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Santrumpos

AL- Alzheimerio liga

ABC — ATP suriSantys perne$imo baltymai (angl. ATP-binding cassette transporters)
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ICAM — adhezijos molekulés (angl. Intercellular adhzesion molecules)

ISEV - Tarptautiné ekstralasteliniy vezikuliy draugija (angl. International Society for Extracellular
Vesicles)
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Nrf2 - branduolio veiksnys (eritroidinés kilmés 2) (angl. nuclear factor (erythroid — derived 2)-like
2)

NF-kB - branduolio veiksnys kB (angl. nuclear factor « light chain enhancer of activated B
cells)
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NCE — akies nepigmentuoto ciliarinio epitelio lastelés

NOX - NADPH oksidazé

NVU - neurovaskuliarus vienetas (angl. Neurovascular unit)

NK- neigiamos kontrolés konstruktas

NTA — nanodaleliy analizés metodas (angl. Nanoparticle tracking analysis)

PAMPs — su patogenais susij¢ molekuliniai modeliai (angl. Pathogen associated molecular
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pAkt (Thr) — fosforilintas Akt ties 308 treoninu

pAkt (Ser) — fosforilintas Akt ties 473 serinu

Ref-1/Apel - redokso-faktorius 1/AP endonukleazé-1 (angl. Redox-factor-1/AP endonuclease-1)
Rab — Ras baltymy superSeimos mazasis G baltymas

RAGE - (angl. Receptor for advanced glycation end products)

RNR — ribonukleortigstis

ROS - aktyvis deguonies junginiai (angl. Reactive oxygen species)

RT-gPGR — kiekybiné atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininé reakcija (angl.
Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction)

SKEL- smegeny kraujagyliy endotelio lastelés

SAL- sporadiné AL
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WT-EV — WT-iAstro sekretuojamos EV
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3Tg-AL - trigubos mutacijos AL modelis (angl. Triple-transgenic AD model)

3Tg-iAstro — Triguba AL mutacija turintys astrocitai

3Tg-EV- 3Tg-iAstro sekretuojamos EV



IVADAS

Alzheimerio liga (AL) yra dazniausiai pasitaikanti neurodegeneraciné demencija pasizZyminti
B-amiloido bei Tau neurofibriliniy raizginiy susikaupimu neuronuose (1). Iki Siol néra nustatyta
tiksli AL atsiradimo prieZastis, taip pat néra efektyviy terapijos metody.

Naujausiy tyrimy rezultatai teigia, kad tiek sporadings, tiek Seiminés AL ligos pradziai
budinga sutrikusi smegeny kraujotaka bei kraujo-smegeny barjero (KSB) integralumo poky¢iai (2).
Pastaraja buikle sunkina bei AL progresavimg skatina oksidacinis stresas ir vietinis uzdegimas —
procesai, kurie taip pat matomi AL pacienty smegenyse (3).

Centrinéje nervy sistemoje homeostaze palaiko specializuotos glijos lastelés — astrocitai. Jie
padengia smegeny mikrokraujagysles, reguliuoja jy iSsiplétimg priklausomai nuo neurony
aktyvumo (4) bei uztikrina KSB barjerines savybes, kurios ypa¢ svarbios reguliuojant medziagy
srautus tarp kraujo ir galvos smegeny (5). Tyrimai rodo, kad Seimines AL mutacijas turin¢iy peliy
(3Tg-AL) hipokampo astrocitai (3Tg-iAstro), skirtingai nei laukinio tipo astrocitai (WT-iAstro),
nepalaiko glaudziyjy jung¢iy funkcijos, taciau astrocity-endotelio tarpusavio sgveikos mechanizmas
yra mazai tyrinétas (6).

Smegenyse cirkuliuojanios ekstralgstelinés vezikulés (EV) — lasteliy sekretuojamos
fosfolipidiniu dvisluoksniu apgaubtos ptslelés — taip pat siejamos su neurodegeneraciniy ligy
vystymosi procesais (7). Zinoma, kad jos gali skatinti arba slopinti vietinj smegeny uzdegima bei
reaktyviy deguonies junginiy (ROS) susidaryma. Dazniausiai, EV poveikis priklauso nuo lasteliy,
i§ kuriy jos kilo, tipo bei fiziologinés buklés (8).

Sio darbo tikslas, istirti imortalizuoty astrocity linijy WT-iAstro bei 3Tg-iAstro
sekretuojamy EV poveikj oksidaciniam stresui bei uzdegimg reguliuojantiems genams zmogaus
smegeny endotelio lgstelése.

Uzdaviniai:
1. Charakterizuoti WT-iAstro ir 3Tg-iAstro lasteliy sekretuojamas EV;
2. [vertinti WT-iAstro ir 3Tg-iAstro kilmés EV poveikj uzdegiminiy geny raiskai smegeny
endotelio lastelése;
3. [Istirti WT-iAstro ir 3Tg-iAstro sekretuojamy EV jtaka mitochondriniy bei vidulasteliniy
ROS lygiui smegeny endotelio 1astelése.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Alzheimerio liga

Neurodegeneracinés ligos yra didziulé socialiné ir ekonominé nasSta visuomenei. Vaisty paieska
vienai jy — Alzheimerio ligai (AL) — Pasauliné Sveikatos Organizacija paskelbé 2017-2025
laikotarpio prioritetu (9).

AL yra dazniausia su amziumi susijusi demencija, kuria pastaruoju metu serga apie 50 milijony
7zmoniy visame pasaulyje (1). Ankstyvieji AL poZzymiai yra mastymo bei nesgmoningo elgesio
poky¢iai, depresijos simptomai, nuotaiky kaita bei sutrikusi kalba (10, 11). Pacientai, sergantys
pazengusia AL stadija, kencia nuo stipraus atminties praradimo, patiria haliucinacijas bei mirsta del
kvépavimo sutrikimy, infekcijos ar badavimo (12).

Pagrindiniai molekuliniai AL pozymiai yra uZzlgstelingje erdvéje esancios B-amiloido (AP)
sankaupos bei hiperfosforilinto aksony baltymo Tau kaupimasis neuronuose (1). Amiloidiné
patogenezé prasideda kuomet sutrinka integralaus, plazminéje membranoje esancio, amiloido
pirmtako baltymo (APP) skilimas. Sveikame organizme APP skelia a-sekretaze ir yra iSlaisvinamas
neuroprotekciniy funkcijy turintis uzlastelinis fragmentas sAPP-a. Po to, membranoje likusig dalj
paveikia y-sekretazé ir sudaro tirpy N-galo fragmenta p3 bei su membrana susijusj C-galo
fragmentg (AICD) (13). AL atveju APP skelia B-sekretazé, kuri islaisvina sAPP-B, o membranoje
likusig dalj skelia ¥-sekretazé, dél ko susidaro AICD bei uz p3 ilgesnis N-galo fragmentas — Ap.
Pastarasis turi savybe agretuotis, d¢l ko suformuoja oligomerus, véliau agreguojasi i sankaupas,
galincias aktyvuoti kinazes, kurios skatina Tau baltymo hiperfosforilinimg ir susikaupima j netirpius
neurofibrilinius raizginius. Siy dariniy susidarymas lemia mikroglijos aktyvacija, kuri paskatina
vietinj uzdegiminj atsakg ir prisideda prie neurotoksiSkumo (14).

Klini$kai, AL yra skirstoma j sporading (angl. Sporadic, SAL) bei Seiminé (angl. Familial,
FAL) formas. Pastaroji yra genetiskai paveldima ir pasireiSkia 1-5% AL sergan¢iy zmoniy. Ji yra
susijusi su geny, koduojan¢iy APP bei ¥-sekretazés sudétyje esanciy preseniliny (PSEN1 ir PSEN2)
mutacijomis. Dél $iy pokyc¢iy APP skilimas yra sutrikdomas ir AP koncentracija padidéja. Taip pat
yra Zinoma, kad vidutiniSkai FAL pasirei$kia nuo 50 mety, o kai kuriais atvejais net nuo 35, d¢l ko
Ji dar vadinama ankstyvaja AL forma. Nors pasireiskia itin retai, FAL tyrimai yra labai svarbus
nustatant kritinius ligos patogenezés kelius. D¢l Sios priezasties remiantis FAL biidingomis

mutacijomis yra kuriami gyviiny modeliai. Skirtingai nei paveldima Sios ligos forma, SAL
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pasireiSkia 95% AL pacienty, bei yra laikoma vélyvaja forma, nes dazniausiai pasireiSkia nuo 65
mety. SAL metu AP sankaupy atsiradimo priezastis néra zinoma. Manoma, kad ja gali lemti galvos
trauma, iSemija, taip pat aplinkos ar genetiniai veiksniai (1). Siuolaikinés hipotezés, kuriomis
siekiama paaiSkinti AL vystymosi mechanizmus apima sutrikusig kalcio homeostaze, mitochondrijy
sutrikimus, bei oksidacinj stresa (15).

Daugybés tyrimy rezultatai rodo, kad smegeny kraujagsyliy sutrikimas prisideda prie AL
atsiradimo bei progresavimo (16, 17). Naujausi duomenys patvirtina nuo amziaus priklausoma
kraujo smegeny barjero (KSB) integralumo praradimg hipokampo srityje sveiko senéjimo metu.
KSB irimas yra spartesnis pacienty su lengvu kognityviniu sutrikimu (angl. Mild cognitive
impairment, MCI), kuris yra laikomas pradine AL stadija (2). Taip pat funkciniy vaizdy tyrimai
asmenims su MCI nustaté uzdelsta smegeny kraujotakos atsaka ir gliukozés pasisavinimo
sumazg¢jima, kas taip pat yra susije su KSB sutrikimu (18, 19) Yra Zinoma, kad daugeliu atvejy
KSB vientisumg paveikia oksidacinis stresas. Padidéjus reaktyviy deguonies junginiy (angl.
Reactive oxygen species, ROS) kiekiui, pastebimas endotelio funkcijos praradimas, dél glaudziyjy
jungciy pakitimy. Taip pat ROS sukelti mikrocirkuliacijos poky¢iai gali turéti didele jtaka smegeny
kraujagysliy patofiziologijai dél sutrikusio kraujospiidzio reguliavimo. Taigi, oksidacinis stresas yra
laitkomas vienas 1§ svarbiausiy mechanizmy vedanciy prie neurovaskulinés disfunkcijos AL

patogenezéje (20, 21).

1.2. Kraujo — smegenu barjeras

Zinduoliy smegenyse, tarp milijardy neurony bei glijos lasteliy egzistuoja sudétinga
kraujagysliy sistema. Kolektyviai, ji yra vadinama neurovaskuliniu vienetu (angl. Neurovascular
unit, NVU) ir yra sudaryta i$: kraujagysliy lgsteliy (pericity ir smegeny kraujagysliy endotelio
lasteliy, SKEL), glijos (astrocity ir mikroglijos) bei neurony (22). Sios lastelés taip pat sudaro
funkcinj KSB (1.2 pav.), kuris reguliuoja medziagy iSskyrimg bei patekimg j galvos smegenis,
kraujotakg bei sinapsinj aktyvuma. Tarpusavyje NVU endotelinés Iastelés suformuoja specializuota
membrang sudarancig kraujagysles. Ji yra pagrindinis KSB komponentas, kuris riboja plazmos
komponenty, raudonyjy kraujo kiineliy ir leukocity patekimg j smegenis (17). Kitos lastelés —
pericitai, astrocitai bei mikroglija yra neatsiejamai svarbiis normaliam KSB funkcionavimui.
Pericitai yra palaikomosios Igstelés, svarbios angiogenezés, imuniniy lasteliy infiltracijos

reguliaviame bei uZzlgstelinio uzpildo sintezéje (23). Astrocitai glaudziai sgveikauja tiek su kapiliary
10



sienelémis, tiek su neuronais bei palaiko neurony medziagy apytaka, o CNS vietiniai makrofagai -
mikroglija sasajoje su SKEL veikia kaip centrinés ir periferinés homeostazés sutrikimo jutikilis ir

yra pirmoji CNS gynybos linija (24) (25).

Neuronas

g

Arteriolé Astrocito atauga ‘

aJ LA \

: A " Pericitas ;
P Po— ¢ Endotelio Igstelé

o v
i WSS { A
7 ~Kapiliaras~__ g\ | |

M!kroglija

1.2 pav. Funkcinis kraujo-smegeny barjeras. Adaptuota pagal Rustenhoven J. et al (26)

1.2.1. Kraujo — smegeny barjero endotelio Iastelés

SKEL Iastelés nuo periferijos endotelio skiriasi tuo, kad (i) turi KSB specifinius baltymus,
kurie kontroliuoja metabolity patekimg ir pasalinima per lasteles; (ii) neturi fenestracijy (poros
periferinése endotelio Igstelése, kurios leidzia greitai pasikeisti molekulémis tarp kraujo ir audiniy);
(i) pasizymi mazu vezikulinio transportavimo grei¢iu, kas uZzkerta keliag dideliy hidrofiliniy
molekuliy pernesimui j CNS (27); (iv) pasizymi dideliu kiekiu mitochondrijy (28) bei (v) turi
glaudzigsias jungtis, kurios pasizymi didele elektrine varza, ribojan¢ia srautg tarp gretimy

endoteliniy lgsteliy.

Vieni i§ pagrindiniy glaudziyjy jungéiy komponenty yra 60-65 kDa baltymai okludinai. Juos
sudaro keturi transmembraniniai duomenai, jungiantys dvi uzlastelines kilpas su N ir C galo
citoplazminiais domenais. Viena i§ uZlgsteliniy kilpy salygoja didele elektring varza, kas yra
budinga glaudzigsias jungtis turintiems audiniams (28). Taip pat svarbus glaudziyjy jungCiy
komponentai yra 20 kDa klaudinai. Jie turi keturis membrang kertancius domenus, dvi uZlastelines

kilpas su jkrautomis aminoriig8¢iy Soninémis grandinémis bei citoplazmines uodegas, svarbias
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signalo perdavime. Dazniausiai KSB sutinkamas klaudinas-5, taciau taip pat daznai randama
klaudino-3, -12. Kiti glaudziyjy jungéiy komponentai yra jungtinés sukibimo molekulés (angl.
Junctional adherens molecule, JAM). Tai yra transmembraniniai glikoproteinai, priklausantys
imunoglobiny superSeimai. JAM formuoja homotipines sgveikas su kitais JAM ant lgsteliy esanciy
prieSais arba heterotipines sgveikas su skirtingais JAM Seimos baltymais tarip pat ir kitomis
adhezinémis molekulémis (27). Yra duomeny, kad JAM uzlgsteliniai domenai gali biiti 1astelés
adhezijos baltymy — integriny Seimos (aLB2, oMP2, and o4pl) receptoriai. Sie integrinai yra
ekspresuojami cirkuliuojanciuose leukocituose, o tai rodo, kad integriny ir JAM saveika yra svarbi
leukocity migracijai per endotelio lgsteles (29). Glaudziyjy jungéiy funkcijai palaikyti taip pat
svarbiis adaptoriniai baltymai ZO-1, ZO-2 ir ZO-3. Jie yra su membrana susijusios guanilato
Kinazés, kurios sujungia glaudziyjy jungiy baltymus su aktino citoskeletu. ZO-1 yra svarbus
endotelinio barjero formavimuisi, VE-kadherino tarpininkaujamam lgsteliy tamprumui palaikyti bei
aktomiozino struktiiros palaikymui per F-akting. ZO-1 jungiasi su klaudinais, okludinais bei JAM

per PDZ motyvus, taip pat su jvairiais citoskeleto komponentais (27).

