie daZniausiai naudojami, ir 200 mmHg ir 250
mmHg, kurie néra placiai aprasyti literatiiroje. IS 3.1 lenteléje pateikty duomeny matoma, kad
palyginus akisptdzio reikSmes visose eksperimentinése grupése, pastebimas reikSmingas skirtumas,
lyginant su kontroline grupe. Be to, grafinis duomeny vaizdas (kaip parodyta 3.1 pav.) rodo, kad IOP
reik§mes, visose grupése isliko didelés per visg indukcijos laikotarpi. Statistiné analiz¢ atskleid¢, kad
tarp kontrolinés grupés ir 120 mmHg bei 150 mmHg grupiy reikSmingy skirtumy tarp gangliniy
lasteliy tankio nebuvo. Taciau, skirtumai buvo pastebéti tarp kontrolinés grupés ir 200 mmHg bei 250
mmHg grupiy. Natrio chlorido spaudimui, esant 200 mmHg gangliniy lasteliy skaicius sumazéjo 75
%, 0 250 mmHg — 53 %. Manoma, kad 250 mmHg slégis buvo per didelis, kadangi buvo matomas
natrio chlorido nutekéjimas i§ akies indukcijos metu. Kawai ir kt., 2001 atliko tyrima su Brown
Norway ziurkémis, kuriame naudojo 90 — 110 mmHg natrio chlorido spaudima, taiau ilgesnj
indukcijos laikg — 75 minutes. Siame tyrimo, i§eminés reperfuzijos indukcija uztruko 60 minugiy,
todél manoma esant mazesniam natrio chlorido spaudimui indukcija nebuvo sékminga.
Apibendrinant tyrimo, kuris buvo naudojamas istirti akisptidzio ir tinklainés gangliniy lgsteliy
1Sgyvenamumo rys§j rezultatus pastebéta, kad iSeminés reperfuzijos modelio indukcija buvo s¢kminga,
esant 200 mmHg natrio chlorido tirpalo slégiui. Tod¢l, Sis slégis buvo laikomas tinkamu naudoti

tolesniuose tyrimuose.

4.2. ISeminés reperfuzijos sukelti funkciniai ir struktariniai poky¢iai

Gangliniy lasteliy apoptoze, tinklainés sluoksniy degeneracija ir tinklainés funkcijos sutrikimas
yra iseminés reperfuzijos sukeltos patologijos, kurios gali salygoti regos sutrikimus. Siuo tyrimu buvo
siekiama iSsiaiskinti iSeminés reperfuzijos Sukeltus morfologinius ir fiziologinius tinklainés
pokycius. Ganglinés lagstelés yra atsakingos uZ vaizdinés informacijos perdavima i§ tinklainés |

