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Santrumpos

ACTB — B—aktinas;

CAMP — ciklinis adenozino monofosfatas;

CD — ekto-5"nukleotidazé;

ChIP — chromatino imunoi$sodinimas;

DAG - kartu naudojamy deksametazono, askorbo ragsties ir B—glicerofosfato pavadinimas;
db—cAMP — dibutiril-ciklinis adenozino monofosfatas;

DMEM - , Dulbecco's Modified Eagle Medium*;

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis;

enSL — endometriumo stromos lgstelés;

FBS — embrioninis verSelio serumas;

GAPDH - gliceraldehido 3—fosfato dehidrogenazé;

H4hiperAc — H4 hiperacetilinimas;

IBMX — 3-izobutil-1-metil-ksantinas;

IGF — insulino tipo augimo faktorius;

IGFBP1 — | insuling panasus augimo faktoriy prisijungiantis baltymas 1;
IL—6 — interleukinas 6;

iIRNR — informaciné RNR;

kDNR — kopijiné DNR;

KT — kambario temperatira;

MeDIP — metilintos DNR imunoi$sodinimas;

MPA — medroksiprogesterono acetatas;

PBS — Fosfato buferinis tirpalas;

PKA — baltymy kinaze A,

PRL — prolaktinas;

PS — Penicilinas / Streptomicinas;

RL—KPGR - realaus laiko kokybiné polimerazés grandininé reakcija;
RR — retinoiné rigstis;

TGF—p — transformuojantys augimo faktoriai 3;

TET —angl. ten—eleven translocases;

200—HSD - 20a hidroksisteroido dehidrogenazé;

5-mC — 5—-metilcitozinas.



IVADAS

Endometriumo stromos Iastelés sudaro didziausia gimdos vidinio sluoksnio, vadinamo
endometriumu, dalj. Jos atsakingos uz audinio proliferacija, regeneracijg, atsidalijimg ménesiniy metu
ir gimdos pasiruo§ima né§tumui. Siuos procesus reguliuoja cikliska estrogeno ir progesterono kaita.

Gimdoje endometriumo stromos Igstelés yra atsakingos uz laikino decidualinio audinio
suformavimg. Jy diferenciacija j decidualines Igsteles yra kritiSkai svarbus Zingsnis sékmingam
embriono jsitvirtinimui gimdoje ir ankstyvojo néstumo eigai.

Decidualizacijos metu vykstantiems fiziologiniams ir biocheminiams endometriumo stromos
lasteliy poky¢iams didele jtakg daro epigenetiniai mechanizmai. Nors jy veikimo principai jau yra
placiai iStyrinéti, taciau dar triiksta ziniy apie tai kaip epigenetinés modifikacijos, tokios kaip histony
acetilinimas ar DNR metilinimas, kinta endometriumo stromos lasteliy decidualizacijos metu
specifiniy geny promotoriy srityse. Svarbu iSsiaiskinti, kaip §i0s genominés modifikacijos keicia
chromatino struktiirg ir kokig jtakg daro decidualiniy geny raiskai.

Reik$Smingy endometriumo audinio diferenciacijai epigenetiniy veiksniy analizé leisty geriau
suprasti molekulinius endometriumo ciklo reguliavimo buidus ir padéty identifikuoti terapinius taikinius
vaisingumo sutrikimy gydymui. Be to, endometriumo stromos lgstelés, déka savo diferenciacijos
potencialo, galéty biti potencialus lasteliy pakaitinés terapijos $altinis, panaudojamas pazeisty audiniy
regeneracijoje.

Darbo tikslas:

Ivertinti endometriumo stromos lasteliy diferenciacijos potencialg ir placiau iStirti
decidualizacijos metu vykstancius epigenetinius poky¢ius.

Darbo uzZdaviniai:

1. Jvertinti endometriumo stromos lasteliy diferenciacijos potencialg indukuojant Igsteles
diferencijuoti j skirtingy audiniy 1gsteliy tipus.

2. Jvertinti specifiniy induktoriy jtakg endometriumo stromos Igsteliy decidualizacijai in vitro,
analizuojant decidualizacijos Zymeny geny (PRL ir IGFBP1) raiskos pokycius.

3. Nustatyti bendrus histono H4 hiperacetilinimo modifikacijos lygio poky¢ius endometriumo
stromos lgsteliy decidualizacijos metu.

4. Istirti su decidualizacija susijusiy geny (WNT4, HAND2, STAT5A, HOXA10, FOXO1)
promotoriy ir egzony sri¢iy histono H4 hiperacetilinimo bei DNR metilinimo modifikacijos

poky¢ius endometriumo stromos lgsteliy decidualizacijos metu.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Endometriumo sandara ir funkcijos

Vienas pagrindiniy moters reprodukcinés sistemos organy yra gimda. I$ iSorés ja dengia serozinis
dangalas (perimetriumas), tuomet eina raumeninis sluoksnis (miometriumas) ir vidinéje puséje esanti
gimdos gleiviné (endometriumas) (1.1 pav.). Reprodukciniame amziuje endometriumas patiria
daugiausiai morfologiniy ir biocheminiy poky¢iy. Tai labai dinamiSkas audinys, per moters gyvenima
jis atsinaujina apie 450 karty (Okada et al., 2018). Endometriumas dalyvauja daugelyje funkcijy,
tokiose kaip gimdos pasiruoSimas implantacijai, néStumo palaikymas bei menstruacijos. Visas Sias
funkcijas reguliuoja tarpusavyje sgveikaujantys kiauSidziy iSskiriami hormonai ir endometriumo bei
imuninés sistemos lgstelés (Makieva S et al., 2018).

Pagal sandarg endometriumas skirstomas i jungiamajj ir epitelinj audinius. Jungiamajj audinj
sudaro gimdos liaukas supancios stromos lgstelés, spiralinés arterijos ir nervai. Epitelio 1gstelés dengia
gimdos gleivinés pavirSiy (Critchley et al., 2020). Funkcionaliai endometriuma sudaro funkcinis ir
pamatinis sluoksniai. Kas ménesj dél lytiniy hormony jtakos susiformuojan¢iame funkciniame
sluoksnyje implantuojasi blastocista ir vystosi placenta (néstumo atveju). Cia issidésto gimdos liaukos,
spiralinés arterijos bei jas supanti netanki stroma. Kiekvieno vaisingos moters ciklo metu, nejvykus
implantacijai, funkcinis sluoksnis pasalinamas su krauju. Tuo tarpu prie miometriumo prisitvirtings
pamatinis sluoksnis yra pastovus, jo storis menstruacinio ciklo metu nekinta. Pamatinéje endometriumo
dalyje iSsidésto gimdos liauky pamatas, tanki stroma ir didelés kraujagyslés. Po menstruacijy Sis

sluoksnis padeda atkurti nauja funkcinj sluoksnj.
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1.1 pav. Endometriumo stromos lgstelés organo, audinio ir Igstelés lygmeniu (Deryabin et al., 2020).



Endometriumo ciklas skirstomas j ménesines, proliferacine ir sekrecine fazes (Makieva S et al.,
2018). Pasibaigus ménesinéms kiausidése susiformaves Grafo folikulas, ima iSskirti didelius kiekius
estrogeno (Van lten, 2016). Padidéjusi estrogeno koncentracija sukelia intensyvig endometriumo
lasteliy proliferacija, i§ naujo formuojasi funkcinis sluoksnis. Tiesios endometriumo liaukos ilgéja,
stromoje pradeda suktis j spiralines arterijas (Henriet et al., 2012). Didziausia estrogeno koncentracija
pasiekiama ovuliacijos metu (14 ciklo d.). Po ovuliacijos is plysusio folikulo susiformaves geltonkiinis
veikia antagonistiSkai — iSskirila progesterona, skatinantj sekrecinés fazés pradzig. Vyksta
endometriumo stromos lasteliy (enSL) diferenciacija ir endometriumas tampa pasiruoses
besivystan¢io embriono implantacijai (Makieva S et al., 2018). Jai nejvykus, geltonkiinis sunyksta,
todél estrogeny ir progesterono koncentracija krenta. Endometriumas ima sekretuoti jvairias signalines

molekules ir prasideda ménesinés (Van Iten, 2016). Funkciniam sluoksniui atsidalijus, ciklas kartojasi.

1.2 Endometriumo stromos lgsteliy diferenciacija

Jungiamajj audinj sudarancios Stromos lgstelés yra atsakingos uz §io audinio regeneracijg bei
pasizymi imunomoduliatorinémis savybémis (Keating, 2012). Pagal diferenciacijos potenciala EnSL
priskiriamos jvairiagaléems lgsteléms, t.y., jos gali virsti audinio, i§ kurio kilo arba kity to paties
gemalinio lapelio audiniy lgstelémis. Lasteliy diferenciacija apibréziama kaip jy fenotipo pokytis,
sukeliamas su lastelinémis funkcijomis susijusiy geny raiskos. EnSL budingi pagrindiniai jvairiagaliy
lasteliy pozymiai: monosluoksnio formavimas kulttiroje, adhezija prie plastikiniy pavir$iy ir i$skirtiniy
pavirsiaus antigeny (CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD140B) raiska (Kyurkchiev et al., 2010).
Ivairiagalés enSL pagal savo plastiSkumo savybes panasios ne j kamienines, bet j pirmtakines lasteles.
Pastarosios yra labiau specifinés ir dalyvauja pazeisty audiniy atsistatyme, bet ne de novo audiniy
atkairime (Kyurkchiev et al., 2010). Pirmtakiniy enSL diferenciacija sunkiau sukelti, be to jy dalijimosi
skaiCius yra labiau apribotas. EnSL iSsidésto tiek pamatiniame, tiek funkciniame sluoksniuose
(Bozorgmehr et al., 2020). Paveikus atitinkamomis indukcinémis terpémis enSL geba in vitro
diferencijuoti j mezoderming (osteocitus, adipocitus, miocitus ir chondrocitus), ektoderming
(neuronus) linijas (Ullah et al., 2015).

Osteogeninei diferenciacijai sukelti protokoluose daznai naudojami deksametazonas, askorbo
rugstis ir P—glicerofosfatas (Sis derinys dar vadinamas DAG). Esminis pozymis, jog lastelés
diferencijuoja j osteoblastus, yra vykstanti mineralizacija. Tai procesas, kurio metu osteoblastai |
tarplastelin] matriksg iSskiria kalcio fosfatus, kurie véliau virsta | pagrinding kauly mase sudarancio

karbonizuoto hidroksiapatito kristalus (Mahamid et al., 2011).



EnSL in vitro adipogeninei diferenciacijai  sukelti naudojami indometacinas,
3—izobutil-1-metil-ksantinas (IBMX) ir deksametazonas. Lastelés Sios diferenciacijos metu jgyja
adipocitams budingas fiziologines funkcijas, tokias kaip lipidy transportavimas ir sintezé, jautrumas
insulinui ir adipocitams btudingy baltymy sekrecija (Tang ir Lane, 2012).

