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Santrumpos

DHP - 1,4-dihidropiridinas

hMSC — Zmogaus mesenchiminés kamieninés lastelés
IL-1p — interleukinas-1beta

MSC- mesenchiminés kamieninés lgstelés

NIF — nifedipinas

TGF-1B3 — transformuojantis augimo faktorius-1beta3

TRP — trumpalaikis receptoriaus potencialas



IVADAS

Kamieninés Igstelés sulauké mokslinio, klinikinio ir visuomenés susidomejimo, dél savo
savybés atsinaujinti ir galimybés iSsivystyti | specifinius lgsteliy tipus, priklausomai nuo jy
Saltinio ir biologinio plastiSkumo. Tikimasi, kad kamieninés lgstelés galés biiti panaudojamos

regeneracinéje medicinoje pazeistoms Igsteléms ar audiniams pakeisti (Berger et al., 2016).

Per joninius kanalus tekancios srovés svarbios kamieniniy Igsteliy funkcionavimui. Be
to, atskiry joniniy kanaly eksresija gali priklausyti ir nuo diferenciacijos pobuadzio. Informacija
apie aukstos jtampos valdomus L-tipo kalcio kanalus priestaringa, vieni autoriai teigia, kad jie
yra lastelése, kiti jog ne. L-tipo kalcio kanalai, priklausantys jtampos valdomiems kanalams yra
svarbis jvairiuose fiziologiniuose procesuose organizme, jskaitant ir neurotransmisija, lasteliy
cikla, raumeny susitraukimg, Sirdies veikimo potencialg ir geny raiSka. Netinkamas kalcio
kanaly reguliavimas yra susijes su neurologiniais, Sirdies ir kraujagysliy, psichikos ir raumeny
sutrikimais (Xu et al., 2021). Nagrinéjant kamieniniy lasteliy potencialg regeneracingje
medicinoje svarbu i$siaiskini ar ir kaip S$iy joniniy kanaly ekspresija kinta kauly ciulpy

kamieninése Igstelése diferenciacijos metu (Li et al., 2005).

Siame darbe zmogaus kauly ¢ulpy kamieninése lastelése buvo tiriama, ar paveikus
skirtingais faktoriais, skatinanciais chondrogening diferenciacija, tokiais, kaip elektriné
stimuliacija, transformuojanciu augimo faktoriumi-133, interleukinu-1p, turi jtakos per L-tipo

kalcio kanalus tekanéioms srovéms, lastelés ramybés potencialui ir jéjimo varZai.

Sio darbo tikslas — nustatyti kaip chondrogeninés diferenciacijos metu keiciasi kauly

Ciulpy kamieniniy lasteliy elektrofiziologinés savybés.
Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti ar elektriné stimuliacija, interleukinas-1p, transformuojantis augimo
faktorius-1p3 jtakoja L-tipo jtekancias kalcio sroves kamieninése Igstelése.

2. Nustatyti ar elektriné stimuliacija, interleukinas-1p, transformuojantis augimo
faktorius-1p3 jtakoja kauly ¢iulpy kamieniniy lasteliy ramybés potenciala.

3. Nustatyti ar elektriné stimuliacija, interleukinas-1p, transformuojantis augimo

faktorius-1p3 jtakoja kauly ¢iulpy kamieniniy Igsteliy j&jimo varza.



1. LITERATUROS APZVALGA

Zmogaus kiina sudaro daugiau nei 200 skirtingy lasteliy tipy. Lastelés suskirstytos i
audinius ir organus, tam jog uztikrinty reikalingas funkcijas gyvybingumui ir dauginimuisi.
Domintis istoriSkai, biologai pirmiausia nagrinéjo jvykius, kurie jvyksta prie§ gimimg. XX a.
antroji pusé zinoma kaip biologijos raidos laikotarpis, nes pagrindiniai reguliavimo keliai
kontroliuojantys audiniy specifikacija ir morfogeneze, buvo apibudinti molekuliniy lygiu
(Arias, 2008).

1.1. Kamieninés lastelés ir jy savybés

Kamieninés lgsteles galima apibudinti kaip nespecializuotas Zmogaus kiino lgsteles,
kurios sugeba diferencijuotis i bet kurig organizmo lastele ir turi gebé&jima atsinaujinti
(Zakrzewski et al., 2019).

I$skiriami du placiausi zinduoliy kamieniniy lgsteliy tipai: embrioninés lastelés, kuriy
yra blastocituose ir suaugusiyjy kamieninés Igsteles, kurios randamos suaugusiyjy Zmoniy
audiniuose. Embriono vystymosi metu, kamieninés lgstelés gali diferencijuotis ] visus
specializuotus embrioninius audinius. Daugelyje organy ir audiniy randama suaugusiyjy
kamieniniy Iasteliy, bet kiekviename rastame audinyje yra labai mazas Siy lasteliy skaiCius.
Suaugusiyjy kamieninés lgstelés licka ramybés biisenoje (nesidalina), bet jas suaktyvinti gali
liga ar audiniy pazeidimas. Suaugusiyjy kamieninés lgstelés veikia kaip kiino atstatymo
sistema, palaikanti normalig organy regeneracija, tokiu kaip: kraujas, zarnyno audiniai, oda
(Kumar et al., 2010).

Pradiniy kamieniniy lgsteliy tyrimy tikslas buvo suprasti kaip audiniai yra palaikomi
suaugusiyjy zmoniy kiine, o ne kaip atsiranda skirtingi lasteliy tipai embrione. Tam tikruose
audiniuose yra lasteliy heterogeniSkumas: kai kuriuose audiniuose, pavyzdziui, odos, kraujo ir
zarnyno epitelyje, diferencijuoty lgsteliy gyvenimo trukmé trumpa ir jos negali savaime
atsinaujinti. Visa tai, paskatino sampratg, kad tokius audinius palaiko kamieninés lastelés,
kurios buvo apibréztos kaip dideliy atsinaujinimo pajégumu ir galimybe generuoti dukterines
lasteles, kurios toliau diferencijuojamos (Lajtha, 1979). Sias savybes turin¢ios lastelés gali
sukurti tik diferencijuotas linijas kurios tinkamos audiniui, kuriame jos gyvena, dél to

vadinamos daugiapotencinémis arba unipotencinémis (1 pav.) (Watt ir Driskell, 2010).
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1 pav. Kamieniniy lasteliy kilmé. Saltinis: adaptuota pagal Watt ir Driskell, 2010.

Pluripotentinémis lastelémis apibtidinamoms tos kurios gali suformuoti visus suaugusio
organizmo lasteliy tipus. O jeigu ir gali kartu suformuoti papildomus embriono audinius tada —
totipotencinés. Multipotencinés kamieninés Igstelés gali suformuoti kelis vienos giminés
lasteliy tipus, pavyzdys - kraujodaros kamieninés lgstelés. Jeigu lgstelés sudaro vieng tipa,
pavyzdziui — spermatogoninés kamieninés lgstelés, tokios Igstelés — vienpotentinés (Jaenisch ir

Young, 2008).

