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SANTRUMPOS

AGDD — amzin¢ geltonosios démes degeneracija

ANG-1, ANG-2 (angl. angiopoietin) — angiopoetinai 1 ir 2

ANOVA - dispersijos analizé (angl. analysis of variance)

APS — amonio peroksosulfatas

ATX (angl. autotaxin) — autotaksinas

ATX ECKO (angl. ATX endothelial cell knock-out) — pelés, kuriy endotelio
lastelése iSveiklintas ATX koduojantis genas

BREC (angl. bovine retinal endothelial cells) — jaucio tinklainés endotelio lgstelés
BRP (angl. bovine retinal pericytes) — jaucio tinklainés pericitai

DAB — 3,3’-diaminobenzidinas

DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindolas

DLLA4 (angl. delta-like ligand 4) — tam tikras membraninis signalinis baltymas
DMSO - dimetilsulfoksidas

DR - diabetin¢ retinopatija

EDTA - etilendiamintetraacto rtigstis

EL — endotelio lastelés

ENPP?2 (angl. ectonucleotide pyrophosphatase/ phosphodiesterase 2) —
autotaksing koduojantis genas

EPO (angl. erythropoietin) — eritropoetinas

FBS (angl. fetal bovine serum) — negimusio verselio kraujo serumas

FGF1, FGF2, FGF9 (angl. fibroblast growth factor) — fibroblasty augimo
veiksniai 1, 2 ir 9

FR — fosfatido rugstis

HB-EGF (angl. heparin-binding epidermal growth factor) — prie heparino
besijungiantis epidermio augimo veiksnys

HBSS (angl. Hank’s balanced salt solution) — drusky tirpalas su gliukoze
HBVP (angl. human brain microvascular pericytes) — Zmogaus smegeny
smulkiyjy kraujagysliy pericitai

HEK?293 (angl. human embryonic kidney 293) — zmogaus embriono inksty Igsteliy
linija

HEPES — 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfoniné rugstis

HEV (angl. high endothelial venules) — specializuotos limfmazgiy venulés
HIF (angl. hypoxia-inducible factors) — hipoksijos indukuojami veiksniai
HUVEC (angl. human umbilical vein endothelial cells) — zmogaus virkstelés
venos endotelio lastelés

IGF-1 (angl. insulin-like growth factor) — i insuling panaSus augimo veiksnys 1
IHH (angl. Indian hedgehog) — tam tikras morfogenas

IPTG - izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas

KLF2 (angl. Kruppel-like factor 2) — tam tikras transkripcijos veiksnys

LFC - lizofosfatidilcholinas (angl. LPC — lysophosphatidylcholine)



LFR - lizofosfatido rugstis / rugstys (angl. LPA — lysophosphatidic acid)
LPA,s— LFR receptoriai

LPP1, 2, 3 (angl. lipid phosphate phosphatase) — fosfolipidy fosfatazés 1, 2 ir 3
MAG — monoacilglicerolis

MMP (angl. matrix metalloproteinases) — uzpildo metaloproteinazés

MSC (angl. mesenchymal stem cells) — mezenchiminés kamieninés lastelés
NDS — natrio dodecilsulfatas

NF-«B (angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) —
tam tikras transkripcijos veiksnys

NG2 (neuron-glial antigen 2) — tam tikras membranos proteoglikanas

NNR - neis$nesioty naujagimiy retinopatija (angl. ROP — retinopathy of
prematurity)

NO — azoto monoksidas

NOTCH — tam tikras membraninis signalinis baltymas

NRARP (angl. NOTCH-regulated ankyrin repeat protein) — tam tikras signalinis
baltymas

NRP1, NRP2 (angl. neuropilin) — neuropilinai 1 ir 2

NUC (angl. nuclease) — nukleazés domenas

PBS (angl. phosphate buferred saline) — fosfatinis buferis su NaCl

PDE (angl. phosphodiesterase) — fosfodiesterazés domenas

PDGF-B, PDGF-BB (angl. platelet-derived growth factor) — trombocity kilmés
augimo veiksnio B monomeras ir dimeras