Miogenezei indukuoti naudojamas arklio serumas. Jame yra augimo faktoriy, kurie padidina
struktiiriniy baltymy kiekj mioblastuose (miocity pirmtakuose), skatina uZlgstelinio matrikso baltymy
bei citokiny sintez¢ (Cai et al., 2018). Esminis miogeninés diferenciacijos bruozas yra mioblasty
susiliejimas j pailgas daugiabranduoles lgsteles, vadinamas miotubulémis (McRae et al., 2017).

In vitro chondrogeninei diferenciacijai sukelti biitinas didelis lasteliy tankis, panaSus j lgsteliy
kondensacijg in vivo (Bean ir Tuan, 2015). Taip pat stromos lasteléms diferencijuoti j chondrocitus
reikalingas transformuojantis augimo faktorius B3 (TGF-B3), nes geba lastelése aktyvuoti kremzlinj
audinj sudarancio II tipo kolageno ir proteoglikany raiska. (Kruger et al., 2014).

Neurogeninei diferenciacijai indukuoti yra svarbi retinoiné rtigstis (RR) bei komercinis N2
papildas. RR yra signalizuojanti molekulé, kurios siunéiami signalai per RR receptorius skatina
nerviniy lasteliy pirmtakus pereiti i§ proliferacinés j diferenciacijos faze ir aktyvuoja specifiniy
neurogeny raiska (Janesick et al., 2015). Tuo tarpu komercinis N2 papildas naudojamas postmitotiniy
neurony iSgyvenamumo palaikymui, kadangi jis slopina ne neuroniniy Iasteliy augima kulttiroje.

1.3 Decidualizacija

Decidualizacija yra procesas, kurio metu dél progesterono koncentracijos padidéjimo sukeliama
enSL diferenciacijg j sekrecines decidualines lasteles (Makieva et al., 2018). Nors ir laikinas,
decidualinis audinys yra kritiskai svarbus formuojantis receptyviam endometriumui. Nuo enSL
decidualizacijos priklauso, ar sékmingai vyks blastocistos implantacija bei néstumo eiga iki placentos
susiformavimo.

Pagrinde decidualinj audinj sudaro diferencijuotos enSL, naujai susiformavusios motinos
kraujagyslés ir kraujo lgstelés (Mori et al., 2016). Decidualizacijai budingi morfologiniai enSL
poky¢iai, sekreciné gimdos liauky transformacija, specializuoty gimdos natiiraliy Zudikiy lgsteliy
antpladis ir kraujagysliy persitvarkymas.

Decidualizacijos metu blastocista bei endometriumas iSskiria daug signaliniy molekuliy, kuriy
sukeliamos kaskadinés reakcijos sudaro sglygas blastocistos priartéjimui, prisijungimui ir susiliejimui
su gimdos gleivine (Makieva et al., 2018). Sekrecijos fazés viduryje iSaugusi progesterono
koncentracija zymi decidualizacijos proceso pradzig. Progesteronas veikia savo branduolinj

progesterono receptoriy, kuris ima siysti signalus, palaikan¢ius endometriumo homeostaze néstumo
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metu. Kiausidziy iSskiriamy hormony sukelti signalai skatina vidulgstelinio ciklinio adenozino
monofosfato (CAMP) kiekio padidéjima (Okada et al., 2018). Decidualinés enSL tampa apvalesnés,
padidé¢ja branduoliy skaiCius, glikogeno bei lipidy laSeliai ima kauptis citoplazmoje
(Kajihara et al., 2014).

Zmogaus lasteliy kultirose antrinis informacijos ne$iklis CAMP yra Zinomas kaip
decidualizacijos induktorius, susijes su decidualiniy zymeny, tokiy kaip prolaktinas (PRL) ir i
insuling panaSus augimo faktoriy prisijungiantis baltymas 1 (IGFBP1), raiska. In vitro
decidualizacija su cAMP gali bati indukuota per maziau nei tris dienas, aktyvuojat nuo cAMP
priklausomg baltymy kinazés A (PKA) kelig (Gellersen ir Brosens, 2014). Tam naudojamas
dibutiril-cAMP (db—cAMP), kuris yra endogeninio cAMP poveikj imituojantis, lasteléms pralaidus
PKA aktyvatorius (Logan et al., 2013). Indukuojant enSL Kkartu su cAMP daznai naudojamas ir
medroksiprogesterono acetatas (MPA), dél jo gebéjimo paskatinti PRL aktyvacijg (1.2 pav.).

Endometriumo stromos lastelés Decidualinés lastelés
+ db-cAMP
o> i ()
//{ ——otij @ P
IGFBPI1

1.2 pav. Endometriumo stromos lgsteliy decidualizacijos procesas (Deryabin et al., 2020).

PRL laikomas vienu i§ pagrindiniy dezidualizacijos Zymeny, jo raiSkos lygis stipriai iSauga
progresuojant implantacijai (Sangeeta Devi ir Halperin, 2014). PRL slopina interleukino 6 (IL-6) ir 20a
hidroksisteroido dehidrogenazés (200—HSD) veikimg decidualiniame audinyje. Abu $ie baltymai
trukdo normaliai néstumo eigai, kadangi IL-6 iSskiriamas uzdegimo atveju, o 200—HSD katabolizuoja
progesterong j jo neaktyviag forma (Bao et al., 2007). Kitas decidualizacijos Zymuo IGFBPL1 reguliuoja
insulino tipo augimo faktoriaus 1 (IGF-1) biologinj aktyvumg. Proliferacijos fazéje IGF-1 jungiasi prie
savo receptoriaus lastelés pavirSiuje ir yra atsakingas uz endometriumo proliferacija. Taciau sekrecinés
fazés metu fosforilintas IGFBP1 pernesa IGF-1 j tarplasteling ertme ir taip inhibuoja jo aktyvuma
(Matsumoto et al., 2008).

1.4. Decidualizacijos genai
Vienas i§ pirminiuose decidualizacijos procesuose dalyvaujanciy geny yra FOXO1 (angl.

Forkhead box protein 1). Sis genas svarbus ciklo reguliacijos, nuo progesterono priklausomos lasteliy
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diferenciacijos, apoptozés, apsaugos nuo oksidacinio streso ir DNR reparacijos procesuose (Kajihara et
al., 2013).

Taip pat svarbus HAND?2 (angl. Heart and neural crest derivatives expressed 2) geno vaidmuo
enSL decidualizacijoje. HAND2 geno koduojamas transkripcijos faktorius aktyvuoja arba represuoja
kity endometriumo funkcijoms svarbiy geny veikla, t.y., veikia kaip jy reguliatorius. Todél HAND2 gali
turéti jtakos hormoniniam prieSimplantacinés gimdos receptyvumui (Okada et al., 2018).

HOXA10 (angl. Homeobox A10) genas yra transkripcijos faktorius, kurio raiskos lygis
endometriume padidéja implantacinio lango periodu (Samadieh Y, 2019). EnSL decidualizacijos metu
veikiamas iSaugusios progesterono ir estrogeno koncentracijos HOXAL10 reguliuoja decidualiniam
audiniui specifiniy geny, atsakingy uz lasteliy augima ir proliferacija, raiska (Lu Z et al., 2008).

WNT (pavadinimas kiles 18 angl. Wingless (liet. besparnis fenotipas)) Seimos genai dalyvauja
embriono vystymesi, kamieniniy Igsteliy reguliacijoje, diferenciacijoje ir audiniy homeostazéje
(Sonderegger et al., 2010). Vienas i$ Sios Seimos nariy WNT4 yra svarbus embriono ir endometriumo
komunikacijos reguliatorius, kadangi dalyvauja decidualizacijos ir implantacijos procesuose
(Lietal., 2013).

Be to, EnSL decidualizacijoje svarbus ir transkripcijos signaly keitiklis ir aktyvatorius SA
(STAT5A). STAT geny Seimos nariai veikia kaip signalo perdavéjai i lastelés membranos j branduolj,
kur aktyvuoja su augimu ir diferenciacija susijusiy geny raiska (Wu et al., 2019). Staigus STAT5A
kiekio padidéjimas decidualizacijos metu padeda sustiprinti PRL promotoriaus atsakg j cAMP ir MPA
(Mak et al., 2002).

1.5. Epigenetiniy veiksniy poky¢iai decidualizacijos metu

Geny raiskos profiliai decidualizacijos metu stipriai kinta dél lytiniy hormony ir augimo faktoriy
veiklos, molekuliniy bei epigenetiniy mechanizmy. Epigenetika yra apibréziama kaip funkciskai
svarblis genomo pakitimai, nekeiciantys nukleotidy sekos, bet veikiantys chromatino struktiirg.
Pagrindinés epigenetinés modifikacijos yra DNR metilinimas, histony modifikacijos ir
nekoduojancios RNR (Loscalzo ir Handy, 2014).

Histonai yra DNR besijungiantys, teigiamai jkrauti konservatyviis baltymai, padedantys
supakuoti DNR | chromating formuojanc¢ias nukleosomas. Nukleosomos Serdj sudaro histony
oktameras: po dvi kopijas H2A, H2B, H3 ir H4, o tarpus tarp nukleosomy jungia histonas H1 (Draizen
et al., 2016). I$ nukleosomy kySantys histony N galai gali biiti veikiami grjztamy potransliaciniy
modifikacijy, tokiy kaip acetilinimas (1.3 pav.). Dazniausiai acetilo grupé prijungiama prie histony N

galo lizino liekany. Acetilinimg atlieka histony acetiltransferazés (HAT), o deacetilinimg — histony
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deacetilazés (HDAC) (Shen et al., 2015). Prie histono prijungus acetilo grupe atlaisvinama chromatino
struktiira, todél transkripcijos faktoriy prieinamumas prie specifiniy geny promotoriy palengvéja, jy
raiSka suaktyvinama. PrieSingai, deacetilinus histonus chromatinas tvirCiau susipakuoja, specifiniy
geny transkripcija inhibuojama. Chromatino struktiira dél histony acetilinimo kinta keliais btidais. Visy
pirma, palengvinamas acetilintas lizino lickanas atpaZjstan¢iy baltymy domeny prisijungimas. Be to,
histony acetilinimas neutralizuoja teigiama liziny krivi ir taip susilpninama elektrostatiné

DNR — histony sgveika. Todél chromatinas pereina ] maziau kondensuotg biiseng (Taylor et al., 2013).

Chromosoma .
«——— Chromatinas

Histono uodega

3 ) Metilo
7 grupé

1.3 pav. Epigenetinés modifikacijos: Histony acetilinimas ir DNR metilinimas.