1.2. Kamieniniy lasteliy Saltiniai

Pradzioje paminéti, placiausiai i$skirty kamieniniy Igsteliy tipai: embrioninés ir
suaugusiyjy kamieninés lgstelés. Embrioninés kamieninés lastelés yra iSskiriamos i§ vidinés
blastocistos lasteliy masés, norint jas iSskirti reikalingas embriono sunaikinimas. Nervines -
surenkamos 1§ skilvelio pogumburio ir hipokampo pogrindinio sluoksnio. Kauly ciulpy
kamieninés lgstelés - i§ ilgyjy kauly Ciulpy ertmés (dar vadinamos porétosios). Riebalinés
kilmés kamieninés lgstelés iSskiriamos i§ poodiniy riebaly, dazniausia atliekant tokias
procediiras kaip riebaly nusiurbimas. Odos kamieninés lastelés - surenkamos i§ dermos.

Vaisiaus audinys isskiriamas i$ vaisiaus vandeny, virkstelés kraujo ar virkstelés audinio Igsteliy



populiacijos. Ir danty minkstimo kamienines lasteles, galima surinkti i§ pieniniy danty (2 pav.)
(Fairbairn, 2015).
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2 pav. Skirtingi kamieniniy Igsteliy 3altiniai. Saltinis: adaptuota pagal Fairbairn, 2015.

1.3. Mesenchiminés kamieninés lastelés

Mesenchiminés kamieninés lgstelés (MSC) - daugiapotencinés stromos lastelés,
galinCios atsinaujinti, pasizymincios daugialype diferenciacija. MSC gali buti iSskiriamos i$
jvairiy audiniy: virks$telés, endometriumo polipy, menstruacijy kraujo, kauly ¢iulpy, riebalinio
audinio ir kt. Vystymosi metu, MSC gali diferencijuotis j jvairias mezodermos, ektodermos ir
endodermos linijas, tokias kaip: kaulai, riebalai, chondrocitai, raumenys, neuronai, kepeny
lastelés esant specifinéms in vitro sglygoms (Ding et al., 2011). Diferenciacijg, taip pat
reguliuoja ir genetiniai faktoriai, susije su transkripcijos veiksniais. Diferenciacija gali vykti
pagal tam tikrg fenotipo kelig, kontaktuoti su kai kuriais reguliavimo genais ir sukelti
nediferencijuoty lasteliy vystymasi pagal tam tikrg giming (Dennis et al., 2002). Kauly ¢iulpy
mezenchiminés kamieninés lgstelés, gaunamos 18 kauliy ¢iulpy sudaro <0,0001% visy lasteliy.

Atsizvelgus | lengva prieinamumg, daugialypés diferencijos ir mazo imunogeniSkumo
8



pranasumus, MSC buvo placiai istirtos ir daug zadancios gydant jvairias imuninés sistemos

sukeltas ligas arba audiniy defektus (Li ir Qu, 2017).

1.4. Elektros stimuliacija

Elektrocheminiais signalais Igstelés bendrauja tarpusavyje ir su aplinkiniais audiniais,
organais. Signalai kyla i$ teigiamai ir neigiamai jkrauty jony peréjimo per lasteliy membranas
ir yra pagrindiniai reguliuojantys lasteliy funkcijas, embriono vystymasi, gijima ir taip pat
regeneracija (Heng et al., 2020). Dél Sios aktyvios jkrauty jony pernaSos ] lastelg ir i$ jos

atsiranda transmembraninés jtampos gradientas (Bhavsar et al., 2019).

Elektrinés stimuliacijos metodai daugiausiai gali buti suskirstyti j tris tipus: tiesioginis
sujungimas, talpinis sujungimas ir elektromagnetinio lauko naudojimas (Chen et al., 2019).
Tiesioginis sujungimas - elektrodai jtempiami tiesiai j lasteliy kultiiros terpg ir pritvirtinami
prie pastoliu (kurie jimituoja audinio mechanines ir norimas biologines savybes), kad gauty
elektring stimuliacijg. Tai, populiariausias metodas d¢l paprasto veikimo, bet trikumai, tokie
kaip: nepakankamas elektrodo biologinis suderinamumas, kontaktas su terpe lemia
temperatiiros kilima, pH pokycius ir galimus kenksmingy Salutiniy produkty susidarymus
(Samadian et al., 2016). Talpinis sujungimas — du elektrodai dedami prieSinguose galuose, kad
numatyti vienodg elektrinj laukg j Igstelés pasétas ant pastoliy, kurie aptinkami tarp elektrody.
Tai biologiSkai saugesnis metodas palyginus su pirmuoju ir nereikalingi laidis pastoliai, kad
buty uztikrinta vienoda elektriné¢ stimuliacija. Treias tipas, tai indukcinis sujungimas
naudojantis valdomg elektromagnetinj lauka, kurj sukuria laidi rité, iSdéstyta aplink lasteliy
kultiros sistemg ir vadinama — elektromagnetinio lauko stimuliavimu. Stimulas yra
perduodamas pulsu, jog imituotu natiiraly potencialo perdavimg Zmogaus kiine (Chen et al.,
2019). Sis metodas suteikia potencialo 3alia tikslinés lastelés, o ne tiesiogiai taiko elektrine
stimuliacija lasteléms. Pagrindinis trilkumas — laiko ir iStekliy suvartojimas pvz., reikalinga 10

valandy stimuliacija arba gana auksta jtampa (Fu et al., 2014).

Skirtingos stimuliacijos formos gali sukelti lgsteliy dauginimasi, diferenciacija, visisSka
audinio atstatyma, bet parinkta netinkama elektriné stimuliacija gali sukelti 1gsteliy mirtj arba
nepaveikti stimuliuojamy lasteliy (Nuccitelli et al., 2013). Manoma, kad elektrinés stimuliacijos
galimas veikimo biidas yra susije¢s su Igstelés membranos depoliarizacija dél tiesioginio jtampos
nukreipto Ca®* aktyvavimo kanaly, o tai lemty lastelés kalcio jony koncentracijos padidéjima
(Leppik et al., 2020).



1.5. Transformuojantis augimo faktorius

TGF-B reguliuoja lasteliy diferenciacijg ir dauginimasi, embriono vystymasi, zaizdy
gijima ir naujy kraujagysliy formavimgsi (Blobe et al., 2000). ISskiriamos trys TGF-$
izoformos: TGF-1, TGF-B2 ir TGF-B3, Sias paminétas izoformas koduoja atskiri genai. TGF-
B1 - RNR (mMRNR) ekspresuojamas endotelio, kraujodaros ir jungiamojo audinio Igsteliy, TGF-
B2 iRNR epitelio ir neurony lasteles, TGF-B3 iRNR pirmiausia mezenchiminése lastelése.
Augimo metu TGF-B1 ir TGF-B3 raiska vyksta ankstyvuose struktiirose, kuriuose vyksta
morfogeneze, o TGF-B2 pasireiskia véliau subrendusiame ir diferencijuojan¢iame epitelyje
(Taipale et al., 1998). Transformuojantis augimo faktorius-1 beta 3 (TGF-133) daugiafunkcinis
augimo faktorius, unikalus dél to, kad jo yra tik Zinduoliuose, daugiausia iSskiriamas kaip

laterinis kompleksas ir i§ karto laikomas tarplastelinéje matricoje (Xu et al., 2018).