PDGFRS - trombocity kilmés augimo veiksnio receptorius 3

PGC-1a — (angl. peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
1-alpha) — tam tikras transkripcijg valdantis baltymas

PGR — polimerazés grandininé reakcija

PHD (angl. prolyl hydroxylases) — prolino hidroksilazés

PI3K (angl. phosphatidylinositol 3-kinase) — fosfatidilinozitolio 3-kinazé
PVDF — polivinilidenfluoridas

RasGAP (angl. Ras GTPase activating protein) — Ras GTPaz¢ aktyvinantis
baltymas

S1F — sfingozino-1-fosfatas (angl. S1P — sphingosine-1-phosphate)

S1P,— S1F receptorius

SDF-1a (angl. stromal-derived factor) — stromos kilmés augimo veiksnys 1o
SHH (angl. sonic hedgehog) — tam tikras morfogenas

shRNR — trumposios segtuko formos RNR (angl. shRNA - short hairpin RNA)
siRNR — mazosios interferencinés RNR (angl. siRNA — small interfering RNA)
SMB (angl. somatomedin B) — | somatomeding B panaSus domenas

SN — standartinis nuokrypis

SP — standartiné paklaida

TEMED - tetrametiletilendiaminas

TGF (angl. transforming growth factor ) — transformuojancio augimo veiksnio 3
Seima



TGFBRII — transformuojancio augimo veiksnio 3 receptorius 11

TIE2 (angl. tyrosine kinase with Ig and EGF homology domains-2) — tam tikra
receptoriné tirozino kinazé

TIMP3 (angl. tissue inhibitor of metalloproteinases-3) — uzpildo
metaloproteinaziy slopiklis 3

TNFa (angl. tumor necrosis factor) — naviko nekrozés veiksnys a

Tris — 2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diolis

VEGF-A, VEGF — (angl. vascular endothelial growth factor) — kraujagysliy
endotelio augimo veiksnys A

VEGF-C — kraujagysliy endotelio augimo veiksnys C

VEGFRI1, VEGFR2 — kraujagysliy endotelio augimo veiksnio receptoriai 1 ir 2
VSMC (angl. vascular smooth muscle cell) — kraujagysliy lygiyjy raumeny lastelé
WNT (angl. wingless — integration 1) — signaliniy baltymy Seima

aSMA (angl. @ smooth muscle actin) — lygiyjy raumeny o aktinas



IVADAS

Kraujagyslémis tekantis kraujas pasiekia visus organizmo audinius ir tiekia
jiems maisto medziagas ir deguonj bei paSalina i$ jy anglies dioksidg ir medziagy
apykaitos produktus. Kraujagyslémis perneSamos imuninés sistemos lastelés ir
hormonai, regulivojama kiino temperatira. Kraujagysliy biologijos tyrimai ieSko
atsakymy j klausimus, kaip kraujagyslés formuojasi, auga, bresta, prisitaiko prie
kintamy audinio poreikiy ir tam tikrais atvejais sunyksta (regresuoja). Tirti Siuos
procesus svarbu ne tik tam, kad daugiau suzinotume apie sveiko organizmo
vystymasi ir fiziologija, bet ir todé¢l, kad kraujagysliy augimo, stabilumo ir
regresijos sutrikimai siejami su daugeliu ligy — véziu, akiy ligomis, iSeminémis
ligomis ir kt. (apzvelgta Carmeliet, 2005; Cao, 2010; Carmeliet ir Jain, 2011a;
Potente ir kt., 2011). Pavyzdziui, kad navikas galéty augti, jam biitinos maisto
medziagos ir deguonis. Naviko Igstelés sintezuoja ir iSskiria veiksnius, kurie
skatina kraujagysles augti gilyn i navikg ir taip uZztikrina maisto medziagy ir
deguonies tiekimg (Folkman, 1971). Pastaruoju metu bandoma sukurti vaistus,
kurie nuslopinty §j procesg ir taip sustabdyty naviko vystymasi. Akiy ligoms
proliferacinei diabetinei retinopatijai, eksudacinio (neovaskulinio) tipo amzinei
geltonosios démés degeneracijai (AGDD) ir neiSneSioty naujagimiy retinopatijai
budingas patologiniy kraujagysliy augimas akies dugne. D¢l didelio Siy
kraujagysliy laidumo patinsta tinklain€; be to, su jy augimu susijusi fibrozé gali
iSvis atplesti tinklaing nuo akies dugno (Rajappa ir kt., 2010; Siemerink ir kt.,
2010). Issivysciusiose pasaulio Salyse Sios ligos yra vienos i§ pagrindiniy aklumo
priezas¢iy (Resnikoff ir kt., 2004).