Parodyta, jog bet kurio lizino liekanos acetilinimas histono N gale aktyvuoja transkripcija
(Kanzaki, 2016). Zinoma, kad daugiausiai acetilinamos penkios histono 4 (toliau vadinamas H4)
lizino (K) liekanos: K5, K8, K12, K16, K21 (Zheng et al., 2013). Ryskus acetilinto H4 kiekis
endometriume stebimas sekrecinés fazés metu. Jei implantacija nejvyksta, H4 acetilinimo lygis
mazéja. Sie poky¢iai koreliuoja su sumazéjusiu lytiniy hormony ir decidualizacijai svarbiy geny raiskos
lygiais (Retis — Resendiz et al., 2021).

Daugiausiai eukariotuose paplitusi epigenetiné modifikacija yra DNR metilinimas (3 pav.). Tai
yra epigenetinis mechanizmas, kurio metu metilo grupé kovalentiniu rySiu prijungiama prie citozino
nukleotido 5’ anglies atomo, kad susidaryty 5—metilcitozinas (5-mC). Si modifikacija i$skirtinai
aptinkama CpG salose — DNR regionuose, kuriuose gausu citozino ir guanino nukleotidy. Kadangi

CpG salose i8sidésto didzioji dalis geny promotoriy, DNR metilinimas tiesiogiai daro jtaka ty geny
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raiskai. Hipermetilinimas geny promotoriy srityse susijes su geny raiSkos slopinimu, o hipometilinimas
aktyvia raiSka (Kim ir Costello, 2017). Raiskos slopinimas vyksta neleidziant transkripcijos faktoriams
prisijungti prie DNR arba pritraukiant prie metilintos DNR besijungianc¢iy baltymy, padidinanciy
chromatino tankj. Metilo grupe prie DNR prijungia DNR metiltransferazés (DNMT), tuo tarpu
demetilinimg daugiausiai reguliuoja TET (angl. ten eleven translocation) translokazés (Auclair ir
Weber, 2012).

Kiekvienam zmogaus audiniui buidingas specifinis DNR metilinimo profilis, lemiantis audiniui
specifiniy geny transkripcija, vystymasi ir funkcijas (Lokk et al., 2014). Zinduoliy embriogenezés bei
lasteliy diferenciacijos metu DNR metilinimo profilis zymiai keiCiasi. Lastelése nustatomi nauji geny
raiskos profiliai, kurie véliau yra palaikomi somatinéms lgsteléms dalijantis (Moore et al., 2013). Po
diferenciacijos DNR metilinimo profiliai dazniausiai biina stabiliis ir lengvai nebekinta, geny raiska

reguliuojama kitomis modifikacijomis (Carvalho et al., 2010).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

2.1 lentelé. Naudotos medziagos ir jy gamintojai

Reagentas

Gamintojas

Dulbecco's Modified Eagle Medium / F12 (DMEM/F12)

ATCC

DMEM (4,5 g/L gliukozés)

DMEM (1 g/L gliukozés)

Penicilinas (100 U/ml)/Streptomicinas (100 pg/ml) (PS)

Fosfato buferinis tirpalas (PBS)

Tripsinas / Etilendiamintetraacto rugstis (EDTA)

Vanduo be nukleaziy

Genaxxon bioscience

RPMI terpé (be fenolio) Corning
Medzio anglimi apdorotas FBS Genetex
Embrioninis verSelio serumas (FBS)

Arklio serumas Gibco

N2 priedas

SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit

SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit

Meridian Bioscience

Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus

Zymo Research

Etanolis, 96 %

Vilniaus degtiné

Tripano mélis

Sigma-Aldrich

Deksametazonas

IBMX

Indometacinas

B—glicerofosfatas

Askorbo riigstis

Medroksiprogesterono acetatas (MPA)

Retinoiné ruigstis

Cayman Chemical

Tripano mélis

Oil Red O Sigma-Aldrich
Alizarin Red S

Kristalo violetas

Dibutiril-cAMP (db—cAMP) Selleckchem
Pirminiai antikainai prie§ Zmogaus Acetyl-H4 (06-866) Sigma-Aldrich
Pirminiai antikiinai prie§ Zmogaus [3-akting (ab8229) Abcam
Pirminiai antikiinai prie§ mogaus krieny peroksidaz¢ (R-05072-500) ir H4 | Advansta
Zymo-Spin ChIP Kit Zymo Research
WesternBright™ ECL aptikimo rinkinys Advansta
Quick—-DNA/RNA Miniprep Zymo Research
Universal g°PCR Master Mix Luna
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https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwiAzZmUncnwAhUQBaIDHUjZBksYABAAGgJsZQ&ae=2&ohost=www.google.com&cid=CAESQOD2KSsuibjTf6wWsxY0u107WDUc8Own2vU_oePeWLJ7B7GJWzojdRQAwYSXgVlqohrrCJZgmubLXEfPxGWSM_E&sig=AOD64_2Cb2_PsC3S6j1JU9h9GAIUSA5X2A&adurl=&q=
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https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwiAzZmUncnwAhUQBaIDHUjZBksYABAAGgJsZQ&ae=2&ohost=www.google.com&cid=CAESQOD2KSsuibjTf6wWsxY0u107WDUc8Own2vU_oePeWLJ7B7GJWzojdRQAwYSXgVlqohrrCJZgmubLXEfPxGWSM_E&sig=AOD64_2Cb2_PsC3S6j1JU9h9GAIUSA5X2A&adurl=&q=
https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwiAzZmUncnwAhUQBaIDHUjZBksYABAAGgJsZQ&ae=2&ohost=www.google.com&cid=CAESQOD2KSsuibjTf6wWsxY0u107WDUc8Own2vU_oePeWLJ7B7GJWzojdRQAwYSXgVlqohrrCJZgmubLXEfPxGWSM_E&sig=AOD64_2Cb2_PsC3S6j1JU9h9GAIUSA5X2A&adurl=&q=

2.2 Metodai

2.2.1. Lasteliy linijos

Zmogaus enSL isskirtos i§ endometriumo biopsijos gautos i§ Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros kliniky Akuserijos ir ginekologijos centro Santaros vaisingumo centro. Siam tyrimui atlikti
suteiktas Vilniaus regiono biomediciniy tyrimy etikos komiteto leidimas (Nr. 158200-18/7-1049-550).

2.2.2. Lasteliy kultivavimas

Zmogaus enSL, i§skirtos i§ endometriumo biopsijos, perkeliamos j lasteliy auginimo flakonélius
su pilna mitybine terpe, sudaryta i§ DMEM/F12 tirpalo praturtinto 10 % FBS ir 0,5 % PS. Lastelés
kultivuojamos inkubatoriuje, palaikant 5 % CO2 koncentracija ir +37 °C temperatiirg. Mitybiné terpé
kei¢iama kas 2 — 3 dienas. Lastelés pers¢jamos naudojant 1 X tripsino / EDTA tirpala.

2.2.3. Lasteliy diferencijavimas

Tiriamos lasteliy in vitro diferencijacijos j adipogening, osteogening, miogening, neurogening
linijas bei jy decidualizacija. Kokybiskai diferenciacija vertinama dazant lasteles atitinkamais daZais,
decidualizacija vertinama tiriant geny raiSkos pokycius.
Pries indukcijg lastelés uzs¢jamos | kultivavimo ploksteles su Sulin¢liais RNR skyrimui ir dazymui.
RNR skyrimui i§ adipogeninés, osteogeninés, miogeninés Krypties diferenciacijy uzséjama po 100
tukst. lasteliy j Sulinélj, neurogeninei diferenciacijai uzsé¢jama 85 tukst. Chondrogeninei diferenciacijai
lastelés uzséjamos suformuojant 5 lasus po 100 tikst. lasteliy. Dazymui adipogeninés, osteogeninés,
miogeninés diferenciacijos lgsteliy uzs¢jama po 25 tikst. ] Sulinélj, neurogeninei 17 tukst.,
chondrogeninei 50 tukst Igsteliy (Sulinélyje formuojamas vienas koncentruotas lgsteliy lasas).
Decidualizacijai lastelés uzséjamos j flakonélius. Visos lgstelés auginamos pilnoje mitybingje terpéje
iki 80 — 85 % konfluencijos, iSskyrus neurogening diferenciacija, kuriai reikalinga 50-60 %
konfluencija. Chondrogeninei diferenciacijai Sulinéliai inkubatoriuje laikomi tik valanda, jame
palaikoma 5 % CO> koncentracija ir 37 °C temperatiira ir iSkart pilama diferenciaciné terpé. Mitybiné
terpé keic¢iama kas 2 — 3 dienas ir pasiekus reikiamg konfluencijg uzpilamos diferenciacinés terpés.

Adipogeninei diferenciacijai sukelti naudojama terpé, kurig sudaro DMEM (4,5 g/l gliukozés),
10 % FBS, 1 % PS, 1uM deksametazono, 0,5 mM IBMX, 60 uM indometacino. Lastelés
diferencijuojamos apie dvi savaites.

Osteogeninés diferenciacijos terpés sudétis: DMEM (1g/l gliukozés), 10 % FBS, 1 % PS, 0,1 uM
deksametazono, 10 mM B—glicerofosfato, 50 ug/ml askorbo rigsties. Diferencijuojama apie 2 savaites.

Miogeninei diferenciacijai sukelti naudojama terpé su DMEM (1 ¢/l gliukozés), 2 % arklio

serumo, 1 % PS. Diferencijuojama apie 2 savaites.
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Neurogenine terp¢ sudaro DMEM/F12, 1 % PS, 1 % N2 priedo ir 1,5 uM RR. Diferenciacija
vertinama po mazdaug 10 pary.

Chondrogeninei diferenciacinei terpei pagaminti naudota DMEM (4,5 g/L gliukozés),
1% PS, 0,1 % deksametazono, 50 pg/ml askorbo raigsties, ITS 1 X (Insulinas 5 pg/ml; Transferinas
2 mg/ml; Seleno riigstis 1 mg/ml), 10 ng/ml TGF-B3, 1 mM natrio piruvato ir 0,35 mM prolino.
Diferencijuojama apie 2 savaites.

Lasteliy decidualizacija sukelti naudojama terpé i§ RPMI (be fenolio), 2 % medzio anglimi
apdoroto FBS, 0,5 mM db-cAMP, 1 % PS, dalis lgsteliy auginama terpéje su papildomu 1 uM MPA.
Lastelés diferencijuojamos 6 ir 24 val., poto iSkart skiriama RNR ir DNR. Chromatino
imunoissodinimui (ChIP) bei Western blot metodui lastelés diferencijuojamos 6, 24 ir 72 val.

Kontrolinés lastelés uzséjamos j Sulinélius dazymui ir j flakonélius RNR bei DNR skyrimui.
Auginamos pilnoje mitybinéje terpéje, kol konfluencija pasiekia apie 85 — 90 % ir toliau naudojamos
eksperimentuose.