1.6. Interleukinas

Interleukinai - citokiny rasis, kuri pradzioje buvo manoma, jog randama vien
leukocituose, taCiau nustatyta, jog jas gamina daugelis kity kiino lgsteliy. Interleukinas (IL) yra
svarbus aktyvinant ir diferencijuojant imunines lasteles, bei dauginantis, brendimo metu taip
pat turi uzdegimg slopinanc¢iy savybiy. Pagrindiné IL funkcija - augimo, diferenciacijos ir
aktyvacijos moduliavimas uzdegimy ir imuniniy atsaky metu. Sios medZiagos susideda i3
didelés grupés baltymy, kurie gali sukelti reakcijas lastelése ir audiniuose, kuomet jungiasi
receptoriai lasteliy pavirSiuose. Taip pat turi parakrining (Igstelés i$skiria signalines molekules,
kurios veikia Salia esancias lasteles), autokrining (signalizuojanciy molekuliy tiksliné lastele

yra ta pati lastelé, i$ kurios jie gaminami) funkcijas (Akdis et al., 2011).

Manoma, jog IL-1, uzdegiminis citokinas, turintis skirtingas fiziologines funkcijas ir
patologing reik§me, svarbias sveikatos ir ligy srityje (Kaneko et al., 2019). Zmogaus sekos
algoritmo technologijos §iuo metu nustaté, kad IL-1 Seimg sudaro 11 nariy (IL-1a, IL-1f, IL-
1Ra, IL-18, IL-33, IL-360, IL-36pB, IL-36y, IL-36Ra IL-37 ir IL-38), kurie turj panaSy ar
skirtingg biologinj poveikj (Dinarello et al., 2010). IL-1 turi dvi atskiras formas, IL-1a ir IL-
1B, jos iSskiriamos 1§ dviejy skirtingy kDNR, bet pagal biologines funkcijas jy atskirti negalima
(Lachman et al., 1977). Atitikimas tarp IL-1a ir IL-1p néra didelis (27%) pagal aminoriig§ciy
sekas, taip pat jos abi struktiriskai panasios, pastebimos tos pacios funkcijos, kuomet dalijimasi
bendru IL-1 tipo receptoriumi. IL-p gaminamas kaip 269-AA pirmtakiy baltymas, apdorojamas
kaspaze-1, kuris zinomas kaip IL-1B konservuojantis fermentas, aktyvuojamas uzdegimo.
Apibendrinant, sutrikus IL-1 signalizacijos pusiausvyrai, jis gali prisidéti ne tik, kaip minéta

anks¢iau prie uzdegiminiy ligy, bet ir piktybiniy naviku patogenezés. Siandienai IL-1 taikomi
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biologiniai vaistai pleciasi, nes néra zinomy rimty neigiamy padariniy, todeél tikimasi, kad IL-1
taps patraukliu molekuliniy taikiniu gydant jvairiausias ligas, Kaip autoimuninés ligos ir

infekcinés ligos (Kaneko et al., 2019).

1.7. Nifedipinas

Nifedipinas (Nif) yra kalcio kanaly blokatorius priklausantis dihidropiridino poklasiui
(Sorkin etal., 1985). Specifiskai priskiriamas kaip L-tipo kalcio kanaly blokatorius ir yra vienas
i§ efektyviausiy, bei saugiausiy vaisty pripazinty Pasaulio sveikatos organizacijos. Nifedipinas

slopina Ca?* srauta ir yra tinkamas gydyti hipertenzijai (Yang ir Friedlander, 2001).

1.8. Ramybés potencialas

Membranos ramybés potencialas — keliy skirtingy jony rusiy judéjimo plazmos
membranoje jvairiais jony kanalais ir transporteriais rezultatas, kuris lemia skirtingus
elektrostatinius kriivius per lastelés membrang. Neurony ir raumeny lgstelés yra suzadinamos,
todel Siy Igsteliy tipai gali pasikeisti i§ ramybés busenos  suzadintg. Lastelés ramybés biisenoje
membranos potencialas apibtidinamas kaip elektrinio potencialo skirtumas lastelés plazminéje
membranoje kuomet lgstelé nesuzadinta. ISskiriama keletas svarbiausiy jony, kurie prisideda
prie ramybés potencialo, tai Na* ir K*, taip pat prisideda jvairiis neigiamai jkrauti vidulgsteliniai
baltymai, organiniai fosfatai kurie negali pereiti lastelés membranos. Kadangi, ramybeés
biisenoje plazminé membrana turi didesnj K* pralaiduma, ramybés membranos potencialas (nuo
-70 mV iki — 80 mV) yra daug ar¢iau K* pusiausvyros, nei Na* (+65 mV). Tai parodo svarby
dalyka - kuo pralaidesné plazminé membrana tam tikram jonui, tuo labiau jonas prisidés prie
membranos potencialo reik§meés, tai reiskia, kad bendras membranos potencialas bus artimesnis

dominuojancio jono pusiausvyros potencialui.

Depoliarizacija parodo membranos potencialo teigiamumo padidéjima, o
hiperpoliarizacija — membranos potencialo neigiamumo padidéjima. Sie reiskiniai dazniausiai

jvyksta tiek suzadinamuose, tiek ir nesuzadinamose lastelése (Wright, 2004).

1.9. L-tipo jtampos valdomi kalcio joniniai kanalai

Lasteliy membrana - fosfolipidy dvisluoksnis - i§ esmés yra nejveikiamas barjeras jony
srautams. D¢l §io barjero, jony pernasa vykdoma membranoje jterptais specializuotais baltymy
nesikliais — jony kanalais (Bezanilla, 2008). Jony kanalai suaktyvéja pajutus dirgiklius, tokius kaip
membranos jtampa ar jungimasis su ligandu ir tai transformuojama j konformacinius poky¢cius,

kurie atveria kanalo poras (Horrigan ir Aldrich, 2002).
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Jony kanalai turi keletag nejprasty savybiy, dél kuriy jie yra daugelio biocheminiy,
biofizikiniy ir taip pat fiziologiniy tyrimy objektas. Pirmiausia jie yra labai selektyvis, i$skiria ne
tik anijonus ir katijonus, monovaleninius ir dvivalentinius jonus (pvz., Na*, K*, Ca®"). Kita svarbi
savybé, reakcija j specifinius signalus, ramybés bisenoje kanalai yra sandariai uzdaryti ir
nepralaidas, taciau jie atsidaro arba pasikeitus membranos potencialui, arba tam tikram ligandui.
Pagal §j apibiidinima jony kanalai sudaryti i§ dviejy funkciniy daliy: selektyvumo filtro — jis nustato,
kurie jony tipai gali bati perduoti per membrang ir varty— kuriuose nurodoma, kokiomis saglygomis
kanalas atidarytas. Pagal tai kanalai suskirstyti j dvi pagrindines klases ir nukreipimo funkcija:

jtampos kanalai ir ligandiniai kanalai (Hucho ir Weise, 2001).

Itampa veikiami kalcio kanalai tai transmembraniniai jony kanaly baltymai, kurie
selektyviai praleidzia kalcio jonus per lgstelés membrang, reaguodami j membranos potencialg
depoliarizacijos metu (Feng et al., 2018). Paulas Fattas ir Bernardas Katzas 1953 m. nustaté,
kad véziagyviy raumenyse yra kalcj praleidzianéiy jony kanaly (Prakash et al., 2015). Pagal
elektrofiziologines savybes, jtampos valdomus kalcio kanalus galima suskirstyti j zemos ir
aukstos jtampos aktyvuotus kanalus (Dolphin, 2016). Aukstos jtampos aktyvuoti kanalai yra L,
P/Q, N, R tipo, o Zemos jtampos kanalas — T tipo (Feng et al., 2018). Mokslininkai Hess ir kt.,
(1984) nustaté, kad aukstos jtampos kanalai yra jautrts 1,4-dihidropiridinams (DHP) L-tipo
kalcio kanaly antagonistams (Tang et al., 2014).