Kadangi KSB endotelis pasizymi mazu pralaidumu per gretimy lasteliy jungtis, jis gali
kontroliuoti medziagy transportg isilgai lgsteliy. Pagrindiniai perneS§imo baltymai isreiksti KSB
endotelio Igstelése yra skirstomi j $alinimo ir maisto medziagy. Salinimo transporteriai, tokie kaip
MDR1 (angl. Multidrug Resistant Proteins), MRP (angl. MDR associated proteins) bei BCRP
(angl. Breast Cancer Resistance protein), pasitelkia ATP hidroliz¢ savo substraty transportavimui
prie$ koncentracijos gradienta. Bendrai jie vadinami ABC (angl. ATP-binding cassette) salinimo
transporteriai. MDR1 randamas luminalin¢je endotelio lastelés dalyje, nukreiptoje | kraujotaka ir
perneSa cholesterolj, lipidus, gliukokortikoidus bei peptidus i§ smegeny | kraujg. Jis pasizymi
specifiSkumu jvairiems substratams, kas leidzia suristi bei transportuoti ksenobiotikus (30). Maisto
medZziagy perneSimo baltymai vykdo judéjimg pagal koncentracijos gradientg. Jie perneSa tokias
tirpias medziagas, kaip gliukoze, laktata, piruvata, neutralias bei katijonines amino riigstis per NVU
endotelio Igsteles | CNS parenchimg. Bendrai jie vadinami SLC (angl. Solute carriers) pernes¢jais
(30). Dél struktiiriniy ir funkciniy aspekty, SKEL yra svarbiausias modeliuojant bet kokius lasteliy
pagrindo KSB in vitro modelius, siekiant jvertinti nanodaleliy perneSimg ar tirti su KSB susijusias

patologijas (31).
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1.2.2. Kraujo — smegeny barjero in vitro modelis

Pirmieji bandymai iSgauti SKEL linijg prasidéjo 1974 metais, kuomet endotelio lastelés
buvo iSskirtos i§ galvijy smegeny zieveés ir sekmingai kultivuojamos ant nailoniniy sieteliy (32). Per
pastaruosius 30 mety buvo sukurta daugybé in vitro KSB modeliy, siekiant palengvinti naujy
terapiniy molekuliy ktirima, tiriant insulta, AL, véZ] bei i§séting skleroze. Transendotelinés elektrine
varza (TEEV) yra pagrindinis KSB funkcinis matas, parodantis SKEL barjero integraluma,
tiesiogiai siejamg su glaudZiosiomis jungtimis. Kadangi i§ galvijy ir kiauliy pavykdavo iSskirti
daugiau KSB endotelio Igsteliy nei i§ smulkiyjy gyviny, jos buvo naudojomos dazniau. Taciau
lasteliy skyrimas reikalauja daug laiko, o viena pagrindiniy trilkumy — rezultaty neatsikartojamumas
(TEEV vertés svyravimai bei ABC bei SLC perneSimo baltymy raiskos pokyciai tarp atskiry
iSskyrimy) (31, 33). Sickiant i§spresti Sias problemas buvo sukurta imortalizuota zmogaus SKEL
linija (angl. Human cerebral microvasculature endothelial cell line, hCMEC/D3). Nuo pirminio
Sios linijos sukiirimo 2005 metais (34), buvo paskelbta daugiau nei 150 ja charakterizuojanciy
publikacijy ir kol kas §i linija yra laikoma auksiniu standartu in vitro modeliavime (35, 36).
hCMEC/D3 lgsteliy linija buvo gauta i§ smilkininés skilties mikrokraujagysliy is$skirty i§ epilepsija
sergan¢io zmogaus smegeny. Per pirmaji lasteliy i$s¢jima, jos buvo imortalizuojamos atliekant
nuoseklig Zmogaus telomerazés ir SV40 T antigeno lentivirusing transdukcijg (34). hCMEC/D3
lastelése gausu JAM-A baltymy, taip pat jos ekspresuoja adheziniy bei glaudziyjy jungciy
baltymus: VE-kadhering, klauding-3, -5, okluding bei adaptoriniu baltymus — B-katening, ZO-1, -2.
Be to, Sioje lasteliy linijoje buvo nustatyta 144 SLC ir 23 ABC pernesSimo baltymy mRNR, 0
proteomikos duomenys parode, kad GLUT-1 raiSka buvo panaSaus lygio kaip pirminiy Zmogaus
smegeny kapiliary lasteliy. hCMEC/D3 lIgsteliy linija yra kruops$c€iai charakterizuotas Zmogaus
kilmés vieno lasteliy tipo KSB modelis (monokultira), kuris tinka medziagy jsisavinimo
eksperimentams bei tiriant SKEL endotelio atsaka | patogenus ar neurodegeneracijos patologijy
mechanizmus (33, 36).

Norint sukurti labiau organizmo salygas primenantj KSB in vitro, SKEL ko-
kultivavuojamos kartu su kitomis lastelémis — astrocitais arba pericitais. Siam tikslui yra
naudojamos specialios platformos, kuriose pusiau pralaidzia membrana (jterpta inserte) atskiriamos
dvi kameros. Priklausomai nuo Igsteliy iSdéstymo tokioje platformoje iSskiriami trys ko-
kultivavimo modeliai: kontaktinis ir bekontaktinis bei triguba kultira (angl. Triple culture).

Bekontaktinis modelis yra suformuojamas uzsé¢jus SKEL ant inserto virSutinéje kameroje, o
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astrocitai (arba pericitai) — apatinéje. Po ko-kultivavimo insertai gali bati atskiriami ir eksperimentai
atlieckami SKEL arba apatinéje kameroje esancioms lgsteléms. Taigi, toks iSdéstymas leidzia tirti
NVU lasteliy isskiriamy veiksniy jtaka endotelio lasteléms arba atvirksciai. Kontaktinis ko-
kultivavimo modelis yra suformuojamas uZséjus astrocitus (arba pericitus) ant apatinés inserto
dalies, 0 SKEL — ant virSutinés. Sis iSdéstymas leidZia tiesioginj lasteliy kontakta, tatiau jy
atskyrimas eksperimenty atlikimui yra sudétingas. Taip pat tyrimuose naudojama triguba kultra,
kuri yra suformuojama i$ trijy Iasteliy tipy: SKEL s¢jama ant inserto virSutinés dalies, pericitai — ant
apatings, o astrocitai — apatinéje kameroje. Sis modelis imituoja lasteliy i§sidéstyma NVU ir sudaro
salygas visy lasteliy tipy sgveikai. Taciau, dél Sios priezasties triguba kultiira yra sudétingesnis
modelis - reikalauja daug darbo bei jgtdziy (33, 31)

Atlikti tyrimai parodé, kad kontaktiné ko-kultiira su astrocitais ir/ar pericitais padidina
hCMEC/D3 TEEV reikSmes bei glaudziyjy jungc€iy baltymy raiska, lyginant su monokultiira. Taip
pat nustatyta, kad hCMEC/D3 modelis su astrocitais labiau padidino TEEV, nei su pericitais (36).
Panasts rezultatai buvo gauti tyrimuose, kuriuose buvo naudojama bekontaktiné ko-kulttira, arba
monokultiira paveikta astrocity kondicionuota terpe. Sie duomenys parodo esmine astrocity

sekretuojamy faktoriy reik§m¢ KSB funkcijos palaikymui (6, 36).

1.2.3. Kraujo — smegenu barjero poky¢iai Alzheimerio ligos metu

KSB pralaidumo padidéjimas leidzia toksiSkoms molekuléms, lasteléms ir mikrobiniams
veiksniams i§ kraujo patekti j smegenis ir sukelti uzdegima, kas gali inicijuoti neurodegeneracija
(37). Tyrimai parodé, kad KSB sutrikimas gali prisidéti prie A produkcijos AL metu, nes KSB
pazeidimo metu yra aktyvuojamos vy ir B sekretazés, kurios yra reikalingos AB susidarymui (38). Be
to, yra jrodymy, kad dél KSB sutrikimy, AP sankaupos ne tik grei¢iau produkuojamos, bet ir
sunkiai pasalinomos j periferija. Pagrindinis SKEL Igstelése AP i smegenis perneSantis baltymas yra
RAGE (angl. Receptor for advanced glycation end products), o pagrindinis, i$neSantis i§ smegeny-
LRP-1 (angl. Low density lipoprotein receptor-related protein 1). AL metu LRP1 raiska yra
sumazéjusi, o0 RAGE — padidéjusi, dél ko sutrinka normalus AP paskirstymas (39). KSB sutrikimg
matomg AL taip pat gali sukelti pro-uzdegiminiai faktoriai. Pavyzdziui, buvo parodyta, kad
chemokiny (C-C motyvo) ligandas 2 (CCL2) gali sukelti glaudziyjy jungciy baltymy bei aktino
citoskeleto persitvarkyma, kas lemia KSB integralumo paZeidimg. Be to, CCL2 gali paskatinti
leukocity migracija ] CNS (40). Dar vienas SKEL pazeidziantis veiksnys AL progresavime -
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oksidacinis stresas. Yra zinoma, kad reaktyvios deguonies formos ROS paveikia klaudino-5
produkcija, bei ZO-1 pasiskirstyma, kas lemia sumazejusia transendoteling varza ir padidejusj KSB
pralaidumg (41). Taip pat oksidacinis stresas gali sukelti poky¢ius mikrocirkuliacijoje, nes sutrinka
nuo endotelio priklausomas azoto oksido (*NO) signalinimas, dé¢l ko sumazéja jo vazodilatorings,

prieSuzdegiminés savybés (42).

Manoma, kad uz RAGE bei LRP-1 perneSimo baltymy aktyvumo pokycius, pro-
uzdegiminiy citokiny sekrecija bei oksidacinj stresg gali buti atsakingos nemaziau svarbios KSB

lastelés — astrocitai, taciau tiksliis mechanizmai néra zinomi (43).

1.3. Astrocitai

1.3.1. Astrocity funkcijos

Astrocitai yra specializuotos glijos lastelés, kuriy pagrindiné funkcija yra palaikyti homeostaze
ir suteikti apsauga neuronams CNS. Priklausomai nuo smegeny srities, astrocitai sudaro 20-40%
neuroglijos lasteliy (44). Sios lastelés yra pagrindinis energijos substraty Saltinis neuronams.
Tyrimai rodo, kad neuronai, iSskirdami neuromediatoriy glutamata, aktyvina Salia esanciy astrocity
glikolize, kurios produktas laktatas yra pagrindinis energijos substratas neuronams (45). Be to,
astrocitai sintetina glutamatg ir apriipina neuronus glutaminu, kuris yra glutamato ir y-amino sviesto
rugsties (GABA) pirmtakas (46). Astrocitai palaiko pH, skys¢iy bei mediatoriy homeostaze. Jy
membranose gausu pernasos baltymy, pavyzdziui, Na*/ H* antiporteriy, monokarboksirtigs¢iy,
bikarbonaty, neSikliy, vakuolinio tipo protony ATPaziy (47). Astrocity ataugos sgveikauja su
neurony presinapsinémis ir postsinapsinémis membranomis ir sudaro ,triSale sinapse“ (angl.
Tripartite  synapse). Sioms sinapséms priklausandiose astrocity ataugose yra didelé
neurotransmiteriy (glutamato, GABA, glicino) perneSimo baltymy raiSka. | astrocity citoplazma
pateke neuromediatoriai yra fermenty suardomi iki pirmtaky ir sekretuojami atgal j sinapse, kur veél
virsta aktyviais mediatoriais (48).

Astrocitai savo ataugomis beveik visiSkai padengia smegeny mikrokraujagysles ir priklausomai
nuo sinapsinio aktyvumo gali reguliuoti mikrokraujagysliy issiplétimg (angl. Neurovascular
Coupling). Aktyviai veikdami neuronai iSskiria neuromediatoriy glutamats, kuris aktyvina
metabotropinj glutamato receptoriy esantj astrocity membranoje. Si aktyvacija skatina inozitolio-3-

fosfato susikaupima ir Ca?* islaisvinima, dél ko aktyvinama fosfolipazé A2 ir per ciklooksigenazés
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(COX) kelig aktyvinama prostaglandino E2 produkcija, kas lemia gretimy mikrokraujagysliy
iSsipétimg bei skatinamas deguonies ir gliukozés pateikimas nerviniam audiniui (4). Astrocity ir
mikrokraujagysliy saveika taip pat svarbi KSB integralumo palaikymui. Daugybé tyrimy su lasteliy
kultiromis parod¢, kad astrocitai palaiko glaudzigsias SKEL jungtis (fizinj barjerg), skatina
pernesimo baltymy MDRI1 bei GLUT] raiSka, lemig jy lokalizacijg (transporto barjeras) bei palaiko
specializuotas fermenty sistemas (metabolinj barjerg) (5).

Taigi, astrocitai atlieka keleta esminiy funkcijy, kurios palaiko sveikag CNS: jie tiekia energijos
substratus neuronams, palaiko skys¢iy, jony bei neurotransmiteriy homeostaze, o sgveikaudami su
mikrokapiliarais — reguliuoja smegeny kraujotakos intensyvumg bei KSB integralumg. Tyrimai
rodo, kad astrocitai taip pat dalyvauja palaikant svarbias smegeny funkcijas, jskaitant motoring
koordinacija, kontroliuoja miego-pabudimo cikla, reguliuoja atminj bei atsako uZz j depresijg panasy
elgesi. Reaguodami | pazeidimus (iSemija, trauma, neurodegeneracines ligas, tokias kaip AL),
astrocitai patiria didelius molekulinius bei funkcinius poky¢ius, dél kuriy praranda jprastas savo
funkcijas. Astrocity sutrikimas buvo pastebétas trigubos AL mutacijos peliy modeliuose, ankstyvoje
AL stadijoje. Siame modelyje, in vitro ir in vivo buvo pastebéti astrocity morfologiniai pokygiai
(sumazéjes ataugy skaiCius, Igstelés kiinas) rodantys astroglijos atrofija (49). Taip pat §is reiskinys

buvo matomas AL serganéiy pacienty smegeny méginiuose po mirties (50).

1.3.2. 3Tg-AL modeliai

Siekiant aiSkintis AL mechanizmus bei kurti naujus terapinius metodus buvo sukurti AL
gyviny modeliai. Amiloidinés kaskados hipotezg atkartojantis ir daznai naudojamas AL tyrimuose,
yra trigubos mutacijos AL modelis (3Tg-AL) (angl. Triple-transgenic AD), kuriame yra PSEN1
(PS1mu46v) koduojancio geno knock-in mutacija bei jterpti APP (APPswe) ir Tau baltymo (taupsoiL)
transgenai. 3Tg-AL peliy, kaip ir AL sergantio Zmogaus, tam tikrose smegeny dalyse, pries
susikaupiant neurofibriliniams raizginiams, formuojasi uZlasteliniai AP. Sias mutacijas turingios
pelés pasizyméjo neurony sinapsinio plastiSkumo — ilgalaikés potenciacijos sutrikimais hipokampo
srityje, kas lemia susilpnéjusias mokymosi ir atminties galimybes (51). Kity autoriy atlikti
proteomikos tyrimai su 3Tg-AL mutacijas turiniy peliy hipokampo srities mitochondrijomis
parod¢ baltymy, susijusiy su energijos metabolizmu, apoptoze ir oksidaciniu stresu, pakitusig
raiSkg. Pavyzdziui, buvo aptikta mitochondrijy dalijimosi procesg reguliuojancio baltymo Drp-1

(angl. dynamin-related protein 1) ir superoksido dismutazés komponenty sutrikusi raiska. Taip pat,
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buvo rasti I, I ir IV kvépavimo kompleksy komponenty sutrikimai. Sie poky¢iai mitochondrijose
gali lemti jy funkcijos sutrikimus AL mutacija turin¢iy pacienty organizmuose (52).

Kadangi sukaupti duomenys tvirtina svarby astrocity vaidmenj AL patogenezéje, o
hipokampo sritis yra vienas i$ svarbiausiy smegeny regiony, pazeidziamy AL metu, mokslininkai
suktré imortalizuoty hipokampo srities 3Tg-AL ir laukinio tipo (angl. Wild type control, WT)
astrocity linijas — 3Tg-iAstro ir WT-iAstro. Atlikti tyrimai su Siomis lasteliy linijomis parodé, kad
3Tg-1Astro pasizymi sumazgjusiu atsumu tarp mitochondrijy ir endoplazminio tinklo, kas sukelia
sumazéjusj Ca®* signalinima mitochondrijose. Manoma, kad tai gali lemti sutrikusias mitochondrijy
funkcijas taip pat matomas 3Tg-iAstro lastelése: sumazéjes oksidacinio fosforilinimo pajégumas,
ATP gamyba, aukstas mitochondriniy ROS lygis (15). Kiti tyrimai parodé, kad ko-kultivuojant
3Tg-iAstro kartu su SKEL, glaudziyjy jungCiy baltymy ekspresija ir transendoteliné varza
nepasikeité, kai tuo tarpu ko-kultivuojant su WT-iAstro - padidéjo. Sie rezultatai patvirtino sveiky
astrocity esmin¢ funkcija palaikant KSB integraluma, o astrocity i§ 3Tg-AL peliy funkcijos
praradimas parodé, kad Sios lastelés iSlaiko patologines savybes, susijusias su AL (6).

Yra zinoma, kad KSB lastelés gali bendrauti ne tik kontaktiniu biidu, bet ir iSskirdamos
nanopisleles — ekstralgstelines vezikules (EV), kuriy sudétis bei biologinés savybés priklauso nuo
lasteliy, 1§ kuriy jos kilo, jy fiziologinés ar patologinés biisenos. Atlikus tyrimus su sveiky ir 3Tg-
AL astrocity 18skiriamomis EV, buvo pastebéta, kad jy veikimas atspindi lgsteliy, 1§ kuriy jos kilo,
efektus: EV i§ 3Tg-iAstro nepalaiké KSB integralumo, priesingai nei EV i§ WT-iAstro (6). Nors per
pastaruosius kelis deSimtmecius buvo atlikta daug tyrimy, rodan¢iy EV reikSme jvariy

neurodegeneraciniy ligy patogenezéje, tikslus jy veikimas vis dar yra aktyviai tyriné¢jamas (7).