Paaiskeéjus, kad patologiniy kraujagysliy augimui ypac svarbus kraujagysliy
endotelio augimo veiksnys VEGF-A (apzvelgta Nagy ir kt., 2007; Ferrara, 2009),
prie§ §j augimo veiksnj nukreiptais vaistais pradéta gydyti vézj ir kiek véliau

eksudacinés formos AGDD. VEGF-A neutralizuojantys antikiinai sukélé tikra



AGDD gydymo perversmag (Stewart, 2012) ir taip pademonstravo, kad
kraujagysliy augimo molekuliniy mechanizmy tyrimy rezultatai gali buti
panaudoti naujiems gydymo metodams kurti. Taciau kraujagysliy vystymuisi
svarbus ne tik VEGF-A. Naviky kraujagyslés daznai atsparios prie§ §j augimo
veiksnj nukreiptiems vaistams, taciau kodél, neaisku (apzvelgta Carmeliet ir Jain,
2011a; Potente ir kt., 2011). Net ir AGDD atveju VEGF-A neutralizuojantys
antikiinai daugumai pacienty padeda tik i§ dalies (Brown ir kt., 2009; Monés,
2011). Taip pat kol kas nemokame sukelti stabiliy, funkcionaliy kraujagysliy
augimo ischeminiuose audiniuose; vien VEGF-A tam nepakanka (Reginato ir kt.,
2011). Taigi, apie kraujagysliy vystymasi Zinome dar ne viska.

Be kraujagysliy augimo, brandaus, funkcionalaus, audinio reikmes
atitinkancio kraujagysliy tinklo palaikymui svarbus ir prieSingas vyksmas —
kraujagysliy regresija. Jei audiniui reikia daugiau deguonies ar maisto medziagy,
indukuojama angiogenez¢ (kraujagysliy augimas), ir prieSingai, kai audinio
poreikiai sumazéja, nebereikalingos kraujagyslés regresuoja. Nors angiogenezes
molekuliniai mechanizmai neblogai istirti, apie kraujagysliy regresija Zinoma kur
kas maziau. Be to, nors dauguma suaugusio organizmo kraujagysliy yra stabilios —
neauga ir neregresuoja — mazai zinoma apie molekulinius mechanizmus, kurie

lemia kraujagysliy stabilumg. Bendrasis Sio darbo tikslas buvo geriau iStirti

kraujagysliy regresijos ir stabilumo molekulinius mechanizmus. Manome, kad

patologiniy kraujagysliy augimg lemia ne tik augimo veiksniy, tokiy kaip VEGF-
A, perteklius, bet ir regresijos ir / arba stabilumo veiksniy trikkumas. Geriau iStyre
kraujagysliy regresijos ir stabilumo molekulinius mechanizmus, galbiit iSmoksime
destabilizuoti nuo VEGF-A nepriklausomas patologines kraujagysles ir sukelti jy
regresijg. Taip pat tikimés, kad kraujagysliy stabilumo molekuliniy mechanizmy
tyrimy rezultatai j priekj pastimeés ischeminiy audiniy kraujagysliy stabilizavimo
pastangas.