L-tipo kalcio kanalai - pagrindinis kalcio patekimo j lgsteles kelias ir kaip minéta,
priskiriami prie aukstos jtampos aktyvuotu kanaly grupés. Jie buvo pavadinti ,,L* dél ilgai
trunkanc¢iy vidiniy sroviy depoliarizacijos proceso (Zamponi, 2016). Struktariskai L-tipo
jtampos kalcio kanalg sudaro keli skirtingi subvienetai kurie apima pagrindines poras
formuojancius al subvienetus, pagalbinius subvienetus - a2 / &, p ir y (Dolphin, 2016).
Pagalbiniai subvienetai yra nekovalentiski az subvieneto tolygioms biofizinéms savybém (Bodi
et al., 2005). a1 subvienetas atitinka poras formuojanti L-tipo kalcio kanalo segmentg, kuris
leidzia praeiti Ca?* jonams ir susideda mazdaug i 2000 aminoriigiciy. Kiti komponentai,
pagalbiniai subvienetai modifikuoja kanalo funkcijas, pvz., B subvienetas ir 026 — subvienetas
pagreitina kanalo aktyvacijos ir deaktyvacijos kinetikg ir Zymiai padidina joninés sroveés
laiduma (Dolphin, 2013).

Pagrindinés kanaly biofizinés ir farmakologines savybe, jskaitant jtampos jutima, jony
pralaiduma ir jungimasi su vaistais, nustato - a1 subvienetas, kuriame yra keturi homologiniai
pasikartojimai, kiekvienas pasikartojimas susideda i§ SeSiy membrana apimanciu spiraliy
(Zamponi, 2016). Remiantis a1 subvienetu skirtumais, L-tipo jtampos kalcio kanalai turi keturis

potipius: Cavl.1, Cavl.2, Cavl.3, Cavl.4, jie placiai pasiskirste tarp skirtingy audiniy ir

12



lasteliy, bei pasizymi skirtingomis biofizinémis ir farmakologinémis savybémis (Tan et al.,

2019).

1.10. Jony kanalai kamieninése Iastelése

Ivairiy jony kanaly srovés egzistuoja tarpusavyje kamieninése Igstelése. Apima jtampa
valdomy K* jony sroves, Ca®" jony aktyvuojamos K* jony sroves, greitai inaktyvuojanti
iStekanti K sroveé, hiperpoliarizacija aktyvuojancias ciklinio nukleotido reguliuojancio katijono
sroves, chlorido sroves, jtampa valdomo Na® sroves, L-tipo kalcio sroves, trumpalaikio
receptoriaus potencialo (TRP), neselektyvias katijony sroves. Sios srovés egzistuoja
embrioninése lastelése, mezenchiminése Igstelése i§ kauly Ciulpy, riebaliniame audinyje,
zmogaus virkStelés venoje, nervinése kamieninése lastelése, Sirdies kamieninése lgstelése,

skirtingy rusiy gautuose pluripotencinése kamieninése lastelése (Li ir Deng, 2011).

Yra penkios skirtingos jony kanaly srovés iSreikStos nediferencijuotomis
mesenchiminémis kamieninémis lgstelémis, jskaitant trijy tipy iSorines sroves (Ikca, | 1, ir 1K)

ir dviejy tipy vidinés srové (Ina, lca) (Li ir Xie, 2005).
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2. METODIKA

2.1. Tiriamasis objektas

Sio elektrofiziologiniy savybiy tyrimo objektas yra zmogaus kauly &iulpy kamieninés
lastelés. Buvo tirtos 7 grupés lgsteliy: kontrolinés, paveiktos elektrine stimuliacija, TGF-1p3,
IL-1B, TGF-1p3+nif., IL-1p+ nif. Lastelés buvo gaunamos bendradarbiaujant projekte su
inovatyvios medicinos centru ir tiriamos neurobiologijos ir biofizikos katedroje, Vilniaus

universitete.
2.2. Lasteliy paruoSimas

Lastelés atkeliauja +37°C temperatiiroje, inkubuotos 24 val. chondrogeninéje terpéje.
Elektrine stimuliacija kamieninés Igstelés paveiktos biina 5V, 5Hz, pulso trukmé 8 ms ir
stimuliuotos 24 val. Kamieninés lastelés atvyksta i$sodintos ant stiklelio, kuris i§traukiamas ir
nuplaunamas tirpalu (kuriame yra: (mM) NaCl 150, KCI 5.4, BaCl» 10, MgCl> 2, gliukozé 11,
HEPES 10, jog pH bty 7.4 koreguota su NaOH) (Heubach et al., 2004), tada naudojamos
registravimui. Kai registruojamas nifedipino poveikis, tada papildomai jlasinama nifedipino (10
mM) | tyrimo vonelg. Kamieninés lgstelés yra patalpinamos j tirpalo vonele (tirpalo
sudedamosios dalys kuriuo uzpildyta vonelé, tokios pat kaip naudojamos kamieniniy lasteliy
nuplovimui), ant vonelés dugno ir registruojamos kambario temperatiiroje (~21-23°C).

Likusios kamieninés lgstelés, kurios laukia registravimo laikomos +37°C.
2.3. Registravimas

Elektrofiziologiniy savybiy nustatymas vyksta kambario temperatiiroje (~21-23°C),
lasteles laikant voneléje su registravimui skirtu tirpalu. Kamieninés lgstelés yra analizuojamos
naudojant membranos jony kanaly elektrinio aktyvumo registravima (angl. Patch clamp),
registruojama visos lastelés registravimo budu. Membranos jony kanaly elektrinio aktyvumo
registravimas apibréziamas kaip elektrofiziologinis metodas, naudojamas matuoti srove per
jony kanalus ir Igsteliy membranos potencialg. Membranos jony kanaly elektrinio aktyvavimo
registravimo jrasai gaunami, naudojant elektrolitu uzpildyta astry stiklo mikroelektroda
(Nowotny ir Marra, 2015). Prisijungiant prie lastelés naudotas stiklinis mikroelektrodas, kuris
uzpildytas vidulasteliniy patch misiniu (kurio sudétis: (mM) NaCl 8, KCI 40, K aspartatas 100,
Tris- GTP 0.1, Mg-ATP 5, CaCl>2, EGTA 5, jog pH bty 7.3 koreguota su KOH) (Heubach et
al., 2004).
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Mikroelektrodas (1.5-4.0 MQ) buvo pagamintas i§ borosilikato kapiliaro (World
Precision Instruments, Florida, USA) elektrody iStraukikliu P-1000 (Sutter instruments).

Sidabro-sidabro chlorido elektrodas pritvirtintas kitame kapiliaro gale, uztikrinantis
elektrinj tgstinumg pamatiniui elektrodui, jdétam | tarplastelinj tirpala. Lipidinis dvisluoksnis
sudarantis Igstelés membrang, susijungia su mikroelektrodu, suformuodamas didelés varzos
kontaktg (gigaominj). Norint gauti didelés varzos kontaktg, pipetés gale suformuojamas
nedidelis teigiamas slégis, jog skystis iSeity i$ pipetés galiuko ir prisitvirtinty prie membranos
vidaus. Kai pipetés galiukas pakankamai uzsandarintas su membrana, iSleidziamas teigiamas
slégis. Norint uztikrinti sandaruma, daznai naudojama nedidel¢ neigiama srove, pagerinti

sandariklio kokybe, bei palaikoma Siek tiek hiperpoliarizuota membrang (Nowotny ir Marra,
2015).