2.2.4. Lasteliy dazymas

Adipogeninei diferenciacijai jvertinti lgstelés fiksuojamos 4 % paraformaldehido tirpalu 15 min
KT, poto praplaunama 2 kartus su PBS. Lastelés dazomos Oil Red O tirpalu (pradinis tirpalas paruostas
izopropanolyje praskiestas vandeniu santykiu 3:2) 15 min KT, praplaunama 3 Kartus distiliuotu
vandeniu ir fotografuojama mikroskopu.

Osteogeninés diferenciacijos lastelés fiksuojamos 75 % Saltu EtOH 30 min KT, poto
praplaunama 2 kartus distiliuvotu vandeniu. Dazoma Alizarin Red S tirpalu (paruostu vandenyje,
pH 5,5) 2 — 3 min, praplaunama 3 kartus distiliuotu vandeniu ir iskart fotografuojama mikroskopu.

Neurogeninei ir miogeninei diferenciacijoms jvertinti lgstelés fiksuojamos 30 min KT 0,1 %
kristalo violeto tirpalu, paruostu 20 % etanolyje. Poto dazas nuplaunamas 3 kartus distiliuotu vandeniu
ir fotografuojama mikroskopu.

Chondrogeninés diferenciacijos lastelés fiksuojamos 4 % paraformaldehidu 30 min KT. Poto
praplaunama 2 kartus distiliuotu vandeniu ir dazoma 1 % Alcian Blue tirpalu, paruostu su 0,1 N HCI,
laikoma per naktj (apie 16 val.). Tuomet praplaunama 3 kartus distiliuotu vandeniu ir fotografuojama
mikroskopu.

Kontrolinés lastelés dazomos aprasytais biidais atitinkamais dazais, siekiant palyginti jas su

diferencijavusiy lasteliy linijomis.
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2.2.5. RNR skyrimas

Siekiant jvertinti diferenciacijai budingy geny raiSkos pokycius, iSskiriama diferencijuoty ir
kontroliniy Igsteliy RNR. Tam naudojamas Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus (Zymo Research, JAV)
rinkinys. Lastelés lizuojamos TRIzol® reagentu (40 pl/cm?) 5 min KT. Perkeliama j 1,5 ml mégintuvélj
be ribonukleaziy (RNaziy). | lizata pridedamas vienodas tiiris 96 % EtOH, sumaiSoma purtykléje.
Meégintuvélio turinys perkeliamas j Zymo-Spin™ IIICG kolonélg, patalpinta j nauja surinkimo
mégintuvelj ir centrifuguojama, centrifugatas nupilamas. Visi centrifugavimai atliekami 12000 xg
greiciu, 30s, KT, nebent nurodyta kitaip. | kolonéle jpilama RNR plovimo buferio ir centrifuguojama,
centrifugatas nupilamas. PasiruoSiamas DNR nukleazés miSinys visiems méginiams: atsizvelgiant j
méginiy skaiciy X, | mégintuvélj be RNaziy jpilama 5 X (X+2) ul DNazés | (6 U/ul) ir 75 X (X+2) ul
DNR smulkinimo buferio. Misinys po 80 ul perkeliamas j kiekvieno méginio kolonéle ir inkubuojama
15 min KT. | kolonélg jpilama RNR buferio pries plovima (angl. pre-wash) ir centrifuguojama,
centrifugatas nupilamas. Plovimas kartojamas 2 kartus. | kolonéle jpilama RNR plovimo buferio ir
centrifuguojama 2 min. Kolonélé perkeliama j 1,5 ml mégintuvélj be RNaziy, jpilama 20 pl vandens be
nukleaziy, kelias minutes inkubuojama KT ir centrifuguojama. I$skirtos RNR koncentracija (ng/ul) ir
grynumas jvertinamas su nanofotometru. Mégintuvélis su RNR saugomas —80 °C temperatiiros
saldiklyje iki panaudojimo kopijinés DNR (KDNR) sintezéje.

2.2.6. kopijinés DNR (kDNR) sintezé

KDNR sintezei naudojamas SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit (Meridian) rinkinys, uztikrinantis
efektyvig pirmos grandinés kDNR sintez¢ i§ nedidelio kiekio pradinés RNR.

Reakcijos misinys ruosiamas X RNR méginiy skaiiui. | atskirg mégintuvélj be RNaziy jpilama
4 x (X+2) ul 5X TransAmp™ reakcijos buferio, 1 x (X+2) ul atvirkstinés transkriptazés. Misinys
sumaiSomas purtykléje. | atskirus mégintuvélius be RNaziy jpilamas atitinkamas tiris vandens be
nukleaziy (kad galutinis taris baty 20 ul), 5 pl reakcijos misinio ir apskaiciuotas reikalingas taris RNR
méginio (200 ng). Méginiai sumaiSomi purtykléje. Termocikleryje nustatoma gamintojo nurodyta
programa kKDNR sintezei: inkubacija 10 min +25 °C, inkubacija 15 min +42 °C, inkubacija 5 min
+85 °C. Susintetinta kDNR praskiedziama 10 karty vandeniu be nukleaziy ir laikoma —20 °C
temperaturoje iki panaudojimo realaus laiko kiekybinéje polimerazés grandiningje reakcijoje
(RL—KPGR).

2.2.7. Realaus laiko kiekybiné PGR (RL-KPGR)

Norint nustatyti geny raiSkos pokycius, atlickama RL-KPGR reakcija, naudojant SensiFAST™

SYBR No-ROX Kit (Meridian) rinkinj. Tyrime naudotos pradmeny sekos pateikiamos 2.2 lenteléje.
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2.2 lentelé. RL-KPGR naudoty pradmeny sekos

Genas Tiesioginio pradmens seka Atvirkstinio pradmens seka
PRL 5-TGACCCTTCGAGACCTGTTTG 5-CTTGCTCCTTGTCTTCGGG
IGFBP1 5-“TTTTACCTGCCAAACTGCAACA 5¢-CCCATTCCAAGGGTAGACGC

Visi reagentai laikomi Saldomame stovelyje. ParuoSiamas reakcijos miSinys, kurj sudaro 5 ul
SensiFAST SYBR No-ROX Mix 2X, 2,6 ul vandens be nukleaziy, po 0,2 ul specifiniy genui tiesioginio
ir atvirkstinio pradmeny (2.2 lentelé). MiSinys iSpilstomas po 8 pl j atSaldytus kPRG mégintuvélius ir
dar jpilama po 2 pl 10 karty skiestos KDNR. | nespecifinés sgveikos kontrolinius méginius jpilama 2 ul
vandens be nukleaziy. Kiekvienam méginiui atlickami du pakartojimai. RL-kPGR reakcija atlikta
Rotor-Gene™ 6000 termocikleryje, pagal programg, pateikiamag 2.3 lenteléje. Pasibaigus reakcijai

nustatoma reakcijos produkty lydymosi temperattra: kaitinama +50 °C - 99 °C temperatiiroje.

2.3 lentelé. RL-KPGR naudota programa

Temperattira Trukmé Cikly skaicius
Pra.dme de.naturam.]a_, 95 °C 2 min 1
polimerazés aktyvinimas
Denatiiracija 95 °C 5s
Pradmeny prikibimas prie o
matricinés DNR 60°C 10 40
DNR Kopijos ilginimas 72 °C 20s

Gauti rezultatai analizuojami Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 programa. Parenkamas
slenkstis (0,2), jog atskirti nespecifinés sgveikos méginius. Ciklo reikSmeés, ties kuriomis buvo kertamas
slenkstis, atitinka reik§mes, kai jau aptinkamas pradinés medziagos kiekis méginyje. Sios reikimés
vadinamos Cr reik§mémis. Geny raiSkos poky¢iui jvertinti pasitelkiamas 222" metodas. Kaip
referentinis genas naudotas GAPDH. Apskai¢iavus tiriamojo méginio ir GAPDH geno Ct verciy
skirtumg gaunama ACt reik§mé (1 formulé). Tada randama AACt reiksmé (2 formulé) ir

apskai¢iuojama santykiné geno raiska (3 formulé).

1) ACt = Ct (tiriamo geno) - Ct (GAPDH)
2) AACt = ACt (tiriamo méginio) - ACt (tiriamo méginio kontrolés)

3) Santykiné geno raiska = 2"44Ct

17




2.2.8. Western blot analizé

Bendriems H4 hiperacetilinimo (H4hiperAc) modifikacijos lygio pokyciams enSL
decidualizacijos metu jvertinti atlikta Western blot analizé. Tyrimui naudoti i$ kontroliniy ir indukuoty
decidualizacijai enSL i$skirti baltymai.

Baltymai i$frakcionuojami atliekant elektroforeze denattiruojanciomis sglygomis (NDS-PAGE)
7,5 — 15 % gradientinio elektroforezés gelyje (2.4 lentelé). Paruosiami gradientinio gelio sunkusis bei
lengvasis tirpalai ir supilami j gradientatoriy. Gelio uzpylimo forma prijungiama prie gradientatoriaus.
Jjungus pompa, tirpalai palaipsniu maisosi tarpusavyje ir létai teka j gelio uzpylimo formga. Geliai

paliekami polimerizuotis 2 — 2,5 val., véliau laikomi +4 °C elektroforezés buferiniame tirpale.

2.4 lentelé. Gradientinio gelio sudétis

MedZiaga Sunkus tirpalas Lengvas tirpalas
(15 % AA/IsAA) (7,5 % AA/bisAA)

ROTIPHORESE Gel 30 (37.5:1) (Carl Roth) 7,5ml 3,75 ml
Skirstomojo gelio buferis (Tris-Cl/ NDS, pH 8,8, 4X) 3,75 ml 3,75 ml

87 % Glicerinas 1,02 ml -

H.0O 2,73 mi 7,5 mi

10 % APS 75 ul 75 ul
TEMED 7,5 ul 7,5 ul

Ant paruosty gradientiniy geliy uzpilamas 4 % koncentruojantis gelis (2.5 lentelé), jstatomos
Sukutés ir palickama stingti 20-30 min. Surenkamas baltymy elektroforezés aparatas, jstatomas
paruostas gelis ir uzpilama elektroforezés buferinio tirpalo (1X NDS-PAGE). Elektroforez¢ vykdoma

esant 25 mA stiprumo srovei apie 2 val.

2.5 lentelé. Western blot naudojamy tirpaly sudétis

4 % koncentruojantis gelis e 1,5 ml 4 % koncentruojancio
akrilamido/bisakrilamido (AA/bisAA) gelio tirpalo;

e 60pul10% APS;

e 3pul TEMED.