Vienas i§ kraujagysles stabilizuojanciy vyksmy yra jy padengimas

pericitais. Pericitai — tai mezenchimos kilmés lastelés, aptinkamos kraujagysliy



sienelése. Pericitais padengtos kraujagyslés yra stabilesnés — maziau linkusios
augti ir regresuoti, atsparesnés augimo veiksniy koncentracijy pokyciams,
tvarkingesnés struktiiros, maziau laidzios (zitr. sk. 1.1.5.3). Kaip pericitai
stabilizuoja kraujagysles, nevisiSkai aiSku. Norédami daugiau suZzinoti apie
kraujagysliy stabilumo molekulinius mechanizmus, pirmojoje darbo dalyje

iSkéléme sau tikslg iSsiaiSkinti, koks kraujagysliy stabilizavimo pericitais

molekulinis mechanizmas. ISkéléme tokius uzdavinius:

1. ISvystyti paprasta kraujagysliy stabilizavimo pericitais in vitro modelj;

2. Naudojantis Sia modeline sistema, iStirti kraujagysliy stabilizavimo
pericitais molekulinj mechanizma.

Antrojoje darbo dalyje sutelkéme démes;j | kraujagysliy regresija: tes€éme
anks¢iau miisy laboratorijoje  identifikuoto  kraujagysliy regresijos /
destabilizavimo veiksnio autotaksino (ATX) tyrimus. Anks¢iau buvome parode,
kad ATX ir jo katalizuojamos reakcijos produktas lizofosfatido rtigstis (LFR) yra
biutini ir pakankami kraujagysles primenanciy vamzdeliy regresijai in vitro
kraujagysliy formavimosi ir regresijos modelyje (Im ir kt., 2010). Taip pat
zinojome, kad transgeniniy peliy, kuriy ATX raiSska didesné, kraujagyslés
regresuoja greiciau (Im ir kt., 2010). Taigi, ATX pakako regresijai sukelti, taciau
vis dar nezinojome, ar ATX kraujagysliy regresijai in vivo yra biitinas. Norédami
geriau istirti ATX reikSme kraujagysliy regresijai in vivo, iSkéléme sau tiksla
pvertinti pelés ATX koduojancio geno (Enpp2) iSveiklinimo jtaka kraujagysliy

regresijai. ISkeéléme tokius uzdavinius:

1. ISveiklinti Enpp2 pelés endotelio lgstelése (endotelio lastelés - tai
pagrindinés kraujagysliy sieneliy lgstelés);

2. Ivertinti endotelio lgsteliy Enpp2 iSveiklinimo jtakag akies stiklakiinio

kraujagysliy regresijai.
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MOKSLINIS NAUJUMAS

Nors yra zinoma, kad pericitai stabilizuoja kraujagysles, Sio reiskinio
molekuliniai mechanizmai prastai iStirti. Siame darbe nustatéme nauja
kraujagysliy stabilizavimo pericitais molekulinj mechanizmg. Parodéme, kad
kraujagysles primenanciy vamzdeliy i§ endotelio lasteliy padengimas pericitais in
vitro paskatina regresijos veiksnio lizofosfatido riigsties (LFR) metabolizma.
Sumazéjusi LFR  koncentracija lemia vamzdeliy stabiluma (ty., jy
neregresavimg). Kaip modelinés kraujagyslés i§ endotelio Igsteliy ir pericity
sumazina LFR koncentracijg savo aplinkoje, iki galo neisStyréme, taCiau parodéme,
kad miisy modelyje LFR koncentracija bent i§ dalies valdo fermentai, savo
savybémis panasiis j fosfolipidy fosfatazes LPP. Misy laboratorijoje pirmg karta
parodyta, kad LFR ir jos sinteze katalizuojantis fermentas autotaksinas yra
kraujagysliy regresijos / destabilizavimo veiksniai, o Siame darbe praplétéme
misy zinias apie kraujagysliy stabilumo molekulinius mechanizmus, parodydami,
kad bent jau in vitro pericitai geba Siuos regresijos veiksnius neutralizuoti.