smegenis. Bipolinés Igstelés suzadina ir aktyvuoja ganglines lgsteles, kurios tuomet generuoja
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veikimo potencialus kurie toliau sklinda aksonais, sudaranciais optinj regos nerva ir taip vaizding
informacija yra perduodama j smegenis (Kim ir kt., 2021). Gangliniy lgsteliy funkcija galima jvertinti
pasitelkus pERG metoda. Sio tyrimo rezultatai rodo, kad iSeminé reperfuzija sukelia gangliniy lasteliy
funkcijos pokyc¢ius. Reik§mingas pERG amplitudés sumazéjimas buvo pastebétas indukuotose akyse,
palyginant su kontrolinémis akimis jau 7 dieng po indukcijos ir toliau maz¢éjo 14 ir 21 dienomis (3.8
pav.). Didziausias amplitudés sumazéjimas pastebimas 21 diena — 32 %, rodantis susilpnéjusia
gangliniy lgsteliy funkcijg tinklainéje. Tyrimo metu taip pat buvo siekiama iSaiskinti iSeminés
reperfuzijos sukeltus morfologinius poky¢ius, taikant optinés koherentinés tomografijos metoda,
leidziant] vizualizuoti tinklaine ir jvertinti jos poky¢ius. Rezultatai atskleidzia reik§mingg vidinés
tinklainés sluoksnio suplon¢jimag indukuotose akyse, palyginant su kontrolinémis akimis skirtingais
laiko momentais (7, 14 ir 21 dieng)(3.4 pav.). Didziausias vidinés tinklainés sluoksnio storio
skirtumas buvo pra¢jus 21 dienai (38,7 5 %), o maziausias — praéjus 7 dienoms (29 %) po indukcijos
(zr. 3.4 lentelg). Be to, bendras tinklainés storis indukuotose akyse buvo Zymiai plonesnis, palyginant
su kontrolinémis akimis. Praéjus 14 dieny po modelio indukcijos visa tinklainé suplonéjo 14 %, 0 po
21 dienos — 15,3 % (3.6 pav.). Duomenys rodo, kad iseminé reperfuzija 1émé vidinio bei visos
tinklainés storiy plonéja. Sie poky¢iai laikui bégant progresavo. Taip pat, tyrimo metu buvo
jvertinamas gangliniy lasteliy iSgyvenamumas skirtingais laiko intervalais po iSeminés reperfuzijos
modelio indukcijos. Praéjus 7 dienoms gangliniy lasteliy tankis mm? sumazé&jo 17 %, po 14 dieny 44
%,0 pragjus 21 dienai matomas didziausias lasteliy tankio sumazéjimas — 50 % (3.10 ir 3.11 pav.).
Tinklainés iSeminés reperfuzijos indukcija laikui bégant zymiai sumaZina gangliniy Iasteliy
iSgyvenamumg ir sukélia gangliniy lgsteliy apoptoze. ISeminés reperfuzijos modelio indukcija taip
pat turéjo jtakos tinklainés svoriui. Indukuoty akiy tinklainés svéré 32 % maziau nei kontroliniy.
Galima teigti, kad iSeminé reperfuzija sukélé gangliniy lasteliy apoptoze, kuri 1émé funkcinius bei
morfologinius tinklainés poky¢ius. Gauti rezultatai yra panasis j Kim ir kt. 2013 atliktg tyrimag su
gyviiny modeliais, kurio metu taip pat buvo matomas tinklainés plon¢jimas, gangliniy lgsteliy kiekio
ir atsako j stimula amplitudés mazéjimas po iSemijos reperfuzijos pazeidimo praéjus 1, 2, 3 ir 4
savaitéms. Apibendrinant galima teigti, kad iSeminé reperfuzijos modelis buvo sékmingai indukuotas
Brown Norway ziurkése, turéjo neigiamos jtakos tiek gangliniy lgsteliy iSgyvenamumui, tiek

tinklainés funkcijai bei morfologijai, o Sie pokyciai laikui bégant progresavo.

4.3. ISeminés reperfuzijos sukelty geny raiSkos poky¢iu susiejimas su morfologiniais ir
fiziologiniais pakitimais

Siuo tyrimu buvo siekiama i$siaiskinti, kaip laikini kraujotakos sutrikimai paveiké GFAP,
Ccl12, Casp8 ir Bcl6 geny ekspresija. Tuomet, bandyta susieti pastebétus funkcinius ir struktiirinius