4 % koncentruojanéio AA/bisAA gelio tirpalas e 1,3 ml LAA/bisSAA tirpalo;
(10 ml) e 2,5ml Tris/CI-NDS, pH 6,8 4 X;
e 6,5 ml dejonizuoto vandens (dH-0).

60 ul 10 % amonio persulfatas (APS) e 20 mg Amonio persulfato;
e iki 200 pl dH20.

Koncentruojancio gelio buferis e 0,5MTris;
Tris-Cl / NDS, pH 6,8, 4 X e 0,4%NDS

e iki 100 ml dH.O
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2.5 lentelés tesinys

Gradientinio gelio buferis Tris-Cl / NDS, pH e 15M Tris;
8,8,4X e 0,4%NDS

e iki 500 ml dH:O
10 X NDS-PAGE buferis e 30 g Tris bazés;

o 144 gglicino;

e 10gNDS;

e ikilldH20.
10 X baltymy pernesimo buferis e 30 g Tris bazés;

e 144 g glicerino;

e iki1lldH0.
Pirminiy antikiiny skiedimo tirpalas e 0,6 g pieno milteliy;
(4 % pienas (su 0,05 % PBST) e 15ml0,1% PBST
Antriniy antikiiny skiedimo tirpalas e 0,3 g pieno milteliy;
(2 % pienas (su 0,1 % PBST) e 15ml0,1% PBST.

Po elektroforezés atliekamas baltymy perneSimas ant PVDF membranos. PerneSimas vykdomas
per naktj +4 °C (apie 16 val.), esant 125 mA srovei, naudojant 1 X baltymy pernesimo bufer;.

Toliau atliekamas membranos blokavimas pieno tirpalu. Membrana inkubuojama
1 val. KT 5 % pieno tirpale (ruostame su 0,1 % PBST) ant vartyklés. Tiksliniai baltymai aptikti
naudojant pirminius antikinus prie§ zmogaus Acetyl-H4 (06-866, Sigma—Aldrich) ir H4 (Advansta).
Antikiinai skiedziami pirminiy antikiiny skiedimo tirpalu pagal gamintojo rekomendacijas ir uzpilami
ant membrany, inkubuojama 2 val. KT. Tada membranos plaunamos 3 kartus po 15 min su 0,1 %
PBST tirpalu ant vartyklés, KT. Véliau inkubuojama 1 val. KT ant vartyklés su antriniais antikiinais
konjuguotais su krieny peroksidaze. Antikiinai skiesti pagal gamintojo rekomendacijas antriniy
antiktiny skiedimo tirpalu. Vél kartojamas membrany plovimas, paskutinj kartg su PBS tirpalu.

Chemoiliuminescenciné detekcija vykdoma su WesternBright™ ECL aptikimo rinkiniu
(Advansta), 1 kurj jeina krieny peroksidazés substratas. Rinkinio tirpalai sumaiSomi santykiu 1:1.
Membrana dedama ] substratg ir inkubuojama 5 min, detekcija atliekama tamsoje. Prie antriniy
antikiiny konjuguotai krieny peroksidazei reaguojant su substratu isspinduliuojama Sviesa, kuri
registruojama ChemiDoc™ XRS+ vaizdinimo sistemoje, o vaizdy analizei naudojama ImageLab

programa.
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2.2.9. Chromatino imunoissodinimas (ChIP)

Baltymy ir DNR saveikai tirti naudojamas chromatino imunoissodinimas (ChIP). Sis metodas
leidzia i8S viso lgstelés chromatino iSskirti tik su tiksliniu baltymu sgveikaujan¢ig DNR. Toliau i§gautos
DNR sekos tiriamos KPGR metodu. ChlIP atliktas su Zymo Research Zymo-Spin ChIP Kit rinkiniu.

Lasteliy flakonéliuose kultivuotos kultiiros veikiamos 1 % formaldehido tirpalu ir inkubuojamos
37 °C 10 min. DNR ir baltymy sgveiky fiksavimas sustabdomas pridedant glicino iki galutinés 0,125 M
koncentracijos ir inkubuojama 5 min KT ant vartyklés. Lastelés plaunamos du kartus PBS su proteaziy
inhibitoriais 1 X PIC, 1 mM PMCF ir 10 mM natrio butirato (NaBut). Tuomet Igstelés perkeliamos j
naujg 1,5 ml mégintuvél;.

Tolimesniuose zingsniuose naudojami buferiai, mégintuvéliai laikomi Saltai ant ledo.
Mégintuvéliai su lastelémis centrifuguojami 3000 x g 1 min 4 °C temperatiiroje. Supernatantas
pasalinamas, nuosédos resuspenduojamos PBS su 1 X PIC, 1 mM PMCF, 1 mM natrio butirato
(NaBut). Centrifuguojama 3000 x g 1 min +4 °C temperatiiroje, supernatantas pasalinimas. Plovimo
zingsnis kartojamas.

Lasteliy nuosédos resuspenduojamos branduoliy paruosimo buferyje su 1 X PIC, 1 mM PMCF,
1 mM natrio butirato (NaBut). Lengvai papurtoma ir inkubuojama ant ledo 5 min. Méginiai
centrifuguojami 3000 x g 1 min +4 °C temperatiroje. Supernatantas pasalinamas ir nuosédos
resuspenduojamos atSaldytame chromatino smulkinimo buferyje su 1 X PIC, 1 mM PMCF, 1 mM
natrio butirato (NaBut), inkubuojama ant ledo 5 min. Méginiai perkeliami j sonifikavimo mégintuvélius
DNR fragmentacijai. Sonifikuojama Diagenode aparatu, atliekami 4 sonifikavimo ciklai: 30 s jjungta,
30 sek isjungta. Tuomet centrifuguojama 12000 x g 5 min ir supernatantas su smulkintu chromatinu

perkeliamas j $vary 1,5 ml mégintuvélj. ChIP reakcijos méginiy sudétis pateikiama 2.6 lenteléje.

2.6 lentelé. ChIP reakcijos méginiai

Smulkintas chromatinas 100 ul
Antikiinas prie$ acetilintg H4 (o NK 5ul (NK -2 ul)
atveju — antiktinai pries triusio IgG)

Chromatino skiedimo buferis 865 pl (NK — 868 ul)
100 X PIC 10 pl

0,1 M PMSF 10 pl

NaBut 10 pl
Galutinis tiiris 1ml

ChIP méginiams naudojamas antikiinas prie§ Zmogaus H4hiperAc, o neigiamoms kontroléms
(NK) nespecifiskai besijungiantis triusio imunoglobulinas G (IgG) (Advansta). ] Svarius 1,5 ml

mégintuvélius atsidedama po 10 ul smulkinto chromatino, kuris bus naudojamas kaip bendro DNR
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kiekio kontrolé (toliau vadinama ChIP DNR Input). ChIP reakcijos méginiai inkubuojami per naktj
(apie 16 val.) vartant, 4 °C temperatiroje. | ChIP méginius pridedama ZymoMag baltymo A magnetiniy
daleliy ir inkubuojama 1 val. vartant, 4 °C temperaturoje. Poto méginiai dedami ant magnetinio stovo.
Supernatantas paSalinamas, taip méginyje lieka tik baltymo A / Anti—Acetyl-H4 arba 1gG / chromatino
kompleksai. Toliau magnetinés dalelés plaunamos chromatino plovimo buferiais (I, II ir III). Su
kiekvienu buferiu inkubuojama 4 min ant vartyklés, +4 °C temperatiiroje. Po kiekvienos inkubacijos
meéginiai dedami ant magnetinio stovo, atsargiai pasalinamas supernatantas. Tuomet magnetinés dalelés
resuspenduojamos DNR eliucijos buferyje ir mégintuvélio turinys perkeliamas j Svary 1,5 ml
meégintuvelj. Mégintuvéliai vél pastatomi ant magnetinio stovo, pasalinamas supernatantas.

5 X chromatino eliucijos buferis skiedziamas iki 1 X koncentracijos ir uzpilama ant magnetiniy
daleliy. ] ChIP DNR Input kontroles taip pat jpilama 1 X chromatino eliucijos buferio, kad méginiy
turiai buty vienodi. | méginius pridedama 5 M NaCl ir inkubuojama 5 min 75 °C temperatiiroje, poto
centrifuguojama 10000 x g 30 s KT. Mégintuvéliai statomi ant magnetinio stovo ir magnetinéms
daleléms susikaupus eliuatas (ChIP DNR) perkeliamas j $varius 1,5 ml mégintuvélius. Inkubuojama
+65 °C temperatiiroje 30 min. Siekiant i§ méginio paSalinti baltymus pridedama proteinazés K ir
inkubuojama +65 °C temperatiiroje 90 min.

I ChIP DNR ar ChIP DNR Input méginius jpilama ChIP DNR prisijungimo buferio santykiu 5:1.
Turinys perkeliamas i Zymo—-Spin IC kolon¢lg, patalpinta | naujg surinkimo mégintuvelj ir
centrifuguojama 10000 x g 30 s KT, centrifugatas nupilamas. | kolonélg jpilama DNR plovimo buferio,
centrifuguojama 10000 x g 30 s KT. Plovimo Zingsnis kartojamas. Tada kolon¢l¢ perkeliama  Svary
1,5 ml mégintuvélj ir ant membranos uzlaSinama DNR eliucijos buferio. Mégintuvélis 1 min
palaikomas KT ir centrifuguojamas 10000 x g 30 s. Eliucijos Zingsnis kartojamas. Méginiai saugomi
—20 °C temperatiroje.

2.2.10. Metilintos DNR imunoissodinimas (MeDIP)

Siekiant nustatyti kaip enSL in vitro decidualizacijos metu kinta DNR seky metilinimas,
atliekamas metilintos DNR imunoissodinimas (MeDIP) su antikiinu prie§ 5-mC.

DNR isskiriama i§ kontroliniy ir decidualiniy enSL naudojant Quick-DNA/RNA Miniprep (Zymo
Research). Pirmiausia lIastelés lizuojamos uzpilant DNR/RNR lizés buferio. Lastelés perkeliamos j
kolonéle su Spin—Away™ filtru, jstatytu j nauja surinkimo mégintuvélj. Ant kolonélés uzpilama 400 pl
DNR/RNR paruosimo buferio ir centrifuguojama 10000 x g 30 s, centrifugatas nupilamas. Toliau
atliekamas plovimas su DNR/RNR plovimo buferiu ir centrifuguojama 10000 x g 30 s, centrifugatas

nupilamas. Plovimo zingsnis kartojamas, centrifuguojama 10000 x g 2 min. Kolon¢l¢ perkeliama j
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Svary 1,5 ml mégintuvelj, ant filtro uzlasinama 100 pl vandens be nukleaziy. Mégintuvélis 2 min
palaikomas KT ir centrifuguojamas 10000 x g 30 s. Méginiai naudojami iSkart arba saugomi —20 °C
temperatiiroje.