1.4. Ekstralgstelinés vezikulés

Tarplastelinis bendravimas yra esminis daugialas¢iy organizmy bruozas. Jis vyksta lgsteléms
tiesiogiai perneSant jvairias molekules, kurios biina jkorporuotos ] lasteliy iSsiriamas pusleles
apgaubtas fosfolipidy dvisluoksniu. Sios pislelés bendrai vadinamos EV. Jy sekrecija pirma karta
buvo apibtidinta kaip nereikalingy medziagy pasalinimo mechanizmas (53). Taciau per daugiau nei
30 mety tyréjy surinkti duomenys rodo, kad EV gali vykdyti medziagy apsikeitima tarp lasteliy
(pernesti nukleino raigstis, lipidus bei baltymus) ir gali veikti kaip signalinimo priemoné
normaliuose homeostatiniuose procesuose arba patologijy metu (54). EV terminas yra naudojamas

kalbant apie visas iSskiriamas membranines piiseles, taciau jos yra itin heterogeniSkos. Pagal
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turimus EV biogenezés duomenis, jas galima skirstyti j tris subpopuliacijas: mikrovezikules (100-
1000 nm skersmens), kurios atsiskiria nuo plazminés membranos (PM), egzosomas (30-200 nm),
kurios suformuojamos endosominio skirstymo metu bei apoptotinius kiinelius (50-5000 nm), kurie
susidaro lgstelei mirStant (55) (1 lentelé). Apoptotiniy kineliy sekrecija vyksta lgstelei Ziinant
apoptozés biidu buvo zinoma seniai, taciau naujai atrasty mikrovezikuliy ir egzosomy tyrimai Siuo
metu yra didziausias mokslininky interesas. Daugumoje publikuoty straipsniy tyrin¢janciy EV,
daugiausia démesio yra skiriama potencialioms EV funkcijoms, o ne jy kilmei, dél to vis dar néra
aisku, kuri EV raisis yra atsakinga uz bet kurj konkrety poveikj. Taip pat dél persidengianciy dydziy,
panasios morfologijos ir kintanc¢ios sudéties sunku pilnai charakterizuoti skirtingas EV riisis bei
standartizuoti iSskyrimo metodus. D¢l greitai didéjanciy EV publikacijy skaiCiaus, jsikiirusi
Tarptautiné ekstralgsteliniy vezikuliy draugija (angl. International Society for Extracellular
Vesicles, ISEV) pateikia minimalius kriterijus EV tyrimams, kurie apima EV atskyrima,
charakterizavimg bei funkcinius tyrimus. Pavyzdziui, EV charakterizavimui ISEV rekomenduoja
pateikti bent tris biomarkerius apimancius Sias kategorijas: transmembraniniai baltymai
(tetraspaninai, integrinai), citozoliniai baltymai iSlik¢ EV (biogenezés faktoriai, Saperonal,
citoskeleto baltymai) bei neigiama kontrolé — su EV iSskiriami bet jy struktiiroms nepriklausantys
baltymai (lipoproteinai, neintegraltis baltymai). Taip pat svarbu charakterizuoti pavienes EV
pateikiant elektroninés mikroskopijos nuotraukas bei nustatyti jy dydj ir kiekj naudojant pavieniy
daleliy analizés technikas, pavyzdziui, nanodaleliy sekimo analiz¢ (angl. Nanoparticle tracking
analysis, NTA). ISEV pabrézia biitinybe atsizvelgti j Sias rekomendacijas darant tvirtas iSvadas apie

EV funkcijas bei $itaip skatina patikimesniy ir atsikartojanc¢iy rezultaty publikavimg (56).
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Rusis Dydis Tankis Kilmé Sandara

Mikroezikulés | 100-1000 1.25-1.30 | Atsiskiria nuo Biogenezés faktoriai: TSG101, ALIX, fosfolipazé
nm (57) g/mL (58) | plazminés D. Saperonai: HSP70, HSP90. Tetraspaninai: CD9,
membranos CD81, CD82. Citoskeleto molekulés: Aktinas,
tubulinas. Nukleoragstys: miRNR, mRNA, DNA (ir
histonai) (59)

Egzosomos 30-200 nm | 1.13-1.19 I8 Biogenezés faktoriai:TSG101, ALIX, sinteninas,
(57) g/mL (58) ' multivezikulinio | ubikvitinas, VPS32. Saperomai: HSP70, HSP90.

kiinelio Tetraspaninai: CD9, CD81, CD82, CD63, CD53,

egzocitozés CD151. Fermentai: peroksidazés, piruvato kinaze,

budu enolazé. Nukleoruigstys: miRNR, mRNA, DNA (ir

histonai) (59)

Apoptotiniai 50-5000 1.16-1.28 | I§ plazminés Fosfotidilserinas, lastelés organelés, chromatinas.
kiineliai nm (57) g/mL (58) | membranos (59)

lastelei mirstant

apoptozés biidu

1 Lentelé. Ekstralgsteliniy vezikuliy klasifikacija. Adaptuota pagal Van Niel G. et al (59), Yuan Z.
Etal (58) ir Yong W. et al (57).

1.4.1. EV biogenezés mechanizmai

Egzosomy biogenez¢ prasideda kuomet nuo PM jlinkimo susiformuoja ankstyvoji endosoma.
Brendimo procesas vyksta endosomai keliaujant | lgstelés centrag ir keiCiantis jos perneSamo
krovinio sudéciai bei persitvarkant membranai. Tuo pat metu daugiau nei 20 baltymy yra
paskirstomi per keturis Endosominio skirstymo kompleksus reikalingus transportui (angl.
Endosomal sorting complex required for transport, ESCRT). Sinergistiskai vyksta ir nuo ESCRT
nepriklausomas brendimo kelias, taciau abu jie yra susij¢ su membranos jlinkiy formavimu
ankstyvojoje endosomoje — intraluminaliniy vezikuliy (ILV) susidarymu (60) (1.4.1 pav.). Sio
proceso metu ] ILV yra suriiS§iuojami citozoliniai baltymai, nukleoriigStys bei lipidai. Endosoma su
ILV yra vadinima multivezikuliniu kiineliu (MVK), kuris gali arba susilieti su lizosoma ir suirti
arba susilieti su PM ir isleisti ILV kaip egzosomas j uzlasteling erdve (61).

Nuo ESCRT priklausomos biogenezés metu pirmasis, ESCRT-0, kompleksas atpaZjsta

ubikvitilintus baltymus endosomos membranos iSoréje ir juos sukoncentruoja. Sis kompleksas
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lemia sekanc¢io, ESCRT-I, komplekso prisijungimg. TSG101 (angl. Tumor susceptibility gene 101)
baltymas, kuris yra vienas i§ ESCRT-I komponenty, saveikauja su ESCRT-0 bei ubikvitilintais
membranos baltymais, o kitas komponentas — Vsp28 (angl. Vacuolar protein sorting-associated
protein 28 homolog) saveikauja su ESCRT-II baltymais. Kartu susijunge ESCRT-I ir -II
kompleksai gali paskatinti endosomos membranos jlinkimg ir suformuoti ILV. Jy susijungimas
taip pat lemia paskutiniojo, ESCRT-III, komplekso susirinkimg. Sis sukelia ILV atsiskyrima nuo
membranos, kai ESCRT-III pritraukia deubikvitinazes, pasalinancias ubikvitino fragmentus i§ ILV
krovinio (62). Sis kanoninis ESCRT kelias gali kirstis su kity baltymy vykdomu ILV generavimu:
Baltymas sinteninas kartu su ESCRT aksesoriniu baltymu ALIX (angl. ALG-2 interacting protein
X) gali sujungti krovinius su ESCRT-I11 komplekso baltymu Vsp32 (59).

Egzosomy biogenezés mechanizmui, kuris nepriklauso nuo ESCRT, yra svarbus ceramido
sintetinimas ant endosomos membranos. Uz jo gamyba atsakinga neutrali II tipo sfingomielinazé.
Ceramidas sukelia spontaniSka membranos jlinkj ir lemia ILV susiformavimg. Taip pat
endosominiam skirstymui yra svarbis membranos baltymai tetraspaninai. Dazniausiai
egzosomose sutinkami yra CD63, CD9, CD81 ir CD82. Jie pasizymi kiigio formos struktira
membraninéje srityje ir jy susigrupavimas membranoje skatina membranos jdubima (59).

Neéra tiksliai Zinoma, kaip citozoliniai komponentai yra jtraukiami i egzosomas, taCiau yra
manoma, kad tai gali biiti susij¢ su Saperony, tokiy kaip karS¢io Soko baltymo 70 (angl. Heat
shock cognate 71 kDa protein, Hsc70) veikimu, kuris gali jtraukti kitus baltymus j egzsosomy
membrang. Be Hsc70, svarby vaidmen; rtiSiuojant baltymus j egzosomas atlieka Hsp90, 14-3-3
epsilon bei piruvato kinazé M2, kurie yra randami daugumos lgsteliy tipy egzosomose (63).

Mikrovezikuliy biogenezés mechanizmai vis dar néra gerai iSaiskinti. Kai kurie molekuliniai
mechanizmai, veikiantys EV biogenezés etapus yra bendri tick egzosomy, tiek mikrovezikuliy
susidarymui. Tai yra ESCRT baltymy veikimas bei ceramido susidarymas veikiant
sfingomielinazei. ISimtimi gali buti laikomas membranos fosfolipidy asimetrijos pertvarkymo
mechanizmas, kuris yra unikalus mikrovezikuliy biogenezei (1.4.1 pav.). Ji vykdo nuo Ca?*
priklausomi fermentai — fosfolipidy translokazés, skramblazé, kalpainas, kurie skatina
fosfatidilserino iSsidéstymga iSoriniame lastelés pavirsuje. Tai sukelia fizinj membranos iSsilenkimag
ir aktino skeleto restruktiirizavima, kas lemia mikrovezikuliy atsiskyrimg (64). Taip pat buvo
pastebéta, kad mikrovezikuliy sekrecija yra priklausoma nuo ATP valdomy purinerginiy P2X7-
receptoriy, kurie sukelia persitvarkymus lgstelés membranoje. Mechaniskai, §is procesas yra

susijes su rigstinés sfingomielinazés, sintetinancios ceramida, perkélimu j membrang (65).
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Kadangi mikrovezikuliy susidarymui svarbi rigstiné, o ne neutrali sfingomielinazé, galima daryti
prielaida, kad egzosomy ir mikrovezikuliy sekrecijg reguliuoja sfingomielinaziy Seimos baltymai
(59).
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1.4.1 pav. Ekstralgsteliniy vezikuliy biogenezés mechanizmai. Adaptuota pagal Van Niel G. et al
(59).

1.4.2. EV patekimas i Iastele ir ju funkcijos

Remiantis atlikty tyrimy duomenimis yra manoma, kad lgsteliy-recipienciy specifiSkumag
tam tikroms EV lemia specifiné sgveika tarp lasteliy PM esanciy receptoriy ir EV membranoje
esan¢iy baltymy. Nors néra zinomi tikslis molekuliniai mechanizmai, yra manoma, kad tokiy
saveiky tarpininkai gali buti tetraspaninai, integrinai, lipidai lektinai ar uZlastelinio uZpildo
komponentai. PavyzdZiui, integrinai ant EV gali sgveikauti su lgsteliy-recipienciy tarplagstelinémis
adhezijos molekulémis (angl. Intercellular adhzesion molecules, ICAM) (66). Taip pat

egzosominiai tetraspaninai gali sgveikauti su integrinais lastelés PM ir skatinti susijungima.
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EV prisijungimas gali inicijuoti funkcinj atsakg lasteléje-recipientéje. Pavyzdziui,
egzosomos i§ B limfocity ir dendritiniy lasteliy gali pateikti antigena T limfocitams ir sukelti
specifinj imuninj atsakg (67). EV taip pat gali but internalizuojamos. SKEL Iastelése EV
patekimas buvo stebimas susidarant kaveoléms, lipidy plaustams, vykstant makropinocitozei bei
nuo klatrino priklausomai endocitozei (68, 69) (1.4.2 pav). Kuomet EV internalizuojama, ji
patenka ankstyvaja endosoma bei MVK, kuris daZnai nukreipiamas j lizosomg ir suardomas. Sis
kelias suteikia svarby metabolity Saltinj Igsteléms-recipientéms. Kitais atvejais EV gali to i§vengti
ir susiliejus su MVK ribojan¢ia membrana iSleisti savo turinj j lgstelés-recipientés citoplazma.
Taip pat gali atsitikti EV tiesiogiai susiliejus su lasteles PM (59). Sis procesas yra svarbus
mikroRNR (miRNR) bei matricinés RNR (mRNR) perneSimui ir geny raiskos reguliavimui (70),
kai kuriy transmembraniniy baltymy ar lipidy apsikeitimui tarp lasteliy.

Parodyta, kad EV neurovaskuliniame vienete yra svarbios tarplgstelinio bendravimo
tarpininkés. Jos prisideda prie nervinés diferenciacijos ir sinapsiy formavimo, o tokio bendravimo
sutrikdymas gali itin pakenkti nervy sistemos veiklai (71). Teigiama, kad astrocity sekretuojamos
EV yra vienas reikSmingiausiy astrocity ir aplinkiniy Igsteliy bendravimo biidy. Idomu tai, kad
normaliomis salygomis, taip pat ir nenomaliomis (tokiomis kaip oksidacinis stresas, maistiniy
medziagy trikumas, uzdegimas) astrocity EV gali apsaugoti neuronus ir skatinti neurity
atsinaujinimg. Pavyzdziui, vienas tyrimas parodé, kad astrocitai patyre hipertermijg padidina
Saperono Hsc70 kiekj, kuris iSsiskiria su egzosomomis ir toliau aktyvina su stresu susijusias
kinazes, kad sumazinty stresg neuronuose (72). Taip pat zinoma, kad oksidacinio streso metu
astrocity iSskirtos EV transportuoja apolipoproteing, klasikinj neuroprotekcinj baltyma ir Sitaip
palaiko neurony iSgyvenamuma (73). Taciau taip pat yra jrodymy, kad astrocity EV gali turéti
neigiama poveikj. Tyrimai rodo, kad astrocity sekretuojamos EV yra prisidedantys veiksniai AL
patogenezéje. Pavyzdziui, astrocity kilmés EV yra susijusios su fosforilinto Tau baltymo
perneSimu ] kitas Igsteles (74). Taip pat astrocity egzosomos i§ AL pacienty plazmos méginiy
pasizymi dideliu kiekiu komplemento baltymy bei pro-uzdegiminiy citokiny (75). Tyrimuose su
SKEL lgstelémis, EV 1§ 3Tg-iAstro nepalaiké KSB integralumo, kaip tai padar¢ EV i§ sveiky
astrocity (6). Sie duomenys parodo neabejoting astrocity bei jy sekretuojamy EV reikime AL,

taciau tikslis mechanizmai licka neZinomi.
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1.4.2 pav. Ekstralgsteliniy vezikuliy patekimas i lgstele-recipiente. Adaptuota pagal Van Niel G. et
al (59)

1.4.3. EV vaidmuo uzZdegiminiuose procesuose

Yra duomeny, kad EV gali sukelti uzdegima perneSant su patogenais ar pazeidimu
susijusius molekulinius modelius (angl. Pathogen associated molecular patterns, PAMPs; angl.
Damage associated molecular patterns, DAMPs). Beveik visi infekcijos sukéléjai gali sekretuoti
uzdegimines EV, kurios lastelése-recipientése gali aktyvinti NF-kB transkripcijos faktoriy ir sukelti
pro-uzdegiminiy citokiny atsaka. EV, susijusios su DAMP, pavyzdziui, HSP ar baltymu S100, kurie
gali bati Toll-like-receptoriy (TLR) ligandai, skatina tokiy signaliniy baltymy kaip ERK, p38, INK
fosforilinimg bei lemia pro-uzdegiminiy citokiny geny raiskos aktyvinimg (76).

Atliktos studijos rodo, kad EV gali prisidéti prie uzdegimo plitimo, nes gali pernesti lipidy
tarpininkus, citokinus bei miRNR. PavyzdZziui, buvo pademontruota, kad trombocity EV gali
pernesti arachidono riigstj j kitus trombocitus ir endotelines Igsteles, kas inicijuoja tromboksano A
ir COX2 produkcija. Sis pernesimas jrodé EV gebéjima reguliuoti vieting mikroaplinka vykdant
tarplasteling lipidy apykaitg (77). Taip pat manoma, kad EV sekrecija gali buti mechanizmas,
kuriuo perneSami baltymai, neturintys nukreipiancio, signalinio peptido, pavyzdZiui, interleukinai
1B, 18, galektinai-1, -3 (76). Be to, EV pernesama miRNR gali jungtis prie TLR bei aktyvinti NF-
kB. Pavyzdziui, buvo parodyta, kad miR-29a bei miR-21 aktyvina interleukino-6 bei naviko
nekrozés faktoriy peliy organizme per TLR-7 receptoriaus aktyvacijg (76).

Uzdegiminiuose keliuose dalyvaujanciy geny raiskg gali kontroliuoti transkripcijos faktoriai,
kuriuos aktyvina oksidacinis stresas. Siame procese taip pat dalyvauja EV vykdoma medziagy

pernasa, taciau tiksliis mechanizmai néra zinomi (8).
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1.5. Oksidacinis stresas

Reaktyvis deguonies junginiai yra biologiskai svarbios molekulés, kurios gali dalyvauti
lastelés signalinime. Jos yra sukuriamos kaip Salutiniai medziagy apykaitos produktai. Dazniausi
ROS yra superoksido radikalas (O2"), vandenilio peroksidas (H202), singletinis deguonis (*O2),
hidrokslio radikalas (OHe) be to gali bti ir azoto kilmés reaktyvis junginiai, tokie kaip azoto
oksido radikalas (NOv#) ir peroksinitrinas (ONOQO™) (78).

ROS produkcija remiasi j fermentines ir nefermentines reakcijas vykstancias Igstelése.
Fermentinés reakcijos yra susijusios su kvépavimo grandinés veikimu mitochondrijose,
prostaglandiny sinteze, fagocitoze bei citochromo P450 sistema. Tokie fermentai kaip NADPH
oksidazé (NOX), ksantino oksidazé ir peroksidazé generuoja superoksido radikalg (O2™), Kuris
dalyvaudamas kitose reakcijose sukuria vandeninio peroksidg (H202), hidroksido radikalg (OHe) bei
kitus ROS. Maziau reaktyvus junginys - H20> yra sintetinamas amino riigs¢iy oksidazés ir ksantino
oksidazés. Taciau reakcijoje, kurioje dalyvauja H202, O2" ir reakcijos katalizatoriai Fe?* arba Cu*
yra sukuriamas hidroksilo radikalas (OHe), kuris yra laikomas labiausiai reaktyviu laisvuoju
radikalu in vivo. NOe yra sintetinamas trijy skirtingy azoto oksido sintaziy (NOS). Tai yra
konstutyvi izoforma endotelio Igstelése — eNOS, neuronuose — nNOS bei indukuojama izoforma —
INOS. NOe reguliuoja smegeny kraujotaka bei neurony gyvybinguma, taciau didelis kiekis eNOS ar
INOS produkuojamas NO-e kiekis lemia neurotoksiSkumg. Taip pat ROS gali susidaryti
nefermentiniy reakcijy metu, pavyzdziui deguonies molekulei sureagavus su organiniu junginiu
arba paveikus lgsteles jonizuojancia spinduliuote (78).