poky¢ius, atsizvelgiant j iy geny ekspresuojamy baltymy funkcijas.
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Remiantis rezultatais, atskleistas statistiSkai reik§mingas GFAP geno ekspresijos padidéjimas
indukuotose akyse, palyginti su kontroline grupe, praéjus 7 dienoms po modelio indukcijos. Taciau,
14 ir 21 dieng po indukcijos, reikSmingy GFAP ekspresijos skirtumy tarp indukuoty ir kontroliniy
akiy nepastebéta, o tai rodo, kad jau 7 dieng galéjo susidaryti pakankamai baltymo, aktyvuojancio
astrocitus (3.15 pav.). Tyrimo metu pastebéti GFAP geno ekspresijos poky¢iai, gali biti susije su
tinklainés sluoksniy plonéjimu, sumazéjusiu gangliniy lasteliy atsaku j dirgiklius ir sumazéjusiu
gangliniy lasteliy iSgyvenamumu. Astrogliozé, kuriai budinga padidéjusi GFAP ekspresija, yra
atsakas ] jvairius nervy pazeidimus, jskaitant tinklainés iSemin¢ reperfuzijg. Astrogliozé apima
astrocity aktyvavima ir dauginimasi, dél kurio iSsiskiria uzdegiminiai citokinai, chemokinai ir augimo
faktoriai. Manoma, kad Siame tyrime pastebétas GFAP geno ekspresijos padid¢jimas atsirado dél
astrocity aktyvacijos ir astrogliozés vystymosi. Remiantis literatira, glijos randai, atsirad¢ dél
traumos, gali apriboti deguonies, maistiniy medziagy ir neurotrofiniy veiksniy, svarbiy tinklainés
lasteliy, jskaitant ganglines Igsteles, iSlikimui ir funkcionavimui. Glijos randy susidarymas ir
astrogliozé gali sutrikdyti normalig lasteliy morfologija ir tinklainés funkcija (de Hozir ir kt., 2016).
Manoma, kad tai galéjo prisidéti prie tyrimo metu pastebéto tinklainés sluoksniy plonéjimo, kadangi
yra zinoma, kad glijos randai gali deformuoti tinklainés audinj. Remiantis literatiira, pakitusi
mikroaplinka, atsirandanti dél astrogliozés ir glijos randy susidarymo, gali turéti jtakos gangliniy
lasteliy funkcijai (de Hoz ir kt., 2016). Pastebétas sumazéjes gangliniy Igsteliy atsakas j dirgiklius
eksperimento metu gali biiti susijes su pakitusiomis neurony ir glijos sgveikomis ir sutrikusiu signalo
perdavimu tinklaingje. Zinoma, kad aktyvuoty astrocity idskiriami citokinai bei chemokinai gali
prisidéti prie neurouzdegimo, dar labiau pablogindami gangliniy lasteliy funkcija (de Hoz ir kt.,
2016). Manoma, kad pastebétas gangliniy lasteliy skai¢iaus sumazéjimas yra astrogliozés pasekmeé,
kadangi glijos rando susidarymas ir uzdegiminiai procesai gali sukelti gangliniy Igsteliy degeneracija

ir mirtj.

Tyrimo rezultatai rodo, kad trumpalaikis tinklainés kraujotakos sutrikdymas sukelia reikSmingg
Ccl12 geno ekspresijos pokyti indukuotose akyse, praéjus 7 dienoms po indukcijos. Taciau, 14 ir 21
dieng reikSmingy Ccll12 ekspresijos skirtumy tarp indukuoty ir kontroliniy akiy nepastebéta, o tai
rodo, kad galbiit jau 7 dieng galé€jo susidaryti pakankamai baltymo, imuninéms lgsteléms pernesti
(3.16 pav.). Manoma, kad pastebéti Ccl12 geno ekspresijos poky¢iai gali buti susieti su tinklainés
sluoksnio ploné¢jimu, maZesniu gangliniy lasteliy tankiu ir sumaz¢jusiu gangliniy Iasteliy atsaku |
dirgiklius. Ccl12 ekspresijos padidéjimas praéjus 7 dienoms po indukcijos rodo, kad tinklainéje yra
imuniniy lasteliy infiltracija, kuri gali prisidéti prie pastebéty patologiniy pokyéiy. Zinoma, kad
tinklainés sluoksniy plonéjimas gali biiti jvairiy veiksniy, jskaitant neurouzdegimg ir lgsteliy
mikroaplinkos pokycius, pasekmée. Tyrime pastebétas mazejantis gangliniy lasteliy iSgyvenamumas,