Isskirta genominé DNR sonifikuojama naudojant Bioruptur® Pico (Diagenode) sonifikavimo
prietaisg. Sonifikavimui DNR skiedziama iki 10 ng/ul TE buferyje. Atliekami 7 sonifikavimo ciklai:
15 s jjungta, 90 s iSjungta. Fragmentuotos DNR ilgiai jvertinami atlickant elektroforezg. Gauti
fragmentai pasiskirsto 200 — 500 bp intervale.

320 ng kickvieno méginio sonifikuotos DNR atidedama ir naudojama kaip genominés DNR
kiekio kontrolé (MeDIP DNR Input). Likusi sonifikuota DNR panaudojama metilinty fragmenty
imunoissodinimui. Prie§ inkubacija su antikiinu, DNR denatiiruojama +95 °C 10 min. Po denattiracijos
DNR meéginiai pernesami ant ledo ir tolimesnés procediiros atlickamos $altai. 320 ng sonifikuotos ir
denatiruotos DNR inkubuojama su 0,8 pl 1 mg/1 ml antikiinu prie§ 5~-mC (Eurogentec) ir 15 pl
ZymoMag baltymo A magnetiniy daleliy, +37 °C 1 val. vartant. Kaip neigiama MeDIP kontrolé
naudojamas triusio IgG. Imunois$sodinta DNR surenkama naudojant magnetinj mégintuvéliy stovelj.
Méginiai inkubuojami +75 °C 10 min, kad antikiinas bty inaktyvuotas ir DNR atsiskirty nuo
magnetiniy daleliy. Magnetinés dalelés nusodinamos nusukant méginius 2 min mini centrifugoje.
Supernatantas su metilinta DNR perkeliamas | Svary 1,5 ml mégintuvéli. Méginiai saugomi
—20 °C temperatiiroje iki tolimesnio naudojimo.

2.2.11. Kiekybiné PGR (kPGR)

Norint kiekybiskai jvertinti bendros DNR ir imunoi$sodintos DNR kiekius, atliekama kiekybiné
PGR (kPGR), naudojant Luna Universal g°PCR Master Mix. Tyrime naudojamos pradmeny sekos
pateikiamos 2.7 lenteléje.

2.7 lentelé. kPGR naudoty pradmeny sekos

Geno pavadinimas Tiesioginis pradmuo Atvirkstinis pradmuo
HAND?2 promotorius TACTAGCGGTTTTACGGGCG GGCTGCGGGCTCAATTTATAG
HAND?2 egzonas TGAGGAGGTAGCCAATCCTG AGGGCCGCTCGGGTTAATA
FOXO1 promotorius GCTCTGCTGCTCCGTAGTAA TCTCTCGCCTTCTCAGTGTT
FOXOL1 egzonas TGGAGTACATTTCGCCCTCG AGTAGAGGCCATCTTTGCGG
HOXA10 promotorius ATGTGGTCGTAAACCCGTCC CAGCCCGCTGCTATTGAGAT
HOXAL10 egzonas AAGAGTGGTCGGAAGAAGCG GACGCTGCGGCTAATCTCTA
STAT5A promotorius GGGGCGCTGGCTAGTTTAT AAACTCAACCCTGACGGAGG
STAT5A egzonas CACCCGCAAGTAATTGTGCC TGGATGCAAGGACAAAGCGG
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2.7 lentelés tesinys

WNT4 promotorius TCCTCCCAATCACAGCGTCT GTGGGAATCCGAAACCTCGC
WNT4 egzonas AACTGCTCCACACTCGACTC TGCTCACGAGCGTCTCATTT
ACTB promotorius CCTCCAAGAGCTCCTTCTGC TGTGGACATCTCTTGGGCAC

Visi reagentai ir mégintuvéliai laikomi Saldomame stovelyje. ChIP méginiai ir ChIP DNR Input
kontrolés skiedziamos 5,5 karto pridedant vandens be nukleaziy. MeDIP ir MeDIP DNR Input méginiai
skiedziami pridedant vandens be nukleaziy iki 75 pl. Paruo$iamas bendras reakcijos miSinys, j kurj
jeina 5 ul Luna® Universal qPCR Master Mix, 3,5 ul vandens be nukleaziy, po 0,25 ul specifiniy
tiesioginio ir atvirkstinio pradmeny (2.7 lentelé). MiSinys i$pilstomas po 9 ul j kPRG mégintuvélius ir j
juos jpilama po 1 pl skiestos DNR. I PGR tarSos kontrolinius méginius (NK — PGR) jpilamas 1 pl
vandens be nukleaziy. Kiekvienam méginiui atlickami du pakartojimai. kPGR reakcija vykdoma
Rotor-Gene™ 6000 termocikleryje, pagal programg, pateikiamag 2.8 lenteléje. Pasibaigus reakcijai

produktai kaitinami +60 °C — 95 °C temperattiroje, norint issiaiskinti jy lydymosi temperatiira.

2.8 lentelé. KPGR naudota programa

Temperatiira Trukmé Cikly skaicius
Pradiné denatiiracija, polimerazés aktyvinimas 95°C 60s 1
Denatiiracija 95°C 15s 40
Pradmeny prikibimas ir DNR grandinés ilginimas 60 °C 30s
Lydymosi temperatiiros nustatymas 60-95 °C jvairi 1

Gauti rezultatai analizuojami Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 programa. Matuojamos
méginiy Ct reikSmés — PGR cikly, reikalingy fluorescenciniam signalui pasiekti slenkstinj lygj vertes.
Kuo daugiau DNR yra méginyje, tuo mazesné Ct reikSmé, nes prireikia maziau cikly slenkstinei vertei
pasiekti. Rezultaty normalizavimui kaip referentinis genas naudojamas GAPDH. ChIP analizei
reikalingos trys Ct reik§Smés: 10 % ChIP DNR Input kontrolés, ChIP méginio su Anti-acetyl-H4
antiktinu ir ChIP méginio su IgG. MeDIP analizei taip pat reikalingos trys Ct reik§més: 100 % MeDIP
DNR Input kontrolé, MeDIP méginys su Anti-5-mC antikiinu ir MeDIP méginys su IgG. ChIP DNR
Input Ct verte reikia normalizuoti, kadangi ChIP DNR Input méginyje esantis DNR kiekis yra 10 karty
mazesnis nei ChIP méginyje. Pirmiausia paskai¢iuojama ACt (4 formulé), parodanti skirtumg tarp
DNR Input kontrolés ir tikslinio méginio. Tas pats atliekama ir su NK méginiais. Toliau
apskaic¢iuojama kokj procentag nuo DNR Input sudaro ChIP / MeDIP méginiai (5 formulé). Tada
apskai¢iuojama kokj procentg nuo DNR Input sudaro ChIP / MeDIP méginys (6 formulé).
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4) ACt = Ct (100 % ChIP DNR Input / MeDIP DNR Input) — Ct (ChIP / MeDIP méginio)
5) Imunoissodintos DNR kiekis, % = 100 x 274
6) Ct (100 % DNR Input) = Ct (DNR Input) — log210

Statistiné duomeny analiz¢ atliekama su programine jranga GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software Inc). Naudojamas neparametrinis Mano — Vitnio testas, jvertinamas skirtumy tarp analizuoty

grupiy mediany patikimumas. Reik§mingumo lygmuo (angl. a value) 0,05.

24



3. REZULTATAI

3.1. Endometriumo stromos Igsteliu diferenciacija

EnSL diferenciacijos plastiSkumas vertintas indukuojant jas adipogeninés, osteogeninés,
miogeninés, neurogeninés ir chondrogeninés diferenciacijos kryptimis. Diferenciacijos sukeltos
auginant lasteles skirtingose terpése, turinCiose specifiniy diferenciacijos induktoriy. Visos
diferenciacijos truko 15 dieny, i$skyrus neurogening, kuri truko 10 dieny. Diferenciacijos efektyvumas
kokybiskai jvertintas dazant Igsteles specifiniais dazais.

Adipogeninei diferenciacijai sukelti naudoti deksametazonas, IBMX ir indometacinas. Lastelés
dazytos Oil Red O dazais. Diferencijuotos lgstelés tapo apvalesnés, jose aiskiai matyti daug raudonai

nusidaziusiy lipidiniy vakuoliy (3.1 pav.).

3.1 pav. Adipogeninés diferenciacijos kokybinis jvertinimas. A — Kontrolé. B — Adipogeninés
diferenciacijos Iastelés po 5 d. C — Adipogeninés diferenciacijos lgstelés po 15 d. Mastelis 100 pm.

Kaip pagrindiniai osteogeninés diferenciacijos induktoriai naudoti deksametazonas, askorbo

rugstis ir B-glicerofosfatas. Lastelés dazytos Alizarin Red S dazais. Po indukcijos stebimi raudona

spalva nusidaze kalcifikatai, rodantys vykstan¢ig mineralizacijg (3.2 pav.).

3.2 pav. Osteogeninés diferenciacijos kokybinis jvertinimas. A — Kontrolé. B — Osteogeninés
diferenciacijos lgstelés po 5 d. C — Osteogeninés diferenciacijos lastelés po 15 d. Mastelis 400 pm.
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Miogeninei diferenciacijai indukuoti naudotas arklio serumas. Dazyta kristalo violeto tirpalu
siekiant jvertinti lasteliy morfologinius pokyc¢ius. Tarp miogenine kryptimi indukuoty lgsteliy, po 15 d.

diferenciacijos, matyti susiliejusiy daugiabranduoliy lasteliy, jos pasidaré pailgesnés (3.3 pav.).

3.3 pav. Miogeninés diferenciacijos kokybinis jvertinimas. A — Kontrolé¢. B — Miogeninés
diferenciacijos lastelés po 5 d. C — Miogeninés diferenciacijos lastelés 15 d. Mastelis 100 pm.

Neurogenine kryptimi lastelés diferencijuotos su komerciniu N2 priedu ir RR. Kaip ir
miogeninéje diferenciacijos atveju, diferencijuotos ir kontrolinés lastelés dazytos kristalo violeto
tirpalu. Jau po 5 d. indukcijos matyti pakitusi lasteliy morfologija. Lastelés tapo panasesnés j neurony
tipo lasteles, nes suformavo jiems budingas pailgas citoplazmines ataugas (3.4 pav.).

A % > W - > 7Y 4 W -."’1‘:‘/‘[";/ ‘b 3 2
' ' VMR

3.4 pav. Neurogeninés diferenciacijos kokybinis jvertinimas. A — Kontrolé. B — Neurogeninés
diferenciacijos lastelés po 5 d. C — Neurogeninés diferenciacijos lastelés po 10 d. Mastelis 400 um.