Gavus didelés varzos kontakta, membranos elektrines savybes galima iSmatuoti.
Mikromanipuliatorius yra naudojamas tiksliai nustatyti pipetés padét; (Nowotny ir Marra,
2015). Tada signalai siun¢iami j stiprintuva (naudotas Axoclamp 2A arba Axoclamp 2B (Axon
Instruments) stiprintuvas), kuris kompensuoja jraSymo artefaktus, filtruoja signala ir jj
sustiprina. ~ Stiprintuvo  signalas  atstatomas analoginiu-skaitmeniniu  keitikliu ir
vizualizuojamas, bei saugomas kompiuteryje (Nowotny ir Marra, 2015). Taip pat,
mikroelektrodo varza nuolat buvo stebima. Surinkti duomenys buvo vaizduojami ir

analizuojami naudojant pPCLAMP (Clampfit) programing jranga (3 pav.).

Axoclamp stiprintuvas

X

Clampex kompiuteriné
programiné jranga

Atskaitinis elektrodas

Kamieninés lastelés,
voneléje

3 pav. Membranos joniniy kanaly elektrinio aktyvumo registravimo schema. Saltinis:

adaptuota pagal Nowotny ir Marra, 2015.
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2.4.Naudoti protokolai

Pirmiausia vyksta registravimas visos lastelés diapazone -110 mV iki +40 mV. (4 pav.)

A 4 2 B 4
S
e

| —
| -

=
J o188 | asisss
o 5 Jamirmy

T _peme
*A

Pp
i.
2

}E%: J

1] 02

Tona (5) Swees: 10 Visa:18 of 18

4 pav. Visos lastelés registravimas. Saltinis: sudaryta autoriaus, remiantis duomeny perZiiira,
naudojant laboratorijoje turimg programa Clampfi.

Protokolas kuris naudojamas kanaly registravimui, pirmiausia lIastelé depoliarizuojama
iki -100 mV, kad i$sijungty Igsteléje esancios srovés. Toliau padaromi Suoliukai (-20 mV iki -
80mV) jog matytysi priklausomybé potencialo. Tada lgstelé depoliarizuojma iki -40 mV, nes
L-tipo Ca?" srovés dar nesiaktyvuoja, bet svarbu, jog Na* srovés inaktyvuojamos. Toliau
atliekami 10mV jtampos Suoliukai diapazone nuo -30 mV iki 30 mV, kur manoma jog Ca?*
sroves veikia. IS matomy stimulo atsaky, apskaiciavus, bandoma nusakyti ar yra minéty sroviy.
Sroviy viso registravimo laikas 1000 ms, 0 L-tipo kanaly diapazono vietoje registravimo trukmé
200ms (5 pav.).

I

— | __

Diapazonas kuriame |
manoma yra L-tipo

Strovig

Patikrinimas l
o prilansomybés nuo
J potencialo
- Na' srovés
I inaktyvavimas

Lastelé depoliariznojama
- l iki-100 mV

== oz By} ) o
Tive (3 Swien S Viskia:T of 7

5 pav. Kalciniy sroviy registravimas. Saltinis: sudaryta autoriaus, remiantis duomeny
perziiira, naudojant laboratorijoje turimg programg Clampfi.
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2.5.Duomeny analiz¢ ir pateikimas

Naudojantis Clampfit programa, pirmiausia buvo analizuojami lastelés jrasai. Pirmasis
protokolas, kurio metu lastelé stimuliuojama nuo -110 mV iki +40 mV. Gauti duomenys buvo
vidurkinami 50 ms, dél duomeny tikslumo ir sumazinant triuk§mus registravimo metu. I§ gauty
tasky buvo bréziama voltamperiné charakteristika (pagal vertes nuo -110 mV iki -10 mV),
skai¢iuojama varza pagal tasky vertes nuo 0 mV iki 40 mV pagal voltamperinés charakteristikos
tiesés ir tasky (0 mV iki 40 mV) padétj, buvo vertinama ar tai iStekamos (6 pav.) ar jtekancios

sroves (7 pav.).

3

8

1
Srové, pA

4000 | ®
k L)
3000 5
2000
1000
fal
| ] I ) L | I o= & 3] & i % §§ ©& i & 3 & j]
-120 -100 -80 -60 20 © 20 40 60 80 100 120
-1000
| [tampa, mV
-2000
-3000
-4000
-5000 -

6 pav. Visos lastelés voltamperiné charakteristika, iStekancios sroveés. Saltinis: sudaryta
autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.

3000

Srove, pA

2500
2000

1500

1000
/1(30/-
T el ]

T 1 L L S s I B i |
20 1 20 40 60 80 100 120
-500

e T e
-120 -100 -80 -60

oo Jtampa, mV

-1500
-2000 —

-2500

-3000 -

7 pav. Visos lastelés voltamperiné charakteristika, jtekan¢ios srovés. Saltinis: sudaryta
autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.
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Tada analogiskai buvo analizuojama registravimas diapazone nuo -30 mV iki 30 mV,
kur manoma, jog L-tipo kalcio srovés atsidaro, vidurkinama 50 ms ir i§ gauty tasky nuo -30 iki
-10 mV bréziama tiesiné voltamperiné charakteristika. Pagal tasky iSsidéstyma nuo 0 mV iki
30 mV, tiesés atzvilgiu buvo jvertinta ar sroves iStekancios (8 pav.) ar jtekancios (9 pav.),

paskai¢iuojamos sroviy vertes, i€jimo varza ir ramybés potencialas.

1200
1000
800

600

T 1 T 1
10 20 30 40

Jtampa, mV

-200 -

8 pav. Registruotas diapazonas kur turétu atsidaryti L-tipo kalcio kanalai, voltamperiné
charakteristika, iStekancios sroves. Saltinis: sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.
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18

1800 ¢5 ‘
1600
1400 | o
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40 /135 { 10 20 30 40
200

Jtampa, mV

9 pav. Registruotas diapazonas kur turétu atsidaryti L-tipo kalcio kanalai, voltamperiné
charakteristika, jtekancios srovés. Saltinis: sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.
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Taip pat, toliau analizuojant statistiSkai buvo vertinami duomenys naudojant Studento
neporin] T-testa, buvo lyginamos kontrolinés lgstelés su paveiktomis elektring stimuliacija,
TGF-1B3, IL-1B, TGF-1B3+nif., ir IL-1B+nif. T-testas nustato, ar yra reikSmingas skirtumas
tarp dviejy grupiy vidurkiy, kurie susij¢ panasSiomis savybémis. O analizuojant j&¢jimo varza,
prie -20 mV ir 10 mV, naudojamas porinis T-testas. Vidurkiai reik§mingai skiriasi, jei p <0,05.

Duomenys pateikiami kaip vidurkis = standartinis nuokrypis (n = lgsteliy kiekis).
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3. REZULTATAI

Lasteliy analizé atliekama naudojant kity tyréjy uzregistruotus jraSus. Darbe nagrinétos
kamieninés Igstelés, kuriy jrasai atitinka Siuos kriterijus: tiesiné voltamperiné charakteristika,
stabilus registravimo jrasas, nedepoliarizuotos, ramybés potencialas neigiamesnis nei -5 mV. I8
gauty 175 jraSy pagal auksciau jvardintus kriterijus atrinkta 118 jraSy tinkamu nagrinéti. Visi
duomenys buvo vidurkinami 50 ms tikslumu, norint iSvengti triuk§my, gauti tikslesnius

duomeny rezultatus.