gali buti susijegs su keliais veiksniais, kuriems jtakos turéjo Ccl12 ekspresijos pokyciai. Remiantis
60



literatiira zinoma, kad imuniniy Igsteliy jdarbinimas ir aktyvavimas, kai kuriais atvejais gali prisidéti
prie neurony pazeidimo ir lasteliy apoptozés. Infiltruojancios imuninés lastelés gali isskirti
citotoksines medziagas arba sukelti uzdegiminius procesus, kurie neigiamai veikia gangliniy Igsteliy
iSgyvenamumg. Dél uzdegimo atsiradusi pakitusi mikroaplinka gali modifikuoti signalinius kelius,
butinus normaliam lasteliy funkcionavimui (Schuetz ir Thanos, 2004). Be to, sumazgjes gangliniy
lasteliy atsakas j dirgiklius gali buti susijes su pakitusia neurony ir glijos saveika tinklaingje. Citokinai
bei chemokinai, kuriuos isskiria imuninés lastelés, gali sutrikdyti jprastus signalinius kelius ir

sutrikdyti signalo perdavima tinklainéje, tod¢l sumazéja gangliniy Igsteliy atsakas j dirgiklius.

Casp8 yra pagrindinis genas, dalyvaujantis apoptoziniuose keliuose. Tyrimo rezultatai parodé
reik$minga kaspazés-8 ekspresijos padidéjima, po tinklainés iSeminés reperfuzijos indukcijos. Sis
pokytis buvo pastebétas praéjus 7 dienoms po modelio sukélimo (3.17 pav.). Taciau, svarbu paminéti,
kad reikSmingy Casp8 ekspresijos skirtumy tarp kontroliniy ir indukuoty akiy 14 ir 21 dienomis
nepastebéta. Tai rodo, kad kaspazés-8 baltymo kiekis galéjo biiti pakankamas, apoptoziniy keliy
inicijavimui. Yra Zinoma, kad tinklainés iSeminé reperfuzija skatina reaktyviyjy deguonies rusiy
gamybg. ROS savo ruoztu gali suaktyvinti kaspaziy inicijuojamas apoptotines kaskadas tinklainés
lastelése. Siy apoptoziniy keliy aktyvacija gali sukelti jvairius lasteliy poky&ius, jskaitant DNR
pazeidimus, lipidy peroksidacijg ir mitochondrijy funkcijos sutrikimus (Yang ir kt., 2019). Remiantis
literatlira zinoma, kad apoptotiniai procesai gali lemti tinklainés sluoksniy plongjima (Kim ir kt.,
2013). Eksperimento metu pastebéta padidéjusi Casp8 ekspresija rodo, kad tinklainés Igstelése buvo
aktyvuoti apoptotiniai keliai. Tai galéty paaiSkinti pastebéta visos tinklainés ir vidinés tinklainés
sluoksniy plonéjima. Be to, eksperimento metu pastebétas gangliniy lasteliy tankio sumazé&jimas.
Siam poky¢iui manoma, kad jtakos galéjo turéti padidéjusi kaspazés-8 ekspresija. Tyrimo metu
pastebéti gangliniy lgsteliy kiekio pokyc¢iai gali sukelti 1gsteliy funkcijos pakitimus. Atsizvelgiant j
gangliniy lIgsteliy vaidmenj perduodant vaizding informacija, sumazgjes Siy Igsteliy tankis galéjo
turéti jtakos atsaky sugeneravimui ] dirgiklius, Kkurie buvo pastebéti atlikus Sabloninés

elektroretinografijos analize.