Kaip  pagrindinis chondrogeninés diferenciacijos induktorius naudotas TGF-3.
Diferencijavusios lastelés émé kaupti chondrocitams budingus gliukozaminoglikanus, jeinancius j

proteoglikany sudétj. Nudazius matyti mélyni jy gumuléliai (3.5 pav.).
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3.5 pav. Chondrogeninés diferenciacijos kokybinis jvertinimas. A — Kontrol¢. B — Chondrogeninés
diferenciacijos lastelés po 5 d. C — Chondrogeninés diferenciacijos lastelés po 15 d. Mastelis 400 um.

3.2. Endometriumo stromos lgsteliy decidualizacija

EnSL decidualizacijos metu pakinta daugelio geny raiska, todél kiekybiskai decidualizacija
jvertinta matuojant santykinj pagrindiniy decidualizacijos geny raiSkos pokytj. Lastelés indukuotos
decidualizacinéje terpéje su db—cAMP ir (arba be) MPA. RNR skirta po 6 ir 24 val., tuomet
susintetinta KDNR. EnSL decidualizacijos zymeny PRL ir IGFBP1 raiska istirta RL-KPGR metodu.

Po 6 val. diferencijavimo su db—cAMP PRL raiska nedaug, taiau statistiSkai reikSmingai iaugo,
0 po 24 val. stebéta deSimtj karty didesné nei kontrolinése enSL PRL raiska (3.6 pav.). Veikiant su
db—cAMP bei MPA, PRL raiskos pokytis po 6 val. nebuvo statistiSkai reik§minga, tadiau praéjus
24 val. nuo decidualizacijos indukcijos PRL santykiné raiska buvo tris kartus didesné nei indukuojant
tik su do—cAMP.

IGFBP1 geno raiska jau po 6 val. padidéjo Simtus karty lyginant su kontrolinémis lgstelémis,
daug aktyvesné ji buvo naudojant decidualizacijos protokola, kurj sudaro db—cAMP ir MPA (3.6 pav.).
Po 24 val. diferenciacijos pastebima dar didesné, tukstancius karty besiskirianti nuo kontrolés,
IGFBP1 geno raiska. Vélgi, didesné raiska tuomet kai enSL buvo veikiamos su db—cAMP ir MPA, kur
raiSka po 24 val. padidéjo apie 4 kartus daugiau, nei veikiant tik su db—cAMP.
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3.6 pav. Santykiniai PRL ir IGFBP1 geny raiskos pokyc¢iai enSL in vitro decidualizacijos metu.
Rezultatai pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis. Geny raiska lyginama su kontrole, méginiai
tiriami po 6 ir 24 val. diferencijavimo. K — Kontrol¢, db — dibutiril-cAMP, mpa —medroksiprogesterono
acetatas, n = 4, * p < 0,05 (pagal Mano-Vitnio testg).

3.3 Western Blot analizé

Western Blot analizés metu istirta, kaip veikiant decidualizacijos induktoriais kinta enSL bendras
H4hiperAc modifikacijos lygis. Baltymai iSskirti i§ enSL indukuoty 6 val., 24 val., 3 d. su
db—cAMP ir (arba be) MPA. Gauti rezultatai palyginti su kontroliniy Igsteliy rezultatais.

Rezultatai rodo, kad jau po 6 val. enSL in vitro decidualizacijos su db—cAMP stebimas bendras
H4hiperAc modifikacijos lygio padidéjimas, kuris nesiskyré papildomai veikiant su MPA (3.7 pav).
Praéjus 24 val. H4hiperAc lygis daugiau iSaugo méginyje su db—CAMP ir MPA. Po 3 d. H4hiperAc
modifikacijos lygis dar labiau padidéjo, nezymiai daugiau indukuojant su db—cAMP ir MPA.

K 6val 6val 24val 24val 3 d 3d.
db db+mpa db db+mpa db+mpa

H4 HiperAc kiekis

H4 | Wl S - G - e o

3.7 pav. H4hiperAc kiekis endometriumo stromos Igstelése po in vitro decidualizacijos. K — Kontrolé;
db — dibutiril-cAMP; mpa — medroksiprogesterono acetatas. Santykinis hiperacetilinto histono H4
raiskos pokytis (H4 HiperAc kiekis) apskai¢iuotas normalizavus po chemoiliuminescencinés detekcijos
gauty H4hiperAc baltymy juosteliy intensyvumo reikSmes su neacetilinto histono H4 juosteliy
intensyvumo reik§meémis.

3.4 Chromatino imunoissodinimas
H4hiperAc modifikacijos lygio poky¢iai specifiniy decidualizacijos procese dalyvaujanciy geny

promotoriy srityse enSL decidualizacijos metu vertinti ChIP — kPGR metodu. Analizuoti keturi
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nepriklausomy ChIP bandymy rezultatai su skirtingy pacienty enSL. Pasirinkta analizuoti 5 geny
promotorius: WNT4, HAND2, STAT5A, HOXA10, FOXO1. Papildomai kaip referentinis genas naudotas
GAPDH promotorius, kadangi GAPDH yra ,,namy ruo$os® genas, nuolatos gausiai reiSkiamas lastelése.

ChIP rezultatai pateikiami kaip procentiné dalis nuo bendro DNR kiekio, kuri buvo gauta
imunoissodinant DNR su antikiny prie§ H4hiperAc. StatistiS8kai reikSmingas (p < 0,05) H4hiperAc
modifikacijos lygio skirtumas enSL decidualizacijos metu nustatytas tik WNT4 ir HAND2
promotoriuose (3.8 pav.). Abiem atvejais nustatytas H4hiperAc modifikacijos lygio padidéjimas
praéjus 24 val. po enSL decidualizacijos indukcijos pradzios. STAT5A, HOXA10, FOXO1 promotoriy
srityse taip pat stebima H4hiperAc lygio didéjimo tendencija, taCiau ji statistiSkai nereikSminga.

H4hiperAc modifikacijos lygis GAPDH promotoriaus srityje enSL decidualizacijos metu nekito.

WNT4 promotorius HAND2 promotorius STAT5A promotorius
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3.8 pav. Histono H4 hiperacetilinimo poky¢iai geny promotoriuose endometriumo stromos lgsteliy in
vitro decidualizacijos metu. K — kontrol¢; 6 val/24 val — endometriumo stromos lgstelés po 6/24 val.
poveikio dibutiril-cAMP ir medroksiprogesterono acetatu; 1gG — imunoglobulinas G. Grafikuose
pateikiamas imunoissodintos DNR kiekis nuo visos Igstelés DNR. Stulpeliai vaizduoja vidurkius su
standartine paklaida, n = 4, * p < 0,05 (pagal Mano — Vitnio testg).
3.5. Metilintos DNR imunois$sodinimas

Sio darbo metu taip pat buvo tirti enSL in vitro decidualizacijos metu vykstantys
decidualizacijoje dalyvaujanéiy geny promotoriniy ir egzoniniy sriciy DNR metilinimo poky¢iai.
Modifikacija tirta atliekant MeDIP metoda. Tam atlikinti buvo naudojami antikiinai prie§ 5-mC.
Atlikti keturi nepriklausomi MeDIP analizés pakartojimai su skirtingy pacienty enSL. Kaip ir

CHIP-KPGR atveju, pasirinkti analizuoti 5 genai: WNT4, HAND2, FOXO1, HOXA10, STAT5A.
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Papildomai kaip referentinis genas naudotas hipometilintas p—aktino (ACTB) geno promotorius. Sio
geno promotorius yra hipometilintas, kadangi ACTB priklauso ,,namy ruo$os® genams, kurie nuolatos
reiskiami lastelése. MeDIP rezultatai pateikiami kaip procentiné dalis nuo bendro DNR kiekio, kuri
buvo gauta imunoissodinant bendrg DNR kiekj su antikinu pries 5-mC.

Rezultatai parodé, jog visy analizuoty geny promotoriy sritys pasizyméjo zemu DNR metilinimo
lygiu dar prie§ indukuojant enSL in vitro decidualizacijai. DNR metilinimas promotoriy ir egzony
regionuose reik§mingai nepakito ir per pirmasias 24 decidualizacijos indukcijos valandas. Be to,
patvirtinta, kad WNT4, FOXO1 ir STAT5A geny promotoriy sritys daug maziau metilintos nei
egzonings sritys (3.9 pav.). Tiesa, HAND2 ir HOXA10 geny metilintos DNR lygis tiek promotoriy, tiek
egzony srityse buvo mazas ir nustatyti statistiSkai reikSmingi pokyciai. DNR metilinimo lygis ACTB
promotoriaus srityje buvo mazas ir nekintantis.

WNT4 promotorius WNT4 egzonas HAND2 promotorius HAND2 egzonas

0.6 *
1

1.5

o
f=]
]

1.5q

1.0 40 1.0 0.4+

0.5+ 20 0.54 0.2+

Imunoprecipituotos DNR kiekis, %

Imunoprecipituotos DNR kiekis, %

0.0- 0.0 0.0-

Imunoprecipituotos DNR kiekis, %
Imunoprecipituotos DNR kiekis, %

K 6val 24val IgG K 6val 24val IgG K 6val 24val IgG K 6val 24val IgG
FOXO1 promotorius FOXO1 egzonas HOXA10 promotorius HOXA10 egzonas
S 15+ = 50+ S 15+ S 15+
K K g K
3 3 3 K
= = 40 = =
g E 2 g
Z 1.0 5 50 Z 1.0 g 10
S 8 g 8 *
s} IS} ° IS} *
2 2 204 3 2
2 0.5 = 3 05+ 2059 T !
] ] 3 ]
=) 5 101 z 5
Q
o o o o
5 5 < 5 | |
£ 0.0~ E 0- 2 0.0- E 00 T T T T
K 6val 24val IgG K 6val 24val IgG - K 6val 24val IgG Kontrolé6 val 24val IgG
STAT5A promotorius STAT5A egzonas ACTB1 promotorius
S 154 S 50+ S 0.5+
@ a 3
3 kil 3
- 2 40 £ 0.4
[ o x
Z 10+ = =
& 2 30+ 2 0.31
»
=] 2 o
[=} [=} ‘5
2 2 204 2 0.2+
2 54 = =
3 3 3
a = 109 5 0.1
=} =} 5]
c c c
=] =] S
E 0- E 0- £ 0.0-
K 6val 24val IgG K 6val 24val IgG - K 6val 24val IgG

3.9 paveikslas. DNR metilinimo poky¢iai geny promotoriuose ir egzonuose enSL in vitro
decidualizacijos metu. Grafikuose pateikiamas imunoissodintos DNR kiekis nuo visos Igstelés DNR.
K — kontrolé; 6 val/24 val — enSL po 6/24 val. poveikio dibutiril-cCAMP ir medroksiprogesterono
acetatu; 1gG — imunoglobulinas G, neigiama kontrol¢. Stulpeliai vaizduoja vidurkius su standartine
paklaida, n =4, * p < 0,05 (pagal Mano — Vitnio testg).
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4. REZULTATU APTARIMAS

Siame darbe nustatyta, kad decidualizacijos metu endometriumo stromos lastelése
decidualizacijai svarbiy geny promotoriy srityse didéja H4 hiperacetilinimo lygis, tuo tarpu DNR
lygis promotoriy srityse yra mazZas dar prieS indukcijg ir nekinta decidualizacijos eigoje.
Veikdamos Kkartu Sios epigenetinés modifikacijos uztikrina tinkama decidualizacijos eiga, kadangi
didelis H4 acetilinimas bei mazas DNR metilinimo lygis geny promotoriy srityse leidzia prie DNR
jungtis specifiniams transkripcijos faktoriams. Tai aktyvina decidualizacijoje dalyvaujanciy geny
raiska. Siy epigenetiniy poky¢iy svarba patvirtina ir A. M. Retis — Resendiz tyrimas, kuriame teigiama,
jog DNR metilinimas ir histony acetilinimas atlicka svarby vaidmenj reguliuojant su decidualizacija
susijusiy geny aktyvuma bei kitas endometriumo funkcijas (Retis — Resendiz et al., 2021).