Tyréme, ar lastelése matoma L-tipo jtekanti kalcio srove. Tam lgstelés buvo stimuliuotos
nuo -30 mV iki 30 mV ir registruotas atsakas ties 10 mV. L-tipo kalcio srove vertinome kaip
normuota apskaiciavus pagal voltamperine tiese ir nuo jos nutolusiy taSky atstumg, gautas
atstumas parodo sroves verte, kadangi Iastelés skirtingos srovés suvienodinamos gauta rezultatg
padalinus i§ sroves vertés prie 10 mV. Kontroliniy kamieniniy Igsteliy normuotos L-tipo kalcio
sroves (n=23) vidurkis buvo -0,001+0,05 mV. Tyréme, ar stimuliacija elektros impulsais jtakoja
normuota L-tipo kalcio srove. Gavome, kad po elektrinés stimuliacijos normuota kalcio srove

buvo -0,20+0,03 mV (n=16) ir nesiskyré nuo kontrolinés (10 pav.).
0.08 -
0.06
0.04 -
0.02 -

0.00 T 1

-0.02

-0.04 -

Normuotos Ca”" sroves prie 10 mV

-0.06 Kontrolé El. stimuliacija

-0.08 -

10 pav. Normuotos Ca?* srovés prie 10 mV, kontrolinés ir elektring stimuliacija paveiktos.
Saltinis: sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.

Tyréme ar poveikis su IL-1p jtakoja L-tipo kalcio srove. Po IL-1p jtekanti srové Zenkliai
padidéjo iki 0,03+0,03 mV (n=21). Paveikus selektyviu L-tipo kalcio srovés blokatoriumi IL-
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1B+nif., srové sumazéjo iki 0,003+£0,03 mV (n=31) (11 pav.). T-testas parod¢, kad normuoty
Ca?" sroviy prie 10 mV vertés buvo teigiamesnés uz prading (p < 0,05). Galime pastebéti
tendencija, jog veikiant IL-1p pastebima jtekanti L-tipo kalcio srove, todél jog tai kalcio kanaly
aktyvatorius. O paveikus IL-1B+nif., skirtumas su ir IL-1pB, srové smarkiai padidéja, nes

nifedipinas zinomas kaip kalcio kanaly blokatorius.

0.08

0.06 [ \ !

R

©

o

N
1

0.00 : ] ! —

-0.02

-0.04

Normuotos Ca”" srovés prie 10 mV

-0.06 Kontrole IL-1B IL-1B + Nif.

-0.08 -

11 pav. Normuotos Ca?* srovés prie 10 mV, kontrolings, IL-1p, IL-1p+nif.
*-p <0,05 (reikSmingai skiriasi). Saltinis: sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.

Tyréme ar poveikis su TGF-1B3 jtakoja L-tipo kalcio srove. Po TGF-1B3 jtekanti srové
zenkliai padidéjo 0,04+0,04 mV (n=13). Paveikus selektyviu L-tipo kalcio srovés blokatoriumi
TGF-1B3+nif., srové sumazéjo iki 0,003+0,05 mV (n=14) (12 pav.). T-testas parodé, kad
normuoty Ca®* sroviy prie 10 mV vertés buvo teigiamesnés uz prading (p < 0,05). Paveikus su
TGF-1B3 yra L-tipo jtekanti kalcio srové, dél to jog naudojamas transformuojanti augimo

faktorius, kuris manoma padidina membranoje esanciy kanaly kiekj.
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12 pav. Normuotos Ca?* srovés prie 10 mV, kontrolinés, TGF-1p3, TGF-1p3+nif.
* - p <0,05 (reikSmingai skiriasi). Saltinis: sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.

Toliau tyréme kontrolinés grupés ir elektros stimuliacija paveikty lasteliy ramybeés
potencialg (13 pav.). Vidurkis kontroliy Igsteliy -22,23+10,26 mV elektros stimuliacija
paveikty -19,28+8,96 mV. Gauti duomenys grupiy neturi Zenklaus skirtumo, tod¢l galima
galvoti, jog elektriné stimuliacija neturi didelio poveikio lasteliy ramybés potencialui.

35
-30 -
-25

-20

Ramybeés potencialas, mV
3 @
1 1

5

0+ .
Kontrolé El stimuliacija

13 pav. Ramybés potencialas kontroliniy ir elektriné stimuliacija paveikty lasteliy. Saltinis:
sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.
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Tyréme ar turé¢jo jtakos ramybés potencialui paveikimas IL-1B ir IL-1p+nif., (14 pav.).
Ramybés potencialas gautas paveikus IL-1p 14,75+6,31 mV ir su IL-1B+nif., gautas rezultatas
14,29+2,56 mV. T-testas parodé, kad ramybés potencialai buvo teigiamesnis uz prading (p <
0,05). Paveikus IL-1p ir IL-1B+nif., ramybés potencialai yra panasis, bet Zenkliai skyrési nuo

kontrolinés grupés.

*
* )
-35 4 [ }\ )
[ |
-30 4
> 5]
c 25
)
©
«
)
3
e |
0
8 |
>
=
©
(14
J T v T
Kontrolé IL-1B IL-1B + Nif.

14 pav. Ramybés potencialas IL-1B ir IL-1B+nif. * - p < 0,05 (reik§mingai skiriasi). Saltinis:
sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.

Paskutiné grupé kurioje lyginama ramybés potencialas buvo TGF-1p3, TGF-1B3+nif.,
(15 pav.). Ramybés potencialo vidurkis TGF-1p3 17,52+6,86 mV, o TGF-1p3+nif., 10,72+4,92
mV. T-testas parodé, kad TGF-1p3+nif., ramybés potencialo vertés buvo teigiamesnés uz
prading (p < 0,05). Analizuojant poveikj ramybés potencialui pastebétas zenklus pokytis
paveikus kamienines Igsteles TGF-1P3, bet dar zenklesnis pokytis pridéjus nifedipino.
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15 pav. Ramybés potencialas TGF-1p3, TGF-1p3+nif. * - p < 0,05 (reikSmingai skiriasi).
Saltinis: sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.

Tesiant tyrimg, buvo analizuojamos jéjimo varza, kontrolinés grupés ir elektros
stimuliacija paveikty lasteliy (16 pav.). Buvo gauti kontrolinés grupés duomenys 45,13+33,83
MQ, o elektrinés stimuliacijos 35,05+12,82 MQ. Elektrinés stimuliacijos paveikty lasteliy
j€jimo varza yra mazesné, nei kontroliniy, tai turétu jtakoti L-tipo jtekanciy lasteliy sroves.
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16 pav. Jéjimo varza kontroliniy ir elektrine stimuliacija paveikty lasteliy. Saltinis: sudaryta
autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.
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Tirta jéjimo varza buvo IL-18 31,16+13,64 MQ ir su IL-1p+nif., gautas rezultatas
28,04+13,13 mV (17 pav.). T-testas parodé, kad j&jimo varza IL-1B+nif., mazesné uz
kontroliniy Igsteliy (p < 0,05). Tarp IL-1p grupés ir IL-1B+nif., nepastebimas zenklus pokytis
1€jimo varzoje, bet zenklus pokytis su kontroline grupe, ko pasekoje turétu Sis rezultatas jtakos
L-tipo jtekanciy kalcio sroviy rezultatui.
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17 pav. J¢jimo varza IL-1p ir su IL-1B+nif. . * - p < 0,05 (reik§mingai skiriasi). Saltinis:
sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.