Praéjus 7 dienoms po modelio indukcijos, rezultatai parodé reiksmingg Bcl6 raiskos padidéjima
indukuotose akyse (3.18 pav.). Taciau, 14 ir 21 dieng nebuvo pastebimy Bcl6 ekspresijos pokyciy.
Tai rodo, kad $is padidéjimas galéjo biti laikinas atsakas arba vélesniais laiko momentais daugiau
jtakos turéjo kiti veiksniai, tokie kaip ROS ir oksidacinis stresas. Bcl6 yra transkripcijos represorius,
kuris slopina p53, apoptozés reguliatoriaus, sinteze. Tyrimo metu pastebétas Bcl6 ekspresijos
padidéjimas indukuotose akyse, manoma yra apsauginio mechanizmo, tinklainés iSemijos
reperfuzijos sukeltos apoptozés, rezultatas. Remiantis literatira Zinoma kad, Bcl6 gali reguliuoti

antioksidantinius genus ir sumazinti ROS susidarymg (Kurosu ir kt., 2003). Todél, tyrime pastebéta
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padidéjusi Bcl6 ekspresija gali buti adaptyvus atsakas, siekiant neutralizuoti auks$tg ROS kiekj,
susidarantj dél tinklainés iSeminés reperfuzijos. Taciau, nepaisant padidéjusios Bcl6 raiskos, aukstas
oksidacinio streso lygis vis tiek gali sukelti Igsteliy mirtj. Tai galéty paaiskinti pastebétg tinklainés
sluoksniy plonéjimg ir gangliniy lgsteliy skai¢iaus sumazéjima, kuris buvo pastebétas po 14 ir 21
dienos. Gangliniy Igsteliy funkcijos pokyciai taip pat gali bati siejami su Bcl6 nesugebéjimu
veiksmingai susidoroti su pernelyg dideliu oksidacinio streso lygiu. Padidéjusi Bcl6 ekspresija gali
buti pradinis apsauginis atsakas, taciau aukstas oksidacinio streso lygis gali sukelti lasteliy apoptoze

ir galiausiai prisidéti prie tinklainés sluoksnio plonéjimo ir sutrikdyti gangliniy lasteliy funkcija.

Apibendrinant gautus rezultatus, pastebima, kad po modelio indukcijos praéjus 7 dienoms
matomas statistiSkai reik§mingas tiriamyjy geny raiskos pokytis. Tyrimas atskleidé, kad laikinas
kraujotakos sutrikdymas tinklainéje 1émé GFAP, Ccl12, Casp8 ir Bcl6 geny ekspresijos poky¢ius.
Taciau, svarbu paminéti, kad nepastebéti geny ekspresijos pokyciai 14 ir 21 dienomis nebiitinai
reiskia, kad didelio $iy geny ekspresuojamy baltymy kiekio nebuvo tinklainéje. Kadangi antrojo
tyrimo rezultatai rodo, kad po tinklainés iSeminés reperfuzijos, laikui bégant progresuoja ir
morfologiniai, ir fiziologiniai poky¢iai. Todél manoma, kad pastebéti geny ekspresijos pakitimai gali
biiti susij¢ su progresuojanciais struktiiriniais ir funkciniais poky¢iais. Tyrime, kurj atliko Kim ir kt.,
2013 m. buvo pastebéta, kad Siy geny ekspresijos lygis 7 dieng padidéjo, ta¢iau sumaz¢jo 14 dieng, o
tada vél padidéjo 21 dieng. Taciau, Siame tyrime buvo pastebétas geny ekspresijos sumazéjimas tiek
14, tieck 21 dieng po iSeminés reperfuzijos. Manoma, kad S§is skirtumas yra dél skirtingy
eksperimentiniy salygy ir gyviiny rasiy. Apibendrinant, Sie rezultatai parodo sudétinga rysj tarp geny
ekspresijos poky¢iy ir morfologiniy bei fiziologiniy pakitimy tinklainéje. Tolimesni $ios srities

tyrimai gali suteikti vertingy jZvalgy apie pagrindinius mechanizmus ir galimus terapinius tikslus.
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ISVADOS

Nustatyta, kad 200 mmHg natrio chlorido spaudimas yra efektyvus siekiant indukuoti
tinklainés iSemin¢ reperfuzijg, padidina intraokuliarinj spaudimg bei sumazina gangliniy
lasteliy kiekj.