Verta paminéti, kad Sis darbas suteiké naujos informacijos apie
kraujagysles sudaranciy lasteliy LFR metabolizmg. Nors buvo iSkelta hipotezg,
kad endotelio Igstelés skaido uz lasteliy riby (pvz., kraujyje) aptinkamg LFR
(Morris ir kt., 2009), endotelio Iasteliy geb¢jimas metabolizuoti uz lasteliy riby
aptinkama LFR iki Siol nebuvo pademonstruotas.

Siame darbe taip pat i§vedéeme ir apibiidinome peles, kuriy endotelio
lasteliy Enpp2 genas buvo iSveiklintas. Parodéme, kad Sios pelés yra sveikos ir
vaisingos, ir kad jy akiy kraujagyslés formuojasi ir regresuoja normaliai. Nors
misy hipotezé, kad endotelio Iasteliy iSskiriamas ATX svarbus fiziologinei
kraujagysliy regresijai, nepasitvirtino, Sias peles bus galima panaudoti endotelio
ATX reikSmei kitoms kraujagysliy funkcijoms ir su kraujagyslémis susijusiems

vyksmams tirti (pvz., laidumui, kraujo kreséjimui, limfocity migracijai j audinius).
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 KRAUJAGYSLIU FORMAVIMASIS, REGRESIJA IR
STABILUMAS

1.1.1 Kraujagysliy tipy ir struktiuros apzvalga. Endotelio 1astelés

Kraujagyslés skirstomos | arterijas, kapiliarus ir venas. Smulkios arterijos
dar vadinamos arteriolémis, o venos — venulémis. Arterijomis ir arteriolémis
kraujas teka i8S Sirdies j audinius, o venomis ir venulémis — atgal j Sirdj. Kapiliarai
— tai pacios smulkiausios kraujagyslés. Jie jungia arterijas ir venas. Per kapiliary
sieneles vyksta molekuliy mainai su audinio lgstelémis.

Visy kraujagysliy sienelés vidinj sluoksnj sudaro glaudziai susijungusios
endotelio lgstelés (Alberts ir kt., 2008). Tai mezodermos kilmés Iastelés,
skirstomos i du tipus: limfos endotelio Iasteles, iSklojancias limfagysles, ir kraujo
endotelio lasteles, iSklojancias kraujagysles (Alberts ir kt., 2008). Sveikos,
subrendusios, ramybés busenos kraujagyslés endotelis (endotelio lasteliy
monosluoksnis) pasizymi lygiu pavirS§iumi ir tvarkinga struktiira — endotelio
lastelés  iSsidésto  lygiagreciai  kraujo tékmés  krypciai, tankiai, bet
nepersiklodamos, tarsi péstininky dalinys (Mazzone ir kt., 2009). Sveikas
endotelis greitai reaguoja | signalus i§ kraujo, aplinkiniy audiniy ir atitinkamai
valdo kraujagyslés skersmenj, laiduma, leukocity prisitvirtinimg ir migracija i
audinius, kraujo kre$¢jima ir kitas kraujagyslés funkcijas (apzvelgta Pearson,
2000). Endotelio strukturai ir barjerinei funkcijai ypa¢ svarbios jungtys tarp
endotelio lgsteliy. Glaudziosios jungtys reguliuoja molekuliy pernaSg lasteliy
tarpuose; jy ypaC¢ daug smegeny kraujagyslése, pasiZzyminCiose ypa¢ mazu
laidumu (tai vadinamasis kraujo — smegeny barjeras). SalyCio (angl. adherens)
jungtys taip pat gali reguliuoti kraujagysliy laiduma, bet jy pagrindinés funkcijos
yra lasteliy salytis, 1astelés griauciy organizacija ir iSoriniy signaly perdavimas j

lastelés vidy (apzvelgta Dejana ir kt., 2009). Kai kuriy specializuoty audiniy (pvz.,
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inksty glomeruliy) kraujagysliy endotelis turi daug 60 — 80 nm skersmens pory
(angl. fenestrae) ir yra ypac laidus (Alberts ir kt., 2008).