Maza ROS koncentracijg uztikrina lgstelése esancios antioksidacinés sistemos, tokios kaip
yra superoksido dismutazé (SOD), katalazé (angl. Catalase, CAT), glutationo peroksidazé (GPx),
kurios suriSa ir neutralizuoja ROS. Kuomet lgstelése sutrinka oksidacijos/redukcijos reakcijy
balansas ir antioksidacinés sistemos nepajégia neutralizuoti ROS, lastelés patiria oksidacinj stresa.
Jo metu susikaupg hidroksilo radikalai (OHe) paveikia jautrias polinesoCias riebaly ragstis ir
pakeiCia jy struktiira, o susidarg¢ peroksilo radikalai toliau paveikia kitas riigsStis, sukeldami
grandining reakcija (3). Taip pat OHe oksiduoja baltymus, paveikia jy funkcijas, bei sukelia DNR

pazaidas.
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1.5.1. Oksidacinio streso reguliavimo mechanizmai

Oksidacinio streso metu KSB funkcija ir integralumas priklauso nuo jvairiy
oksidacijai/redukcijai jautriy sistemy, kurios veikia esant skirtingiems ROS lygiams. Kuomet
lasteléje sintetinamas mazas kiekis ROS, trys SOD izoformos surisa O2", suformuodamos H20,
kuris yra pasalinamas veikiant GPx ir CAT. Kuomet ROS lygis lasteléje padidéja, yra
aktyvuojamos papildomos sistemos, t.y. tioredoksinai ir transkripcijos faktorius Nrf-2 (79)
(1.5.1 pav).

Oksidacijai/redukcijai jautriis baltymai tioredoksinai sgveikauja su bifunkciniu — redokso-
faktoriumi 1/AP endonukleaze-1 (angl. Redox-factor-1/AP endonuclease-1, Ref-1/Apel), kuris be
oksidacijos/redukcijos reakcijy signalinimo, dalyvauja DNR pazaidy taisyme. Aktyvuotas Ref-
1/Apel kaupiasi branguolyje ir redukuoja kai kuriy transkripcijos faktoriy oksiduotus cisteino
radikalus. Keli i§ Ref-1/Apel paveikiamy transkripcijos faktoriy yra NFkB, HIF-1a, AP-1. Toks
Ref-1 poveikis lemia didesnj jy gebéjima prisijungti prie DNR ir aktyvuoti tolimesnius genus,
pavyzdziui, antioksidanta hemo-oksigenazg-1 (HO-1), metaloproteinaze-9 (MMP9), COX2, iNOS,
citokinus interferong B (IFNf), monocity chemoatraktanta CCL2 (80, 81) . Jie dalyvauja uzdegime
bei adaptacingje reakcijoje i oksidacinj stresg, taciau taip pat gali lemti KSB integralumo praradima.
Be to, vienas aktyvintas Ref-1 gali redukuoti vidulastelinius ROS, nes uzslopina mazaja GTPazg¢
Rac-1.

Nrf-2 reguliuoja antioksidaciniy baltymy (SOD, GPx, CAT, HO-1) sintez¢. Normaliomis
salygomis Nrf-2 yra iSskiriamas ] citoplamza, kur yra susijunges su represoriniu baltymu Keap-1.
Kuomet ROS lygis padidéja, Nrf-2 atsiskiria nuo Keap-1 ir translokuojasi j branduolj, kur
prisijungia prie antioksidacinio atsako elemento (ARE) seky taikininiuose genuose ir padidina jy
transkripcija (79) (1.5.1 Pav.). Taip pat manoma, kad Nrf-2 gali paskatinti anti-uzdegiminiy
mediatoriy sinteze, aktyvinti proteosoma bei kitus transkripcijos faktorius susijusius su
mitochondrijy biogeneze (82).

Taigi, oksidacijos/redukcijos reakcijoms jautrlis signaliniai baltymai ir jy aktyvinami
transkripcijos faktoriai veikia kartu, kad iSlaikyty vidulasteling pro-oksidanty ir anti-oksidanty
homeostazg (79). Manoma, kad siame ROS balanso palaikyme taip pat dalyvauja EV, kurios gali

pernesti ROS suriSancius arba juos produkuojancius fermentus.
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1.5.1 pav. Kraujo-smegeny barjero funkcija regulivojama oksidacijai/redukcijai jautriy sistemy,
kurios veikia skirtinguose ROS lygiuose. Adaptuota pagal Lehner C. et al (79).

1.5.2. EV poveikis oksidaciniam stresui

EV ir ROS yra glaudziai susij¢ ne tik dél to, kad EV gali padidinti arba sumazinti ROS
kieki, bet ir dél to, kad ROS yra susije su EV produkcija. Yra manoma, kad pro-oksiduojancios
salygos sukelia EV iSsiskyrimg. Tai parodé eksperimentai, kuriy metu neutrofilus paveikus NOX,
NOS-2 inhibitoriais buvo uzslopinta EV sekrecija. Taip pat pastebéta, kad navikinése ir
senstanciose lastelése, kurios pasizymi sutrikusia oksidacijos/redukcijos reakcijy pusiausvyra ir
padidéjusiu ROS kiekiu, matomas didesnis sekretuojamy EV kiekis (8).

Daugybe studijy parode¢, kad EV tiesiogiai paveikia ROS kiekj Iastelése. Jos gali pernesti
ROS suriSancius antioksidacinius fermentus (Gpx, SOD, CAT, peroksiredoksinus, glutationo S
transferaze), taip pat ir ROS produkuojancius - NOX. Be to, EV turi jtakos ROS lygiui netiesiogiai.
Sis poveikis sukeliamas kuomet j EV jtraukiamos signalinés molekulés, kurios gali modifikuoti
geny raiska, susijusig su oksidacijos/redukcijos procesy reguliavimu, kas paveikia lastelini ROS
kiekj. Tyrimas su T limfocity EV parodé, kad jos ne tik perneSa antioksidacinius fermentus (CAT
bei dvi SOD izoformas), bet ir paskatina SOD-1 raiSkg Zmogaus virkstelés endotelio lgstelése, o $is
EV poveikis apsaugo Igsteles nuo apoptozés (83). Tyrimas su makrofagy egzosomomis parodé, kad
jos nesa NOX, taciau Siuo atveju jo susintetinti ROS neigiamy efekty nesukelé, bet prieSingai —

skatino neurity ataugimg ir aksony regeneracija po pazeidimo peliy organizme. Buvo parodyta, kad
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egzosomos, patekusios ] pazeista aksong mikrotubulémis yra neSamos ] neurony kiing, kur ROS
oksiduoja ir inaktyvuoja fosfatazg PTEN, kas lemia PI3K-pAkt signalinimg ir regeneracinj aksono
ataugimg (84). Taciau Soninés amiotrofinés sklerozés modelyje buvo pastebéta, kad astrocity
sekretuojamos EV gali prisidéti prie $ios ligos progresavimo. Siame tyrime astrocity EV buvo gausu
mutantinio SOD-1 baltymo. Sios EV sukélé motoriniy neurony mirtj padidindamos pro-
uzdegiminiy citokiny sekrecijg bei oksidacinj stresa mikroglijos lastelése (85).

Tiesioginis ar netiesioginis EV gebé¢jimas reguliuoti ROS produkcija priklauso nuo EV
sekretuojanciy Igsteliy tipo bei jy fiziologinés buklés. Tikslas molekuliniai mechanizmai, kuriuos
EV aktyvina lastelése-recipientése zinomi néra, taciau zinoma, kad ROS gamybg gali sumazinti —
NOX raiskos arba NF-kB kelio slopinimas, o padidinti NF-kB, JNK bei fosfoinozitido-3
kinazés/Akt (PI3K/Akt) signaliniy keliy aktyvacija (8). Pastarasis kelias yra itin svarbus signalo
perdavime bei biologiniuose procesuose, tokiuose kaip proliferacija, apoptozé bei metabolizmas.
Iprastai jis aktvinamas kuomet aktyvuojamos receptorinés tirozino kinazges, integrinai bei citokiny
receptoriai. Tada aktyvuojama PI3K, kuri lemia fosfatidilinozitolio(3,4,5)-trifosfato (PIP3)
susidarymg membranoje. PIP3 pritraukia baltymus, turin¢ius plekstrino homologijos (PH) domena,
kurj savo sudétyje turi Akt bei jo aktyvatorius - nuo fosfoinozitido priklausoma kinazé (angl.
Phosphoinositide-dependent kinase-1, PDK1). Jis fosforilina Akt ties 308 treoninu (angl.
Threonine, pAkt(thr)) ir jj aktyvina. Teigiama, kad pilnai Akt aktyvacijai reikalingas mTOR 2
kompleksas (MTORC?2), kuris fosforilina Akt ties 473 serinu (pAkt(ser)) (86), taciau taip yra tyrimy
rodanc¢iy, kad pastarasis néra biitinas pilnai aktyvacijai ir kad pAkt(thr) yra patikimesnis Akt
aktyvumo biologinis zymuo (87, 88) . Yra duomeny, EV i§ nosiaryklés karcinomos lasteliy gali
pernesti PI3K katalitinj subvieneta ir aktyvinti PI3K/Akt signalinj kelig. Taip pat Zinoma, kad EV 1§
tinklainés pigmento epitelio lgsteliy perneSa pAkt(thr) (89). Nejprastas PI3K/Akt signalinimas
skatina NOX aktyvacija lastelése bei mitochondrijy bioenergetikos sutrikimus, kas lemia

superoksido O™ bei vandenilio peroksido sinteze (90).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Lastelés ir medzZiagos

Komerciné, imortalizuota zmogaus kraujo-smegeny barjero endotelio Igsteliy linija (angl.
Blood-Brain Barrier Human Cerebral Microcapilary Cells, BBB hCMEC/D3)(Merck-
Milipore);

Laukinio tipo (WT) ir trigubg Alzheimerio ligos mutacija (APPswe/Tau-P301L/ PS1-
M146V) turinéiy peliy (3Tg-AL) imortalizuoty astrocity linijos (atitinkamai WT-1Astro ir
3Tg-iAstro) i$ hipokampo srities. WT-1Astro ir 3Tg-iAstro lasteliy linijas sukiiré dr. Dmitry
Lim vadovaujama moksliniy tyrimy grupé Italijos Ryty Pjemonto universitete, Farmacijos
moksly fakultete (91).

Stabili h\CMEC/D3 linija, transdukuota reporteriniais vektoriais, kurie koduoja indukuojamo
antioksidacinio atsako promoriy ir jonvabaliy liuciferazés konstrukta. Sios lasteliy linijos

transdukcija bei stabiliy linijy atranka atlikta IMC doktorantés Justinos Pajarskienés.

Medziagos lasteliy kultivavimui

WT-iAstro ir 3Tg-iAstro kultivavimui: DMEM-GlutaMAXTM terpé (,,Thermo Fisher

Scientific); verSelio embriono serumas (angl. Fetal bovine serum, FBS) (“Thermo Fisher
Scientific”); penicilinas—streptomicinas (,, Biological Industries )

hCMEC/D3 kultivavimui: EndoGro terpé (“Milipore”); EndoGro terpés priedai: EndoGro™
terpés papildas - EndoGroLS, rekombinantinis Zmogaus epidermio augimo veiksnys (angl.
K. recombinant human epidermal growth factor, rhEGF), askorbo ragstis, hidrikortizono
hemisukcinatas, L-glutaminas, heparino sulfatas (,,Milipore*), fibroblasty augimo veiksnys
FGF2 (angl. Fibroblast growth factor) (“Thermo Fisher”); | tipo kolagenas (angl. Collagen
I, rat tail) (“Thermo Fisher Scientific”);

Tripsinas-EDTA 0,25% (“Life technologies”);

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

Plastikiniai audiniy kultiiry indeliai (“TPP”);

Plastikiniai mégintuvéliai (“TPP”);

6, 24, 96 Sulinéliy 1ékstelés (,, TPP *);

Fast-Read® 102 lasteliy skai¢iavimo kameros;

Dimetilsulfoksidas (DMSO) (,,Sigma “);
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Puromicinas (Sigma-Aldrich*);

Ditiotreitolis (,, Tacros Bioscience*);

e Adenozintrifosfatas (,,Sigma-Aldrich*).

Medziagos EV ir lasteliy baltymy imunobloto analizei:

Medziagos poliakrilamido gelio paruosimui: TRIS-HCI, SDS (sodium dodecyl sulfate), 40%
akrilamido/bis tirpalas (angl. Acrylamide/bis solution) (”BIO-RAD”),
Tetrametiletilendiaminas  (TEMED) (angl.  Tetramethylethylenediamine), Amonio
perosulfatas (APS) (angl. Ammonium Persulfate) (“Thermo fisher Scientific”);
Polivinilfluorido membranos Trans-Blot Turbo Transfer Pack (“BIO-RAD”);

Tween-20 (“BIO-RAD”),; Baltymy zymuo PageRuler Prestained Protein Ladder (,, Thermo
Fisher Scientific*);

Metanolis (“Thermo Fisher Scientific *);

TG-SDS elektroforezés buferinis tirpalas (25mM Tris, 192 mM glicino, 0.1% SDS)
(“BioRad”);

Jaucio serumo albuminas (BSA) (angl. Bovine serum albumin), pH 7.0 (“Applichem”);
Proteaziy misinys Pierce RIPA (,, Thermo Fisher Scientific *);

Proteaziy inhibitoriy misinys (,, Thermo Fisher Scientific ),

Antikanai: (,, Cell Signaling“, ,,Santa Cruz* ,, Thermo Fisher Scientific);

Western Blot analizés rinkinys Clarity Western ECL substrate (,, BioRad *);

Western Blot pernesimo buferis (,,BioRad “);

Baltymy buferinis tirpalas Laemmli sample buffer (“BIO-RAD”);

Krieny peroksidazé (“Pierce”);

Parafilm plevele (,,Merck*);

Fosfotidilinozitolio 3-kinazés inhibitorius LY294002 (,,Cell Signaling )

Medziagos geny raiSkos tyrimams:

RNR isskyrimui: QIAzol lizés reagentas (,,Qiagen*); choloroformas, izopropanolis, vanduo
be nukleaziy (,,Thermo Fisher Scientific )

Kopijinés DNR sintezés rinkinys su dsDNaze (angl. Maxima First Strand cDNA Synthesis
Kit for RT-gPCR, with dsDNase) (,,Thermo Fisher Scientific*);
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Tikro laiko polimerazés grandininés reakcijos (angl. Quantative real time polymerase chain

reaction, gPGR) reakcijos rinkinys (angl. Maxima SYBR Green gPCR master mix) (,, Thermo

Fisher Scientific*).
Medziagos oksidacinio streso tyrimams:

e  MitoSOX ™ red (,,Invitrogen )

e 12mm diametro stikliukai Igsteliy kultivavimui (,,Carl Roth*);

e Paraformaldehidas (PFA) (,,Merck®)

e Objektyviniai stikleliai (,,Thermo fisher scientific ),

e Montavimo terpé (,,Dako “);

e DCFDA / H2DCFDA - vidulasteliniy ROS nustatymo rinkinys (,,Adbcam *);
e 96 Sulinéliy juodos, fluorescencijai skirtos lekSelés (,,Greiner*);

e Tert-butil hidroperoksidas (,,Sigma Aldrich*).

Aparatiira:
e Inkubatorius (,, BINDER “);

e Laminariné traukos spinta MSC advantage 1.8 (“Thermo Fisher Scientific”),

e Centrifuga (,,Sigma‘);

e Mini centrifuga/Vortex purtyklé FVL-2400N (“Novolab”);

e Sildoma vonelé (,,BIOSAN®);

e Mikroskopas Eclipse TS 100 (,,NIKON®);

e Elektroforezés aparatas Mini-PROTEAN 3 (,,BIO-RAD®);

e Baltymy perneSimo aparatas Trans — Blot Turbo (,,BIO-RAD*);

¢ Imunobloto vaizdinimo aparatas ChemiDoc MP Imaging System (,,BIO-RAD*);
e Orbitaliné maiSyklé Rocher — Shaher (,,BIOSAN®);

e Ultracentrifuga Sorvall LYNX 6000, rotorius T29-8x50 (,,Thermo Fisher Scientific*);
e Nanodaleliy analizés aparatas Nanosight LM10;

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

o Konfokalinis mikroskopas ,, Leica TCS SP8”;

e Transmisinis elektroninis mikroskopas Morgagni 268 (“FEI company”)

e Fotometras NanoPhotometer Pearl (,,Implen *);

e Fluorimetras Fluoroscan Ascent (,,Thermo Fisher Scientific*);
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e Ploksteliy skaitytuvas Spark (,, Tecan “);
e (PGR detekcijos sistema CFX96 (“BioRad”);
e Vakuminis koncentratorius Concentrator Plus (,, Eppendorf™");

e Ploksteliy skaitytuvas Spark (,, Tecan *).