ISeminé reperfuzija sukelia vidiniy tinklainés sluoksnio bei visos tinklainés sluoksnio
plonéjima. Suplongjimas yra jau pastebimas 7 dieng ir toliau progresuoja 14 ir 21 dieng po
modelio indukcijos

Gangliniy lasteliy atsakas j stimulg sumazéja po tinklainés iSeminés reperfuzijos indukavimo
pragjus 7 dienoms po modelio indukcijos. Atsakas toliau silpnéjo 14 ir 21 diena.

Tinklainés iSeminé reperfuzija saglygojo GFAP, Ccl12, Casp8 ir Bcl6 geny raiskos pakitimus,

kurie matomi 7 dieng. 14 ir 21 dienomis geny ekspresijos poky¢iy nepastebéta.
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SANTRAUKA

Sio tyrimo tikslas buvo istirti funkcinius, morfologinius ir geny ekspresijos poky¢ius, kuriuos
sukelia tinklainés iSeminés reperfuzija Brown Norway ziurkése. Tyrimo metu buvo atlikti trys
eksperimentai. Pirmo eksperimento tikslas buvo nustatyti optimaly natrio chlorido slégj tinklainés
iSeminés reperfuzijos modelio indukcijai. Antro eksperimento tikslas buvo istirti funkcinius ir
strukttirinius pokyc¢ius po kraujotakos sutrikdymo ir atkarimo. Tre¢io eksperimento tikslas buvo
nustatyti geny ekspresijos pokyc¢ius, kuriuos sukélé tinklainés iSeminé reperfuzija. Morfologiniai ir
fiziologiniai pokyc¢iai buvo stebimi skirtingais laiko momentais naudojant opting koherenting
tomografija ir Sablonin¢ elektroretinografija, o kiekybinis realaus laiko polimerazés grandininés
reakcijos metodas buvo naudojamas tirti geny ekspresijos pokycius. Tyrimo rezultatai parode, kad
natrio chlorido slégiui esant 200 mmHg, modelio indukcija buvo sékminga, ir 1émé padidéjusj
intraokuliarinj spaudima ir sumazéjusj ganglijy lasteliy kiekj. Be to, po laikino kraujotakos
sutrikdymo ir jos atkiirimo, tinklainé ir gangliniy lasteliy sluoksnis tapo plonesnis, o gangliniy lgsteliy
atsakas j stimulg sumazéjo. Taip pat buvo pastebétas gangliniy lasteliy kiekio ir tinklainés svorio
sumazéjimas. Sie morfologiniai ir fiziologiniai poky¢iai progresavo laikui bégant. Atlikus kiekybinj
tikro laiko PGR metoda, rezultatai rodo, kad tinklainés iSeminés reperfuzija salygojo GFAP, Ccl12,
Casp8 ir Bcl6 geny raiskos pokycius.
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SUMMARY

The objective of this study was to investigate the functional, morphological, and gene
expression changes induced by retinal ischemia reperfusion in Brown Norway rats. This investigation
comprised three experiments. The first experiment aimed to establish the optimal pressure of sodium
chloride for inducing the retinal ischemia reperfusion model. The second experiment aimed to explore
functional and structural changes after interruption and restoration of blood flow. Lastly, the third
experiment aimed to identify changes in gene expression induced by the retinal ischemia reperfusion
model. Optical coherence tomography and pattern electroretinography were used to monitor
morphological and physiological changes at different time points, while quantitative real — time
polymerase chain reaction was used to study gene expression changes. The findings showed that a
sodium chloride pressure at 200 mmHg was successfully to induce the model, resulting in increased
intraocular pressure and decreased ganglion cell count. Additionally, after the temporary interruption
and subsequent restoration of blood flow, the entire retina and ganglion cell layer became thinner,
and the ganglion cells' response to stimulus decreased. A decrease in ganglion cell count and a
reduction in the retina's weight were also observed. These morphological and physiological changes
progressed over time. After performing quantitative real-time PCR, the results demonstrate that
retinal ischemic reperfusion induced changes in the expression of GFAP, Ccl12, Casp8, and Bcl6