Svarbu pastebéti, kad didesni pokyciai decidualizacijos metu nustatyti H4hiperAc modifikacijos
lygyje. R. Maekawa tyrimo rezultatai rodo, kad DNR yra hipometilinta PRL ir IGFBP1 geny
promotoriuose pries§ ir po enSL in vitro decidualizacijg, tuo tarpu histony acetilinimas Siose sekose
reikSmingai iSauga (Maekawa et al., 2019). Bendro H4hiperAc lygio augimo tendencija enSL
decidualizacijos metu patvirtina ir kiti tyréjai (Cohen et al., 2011; Sugino et al., 2016). Tuo tarpu
atliktame darbe pademonstruotas Hé4hiperAc lygio padidéjimas decidualizacijai svarbiy geny
promotoriy srityse, kas leidzia patvirtinti, kad $i modifikacija yra biidinga decidualizacijos metu
aktyvuojamiems genams. Taip pat jdomu, kad sergan¢iy endometrioze motery endometriume stebimas
H4 hipoacetilinimas, palyginus su kontrolinémis grupémis. Todél manoma, kad sutrik¢ H4 acetilinimo
mechanizmai gali signalizuoti apie reprodukcinés sistemos sutrikimus (Xiaomeng et al., 2013).

Beje, tyrimo rezultatai parodé¢, jog decidualizacijos procese dalyvaujanéiy geny egzony sriciy
DNR metilinimo lygis didesnis nei promotoriy, tac¢iau reik§mingai nekinta per 24 in vitro
decidualizacijos valandas. D. Aran ir kolegy tyrimas taip pat patvirtina, jog aktyviy geny egzonuy
sritims budingas hipermetilinimas (Aran et al., 2011). Didesnis DNR metilinimas geny
koduojanciose sekose padidina transkripcijos efektyvuma, kadangi apsaugo nuo transkripcijos
iniciacijos neteisingoje vietoje. Tai naudinga transkripty splaisingui, kadangi staigus metilinimo
pokytis tarp seky keic¢ia chromatino konformacijg ir taip palengvinamas egzony - introny sandiiros
atpazinimas (Laurent et al., 2010). Tiesa, HAND2 ir HOXA10 geny egzoninése srityse nustatytas mazas
DNR metilinimo lygis. Tokie rezultatai gal¢jo buiti gauti del to, kad tyrime naudoti pradmenys yra
nukreipti ne j CpG regionus ar egzonus, todél pasirinktos sekos néra jtraukiamos j baigtinj iRNR
produktg po splaisingo (angl. skipped exons). Taigi néra aiSku, ar nustatyti reik§mingi skirtumai
HAND?2 ir HOXA10 geny egzonuose i8 tiesy turi reguliacing reik§me lastelése.
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Taip pat darbe parodyta, jog db—cAMP kartu su MPA geba indukuoti enSL in vitro
decidualizacija. Db-cAMP kaip pagrindinio decidualizacijos induktoriaus vaidmenj patvirtina ir kity
mokslininky tyrimai (James-Allan et al., 2018; Ko et al., 2019; Xiong et al., 2020). Tiesa, Y. Xiong ir
kolegy tyrime kaip ir Siame darbe nustatyta, jog pavienio cAMP poveikis yra gerokai silpnesnis nei
naudojant cAMP kartu su MPA. To priezastis yra ta, kad progesteronas reikalingas aktyvuoti ir
palaikyti morfologinius ir biocheminius procesus decidualizacijos metu, o cAMP didina lasteliy
jautruma progesteronui. Todél $iy dviejy induktoriy sgveika palengvina salygas progesterono veikimui
ir spartesnei in vitro decidualizacijos eigai (Xiong et al., 2020).

Be ENSL savybés virsti decidualinémis lgstelémis, parodytos ir kitos jy diferenciacijos
kryptys. Kokybiskai vertinant enSL diferenciacijos plastiSkumg pastebéti kiekvienam Igsteliy tipui
budingi morfologiniai pokyciai, kaupiami specifiniai audiniams produktai. Déka savo
ivairiagaliSkumo enSL ne tik prisideda prie endometriumo funkcinio sluoksnio atkiirimo kiekvieno
meénesiniy ciklo metu, bet gali baiti panaudotos ir kity audiniy regeneracijai (Darzi et al., 2016).

Apibendrinant, vykstant in vitro decidualizacijai enSL patiria daug morfologiniy ir biocheminiy
poky¢iy, prie kuriy prisideda ir DNR metilinimas bei H4 histony hiperacetilinimas. Tinkamas S$iy
epigenetiniy modifikacijy valdymas yra kritiSkai svarbus, nes nuo jo priklauso decidualizacijoje
dalyvaujanc¢iy geny raiSka ir ankstyvojo néstumo eiga. Be to, enSL gebéjimas virsti | keliy skirtingy
audiniy lasteles jrodo jy platy diferenciacijos potencialg ir pritaikymo mediciniuose tyrimuose

galimybes.
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ISVADOS

. Endometriumo stromos lgstelés pasizymi jvairiagaléms lgsteléms biidingu plastiSkumu ir geba
diferencijuoti adipogenine, osteogenine, miogenine, neurogenine ir chondrogenine kryptimis.
Dibutiril-cAMP aktyvuoja decidualizacijos procesus endometriumo stromos Igstelése, 0
kombinuotas poveikis kartu su medroksiprogesterono acetatu zymiai sustiprina ir reikSmingai
padidina decidualizacijai budingy zymeny PRL ir IGFBP1 raiska.

Bendras histono H4 hiperacetilinimo modifikacijos lygio kiekis endometriumo stromos lasteliy
decidualizacijos metu didéja.

. WNT4 ir HAND2 geny promotoriy srityse histono H4 hiperacetilinimo kiekis endometriumo
stromos lgsteliy decidualizacijos metu didéja, 0 DNR metilinimo lygis decidualizacijoje
dalyvaujanc¢iy geny (WNT4, HAND2, FOXO1, HOXA10, STAT5A) promotoriy ir egzony srityse

nekinta.
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ENDOMETRIUMO STROMOS LASTELIU DIFERENCIACIJOS IR EPIGENETINIU
POKYCIU TYRIMAS

SANTRAUKA

Endometriumo stromos Iastelés sudaro didziausia gimdos vidinio sluoksnio, vadinamo
endometriumu, dalj. Jos yra atsakingos uz audinio proliferacija, regeneracija, atsidalijimg ménesiniy
metu ir gimdos pasiruoSimg néStumui. | fibroblastus panasiy stromos lasteliy diferencijavimas |
sekrecines decidualines lgsteles yra vienas 1§ pagrindiniy sékmingo néstumo etapy.

Sio tyrimo tikslas — jvertinti endometriumo stromos lasteliy diferenciacijos potenciala ir pladiau
istirti  decidualizacijos metu vykstancius epigenetinius pokycius. Endometriumo stromos lgstelés
naudojant specifines diferenciacijos terpes indukuotos diferenciacijoms | keletg lasteliy tipy. Jy
plastiSkumas ir decidualiniy stromos lasteliy geny raiska jvertinti naudojant atitinkamus Igsteliy dazus
ir kiekybing realaus laiko PGR. Taip pat darbe buvo naudojami Western blot, chromatino
imunoissodinimo (ChIP) ir metilintos DNR imunoissodinimo (MeDIP) metodai, siekiant jvertinti
histono H4 hiperacetilinimo ir DNR metilinimo pokyc¢ius endometriumo stromos lgstelése in vitro
decidualizacijos metu.

Rezultatai parodé, kad endometriumo stromos Iastelés gali diferencijuoti adipogenine,
osteogenine, miogenine, neurogenine ir chondrogenine kryptimis. Taip pat patvirtinta, kad db—cAMP
sukelta decidualizacija gali buti pagreitinta naudojant MPA. Be to, buvo jrodyta, kad in vitro
decidualizacijos metu DNR metilinimo lygis decidualiniy geny promotoriuose nesikeicia ir iSlieka

zemas, o histono H4 hiperacetilinimas didéja.
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EPIGENETIC MODIFICATIONS AND DIFFERENTIATION OF ENDOMETRIAL
STROMAL CELLS

SUMMARY

Endometrial stromal cells make up the most significant part of the inner layer of the uterus,
called the endometrium. They are responsible for tissue proliferation, regeneration, menstrual
breakdown, and uterine preparation for pregnancy. In vivo they are responsible for forming
temporary uterine tissue — decidua. The differentiation of fibroblast-like stromal cells into secretory
decidual cells is one of the key steps for establishing a successful pregnancy.

The aim of this research was to determine the plasticity potential of endometrial stromal
cells and investigate the epigenetic modifications that occur during the process of in vitro
decidualization. Endometrial stromal cells were induced to differentiate into several cell types using
specific differentiation media. Their plasticity and gene expression profile of decidualized stromal
cells were assessed using precise cell dies and quantitative real-time PCR, respectively. Also,
Western blot, Chromatin immunoprecipitation (ChIP) and methylated DNA immunoprecipitation
(MeDIP) methods were used to evaluate histone H4 hyperacetylation and DNA methylation
changes in endometrial stromal cells during in vitro decidualization.

Results showed that endometrial stromal cells can differentiate into adipogenic, osteogenic,
myogenic, neurogenic and chondrogenic lineages. As well, it was confirmed that decidualization
induced by db—cAMP can be accelerated with MPA. Finally, it was shown that during in vitro
decidualization DNA methylation statuses in decidual gene promoters do not change and remain

low, while histone H4 hyperacetylation increases.
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