2.2. Metodai

2.2.1. Imortalizuoty astrocity kultivavimas

WT-iAstro ir 3Tg-iAstro Igstelés auginamos DMEM- GlutaMAX™ terpéje su 10% FBS ir 100
U/ml penicilino/100 pg/ml streptomicino. Kuomet lastelés pasiekia 80% konfluencija, jos yra
perséjamos. I§ auginimo flakono iSsiurbiama auginimo terpé ir praplaunama su 37 °C fosfatiniu
buferiniu tirpalu (angl. Phosphate buffered saline, PBS). Lasteliy atkabinimui nuo indelio
pavirSiaus naudojamas 0,25% tripsino-EDTA tirpalas. Su juo auginimo indelis inkubuojamos ~3
min. 37 °C inkubatoriuje. Astrocitams atkibus, tripsinas neutralizuojamas dvigubu 37 °C auginimo
terpés tiriu, o surinkus lasteliy suspensija, ji centrifuguojama 5 min., 200 g, kambario
temperattiroje. Tuomet nupilamas supernatantas ir lgsteliy sankaupa suspenduojama auginimo
terpéje. Lastelés s¢jamos j 150 cm? audiniy kultiiry indelius EV skyrimui, linijos palaikymui j 75
cm? arba eksperimentams j 24 $ulinéliy léksteles (atitinkamai uzpilamos 16 ml, 8 ml, 0,5 ml terpe).

Prie§ séjant astrocitus EV i§skyrimui, paruoSta auginimo terpé yra ultracentrifuguojama
100 000 g, 6 val., 4°C temperatiiroje ir filtruojama per 0,1 um filtra. Tokiu biidu yra pasalinamos

FBS kilmés EV. Sia terpe lastelés suspenduojamos po centrifugavimo, s¢jamos j 150 cm?

audiniy
kultiry indelius ir uZpilamos 16ml terpe. Jos auginamos 72 valandas 37 °C temperatiiros
inkubatoriuje, drégnoje, 5 % CO2 atmosferoje. Linijy saugojimui lastelés Saldomos auginimo

terpéje su 10% DMSO.

2.2.2. EV i§skyrimas pakopinio ultracentrifugavimo metodu

Po 72 val., kuomet iAstro lasteliy linijy konfluencija siekia 80-90 %, jy auginimo terpé
surenkama ir centrifuguojama 300 g, 10 min. Tokiu grei¢iu centrifuguojant nusodinamos ir

pasalinamos lastelés. Antrojo etapo metu terpé centrifuguojama 2000 g, 10 min., tuomet yra
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pasalinamos Igsteliy nuolauzos. Po to centrifuguojama 20 000 g, 30 min. ir paSalinami biopolimery
agregatai ir apoptotiniai kiineliai bei mikrovezikulés. Gautame supernantante esancios EV
nusodinamos ultracentrifuguojant 100 000 g, 70 min. Po Sio etapo EV sankaupa praplaunama 4°C
PBS bei dar karta ultracentrifuguojama 100 000 g, 70 min. Sis centrifugavimas reikalingas EV
frakcijos praploplovimui, grynumo uztikrinimui. Galiausiai, EV peletas suspenduojamas 80ul 4 °C
temperatiiros PBS tirpale. Visi centrifugavimo etapai atlickami 4°C temperatiiroje. Suspensija

laikoma -80 °C temperatiiroje iki panaudojimo.

2.2.3. EV dydZzio bei koncentracijos analizé ir dozavimas

EV isskirtos i§ WT-iAstro ir 3Tg-1Astro (atitinkamai WT-EV ir 3Tg-EV) buvo analizuotos
Nanosight LM10, Gyvybés moksly centre, Eukarioty geny inzinerijos laboratorijoje. EV méginiams
buvo taikyta NTA analizé, kurios tikslas yra nustatyti méginyje esanéiy daleliy dydj ir
koncentracija. Pries analiz¢ EV méginiai i§ skirtingy skyrimy buvo perkeliami j vieng mégintuvélj,
o matavimui EV su PBS praskiedziamos 50 karty. Visuose eksperimentuose naudojama EV dozé —
1 veikimo vienetas (VV), kuris, remiantis NTA rezultatais, atitinka 3,65*10% daleliy. Pagal

ankstesnius laboratorijos duomenis, $is EV kiekis laikomas optimaliu bei turinéiu biologinj poveikj

(94).

2.2.4. Transmisiné elektroniné mikroskopija

EV analizé buvo atlickama Gyvybés moksly centre, Eukarioty geny inZinerijos laboratorijoje
naudojant transmisinj elektroninj mikroskopg FEI Morgagni 268, vaizdy analizei naudota iTEM 5.0
programine jranga. Pirmiausia, morfologijos iSlaikymui, PBS suspenduotos EV fiksuojamos 2%
paraformaldehido-PBS tirpalu ant ledo, 40 min. Kiti etapai atlickami kambario temperatiiroje, ant
parafilm plévelés. EV adsorbavimui speciali Formvar-carbon variné plokstelé uzdedama ant 10 pl
EV laso ir inkubuojama 20 min. Po to plokstelé¢ praplaunama PBS bei méginiai pakartotinai
fiksuojami 5 min. uzdéjus ja ant 30 pul 1% glutaraldehido tirpalo laseliy. Po inkubacijos plokstelé
praplaunama vandeniu. Kontrasto didinimui tarp EV ir fono, méginiai inkubuojami tamsoje ant 30

ul, 2% uranilacetato laseliy, 5 min bei galiausiai paliekami i§dzititi ore, 5 min.
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2.2.5. EV ,Shotgun“ proteomika ir baltymy funkciné analizé

,»ohotgun “ tipo proteominé EV analizé, kurioje kombinuojama didelio efektyvumo skyséiy
chromatografija bei masiy spektrometrija (LC-MS/MS), buvo atlikta dr. Dmitry Lim moksliniy
tyrimy grupés Italijos Ryty Pjemonto universitete, Farmacijos moksly fakultete. LC-MS/MS buvo
naudojama micro-LC Eksigent Technologies (Dublinas, JAV) sistema.

Panaudojus FunRich v.3.1.3. programing jrangg buvo atlikta funkciné geny ontologijos
(GO) analizé. Analizés metu geny simboliai (baltymy pavadinimai) buvo gauti i§ juos atitinkanciy
UniProt prisijungimo (angl. Accession) kody ir priskirti duomeny bazéje esantiems UniProt Rodents
(Taxon ID: 9989) GO terminams, kurie apibiidina baltymy funkcijas trimis aspektais: Molekulinés
funkcijos (apibuidina baltymy aktyvumg ar funkcija molekuliniame lygyje), Iasteliné funkcija
(nurodo vietg lastel¢je, kur geno produktas atlieka savo funkcijg) ir biologiniai procesai (apibiidina
platesnj biologinj vaidmenj ar ,,biologing programa®, kurioje veikia baltymas). Pateikti rezultatai
rodo procenting dalj baltymy, kurie buvo priskirti tam tikram GO terminui i§ viso WT-EV arba
3Tg-EV duomeny rinkinio. Statistinis patikimumas parodo, ar GO terminas yra reikSmingai
praturtintas minétuose duomeny rinkiniuose. Atliekant statisting analizé panaudota Bonferroni

korekcija.

2.2.6. hCMEC/D3 lasteliy kultivavimas

hCMEC/D3 kultivuojamos EndoGro™ terpéje, kurioje yra 0,2 % EndoGro ™ terpés papildo, 5
ng/ml rhEGF, 10 mM L-glutamino, 1 pg/ml hidrokortizono hemisukcinato, 0,75 U/ml heparino
sulfato, 50 pg/ml askorbo riigsties ir 5% FBS. Prie§ terpés naudojima pridedama 1 ng/ml FGF-2.
Lastelés auginamos iki 80-90% konfluencijos, tada pers¢jamos. Prie§ séjant, lasteliy auginimo indai
padengiami | tipo kolagenu-PBS 1:19 tirpalu. Padengti auginimo indai valandai inkubuojami 37 °C
inkubatoriuje. Lasteliy atkabinimui nuo pavir§iaus naudojamas 0,25% tripsino-EDTA. UZpylus jo,
auginimo indas inkubuojamos ~3 min. 37 °C inkubatoriuje. Lasteléms atkibus, tripsinas
neutralizuojamas dvgubu turiu 37 °C paruoStos auginimo terpés.  Lasteliy suspensija
centrifuguojama 3 min., 300 g, kambario temperatiiroje. Supernatantas nupilamas, lasteliy sankaupa
suspenduojama pasirinktame auginimo terpés turyje ir iSpilstoma ] naujus auginimo indelius.
Lastelés séjamos j 25 cm? audiniy kultiiry indelius linijos palaikymui arba eksperimentams j 6, 24 ar
96 Sulinéliy léksteles ir atitinkamai uzpilamos 5 ml arba 2 ml, 0,5 ml, 0,2 ml terpe. h\CMEC/D3
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auginamos inkubatoriuje, 37 °C temperatiroje, 5% CO2 atmosferoje. Terpé kei¢iama, kas tris

dienas. Linijy saugojimui lgstelés Saldomos auginimo terpéje su 10% DMSO.

2.2.7. PI3K/Akt signalinio kelio ir geny raiskos tyrimu eksperimentinis planas

hCMEC/D3 lastelés kultivuojamos iki 100% konfluencijos. Eksperimento diena, auginimo
terpé pakei¢iama bei lgstelés, pagal poveikius, skirstomos j dvi grupes. Viena grupé lasteliy
paveikiama PI3K inhibitoriumi LY294002 (50 uM), kuris uzslopina Akt fosforilinimg. Kita Igsteliy
grupé¢ LY294002 neveikiama, bet | terpe buvo dedamas atitinkamas kiekis DMSO. Po 30 min
inkubacijos su LY294002, abi lgsteliy grupés buvo paveikiamos 1 VV WT-EV arba 3Tg-EV. Akt
fosforilinimo tyrime lastelés lizuojamos po 20 min, o geny raiskos eksperimentuose — po 12 ir 24

val.

2.2.7. Baltymuy iSskyrimas i§ 1asteliy bei EV

Prie$ lasteliy lizavimg, nusiurbiama terpé, bei praplaunama su PBS 3 kartus. Lizavimui
naudojamas Pierce RIPA, kuris sumaiSomas su 1X proteaziy inhibitoriy kokteiliu. Su $iuo tirpalu
inkubuojama 15 min. ant ledo. Lizatai nugramdomi nuo Sulinélio, patalpinami j mégintuvélius,
kurie sukratomi Vortex purtykle, véliau mégintuvéliai inkubuojami 10 min. ant ledo. Siy etapy metu
lastelés lizuojamos ir ] tirpalg iSlaisvinami baltymai. Po inkubacijos, centrifuguojama 18 000 g, 20
min, 4 °C temperatiiroje, o supernatantai perkeliami | naujag mégintuvelj. Baltymy koncentracija
matuojama fotometru NanoPhotometer Pearl. EV lizavimui, j suspensijg pridedama pusé jos tiirio
Pierce RIPA tirpalo su 1X proteaziy inhibitoriy kokteiliu. Su Siuo tirpalu inkubuojama 30 min. ant
ledo. Po inkubacijos mégintuvéliai sukratomi Vortex purtykle ir laikomi 10 min. ant ledo. Galiausiai
pamatuojama baltymy koncentracija fotometru NanoPhotometer Pearl. Lasteliy bei EV lizatai gali
buti saugomi -20 °C arba iSkarto naudojami natrio dodecil sulfato—poliakrilamido gelio (SDS-
PAGE) elektroforezg¢je.

2.2.8. SDS-PAGE elektroforezé ir baltymy imunoblotas

Baltymai i$skirti i§ lasteliy arba EV yra sumaiSomi su Laemmli sample buferiu, kuris

denatiiruoja baltymus ir suteikia jiems neigiamg krivj. Su juo inkubuojama 5 min., 95 °C
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temperatiroje. Elektroforezei paruoSiamas gelis, kurio komponentai yra: Dvigubai distiliuotas
vanduo (ddH20), 10 % SDS ir 40 % akrilamido/Bis tirpalas. 4% Koncentruojanciam geliui ruosti
naudojamas 0,5 M Tris-HCI, kurio pH 6,8, o 10% frakcionuojan¢iam — 1,5M Tris-HCI, kurio pH
8,8. Gelio polimerizacijai sukelti jpilama tetrametiletilendiamino (TEMED) ir amonio perosulfato
(APS). Elektroforezé atlickama naudojant Mini Protein (,, Bio-Rad‘) prietaisus. | surinktg
konstrukcijg uzpilamas elektroforezés TG-SDS buferinis tirpalas (25 mM bazinio Tris, 192 mM
glicino ir 0,1 % SDS). Elektroforez¢ atliekama naudojant 150V jtampa.

Baltymai po elektroforezés perneSami ant Immobilon polivinilideno difluorido (PVDF)
membranos naudojant pusiau sausos sistemos aparatg Trans-Blot Turbo. IS pradziy PVDF
membrana suvilgoma metanolyje, véliau 15 min inkubuojama pernesimo buferyje (25 mM Tris, 192
mM glicino, 20% (v/v) metanolio, pH 8,3). Ant PVDF membranos dedamas gelis, jie patalpinami
tarp dviejy 2,45 mm storio filtriniy lapeliy ir dedami j Trans-Blot Turbo kaset¢. Pernesimas vyksta
30 min., kuomet srovés stiprumas 1 A, o jtampa - 25 V. Po baltymy pernesimo, PVDF membrana
inkubuojama 1 valandg blokavimo tirpale (5% BSA, istirpintas PBS tirpale, kuriame yra 0,18%
Tween-20) kambario temperatiroje, ant vartyklés. Toliau membrana inkubuojama su pirminiais
antikiinais, kuriy skiedimai, molekuliné masé¢ nurodyta 1 priedo, 1 lenteléje. Po inkubacijos
membrana plaunama tris kartus su PBS-Tween 20 ir valandg inkubuojama su antriniais antikiinais
(1 priedas, 2 lentel¢). Galiausiai membrana praplaunama 5 kartus su PBS-Tween 20 ir naudojant
ECL (angl. enhanced chemiluminescence) reagentus, pagal gamintojo instrukcijas, membranos

analizuojamos naudojant ChemiDoc MP Imaging aparatg.

2.2.9. RNR iSskyrimas

Pries RNR skyrima, lgstelés praplaunamos 4 °C PBS. I 10cm? Sulinélio plota pilamas 1ml
Qiazol reagent, kuris lizuoja Iasteles bei denatiiruoja visus baltymus. Lizatai perkeliami j 1,5 ml
turio mégintuvélius ir inkubuojami 5 min., kambario temperattiroje. Po to j juos pilama 200 pl
chloroformo, kuris sudaro gradienta, leidziant] atskirti fazes. Mégintuvéliai purtomi 15 sek. ir 3 min
inkubuojami kambario temperatiiroje. Po inkubacijos méginiai centrifuguojami 12 000g, 15 min., 4
°C ir virSutine faze, kurioje yra RNR, perkeliama j kitag mégintuvelj. Atskirta fazé sumaiSoma su
500 pl izopropanoliu, kuris lemia RNR precipitacijg ir méginiai inkubuojami 10 min., po kuriy
centrifuguojami 12 000 g 10 min., 4 °C. Gauta RNR sankaupa suspenduojama 1ml 70% etanoliu,

kuris RNR sukoncentruoja. Tuomet méginiai sukratomi bei centrifuguojami 7500 g, Smin, 4 °C. Sis
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etapas i§ viso atlickamas 2 kartus. Galiausiai RNR sankaupa dziovinama Eppendorf™ Concentrator
Plus, pasirinkus V-AL (vacuum-alcoholic) rézima. I8dZiovinta RNR sankaupa suspenduojama 23 pl
vandenyje be nukleaziy. Koncentracija bei grynumas matuojami fotometru NanoPhotometer Pearl,
nustatant 260/280 bei 260/230 bangos ilgiy santykius.

2.2.10. Kopijinés DNR sintezé ir tikro laiko PGR

Kopijinés DNR (kDNR) sintezé bei tikro laiko atvirksStinés transkripcijos PGR (angl. Real
time Quantitative Reverse Rranscription PCR, RT-gPGR buvo atlikti naudojant rinkiniu Maxima
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR, with dsDNase (,, Thermo fisher scientific”) ir
Maxima SYBR Green qPCR master mix (,, Applied Biosystems ‘) pagal gamintojy instrukcijas.

lpg i8skirtos RNR buvo naudojama kDNR sintezei 20 pl reakcijos miSinyje. IS pradziy,
genominés DNR pasalinimui, KDNR buvo paveikiama dvigubos-grandinés DNaze (dsDNse), 2 min,
37°C, po to — atvirkstine transkriptaze, kuri vykdo kDNR sinteze. Reakcijos temperatiirinis rézimas:
10 min. 25 °C, 30 min. 65 °C ir 5 min. 85 °C. KDNR buvo saugoma -20°C.