Paskutiné grupé kurioje lyginama jéjimo varza buvo TGF-1B3, TGF-1B3+nif., (18 pav.).
Jéjimo varzos vidurkis TGF-1B3 41,95+22,17 MQ, o TGF-1p3+nif,, 55,71£31,10 MQ. Zenkliai

didesné jéjimo varza pastebima grupéje su TGF-1p3+nif.
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18 pav. Jéjimo varza TGF-1p3, TGF-1p3-+nif. Saltinis: sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo
duomenimis.

Atsidarant L-tipo kalcio kanalams prie depoliarizuoty membranos potencialy, turi
mazéti lasteliy j&jimo varza. Tyréme, ar ir kaip skiriasi lgsteliy jéjimo varza ties -20 mV (L-tipo
kalcio kanalai uzdaryti) ir ties 10 mV (L-tipo kalcio kanalai atidaryti). Pirmoji grupé buvo
lyginama kontrolinés ir elektrine stimuliacija paveiktos lgstelés (19 pav.). Kontroliné grupé
ties -20 mV 46,05+43,20 MQ, ties 10 mV 43,22+37,93 MQ. Elektrine stimuliacija paveiktos
lastelés ties -20 mV buvo 35,82+12,47 MQ, o prie 10 mV 33,57£10,30 MQ. Tarp analizuojamy
grupiy jéjimo varzy ties -20 mV ir 10 mV nepastebimas zenklus pokytis, tai patvirtina pradzioje
analizuotas normuotas Ca®" L-tipo jtekancias sroves, jog jy nebuvo rasta, nes néra Zymaus

kanaly atsidarymo.
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19 pav. I¢jimo varzos prie -20 mV ir 10 mV, kontrolinés ir elektrine stimuliacija paveikty
lasteliy. Saltinis: sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.
Toliau buvo lyginama jéjimo varza prie -20 mV ir 10 mv IL-1p ir IL-B+ nif., (20 pav.).
IL-1B grupé ties -20 mV 30,39+10,11 MQ, ties 10 mV 30,27+10,41 Q. O IL-1B+nif., ties -20
mV buvo 28,04+11,51 MQ, o prie 10 mV 27,68+11,30 MQ. Galime pastebéti, kad IL-1p ir IL-

B+ nif., grupése, nepakito j&jimo varza prie 10 mV.

B - 20 mV
100 [ ] 10mV

|éjimo varza, MQ

20

Kontrole IL-1B IL-1B + Nif.

20 pav. J¢jimo varzos prie -20 mV ir 10 mV, IL-1p ir IL-p+ nif,, lasteliy. Saltinis: sudaryta
autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.
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Paskutiné grupé kurios jéjimo varza prie -20 mV ir 10 mv buvo analizuojama TGF-1p3
ir TGF-1B3+ nif., (21 pav.). TGF-1B3 grupé ties -20 mV 48,18+24,56 MQ, ties 10 mV
44,10+£21,21 MQ. O TGF-1B3+nif., ties -20 mV buvo 50,12423,15 MQ , o prie 10 mV
47,01£21,21 MQ. T-testas parodé, kad TGF-1p3, TGF-1B3+nif., jé&jimo varzos ties -20 mV ir
10 mV vertés buvo didesnés uz prading (p < 0,05).
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21 pav. J&jimo varzos prie -20 mV ir 10 mV, TGF-1p3 ir TGF-1p3+ nif., lasteliy.
* - p <0,05 (reikSmingai skiriasi). Saltinis: sudaryta autoriaus, remiantis tyrimo duomenimis.
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TYRIMO REZULTATU APTARIMAS

Tyréme, kaip kamieniniy lasteliy chondrogeniné diferenciacija  jtakoja
elektrofiziologines savybes: L-tipo jtekancias kalcio sroves, ramybés potencialg ir jéjimo varzg.
Tyrimo metu buvo analizuotos 7 skirtingos grupés: kontrolinés, paveiktos elektrine
stimuliacija, TGF-1B3, TGF-1B3+nif., IL-1p, IL-1B+nif. Gavome, kad L-tipo kalcio normuotai
srovei jtakos neturéjo lasteliy elektrine stimuliacija. Jtekanti srové Zenkliai padidéjo paveikus
IL-1p ir TGF-1B3. Toliau tyréme kaip paveikiamas lgsteliy ramybés potencialas. Gauti
duomenys parodé¢, kad zenklaus poveikio nepastebime paveikus tik elektrine stimuliacija. Tirta
buvo jéjimo varzos poveikis, gauti Zymus poveikiai su IL-1p, IL-1p+nif., TGF-1p3 ir TGF-
1B3+nif. Buvo lyginami jéjimo varzos poky¢iai prie -20 mV ir 10 mV. Gavome, kad Zenklis
pokyc¢iai pastebimi tarp TGF-1p3 ir TGF-1B3+nif.

Analizuojant kontroling grupe kamieniniy lasteliy, L-tipo kalciniy jtekanciy sroviy
nepastebéta. Tyrime gauti rezultatai atitinka su mokslininky (Kawano et al., 2002)(Kawano et
al., 2003) gautais rezultatais. Autorius teigia, kad lastelés kalcio reguliavimas Zmogaus
mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy priklauso nuo keliy mechanizmy, o jtampa valdomi kalcio
kanalai nelabai prisideda. Kawano ir kt., (2002) publikavo, kad tik 15% hMSC parodé nedidelé
L-tipo kalciniy kanaly jautrumg esant didelei iSorinei kalcio koncentracijai. Taip pat, Heubach
ir kt., (2004) publikacijoje teigé, kad elektrofiziologiniai stebéjimai patvirtino zema hMSC
daznj funkciniy L-tipo kalcio kanaly.

Elektriné stimuliacija naudojama, kad suZadintu lgstelés membranos receptorius ir jony
kanalus, kad paskatintu depoliarizacija, hiperpoliarizacija, lasteliy augimg dalijimosi budu,
migracija ir diferenciacija (Sato et al., 2009). Tyrime, elektrine stimuliacija paveikty
kamieniniy lasteliy L-tipo kalcio jtekanciy sroviy — nepastebéta. Cao ir kt., (2019) tyrime
nustaté, kad elektrinés stimuliacijos poveikis turé¢jo mazai jtakos tiek N-tipo, tiek L-tipo aukstos

jtampos kalcio kanalams.