genes.
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Leica MS80 fluorescencinis ir Sviesinis
mikroskopas su Leica MCI90HD S$§viesine ir

fluorescencine kamera

Buvo panaudojami tinklainés  iSklotiniy

vaizdinime.

Biostiprintuvas 1700, A — M SYSTEMS

Eksperimento  metu  stiprintuvas  buvo

naudojamas tinklainés gangliniy lasteliy atsako

1 stimulg jraSyme.

Maisyklé Vortex Genie2, Scientific Industries

Buvo naudojama tirpaly sumaiSymui, kurie

véliau buvo panaudojami tinklainés

imunofluoresencinio Zyméjimo metu.

Purtykl¢ Titramax 101, Heidolph

Tyrimo metu purtyklée buvo naudojama

tinklainés imunofluoresencinio Zyméjimo metu,
jog bty uztikrinamas vienodas antikliniy

pasiskirstymas.

Tikro
ThermoFisher

laiko PCR sistema QuantStudio 3,

Tyrimo metu sistema buvo skirta kopijinés DNR

sintezei ir realaus laiko  kiekybinéms

polimerazés grandininés reakcijoms atlikti.

Centrifuga, Eppendorf

Naudojama RNR gryninimo i§ audinio metu.

Optinis mikroskopas DM6 B, Leica

Buvo naudojamas  tinklainés  iSklotinés

paruo$imo procese.

Mini centrifyga VWR Ministar Blue Line, VWR

Mini centrifiga buvo panaudojama RNR
gryninimui, kopijinés DNR sintezei ir Qpcr

paruo$imo metu.

Kraujo spaudimo matuoklis MED-63, B.Well

Tyrimo metu buvo naudojamas
sfigmomanometras, siekiant padidinti natrio
chlorido tirpalo slégj ir nuolat jj stebéti modelio

indukcijos metu.
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3 priedas

Pavadinimas

Panaudojimas tyrimo metu

,,oystane Ultra“, Alcon Laboratories (JAV)

Tyrimo metu akiy lasai buvo naudojami siekiant
drékinti akies pavirSiy ir apsaugoti rageng nuo
18dzitivimo modelio

indukcijos ir optinés

koherentinés tomografijos vaizdinimo metu.

,ZAlcaine, Alcon — Couvreur, (Belgija)

Pries jvedant adatg j priekine akies kamera, akiy
lasai buvo lasinami ant akies pavirSiaus Vietinei

anestezijai sukelti.

,,Mydriacyl“, Alcon — Couvreur, (Belgija)

Oftalmologiniai laSai buvo laginami ant gyviino
desinés akies pavirSiaus pries pradedant modelio
indukcijg ir optinés koherencijos tomografijos

vaizdavima, kad bty iSpléstas vyzdys.

,,Lakripos“, Ursapharm (Vokietija)

Lubrikanto tirpalas buvo naudojamas $abloninés
elektroretinografijos metu siekiant palaikyti
optimaly elektrinj kontakta tarp ragenos ir

ragenos elektrody.

,,Oftan — Dexa Chlora‘“, Santen (Suomija)

Po modelio indukcijos, ant desinés gyviny akies
buvo uztepamas tepalas siekiant suSvelninti
uzdegima, sumazinti skausma ir profilaktikai

nuo galimy infekcijy.

,,Sodium chloride 0.9%*, B.Braun (Vokietija)

Natrio chloridas buvo naudojamas kaip

anestezijos miSinio komponentas siekiant

sukelti anestezijg. Taip pat modelio indukcijos
metu dideliu spaudimu buvo leidziamas |
iSeminei

prieking akies kamerg tinklainés

reperfuzijai sukelti.