RT-gPGR reakcijai buvo naudojama 0,3 ul KDNR ir 0,2 uM kiekvieno pradmens (2 priedas,
1 lentelé) 25 pl miSinyje. Si reakcija buvo vykdoma §j temperatiirinj rézima: 10 min. pirminé
denatiiracija 95 °C temperatiiroje, po to 40 cikly po 15 sek. — 95 °C, 30 sek. — 55 °C ir 30 sek. — 72
°C temperattroje. Produkto specifiSkumas patikrinamas atlikus lydymosi kreivés programa: 95 °C
temperattra 30 sek., tuomet temperatiira keliama nuo 55 iki 95°C, kas 0.5°C per 5 sek. RT-gPGR
buvo atlikta naudojant detekcijos sistemg CFX96 su BioRad CFX Manager 3.1 programa.
Rezultatai apskai¢iuojami taikant lyginamgjj Ct metoda, kuomet transkripto kiekis apskai¢iuojamas
pagal formule 22T Tiriamyjy geny raiska buvo normalizuojama pagal atskaitos geng HPRT

(angl. hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase), kuris lastel¢je iSreiSkiamas vienodai

2.2.10. Oksidacinio streso tyrimy eksperimentinis planas

Mitochondriniy, vidulgsteliy ROS bei NRF1/2 signalinio kelio tyrimams kaip teigiama
kontrolé buvo naudojamas tert-butil hidroperoksidas (tBHP), Iastelése sukeliantis oksidacinj stresg.
Siy tyrimy metu poveikiai lasteléms buvo atliekami vienodai: eksperimento diena pakei¢iama
auginimo terpé ir Igstelés suskirstomos j SeSias grupes: (i) kontrolé¢ (PBS), (ii) 6 val poveikis WT-

EV, (iii) 6 val. poveikis 3Tg-EV, (iv) 6 val poveikis 400 uM tBHP poveikis, (v) 1 val iSankstinis
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poveikis WT-EV+ 6val su 400 uM tBHP (vi) 1 val iSankstinis poveikis 3Tg-EV + 6 val. su 400 uM

tBHP. Po 6 val. inkubacijos buvo atlickamos procediiros priklausomai nuo metodo.

2.2.11. Mitochondriniy ROS nustatymas

Mitochondriniy ROS nustatymui buvo naudojamas fluorescentinis dazas ,,MitoSOX*. Jis
yra sudarytas i$ hidroetidino (HE) sujungto su trifenilfosfonio grupe (TPP+), kuri nukreipia junginj
1 mitochondrijas. Kai ,,MitoSOX* patenka | mitochondrijy vidy, superoksidas oksiduoja HE, o jo
produktas skleidzia fluorescenting $viesa prie 510 nm bangos ilgio (92). Yra duomeny, kad daznai
HE dariniai reaguoja su intralgstelinémis oksidoreduktazémis ar citochromais bei sukuria signalg,
kuris rodo ne tik superoksido susidarymg. Optimizuojnat mitochondrijy ROS aptikimg ir
vaizdinima, ,,MitoSOX*“ dazas buvo suzadinanamas ne su 510 nm, o su 396 nm bangos ilgiu,
gaunant spefifiskesne, biitent O+ 2 produkto, fluorescencija (93). Taigi, tyrimo metu, ,,MitoSOX*
fluorescencija buvo suzadinima 405 nm bangos ilgiu (turimu lazeriu, artimiausiu 396 nm bangos
ilgiui).

Mitochondriniy ROS nustatymo eksperimentams, hCMEC/D3 lgstelés buvo auginamos ant
kultivavimo stikliuky iki monosluoksnio. Naudojant ,,MitoSOX*“ buvo aiSkinamasi, koks EV
inkubacijos laikas bei kokia tBHP, koncentracija (100, 200, 300, 400 ar 500 uM) turi didziausig
efekta mitochondriy ROS lygiui.

Eksperimentiskai parinkus hCMEC/D3 inkubacijos laikag su EV (6 wval) ir tBHP
koncentracijg [400 puM], kiti eksperimentai buvo atlickami pagal schemg (2.2.11 pav.). Po
inkubacijos su poveikiais (kaip nurodyta 2.2.10), lastelés 15 min. buvo inkubuojamos auginimo
terpéje su MitoSOX [0,5 uM], 37°C. Po to, terpé buvo pakeiCiama ir lastelés dar valanda
inkubuojamos 37°C temperatiiroje. Galiausiai, lgstelés buvo fiksuojamos su 4% PFA-PBS tirpalu,
su kuriuo buvo inkubuojama 20 min., kambario temperatiiroje, tamsoje. Tuomet, vieng karta
praplovus su PBS, kultivavimo stikliukai su Igstelémis buvo uzdedami ant Dako montavimo terpés,
uZlaSintos ant objektinio stiklelio. Taip paruoSti méginiai laikomi 4 °C temperatiiroje. Méginiai
analizuojami konfokaliniu Leica TCS SP8 mikroskopu, naudojant Diode 405 nm lazerj. Nuotraukos
darytos su 40x imersiniu objektyvu. Fluorescencijos intesyvumo kiekybinis jvertinimas buvo

atliktas naudojant Imagel vaizdy apdorojimo programa.
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Terpés keitimas

Lgsteliy séjimas 1 val |sz.an.kst|n|s_b {BHP pridéjimas Lastelés . |
poveikis EV daZomos MitoSOX Lastelés
Atskiri tBHP, EV 0,5uM pakeiCiamas  fiksuojamos
poveikiai MitoSOX Iterpg PFA
-7h -6h oh Oh 15min 1h 15min

-2d. 0d.

2.2.11 pav. Mitochondriniy ROS nustatymo eksperimento schema

2.2.12. Vidulasteliniy ROS nustatymas

Vidulasteliniy hidroksilo, peroksilo ir kity ROS nustatymui buvo naudojamas 2,7-
dichlorofluorescein diacetatas (DCFDA). Sis junginys difunduoja j lastele, kur yra deacetilinamas j
nefluorescuojant] junginj, kuris véliau yra oksiduojamas ROS iki fluorescuojancio 2,7-
dichlorofluoresceino (DCF). Jo susikaupimas iSmatuojamas vertinant fluorescencijos intensyvumag
esant 538 nm bangos ilgiui, kai méginys suZadinamas esant 485nm. Eksperimentai buvo atliekami
naudojant DCFDA/H2DCFDA - Cellular ROS Assay rinkinj (,,Abcam®), pagal gamintojy
instrukcijas.

hCMEC/D3 lIgstelés buvo auginamos tamsiose 96-Sulinéliy plokstelése iki
monosluoksnio. Eksperimentai buvo atlieckami pagal schemg (2.2.12 pav.): lastelés 45 min buvo
inkubuojamos auginimo terp¢je su DCFDA [10 uM], 37°C. Po to terpé buvo pakei¢iama ir Iastelés
paveikiamos EV, tBHP arba jy kombinacija, kaip nurodyta 2.2.10. Fluorescencija buvo matuojama
fluorimetru Fluoroscan Ascent, kas valanda.
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DCFDA

pakeiciamas j
terpe
Lasteliy sejimas 1 val |s.ar!kst|n|s .y tBHP pridéjimas
poveikis EV
Lastelés
dazomos Atskiri tBHP, EV Matuojama
10uM DCFDA poveikiai fluorescencija

-1h 45 min -1h Oh 1h

-4 d. 0d.

2.2.12 pav. Vidulgsteliniy ROS nustatymo eksperimento schema.

2.2.13. NRF1/2 signalinio kelio aktyvumo nustatymas reporterinése lastelése

Nrfl/2 kelio tyrimams buvo naudojama stabili hCMEC/D3 linija, transdukuota
lentivirusinémis dalelémis Cignal Lenti Reporter (, QIAGEN®). 1 Sias lasteles buvo jterpti
konstruktai, kurie koduoja jonvabaliy liuciferazés baltymg, atsparumg puromicinui bei turi
indukuojamo antioksidacinio atsako promotoriy. Taip pat, buvo naudojamos hCMEC/D3
transdukuotos neigiamos kontrolés (NK) konstruktu, kuriame ARE elementas pakeistas minimaliu
promotoriumi (TATA dézutés elementais). Lyginant liuciferazés raiskg tarp ARE ir NK
transdukuoty lasteliy, buvo jvertinama transdukcijos kokybé, poveikio efektas bei foninis
reporterinio baltymo aktyvumas. hCMEC/D3 lgstelés buvo auginamos 96-sulinéliy plokstelése iKi
monosluoksnio. Eksperimentai buvo atlickami analogiSkai pagal schemg (2.2.11 pav.), poveikiai
atlikti kaip nurodyta 2.2.10. Po 6 val. inkubacijos lastelés buvo du kartus praplaunamos su PBS ir
10 min. lizuojamos (lizés buferio sudétis: Tris-HCI 0,1M, Tris-bazé 0,04M, NaCl 75mM, MgCl> 3
mM ir Triton X-100 0,25%). Praéjus 10 min., Igsteliy lizatas buvo perkeliamas j baltas 96-3ul.
ploksteles, ant jo uzpilamas substrato buferis (SmM Ditiotreitolis, 0,15 mM adenozintrifosfatas ir
20ng/ml liuciferinas skiesti lizés buferyje). Liuminescencija buvo matuojama Spark ploksteliy

skaitytuvu ("Tecan *).
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2.2.14. Statistiné analizé

Eksperimentiniai duomenys, i§ trijy (jei nenurodyta kitaip) nepriklausomy biologiniy
pakartojimy, pateikti kaip vidurkiai su standartinémis vidurkio paklaidomis (angl. Standart error of
means, SEM). Lyginant daugiau negu dvi grupes, sugrupuotas pagal vieng kategorinj kintamajj,
atlikta vienfaktoré ANOVA (angl. One-way analysis of variance), o sugrupuotas pagal du — atlikta
dvifaktor¢ ANOVA, taikytas Tukey testas. StatistiSkai patikimi skirtumai laikomi tada, kai #p <
0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05. Statistiné analizé atlikta naudojant GraphPad Prism
8.0.1 programa.
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3. REZULTATAI

Yra zinoma, kad astrocity, i§ 3Tg-AL peliy modelio, sekretuojami veiksniai turi didelg jtaka
KSB integralumo palaikymui. Tai parodé tyrimai su bekontakte ko-kultlira, kuomet 3Tg-i1Astro
nepalaiké glaudziyjy jungciy baltymy funkcijos SKEL, kaip tai padaré WT-iAstro. Vienas i$
pagrindiniy komunikavimo biidy tarp astrocity ir SKEL yra per sekretuojamas EV, kurios yra
laikomos lgsteliy ,,veidrodiniais atspindziais“. Tyrimuose su EV i§ 3Tg-iAstro (3Tg-EV) bei EV i
WT-iAstro (WT-EV) buvo pastebéta, kad 3Tg-EV turé¢jo tokj patj poveikj SKEL, kaip ir Igstelés, i$
kuriy jos kilo (6). Siame darbe buvo aiskinamasi, kokius poveikius, susijusius su oksidaciniu stresu
ir uzdegiminiy geny aktyvacija, turi WT-EV ir 3Tg-EV hCMEC/D3 Iasteléms.

3.1. WT-iAstro ir 3Tg-iAstro lasteliy linijy sekretuojamy EV charakterizavimas

EV buvo isskirtos pakopinio ultracentrifugavimo buidu, kuris yra laikomas klasikiniu EV
izoliavimo metodu bei, pagal 2017 mety duomenis, buvo naudotas 60 % visy publikuoty straipsniy
susijusiy su EV tyrimais (94, 95). Remiantis ISEV rekomendacijomis, EV charakterizavimui buvo
atlikta EV biomarkeriy analizé, koncentracijos bei dydzio nustatymas. Taip pat buvo atliktas

¢

proteominis EV tyrimas naudojant ,,Shotgun‘ masiy spektrometrijos metoda, o gauty duomeny

jvertinimui buvo atlikta funkciné EV baltymy praturtinimo analizé.

3.1.1. EV baltyminiy Zymeny bei dydZio analizé

Baltyminiy zymeny analizei WT-iAstro, 3Tg-iAstro lastelés ir is jy iSskirtos EV buvo
sulizuotos bei tiriamos baltymy imunobloto metodu (angl. Western Blot). Tiek EV, tiek lasteliy i8
kuriy jos kilo, lizatuose, buvo nustatyti Hsc70 (72 kDa), MFG-E8 (46 kDa), Sinteninas-1 (32 kDa)
bei CD63 (25 kDa), kurie yra bidingi EV populiacijai (Pav. 3.1.1 A.). Siy baltymy raiska buvo
stipriau iSreikSta EV, nei Igsteliy lizatuose, kas jrodo, kad jos yra praturtintos analizuojamais

baltymais.
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3.1.1 pav. EV charakterizavimas. A- 3Tg-iAstro, WT-idstro Ilgstelés bei jy EV buvo sulizuotos ir
atlikta baltymy imuminé analizé su antikinai pries Hsc70, MFG-ES, Sinteting-1 bei CD63. B- 3Tg-
EV bei WT-EV dydis bei koncentracija buvo nustatyta NTA metodu naudojant NanoSight LM10.
Nurodytas 3 matavimy vidutinis pasiskirstymas. C- Transmisinés elektrony mikroskopijos metodu
atliktos EV nuotraukos.

WT-EV ir 3Tg-EV dydis bei koncentracija buvo nustatyta NTA metodu, kuris remiasi
tipiSku daleliy judéjimu pagal Brauno désnj ir Sviesos iSsklaidymu, kuomet dalelés apSvie€iamos
lazeriu. Si analizé parodé, kad abiejy tipy EV dydis buvo labai panasus (pikai matomi ties ~130
nm), taciau 3Tg-EV turéjo dar vieng pika ties 187 nm (Pav. 3.1.1 B). Transmisinés elektrony
mikroskopijos (TEM) metodu atlikta pavieniy daleliy analizé parodé dubene¢lio formos (angl. Cup-
shaped) morfologija (Pav. 3.1.1. C), kuri yra badinga EV (96) bei patvirtino NTA metodu nustatytg
EV dydj.

3.1.2. EV baltymy funkciné analizé

EV ,Shotgun“ proteominé analizé buvo atlikta dr. Dmitry Lim moksliniy tyrimy grupés
Italijos Ryty Pjemonto universitete, Farmacijos moksly fakultete. Sios analizés metu WT-EV ir
3Tg-EV lizatuose buvo identifikuoti atitinkamai 241 ir 192 baltymai, kuriems buvo atlikta
funkciniy terminy geny ontologijos (GO) analizé. Sios analizés metu duomeny rinkiniai (WT-EV ir
3Tg-EV identifikuoti baltymai) buvo susiejami su GO terminais (angl. Terms), kurie naudojami
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apibiidinti baltymy funkcijas. GO terminai yra skirstomi j Sias klases: molekuliné funkcija, 1gsteliné
funkcija ir biologiniai procesai (97). GO klasifikavimas buvo atliktas naudojant FunRich v3.1.3
programing jrangg (98). Paveikslo 3.1.2 B, C, D grafikuose pavaizduota, kokia dalis EV baltymy

buvo priskirta konkretiems GO terminams (detalesné informacija 3 priede, 1 lenteléje).

B 3Tg-EV ir WT-EV baltymy molekuliné funkcija
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3.1.2 pav. Funkciné EV baltymy analizé. A- Venn tipo diagrama apibiidinanti bendrus baltymus
identifikuotus 3Tg-EV, WT-EV méginiuose ir Vesiclepedia duomeny bazéje, kurioje patalpintas
Top 100 EV baltymy sgrasas (99). B, C, D — EV baltymai priskirti GO terminams ir suklasifikuoti
pagal molekulineg, lgsteling bei biologing funkcijas. Kiekvienam terminui nurodyta jam priskirta
procentiné baltymy dalis is viso WT-EV (241) arba 3Tg-EV (192) duomeny rinkinio.* p < 0,5;
**p < 0,01 ir *** p < 0,001 rodo statistiskai patikimai praturtintus GO terminus. E- EV baltymai
priskirti H.O> katabolinio proceso bei Neigiamo apoptozés reguliavimo terminams.

Lastelinés funkcijos klasei priskirti terminai rodo, kad WT-EV bei 3Tg-EV buvo praturtintos
egzosomy, mitochondrijy, citoplazmos ir PM kilmés baltymais (3.1.2 pav. C). Molekulinés
funkcijos klasés terminai nurodo, kad abu EV tipai praturtinti baltymais galin¢iais sgveikauti su
GTP, integrinais ir baltyminiais kompleksais (3.1.2 pav. B), o biologiniy procesy terminai siejami
su signalo perdavimu (Integriny signalinimo kelias) ir lastelés membranos konfigiiracijos

moduliavimu (Lastelés formos reguliavimas). Pastebéta, kad kai kurie terminai buvo statistiskai
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patikimai praturtinti tik WT-EV baltymais. Jie siejami su vandenilio peroksido suriSimu (H20>
katabolinis procesas) ir apoptozés slopinimu (Neigiamas apoptozés reguliavimas) (3.1.2. pav. D) —
terminais, kuriems buvo priskirta atitinkamai 2,9 % ir 10,8 % WT-EV baltymy. Paveiksle 3.1.2. E
pateikiami kai kurie Siems terminams priskiriami baltymai. Matoma, kad didelé dalis Igstelés
iSgyvenimg skatinanéiy baltymy (pvz.: regukalcinas, glutationo S transferazé P), bei antioksidaciniy
savybiy turintys (katalazé ir mitochondriniai peroksireroksinai-3, -5) randami tik WT-EV, bet ne
3Tg-EV méginiuose.

Proteominé analizé parodé, kad tarp WT-EV ir 3Tg-EV identifikuoty baltymy, 122 yra bendri.
(3.1.2 pav. A). Taip pat, abiejy tipy EV baltymai buvo palyginti su duomeny bazéje “Vesiclepedia”
(99) patalpintu sgrasu, kuriame nurodyta 100 baltymy, kurie yra dazniausiai identifikuojami EV
(Top 100 EV baltymy). IS jo, 52 baltymai buvo bendri abiejy tipy EV, 12—tik 3Tg-EV ir 8 — tik WT-
EV. Tarp identifikuoty WT-EV ir 3Tg-EV baltymy buvo rasti ALDHI1A7 ir glijos fibrilinis ragstus
baltymas (angl. Glial fibrillary acidic protein, GFAP), kurie yra astrocitams budingi baltyminiali

Zymenys (100).