TGF-B 1-3 yra unikaliis daugiafunkciniai augimo faktoriai, nes jy yra tik Zinduoliuose,
daugiausia iSskiriami kaip latentinis kompleksas ir iSkart laikomi tarplastelinéje matricoje.
TGF-B kompleksas veikia kaip molekulinis jutiklis, kuris reaguoja j aplinkos trikdZius,
skatindamas arba slopindamas Igsteliy dauginimasi, TGF- aktyvinimas tinkamoje vietoje, kad
kamieninés lgstelés biity jdarbintos dalyvauti audiniy regeneracijos procese (Xu et al., 2018).
Tyrimo metu, kamienings lastelés kurios buvo paveiktos transformuojanc¢iu augimo faktoriumi,

turéjo jtekancia normuota L-tipo kalcio srove.
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Uzdegiminis citokinas IL-1p svarbus mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy migracijoje,
IL-1pB sustiprina kamieniniy lasteliy migracija, ta¢iau neveikia lgsteliy dauginimosi. Kai kurie
tyrimai parod¢, kad IL-1 B gali suaktyvinti baltymy kinaziy kaskadas pasrovyje, o tai lemia
uzdegiminiy baltymy ekspresija (Tseng et al., 2013). Autorius Chen ir kt., (2018) nustaté, kad
100 ng/ml IL-1B padidino kamieniniy lasteliy migracija. Tyrime, kamieninése lastelése su
interleukinu-1p, pastebéta padidéjusios L-tipo jtekancios kalcinés srovés. Yang ir kt., (2005)
istyre, kad 10 ng/ml IL-1B Zymiai padidina nuo jtampos priklausan¢ios Ca?* amplitude ir dél to

atsiranda L-tipo srovés padidéjimas.

Tyrime, paveikus kamienines lgsteles IL-1f ir TGF-1p3 buvo uzregistruotos jtekancios
kalcio srovés, bet paveikus jas kartu su nifedipinu (IL-1B+nif., TGF-1B3+nif.) srovés buvo
uzblokuotos, tai patvirtino, kad tai yra L-tipo kalcio srovés. Nifedipinas yra kalciniy kanaly
blokatorius. Zhou ir kt., (2006) norédami istirti IL-1p poveikj jtampos valdomiems kalcio
kanalams, uZregistravo Ca?* sroves, kai L-tipo kanalus selektyviai blokavo 10 uM nifedipinas,
nustaté, kad nifedipinui nejautrios Ca®* srovés IL-1B sumazéjo apie 50%. Taip pat Mukherjee
ir kt., (2015) mokslininkai tyré L-tipo Ca?" kanalams poveikj paveikdami 1 nM TGF-1B,
paveikiant 1 uM nifedipino ir nustaté, kad paveikimas nifedipinu zymiai sumazino TGF-1§

Ca?* svyravimy dydj ir daznj.

Toliau analizuotas ramybés potencialas. Didziausias kamieniniy lgsteliy registravimo
metu ramybeés potencialas iSreikStas kontrolingje grupéje (-22.23 mV), maziausias skirtumas
pastebétas su elektrine stimuliacija paveikty lasteliy grupe (-19.28 mV). L-tipo kanalams
reikalinga didelé potencialo depoliarizacija, kad jie biity suaktyvinti, paprastai pradeda kanalai
atsiverti esant potencialams teigemesniems nei 0-10 mV (Snutch et al., 2013). Todél
eksperimento metu, galima pastebéti jog paveikimas IL-18, IL-1p+Nif., neturéjo jokio skirtumo
ramybés potencialui, bet TGF-1B3 pastebétas aukStesnis ramybeés potencialas nei TGF-

1B3+Nif.

Analizuojant j¢jimo varZos gautus duomenis grupése, didziausia j€jimo varza
pasizyméjo TGF-1B3+Nif., o toliau dominavo kontroliné grupé. Kalcio kanaly aktyvavimas
turéty biti susijes su varzos pokyciais, kanalams atsidarant jéjimo varza turétu mazéti. Kadangi,
L-tipo jtekanciy sroviy nepasteb¢ja kontrolingje ir elektring stimuliacija paveikty kamieniniy
lasteliy grupéje, todél ir analizuojant viding varza prie -20 mV ir 10 mV jtampos didelio kritimo

nepastebeta. Tarp IL-1f ir IL-1B+Nif., varzos pokyciai vienodi.
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Norit pagerinti tyrima, reikéty surinkti platesne imtj (n) kamieniniy lasteliy. Didesné
imtis duoty tikslesnius rezultatus. Tiriamy grupiy imtis buvo skirtingy dydziy, tai davé mazesnj

tiksluma.
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ISVADOS

1. Kamieniniy lasteliy stimuliacija elektriniais impulsais neskatina funkcionaliy L-tipo
kalcio kanaly ekspresijos, nekeicia lgsteliy ramybés potencialo bei varzos.

2. Veikiant kamienines lasteles chondrogenine terpe su IL-1p 24 val. padidéja
funkcionaliy L-tipo kalcio kanaly ekspresija, depoliarizuojasi membranos potencialas,
taciau néra poveikio j&jimo varzai.

3. Veikiant kamienines lgsteles chondrogenine terpe su TGF-1B3 24 val. padidéja
funkcionaliy L-tipo kalcio kanaly ekspresija, tac¢iau nesikei¢ia membranos potencialas

bei jéjimo varza.
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KAMIENINIU LASTELIU ELEKTROFIZIOLOGINIU SAVYBIU
TYRIMAS

SANTRAUKA

Zmogaus kauly &iulpy kamieninés lastelés turi galimybe placiai diferencijuotis. Vis
daugéja tyrimy, atlieckamy su kamieninémis Igstelés, kurios siekiamos panaudoti gydymo
tikslams. Jony kanalai yra ekspresuojami skirtingy tipy lgstelése, jie svarbis palaikant
fiziologing homeostaze.

Sio tyrimo tikslas buvo i$siaiskinti ar diferencijuojantis kamieninése lastelése padaugéja
funkcionaliy L-tipo kalcio kanaly. Darbo uzdaviniai buvo jvertinti ar paveikus kamienines
lastelés transformuojanc¢iu augimo faktoriumi-133, interleukinu-1p ir elektrine stimuliacija, ar
tai tures jtakos L-tipo kalcio kanaly ekspresijai, nepakeis 1gsteliy ramybés potencialo ir varzos.
Tyrimui atlikti buvo naudojama membranos jony kanaly elektrinio aktyvumo registravimas.

Gauta, jog L-tipo jtekancios kalcio srovés kontrolinése lastelése nepastebétos.
Paveikimas elektrine stimuliacija neskatina L-tipo jtekanciy kalcio sroviy, nepakeicia lgsteliy
ramybés potencialo ir varzos. Kai lastelés buvo veikiamos transformuojamu augimo
faktoriumi-1p3, tai padidino L-tipo kalcio kanaly ekspresijg, bet nepasikeité membranos
potencialo ir neturé¢jo poveikio j&jimo varzai. Poveikis su interleukinu—1p padidino L-tipo
kalcio kanaly ekspresijg, taip pat depoliarizavo membranos potenciala, bet poveikio jéjimo

varzai neturgjo.
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SUMMARY

Human bone marrow stem cells have the ability to differentiate into a variety of cells.
This feature of stem cells has potential in regenerative medicine. lon channels are important in

maintaining homeostasis and are differently expressed in a variety of cells.

The aim of this study was to find if the expression of functional L-type Calcium channels
changes during differentiation of stem cells. This included study the effects of Transforming
Growth Factor-1B3, Intetrleukin-1p, and electrical stimulation on L-type Calcium channel
expression, cell resting membrane potential and input resistance. The method of whole-cell

patch —clamp recordings from stem cells was used.

We found that inward L-type Calcium currents are not present in the control stem cells.
Electrical stimulation of stem cells does not result in L-type Calcium currents or changes in cell
membrane potential and input resistance. Cells affected by Transforming Growth Factor-133
showed increase in L-type Calcium channel expression without changes in membrane potential
or input resistance. Intetrleukin-1p treatment also increased L-type Calcium channel expression

and caused membrane potential depolarization without affecting the input resistance.
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