,,corneregel®, Bausch Lomb (JAV)

Oftalmologinis gelis buvo tepamas ant deSinés

gyvino akies kelis kartus per dieng savaite laiko
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po modelio indukcijos, siekiant junginés ar

ragenos pazeidimams gydyti.

,Hypromeloza - P, Unimed Pharma

(Slovakija)

Tyrimo metu akiy lasai buvo naudojami drékinti
akies pavir§iy ir apsaugoti rageng nuo
isdziavimo. Sie akiy laai buvo lainami
modelio indukcijos ir optinés koherencijos

tomografijos vaizdinimo metu.

,Edenorm free”, SOOFT (ltalija)

Gyvunams, kuriems pasireiské edema, po
modelio indukcijos, buvo lasinami akiy lasai
siekiant sumazinti edema. Sie akiy lasai buvo

lasinami kelis kartus per dieng savaitg laiko.

,Ketamidor®, Richter Pharma AG (Austrija)

Tirpalas buvo naudojamas kaip anestetikas
siekiant sukelti anestezija modelio indukcijos,
optinés koherentinés tomografijos ir Sabloninés

elektroretinografijos procediiry metu.

LAtipam®, Eurovet Animal

(Nyderlirai)

Health B.V.

Injekcinis tirpalas buvo naudojamas Kkaip
anestetikas miSinyje siekiant prikelti gyviinus po
anestezijos, kuri buvo sukelta modelio
indukcijos, Sabloninés elektroretinografijos ir
optinés koherentinés tomografijos procediiry

metu.

LATIPAZOLE®, Labiana Li
(Ispanija)

fe  Sciences

Tirpalas buvo naudojamas kaip anestetikas

misinyje gyviinams atgaivinti po anestezijos

sukélimo.
,Sedator, Eurovet Animal Health B.V. | Tirpalas buvo naudojamas anestezuoti gyvinus
(Nyderlirai) pries In Vivo tyrimy atlikima.
nIsoflurin®, VETPHARMA ANIMAL | Inhaliaciniai garai buvo naudojami anestezijos

HEALTH (Ispanija)

sukélimui akisptidZzio matavimo procediiros
metu, kuri buvo atlikta pragjus vienai ir

penkioms dienoms po modelio indukavimo.
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4 priedas

Pavadinimas Gamintojas Ref. Nr.
Paraformaldehidas Roth 8.18715.1000
Natrio hidroksido granulés Roth 6771.1

Acto ragstis Roth 3738.1

Natrio divandenilio fosfato | Merck 1.06346.1000
monohidratas

Dinatrio  vandenilio fosfato | Merck 1.06580.1000

dihidratas

Natrio chloridas Fisher Scientific 10428420
Trizma® hidrochloridas Roth 9090.2
Trizma® bazé Sigma Aldrich T1503-1KG
Glicerolis, 99,5 % Fisher Scientific 10021083
Etilenglikolis, 99.7% VWR 24041.320
Tritonas X — 100 Sigma Aldrich T9284-100ML
Ozkos serumas Biowest S2000-500
Triusio — anti AF568 Invitrogen A11036

DAPI (Img/ml4',6— Carl Roth 6843.1
diamidino2—fenilindolio

dihidrochlorido tirpalas)

Fluoroshield Sigma Aldrich F6937-20ML
Triusio RBPMS Phosphosolution 1830-RBPMS
Trizolis Invitrogen 15596026
Chloroformas ThermoFisher 10122190
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PureLink RNA Mini Kit Thermo Fisher Scientific 12183018A
High — Capacity cDNA | Applied biosystems 4374966
Reverse Transcription Kit with

RNase Inhibitor rinkinys

TagMan Fast Advanced Master | Applied biosystems 4444963

Mix rinkinys
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