3.2. 3Tg-EV bei WT-EV poveikis hCMEC/D3 Iasteliy uZdegiminiy geny raiskos
reguliavimui

Kadangi tikslus mechanizmas, kuriuo WT-EV ir 3Tg-EV gali sukelti poky¢ius SKEL, néra
zinomas, buvo nuspresta istirti jy jtaka siganalo perdavime. Yra duomeny, jrodanciy, kad PI3K/Akt
signalinis kelias reguliuoja glaudziyjy KSB jungéiy funkcija (101) bei atlicka svarby vaidmenj
oksidacinio streso, uzdegimo procesuose, nes gali reguliuoti su Siais procesais susijusiy geny raiska

(102, 103). D¢l sios priezasties buvo tiriamas skirtingy EV tipy poveikis $io kelio signalinimui.

3.2.1. 3Tg-EV ir WT-EV poveikis PI3K/Akt signalinio kelio aktyvumui

hCMEC/D3 30 min veikiamos PI3K inhibitoriumi LY294002 (50 pM), po to 20 min.
inkubuojama su WT-EV arba 3Tg-EV. Po inkubacijos, lgstelés lizuojamos ir baltymy imunobloto
metodu (angl. Western Blot) tiriamas Akt fosforilinimas ties 473 serinu—pAkt(ser) ir 308 treoninu—
pAkt(thr).
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3.2.1 pav. 3Tg-EV ir WT-EV poveikis PI3K/Akt signalinimui hCMEC/D3 Igstelése. Lgstelés buvo
paveiktos PI3K inhibitoriumi LY294002 (50 uM) 30 min., po to 20 min. inkubuojamos su WT-EV
arba 3Tg-EV. Baltymy imunobloto metodu tiriamas Akt fosforilinimas ties 473 serinu—pAkt(ser) ir
308 treoninu—pAkt(thr). A-Imunobloto  analizé.  B-densitometrinis  jvertinimas atliktas
apskaiciuojant pAkt(thr) arba pAkt(ser) juostelés intensyvumo ir B-aktino intensyvumo santykj.
Panasiis rezultatai gauti dviejuose biologiniuose pakartojimuose.

3.2.1 paveiksle galima matyti, kad abiejy tipy EV padidino pAkt (thr) kiekj hCMEC/D3
lastelése lyginant su kontrole: WT-EV padidino 2,3, 0 3Tg-EV 4,1 karto. Vertinant pAkt (ser) kiekj,
EV nesukelé jokiy poky¢iy. PI3K inhibitorius LY294002 uzslopino Akt (ser) bei Akt (thr)

fosforilinimg visose grupése (Kontrole, WT-EV, 3Tg-EV).

3.2.2. 3Tg-EV bei WT-EV poveikis uzdegiminiy geny raiskai

Tyrimuose su in vitro KSB modeliu buvo parodyta, kad 3Tg-iAstro sekretuoja veiksnius
galinCius paveikti SKEL: Sios lastelés, kuomet paveiktos su SKEL kondicionuota terpe, iSskyré
uzdegiminj chemoking CCL2, kuris skatina leukocity migracija | CNS. Atsizvelgiant ] tai, buvo
nuspresta iStirti, kokia jtakg 3Tg-iAstro sekretuojamos EV turi uzdegiminiy geny aktyvacijai
hCMEC/D3 lastelése (6). Kadangi ankstesnio eksperimento metu buvo pastebéta, kad WT-EV ir
3Tg-EV aktyvina PI3K/Akt signalinj kelig, taip pat buvo tirta, kaip pakinta EV paveikiamy geny
raiSka, naudojant PI3K inhibitoriy LY294002.

hCMEC/D3 buvo 30 min inkubuojamos su PI3K inhibitoriumi LY294002 (50 uM), po to 12 ir
24 valandas inkubuojama su WT-EV arba 3Tg-EV. Po inkubacijos lastelés buvo lizuojamos,

i§skiriama RNR ir geny raiSka analizuojama RT-gPGR metodu. Tyrimui buvo pasirinkti su
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uzdegimu susije genai: IFNP, citokiny signalinimo supresorius 1 (angl. Suppressor of cytokine
signaling 1, SOCS1), COX2 bei CCL2.
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3.2.2 pav. A. 3Tg-EV ir WT-EV poveikis IFNB ir SOCS1 geny raiskai hCMEC/D3 lgstelése.
hCMEC/D3 buvo paveiktos PI3K inhibitoriumi LY294002 (50 uM) 30 min., po to 12 arba 24 val.
inkubuojamos su WT-EV arba 3Tg-EV. Po inkubacijos Ilgstelés buvo lizuojamos, isskiriama RNR ir
geny raiska analizuojama RT-QPGR metodu. Statistiskai patikima, kai * p < 0,05, ** p < 0,01;
***p <0,001; # p<0,0001, n = 2-3. Reiksmingumo zyméjimai LY29002 grupéje nurodo statistinj

¢

patikimumg lyginant su lgsteliy grupe , be inhibitoriaus*“, kurios atitinkamai paveiktos PBS
(kontrolé) arba EV.

Vertinant IFNP raiskos poky¢ius grafiskai pavaizduotus 3.2.2 pav. A, matoma, kad lyginant
su niekuo neveiktomis hCMEC/D3 lgstelémis (Kontrole), WT-EV po 24 val patikimai sumazino §io
geno raiska 35 £5 % (n = 3). Ryskus LY294002 efektas matomas po 24 val, kuomet jis reikSmingai
sumazin0 IFNp raiskg 50 + 2%, o kombinacijoje su WT-EV arba 3Tg-EV atitinkamai sumazino
25+7 % ir 51 £ 7 % (n = 2), lyginant su inhibitoriumi nepaveiktomis lgstelémis. IFNB yra I
interferony tipo citokinas palaikantis uzdegima, kurio produkcija daZniausiai susijusi su TLR
aktyvacija bei NF-kB signalinimu (104). Taigi, WT-EV, kaip ir PI3K/Akt slopinimas, sumazino §io

pro-uzdegiminio geno raiska.
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Vertinant SOCS1 raiska matoma, kad po 12 val 3Tg-EV reikSmingai ja sumazino 36 £5 %
(n = 3) lyginant su kontrole, kai WT-EV tam jtakos neturéjo (3.2.2 pav. A). Be to, po 12 val
inhibitorius LY294002 reikSmingai padidino $io geno aktyvacijg 43 £ 5 % (n = 2) lyginant su
kontrole, o kombinacijoje su WT-EV arba 3Tg-EV — atitinkamai padidino 75 % ir 52 % lyginant su
grupe be inhibitoriaus. Po 24 val 3Tg-EV SOCS|1 raiSkg mazinantis efektas iSnyko, o inhibitoriaus -
i8liko panaSus. SOCS baltymai slopina citokiny signalinimg ir tokiu btidu apsaugo lastele nuo
uzsitgsusio uzdegiminiy citokiny veikimo (105). Taigi, anti-uzdegiminio SOCS1 geno raiska

sumazina 3Tg-EV, o PI3K/Akt kelio slopinimas jg padidina, neutralizuodamas 3Tg-EV poveikj.
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3.2.2 pav. B. 3Tg-EV ir WT-EV poveikis COX2 ir CCL2 geny raiskai hCMEC/D3 lgstelése.
hCMEC/D3 buvo paveiktos PI3K inhibitoriumi LY294002 (50 uM) 30 min., po to 12 arba 24 val.
inkubuojamos su WT-EV arba 3Tg-EV. Po inkubacijos lgstelés buvo lizuojamos, iSskiriama RNR ir
geny raiska analizuojama RT-QPGR metodu. Statistiskai patikima, kai *** p < 0,001; # p<0,0001,
n = 2-3. Reiksmingumo Zyméjimai LY29002 grupéje nurodo statistinj patikimumgq lyginant su
lgsteliy grupe ,, be inhibitoriaus “, kurios atitinkamai paveiktos PBS (kontrolé) arba EV.

IS 3.2.2 pav. B pavaizduoto grafiko, galima matyti, kad skirtingo tipo EV statistiskai
reik§mingai nepaveiké COX2 ir CCL2 raiskos nei po 12, nei po 24 val. Inhibitorius LY294002 po
12 val patikimai sumazino COX2 rai$kg labai panasiai su visais poveikiais (kontrolé¢ — 52 + 8 %,

WT-EV — 47 £ 8 %, 3Tg-EV- 54 £ 3 %, n = 3). Panasiai, inhibitorius paveiké CCL2 raiska -
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nuslopino ja apie 95% nepriklausomai nuo poveikio EV ir inkubacijos laiko. COX2 geriausiai
zinomas dél savo vaidmens prostaglandiny sintezéje, o CCL2 — reguliuojant makrofagy pritraukima
uzdegimo metu. Taigi, iy pro-uzdegiminiy geny abiejy tipy EV reikSmingai nepaveiké, o PI3K-Akt

slopinimas jy raiska sumazino.

3.3. 3Tg-EV bei WT-EV poveikis ROS produkcijai

Oksidacinis stresas yra svarbus patologinis faktorius AL atveju. Jau ankstyvoje Sios ligos
stadijoje yra stebima lipidy, baltymy bei DNR oksidacija (3). Su senéjimu susije procesai skatina
mitochondrijy sutrikimus, kas taip pat yra matoma 3Tg-AL peliy modeliuose. Tyrimai parodé, kad
3Tg-iAstro pasizymi sutrikusiu oksidaciniu fosforilinimu, kas skatina mitochondriniy bei
vidulgsteliniy ROS produkcijg (15). Kaip minéta ankséiau, EV gali tiesiogiai arba netiesiogiai
paveikti ROS produkcija lgstelése-recipientése (8). Dél to, Sio tyrimo metu buvo vertinamas ROS
lygio pokytis bei antioksidacinis atsakas paveikus hCMEC/D3 Igsteles EV i§ 3Tg-iAstro arba WT-
1Astro.

Mitochondriniy ROS lygis nustatytas naudojant fluorescencinj daza ,MitoSOX*, o
vidulasteliniy ROS lygis nustatytas naudojant DCFDA. Antioksidacinio atsako tyrimui buvo
naudotos Nrfl/2 signalinio kelio reporteriniy hCMEC/D3 lasteliy linija. Siuose eksperimentuose,
kaip teigiama kontrolé buvo naudojamas tBHP, kuris yra pladiai naudojamas oksidacinio streso

induktorius in vitro, galintis padidinti ROS kiekj mitochondrijose (106, 107).

3.3.1. Skirtingy tBHP doziuy poveikis mitochondriniy ROS lygiui hCMEC/D3 lastelése

Norédami atrinkti tinkamiausia tBHP junginio koncentracija, kuri sukelia daugiausia
mitochondriniy ROS, hCMEC/D3 lasteles paveikeme 100, 200, 300, 400, 500 uM tBHP.
Ankstesniy eksperimenty metu su EV bei tBHP, ryskiausias efektas buvo matomas po 6 val.

(duomenys nepateikti), dél to tolimesni oksidacinio streso tyrimai buvo atlieckami analogiskai.
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3.3.1 pav. Skirtingy tBHP doziy poveikis mitochondriniy ROS lygiui hCMEC/D3 lgstelése. Su
tBHP(100, 200, 300, 400, 500 uM) buvo inkubuojamos 6 val., po kuriy lgstelés buvo dazomos 0,5
uM ,, MitoSOX*, 15 min., 37°C ir fiksuojamos. Méginiai buvo vaizdinami konfokaliniu Leica TCS
SP8 mikroskopu. A- reprezentacinés nuotraukos. B- Kiekybinis fluorescencijos intenstyvumo
jvertinimas. Pateikiami 5 nuotrauky fluorescencijos vidurkiai + SEM (nuokrypiai is techniniy
pakartojimy). Statistiskai patikima, kai * p < 0,05; *** p < 0,001.

Gauti rezultatai parodé (3.3.1 pav.), kad 200 pM tBHP reikSmingai padidino ,,MitoSOX*
fluorescencija 1,3 karto lyginant su kontrole. RySkiausias efektas buvo matomas su 400 ir 500 uM,

kuomet fluorescencijos stiprumas padidéjo 1,5 karto. Kadangi tarp Siy doziy fluorescencija

nesiskyre, tolimesniems eksperimentams buvo nuspresta naudoti 400 pM tBHP koncentracija.

3.3.2. 3Tg-EV ir WT-EV poveikis mitochondriniy ROS produkcijai

Atrinkus tinkama tBHP koncentracija, tolesniy eksperimenty tikslas buvo jvertinti, kokj
poveiki WT-EV bei 3Tg-EV turi mitochondriniy ROS lygiui hCMEC/D3 lastelése. Eksperimento
diena, lgstelés pagal poveikj buvo suskirstytos j SeSias grupes (paveikiamos skirtingy tipy EV, tBHP
bei EV ir tBHP kombinacija, kaip nurodyta metody skiltyje 2.2.10). Po 6 val inkubacijos, 1astelés
buvo dazytos MitoSOX [0,5 puM], 15 min, 37°C ir fiksuotos.
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3Tg-EV

Kontrolé WT-EV

3.3.2 pav. 3Tg-EV ir WT-EV poveikis mitochondriniy ROS lygiui \CMEC/D3 Igstelése. Praéjus 6
val. inkubacijai su tBHP, skirtingy tipy EV arba tBHP ir EV kombinacijomis, lgstelés buvo
dazomos 0,5 uM ,,MitoSOX*, 15 min., 37°C ir fiksuojamos. Méginiai buvo vaizdinami konfokaliniu
Leica TCS SP8 mikroskopu. A- reprezentacinés konfokalines mikroskopijos nuotraukos B -
Kiekybinis fluorescencijos intenstyvumo jvertinimas. N = 3. Simboliy (* p < 0,05; ** p < 0,01)
spalva rodo reikSmingq skirtumq lyginant su atitinkamos spalvos stulpeliu.

A

Be tBHP

tBHP

Santykiniai MitoSOX fluorescencijos vienetai

Gauti rezultatai (3.3.2 pav.) rodo, kad tBHP bei 3Tg-EV kombinacija su tBHP reikSmingai
padidino ,,MitoSOX* §vytéjima atitinkamai 22 + 3 % ir 14 £ 2 %. Taip pat buvo pastebéta, kad §j
efektg reikSmingai nuslopino iSankstinis WT-EV poveikis 14 % lyginant su tBHP grupe, kai 3Tg-

EV reikSmingo povekio neturéjo.

3.3.3. 3Tg-EV ir WT-EV poveikis vidulasteliniy ROS produkcijai

Vidulasteliniy ROS nustatymui, Igstelés buvo 45 min. inkubuojamos su 10 uM DCFDA,
tuomet pakeitus terpe, jos buvo suskirstytos j SeSias grupes pagal poveikj (zr. Metodai: 2.2.10.).
Pirminiy eksperimenty metu DCFDA fluorescencija buvo matuojama 6 val., kas valanda ir buvo
pastebéta, kad stipriausias fluorescencijos pokytis buvo matomas po 3 val. Dél Sios priezasties

tolimesni eksperimentai buvo atliekami lgsteles su poveikiais inkubuojant 3 val.
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3.3.3 pav. 3Tg-EV ir WT-EV poveikis vidulgsteliniy ROS lygiui hCMEC/D3 lgstelése. Lgstelés su
10 uM DCFDA inkubuojamos 45 min, tada 3 val inkubuojama su tBHP, skirtingy tipy EV arba
tBHP ir EV kombinacijomis. Fluorescencija buvo matuojama fluorimetru Fluoroscan Ascent.
N = 3. Simboliy (* p < 0,05; ** p < 0,01) spalva rodo reiksmingq skirtumgq lyginant su atitinkamos
spalvos stulpeliu.

Paveiksle 3.3.3 nurodyti rezultatai rodo, kad tBHP bei 3Tg-EV kombinacija su tBHP
reik§mingai padidino DCFDA $vytéjima lyginant su kontrole atitinkamai 2,8 ir 2,5 karto. Taciau

Siuo atveju nei WT-EV nei 3Tg-EV neturé¢jo poveikio tBHP sukeltam oksidaciniam stresui.

3.3.4. 3Tg-EV ir WT-EV poveikis NRF1/2 signalinimui

Yra Zinoma, kad iSankstinis EV poveikis gali aktyvinti pagrindinj antioksidacinio atsako
reguliatoriy — Nrf2/Keap signalinj kelig ir apsaugoti lasteles nuo oksidacinio streso (108). Dél §ios
prieZasties toliau buvo aiskinamasi, ar 3Tg-EV ir WT-EV dalyvauja $io kelio aktyvacijoje,. Siam
tikslui atlikome eksperimentus su Nrf1/2 signalinio kelio reporteriniy hCMEC/D3 lasteliy linija, ]
kurias jterpti konstruktai, koduojantys jonvabaliy liuciferazés baltyma bei turi indukuojamo
antioksidacinio atsako promotoriy. Kuomet lgstelése aktyvuojamas Nrfl/2 transkripcijos faktorius,
jis riSasi prie antioksidacinio atsako elemento (ARE) ir aktyvuoja reporterinio baltymo
(liuciferazes) raiska.

Eksperimento diena, 1astelés buvo paveikiamos kaip nurodyta Metody skiltyje 2.2.10. Pragjus
6 val inkubacijai, lastelés buvo lizuojamos, paveikiamos substrato buferiu ir galiausiai buvo

matuojama jy liuminescencija. Ta pati procediira buvo atlickama NK konstruktais transdukuotomis
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lastelémis. Lyginant su ARE, NK liuciferazes raiSka su visais poveikiais buvo mazesnée, kas parodo,

kad foninis liuciferazés aktyvumas labai mazas ir kad jam jtakos neturi naudoti poveikiai.

#

Santykiné liuminescencija
N
1

3.3.4 pav. 3Tg-EV ir WT-EV poveikis NRF1/2 signalinimui. Praéjus 6 val inkubacijai su tBHP,
skirtingy tipy EV arba tBHP ir EV kombinacijomis, lgstelés buvo lizuojamos ir paveikiamos
substrato buferiu. Liuminescencija matuojama Spark ploksteliy skaitytuvu (,, Tecan®). N=3.
Statistiskai patikima, kai #p < 0,0001.

Paveikslo 3.3.4 rezultatai rodo, kad tBHP reikSmingai padidino Nrfl/2 signalinio kelio
aktyvumag 6 kartus. Vertinant EV poveikj, galima matyti, kad nei jprastomis kultivavimo salygomis,

nei sukelus oksidacinj stresa, EV neturé¢jo poveikio Nrfl/2 signaliniam keliui.
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REZULTATU APTARIMAS

Misy tyrimo metu, pagal ISEV rekomendacijas, buvo charakterizuotos WT-iAstro ir 3Tg-
iAstro kilmés EV. Jos pasizyméjo dubenélio formos morfologija, bei EV populiacijai budingais
baltyminiais zymenimis: rasti transmembraniniai CD63 ir sinteninas-1, atliekantys svarby vaidmenj
EV biogenezéje, Saperonas Hsc70 — raSiuojantis baltymus j EV vidy bei membraninis
glikoproteinas MFG-ES8, turintis didelj jungimosi aktyvuma prie anijoniniy fosfolipidy (109).
Palyginus WT-EV ir 3Tg-EV proteominés analizés duomenis su Vesiclepedia bazéje patalpintu Top
100 EV baltymy sarasu (99), 72 i$ jy buvo bendri abiejy tipy EV duomeny rinkiniams. Be to,
pastebéta, kad jos turi astrocitams budingy zymeny (GFAP ir ALDH1A7). Nustatytas tiriamyjy EV
skersmuo (130-187 nm) atitinka egzosomoms buidingg intervalg (30-200 nm), taciau taip pat i$
dalies persidengia su mikrovezikuliy dydziu (100-1000 nm). Nors EV subpopuliacijoms budingi
panasiis zymenys, sukaupti literatiiros duomenys rodo, kad egzosomos buna labiau praturtintos
CDG63 ir sinteninu-1 (110) nei mikrovezikulés. Taigi, apibendrintai Sie rezultatai patvirtina, kad
ultracentrifugavimo budu isskirtos dalelés yra astrocity kilmés, heterogeniska (egzosomy ir
mikrovezikuliy) EV populiacija.

Funkciné EV baltymy analizé parodé, kad WT-EV ir 3Tg-EV rasti baltymai dalyvauja
tokiuose biologiniuose procesuose, kaip integriny signalinimas ir membranos konfigiiracijos
moduliavimas, kas atitinka zinomas EV funkcijas (111). WT-EV, skirtingai nei 3Tg-EV, buvo
praturtintos su apoptozés slopinimu susijusiais bei antioksidaciniy savybiy turin¢iais baltymais. I3
Siy rezultaty galima daryti prielaida, kad WT-EV ir 3Tg-EV dalyvauja svarbiuose procesuose bei
dél nevienodo baltymy sastato, gali skirtingai paveikti lgsteliy atsakg j oksidacinj stresg.

Misy tyrimo rezultatai parodé, kad abiejy tipy EV aktyvino Akt (Thr) fosforilinima
hCMEC/D3 lastelése, taiau stebétina, kad 3Tg-EV padidino pAkt (Thr) kiekj du kartus daugiau nei
WT-EV. Literatiiros duomenimis, pilnai Akt aktyvacijai néra butinas Akt(ser) fosforilinimas (87,
88), dél to remiantis miisy rezultatais galima teigti, kad EV aktyvina PI3K/Akt signalinimg. Kity
tyréjy atlikti eksperimentai su AL pacienty smegeny audiniu parodé padidéjus; pAkt (Thr) kiekj
(112) bei hiperfosforilintus Akt substratus (tau, GSK3p, mTOR) (113), lyginant su sveiku audiniu,
tac¢iau EV vaidmuo nebuvo tirtas. Tiriant su uzdegimy susijusiy geny aktyvacija, buvo pastebéta,
kad WT-EV ir 3Tg-EV paveikia skirtingus genus hCMEC/D3 lastelése: WT-EV slopina pro-
uzdegiminio IFNP raiska, o 3Tg-EV — anti-uzdegiminio SOCS1 raiskg. Taip pat Siy geny raiskg i$
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dalies reguliuoja PI3K/Akt signalinis kelias, nes jo slopinimas sumazina IFNp raiska, bet padidina
SOCSI raiskg. Yra duomeny, kad SOCS1 yra pro-uzdegiminés miR-155 taikinys, kuri slopina
pastarojo raiska 3Tg-AL peliy hipokampo bei zievés srityse (114). Be to ji yra siejama su EV
tarpninkaujamu perneSimu (115), o padidéjes kiekis yra randama iSsétinés sklerozés pacienty
smegeny endotelio Igstelése (116). 3Tg-EV gali biti susijusiu su miR-155 pernesimu, taciau Siai
hipotezei patikrinti reikalingi tolimesni tyrimai.

Oksidacinio streso tyrimy metu gauti rezultatai parodé, kad iSankstinis WT-EV, bet ne 3Tg-
EV poveikis sumazino tBHP indukuotg mitochondriniy ROS aktyvacijg, taCiau neturéjo jtakos
vidulgsteliniy ROS produkcijai. Tai reiskia, kad WT-EV padidina hCMEC/D3 lgsteliy atsparumg
tBHP sukeltam oksidaciniam stresui mitochondrijose. Kadangi misy tyrimuose naudoti metodai
nustato skirtingas ROS riisis, skirtingose lgstelés vietose (MitoSOX — superoksida mitochondrijose,
DCFDA - hidroksilo/peroksilo radikalus citoplazmoje), galima daryti i§vada, kad EV specifiskai
paveikia ROS susidaryma tik mitochondrijose. Taip pat galima daryti prielaida, kad WT-EV
pasizymi antioksidacinémis savybémis arba mitochondrijas apsauganciu efektu. Panasts tyrimai su
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy (MKL) EV parodé, kad iSankstinis jy poveikis apsaugo nuo
H202 sukelto mitochondriniy ROS produkavimo stuburo slanksteliy nucleus pulposus (NP)
lastelése. Sio straipsnio autoriai svarsté, kad MKL EV sukelia tokj efekta papildydamos
mitochondrinius baltymus NP lastelése, nes jose gausu mitochondrijy kilmés baltymy (117). Sie
duomenys i§ dalies sutapo su musy EV baltymy funkcine analize, nes WT-EV ir 3Tg-EV taip pat
buvo praturtintos mitochondriniais baltymais. Kiti tyrimai su nepigmentuoto ciliarinio epitelio
(NCE) EV parode, kad iSankstinis jy poveikis apsaugojo trabekulinés tinklo Iasteles nuo sukelto
oksidacinio streso ir lémé Nrf2/Keap kelio aktyvacijg (108). Musy tyrimo metu, EV poveikis
nesukélé Nrfl/2 signalinio kelio aktyvacijos, dél to galima teigti, kad WT-EV mitochondriniy ROS
lyg] mazinantis efektas néra su juo susij¢s. GO praturtinimo analizé parodé¢, kad WT-EV, prieSingai
nei 3Tg-EV yra praturtintos baltymais turin€iais antioksidaciniy savybiy, pavyzdziui, katalaze ir
mitochondriniais peroksiredoksinais. Tai gali buti siejama su WT-EV matomu antioksidaciniu
efektu, taciau Sios hipotezes jrodymui reikalingi funkciniai minéty baltymy tyrimai.

Masy atlikti tyrimai rodo, kad WT-iAstro ir 3Tg-iAstro sekretuojamos EV pasizymi
skirtingais efektais hCMEC/D3 Igstelése, o jy veikimo mechanizmy supratimas gali prisidéti prie

AL patogenezés iSaiskinimo.

54



ISVADOS

1. Laukinio tipo bei 3Tg-AL astrocity sekretuojamos ekstralgstelinés vezikulés (atitinkamai WT-
EV ir 3Tg-EV) pasizymi egzosomoms ir mikrovezikuléms budingu dydziu, morfologija bei
baltyminiais zymenis. Abu EV tipai yra praturtinti baltymais susijusiais su signalo perdavimu,
membranos moduliavimu, taciau tik WT-EV praturtintos apoptozés slopinimu pasizyminciais bei

antioksidaciniy savybiy turinéiais baltymais.

2. WT-EV sumazina uzdegiminio IFNf geno, o ir 3Tg-EV — anti-uzdegiminio SOCS1 geno raiska

smegeny endotelio Igstelése. Siy geny raiska dalinai reguliuojama per PISK/AKt signalinj kelig.

3. Isankstinis WT-EV, bet ne 3Tg-EV, poveikis slopina tBHP sukelta ROS susidaryma
mitochondrijose, nepriklausomai nuo Nrfl/2 signalinio kelio, taciau nepaveikia vidulasteliniy

ROS smegeny endotelio 1astelése.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
Gyvybés moksly centras

GABRIELE VYDMANTAITE

Laukinio tipo ir 3Tg-AL astrocity ekstralgsteliniy vezikuliy poveikis oksidaciniam stresui ir
uZdegiminiy geny raiskai smegeny endotelio 1astelése

Ankstyvos Alzheimerio ligos (AL) metu pastebimi smegeny kraujagysliy bei kraujo-
smegeny barjero (KSB) funkcijy sutrikimai. Manoma, kad prie to gali prisidéti oksidacinio streso
arba uzdegiminiai procesai. Sekreciniai astrocity veiksniai atlicka svarby vaidmenj palaikant
smegeny endotelio barjerines savybes, dél to jy funkcijy sutrikimas ankstyvoje AL stadijoje gali
buti kritinis KSB paZeidimui. Néra zinoma, kaip AL paveikty astrocity sekretuojamos
ekstralastelinés vezikulés (EV) gali paveikti smegeny endotelio lasteles. Siy EV veikimo
mechanizmy supratimas gali prisidéti prie AL patogenezés iSaiskinimo.

Tyrimo metu buvo parodyta, kad sveiky ir Seiminés AL mutacijas turinCiy astrocity
sekretuojamos dalelés (atitinkamai WT-EV ir 3Tg-EV), pasizymi egzosomoms ir mikrovezikuléms
budingu dydZziu, morfologija bei baltyminiais zymenis. WT-EV sumazina uzdegiminio IFNf geno,
0 ir 3Tg-EV — anti-uzdegiminio SOCS1 geno raiskg smegeny endotelio Igstelése (hnCMEC/D3) ir
§iy geny raiSka dalinai reguliuojama per PI3K/Akt signalinj kelig. Oksidacinio streso tyrimuose,
iSankstinis WT-EV, bet ne 3Tg-EV, sumazina tert-butil hidroperoksido indukuotg mitochondriniy
reaktyviy deguonies junginiy (ROS) susidaryma, nepriklausomai nuo Nrfl/2 signalinio kelio, tac¢iau

nepaveikia vidulgsteliniy ROS hCMEC/D3 Iastelése.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY

Life Sciences Center

GABRIELE VYDMANTAITE

Effects of Wild-Type and 3Tg-AD Astrocyte-derived Extracellular Vesicles on Oxidative
Stress and Inflammatory Gene Expression in Brain Endothelial Cells

Cerebrovascular and blood-brain barrier (BBB) dysfunction is observed in early stages of
Alzheimer's disease (AD). Studies show that both oxidative stress and inflammation can contribute
to BBB impairment but exact mechanisms are unknown. Astrocyte-secreted factors play an
important role in maintaining barrier function therefore impairment of these cells in early AD stages
may be critical for BBB damage. However, there are no reports on how AD-affected astrocyte-
derived extracellular vesicles (EVs) influence brain endothelial cells. Understanding the
mechanisms of these EVs may contribute to AD pathogenesis elucidation.

In the present study, secreted vesicles from wild type and Familial AD mutations-affected
astrocytes (WT-EVs and 3Tg-EVs respectively) were characterized by size, morphology and
biomarkers specific to exosomes and microvesicles. WT-EVs reduce the expression of pro-
inflammatory IFNB whereas 3Tg-EVs reduce anti-inflammatory SOCS1 in brain endothelium
(hCMEC/D3). Also the expression of these genes is partially regulated by PI3K/Akt signaling
pathway. In oxidative stress studies, pre-treatment of WT-EVs, but not 3Tg-EVs, reduces tert-butyl
hydroxyperoxide-induced mitochondrial reactive oxygen species (ROS) production, indepenently of
Nrf1/2 signaling, but does not affect intracellular ROS in hCMEC/D3 cells.
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Antikiinas

Skiedimas

Katalogo nr.

Gamintojas

IgG pries
konjuguota su HRP

triusih o000

7074

,, Cell Signaling Technology *

su HRP

IgG pries ozka, konjuguotai :2000

31403

,, Thermo Fisher Scientific“

su HRP

[gG pries pele, konjuguotas-20p0

31430

,, Thermo Fisher Scientific

2 Lentelé. Baltymy imunobloto analizei naudoti antriniai antikiinai.

2 Priedas
RT-gPGR naudoti pradmenys.
Genas Pradmens seka (Fw) 5" — 3' Pradmens seka (Rev) 5" — 3'
1 HPRT GGTCAGGCAGTATAATCCAAAGA AGGCTCATAGTGCAAATAAACAGT
2 [IFNB AGGCTTCTGCATTACCTGAAGG GGCTAGGCGATCTTCAGTTTCG
3 |CCL2 CCTCCAGCATGAAAGTCTCTG TCTGCACTGAGATCTTCCTATTG
4 |SOCS1 CTTCCTGGTGCGCGACAG GTAGTGCTCCAGCAGCTC
5 |cox2 TAAGTGCGATTGTACCCGGAC TTTGTAGCCATAGTCAGCATTGT

I Lentelé. RT-gPGR naudoty pradmeny Sekos.
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3 Priedas.

S . Ba't.‘ﬂf““ Priskirty | Procentiné e a3
Biologiniai procesai/ Duomeny skaicius baltym baltym p reikSmé
GO terminas rinkinys duomeny Y li .y oq
e g skaicius dalis, %
bazéje
Integriny signalinimo WT-EV 132 11 4.60 0.0013044
kelias (G0:0007229) ™37, gy 11 5.88 0.0001048
Lastelés formos WT-EV 16 6.69 3.022E-05
reguliavimas 235
(G0:0008360) 3Tg-EV 19 10.16 5.504E-10
Neigiamas apoptozes | \wr.gy 26 10.88 0.0173408
reguliavimas 894
(G0O:0043066) 3Tg-EV 13 6.95 1
Vandenilio peroksido WT-EV 7 2.93 0.0014369
katabolinis procesas 39
(GO:0042744) 3Tg-EV 5 2.67 0.1701871
Baltymy i ..
Molekuliné funkcija/ Duomeny skaicius E;‘Iikl;:q PL‘::"::ne p reikmé3
GO terminas rinkinys duomeny Y li .y 1
.. 1 skaicius dalis, %
bazéje
Saveika su integrinais WT-EV 271 16 6.75 7.93E-06
(GO:0005178) 3Tg-EV 17 8.99 2.63E-08
Saveika su GTP WT-EV 585 30 12.65 3.83E-09
(G0O:0005525) 3Tg-EV 25 13.22 1.18E-07
Saveika su baltyminais WT-EV 38 16.03 1.3E-06
kompleksais 1142
(GO:0044877) 3Tg-EV 32 16.93 8.19E-06
Baltymy . -
Prisk P
Lasteliné funkcija/ Duomeny skaicius b;llst |::q L(:I:ten:‘lne p reikmé3
GO terminas rinkinys duomeny Y li .y 4
.. 1 skaicius dalis, %
bazéje
Citoplazma WT-EV 8264 141 58.75 5.6402E-14
(GO:0005737) 3Tg-EV 112 58.63 1.1741E-10
Mitochondrija WT-EV 2347 65 27.08 1.37341E-12
(GO:0005739) 3Tg-EV 37 19.37 0.018707683
Plazminé membrana WT-EV 5404 108 45 1.7126E-13
(GO:0005886) 3Tg-EV 91 47.64 5.56354E-13
Egzosoma WT-EV 149 16 6.66 1.616E-09
(GO:0070062) 3Tg-EV 12 6.28 2.50476E-06

1 Lentelé. WT-EV ir 3Tg-EV funkciné geny ontologijos analizé. Baltymy, priskirty konkreciam GO
terminui, skaicius duomeny bazéje (2020.12.02 UniProt Rodents).* Tiriamy baltymy is WT-EV
(241) ir 3Tg-EV (192) duomeny rinkiniy, skaicius priskirtas tam tikram GO terminui i§ duomeny
bazés. *Tikimybé, kad tiriamy baltymy skaicius GO termine atitiko duomeny bazés duomenis
atsitiktinai. Jei p<0.05, priskirty baltymy skaicius yra statistiskai patikimas (tikimybé, kad jie buvo
priskirti atsitiktinai yra labai maza).
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