IS iSorés endotelj dengia pamatinés laminos (angl. basal lamina) sluoksnis.
Jo komponentus (glikoproteinus: kolageng IV, lamininus, nidogenus ir kt., bei
proteoglikanus: perlekang ir kt. (apzvelgta Paulsson, 1992)) gamina endotelio
lastelés ir dar vienas kraujagysliy sienelése aptinkamas lgsteliy tipas — pericitai
(Mandarino ir kt., 1993; Stratman ir kt., 2009). Kapiliary sieneles sudaro viso labo
endotelis, pamatiné lamina ir pavieniai pericitai arba pericity sluoksnis (zitr. 1.4
pav.). Stambesniy kraujagysliy sienelés storesnés ir sudétingesnés struktiiros; pvz.,
arterijy sienelése daug jungiamojo audinio, aptinkama fibroblasty, o pericitus
pakeicia giminingos kraujagysliy lygiyjy raumeny lastelés (VSMC, angl. vascular
smooth muscle cell), i$sidésCiusios koncentriskais sluoksniais (Alberts ir kt.,

2008).

1.1.2 Kraujagysliy formavimosi, stabilizavimo ir regresijos
apzvalga

Kraujagyslés formuojasi ir sparCiausiai auga embriono vystymosi metu.
Suaugusio organizmo kraujagyslés yra ramybés biisenos ir auga / regresuoja tik
tam tikrais atvejais: pvz., gyjant zaizdoms, menstruacinio ciklo, néStumo metu ir
sergant tam tikromis ligomis. Pirmosios embriono kraujagyslés formuojasi
vaskulogenezés biidu, mezodermos kilmés endotelio lasteliy pirmtakams
(angioblastams) susiliejant | primityvy vamzdeliy tinklg (apzvelgta Patel-Hett ir
D’Amore, 2011). Pradinis kraujagysliy tinklas pleCiasi naujoms kraujagysléms
iSaugant i3 jau egzistuojané¢iy kraujagysliy. Sis procesas vadinamas angiogeneze
(apzvelgta Carmeliet ir Jain, 2011a). Skiriama keletas angiogenezes tipy: pvz.,
nauja kraujagyslé gali iSaugti i$ senosios lyg tiglys (angl. sprouting angiogenesis,
ziur. 1.1 pav.) arba sena kraujagyslé gali skilti lygiagreciai i dvi naujas
kraujagysles (angl. intussusception, apzvelgta Makanya ir kt., 2009). Vélesnése

embriono vystymosi stadijose ir po gimimo kraujagyslés daugiausia formuojasi
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angiogenezés budu (Swift ir Weinstein, 2009), nors pastaruoju metu aktyviai
diskutuojama, ar neprisideda ir vaskulogenezé (kraujyje cirkuliuojancios
kamieninés Igstelés), ypaC patologinio kraujagysliy formavimosi atveju (Li Calzi
ir kt., 2010; Fang ir Salven, 2011).

Naujai susiformavusios kraujagyslés bresta ir specializuojasi. Kraujagysliy
diferenciacija j arterijas ir venas prasideda labai anksti, dar netekant kraujui
(apzvelgta Swift ir Weinstein, 2009). Prasidéjusi kraujo t€kmé keicia endotelio
lasteliy forma, stiprina jungtis tarp lasteliy, slopina apoptoze ir kraujo kres¢jima
skatinan¢iy molekuliy raiska (apzvelgta Ando ir Yamamoto, 2011). Prie
kraujagysliy brendimo reikSmingai prisideda pericitai. Jie padengia naujai
susiformavusius kapiliarus ir smulkias kraujagysles ir ne tik padeda formuoti
pamating laming, bet ir valdo daugelj endotelio 1asteliy funkcijy (apzvelgta Diaz-
Flores ir kt., 2009). Pericitais padengtos kraujagyslés laikomos subrendusiomis.

Ne(be)reikalingos arba pazeistos kraujagyslés gali sunykti (regresuoti).
Pvz., pelés akies tinklainéje susiformavusiam pradiniam kraujagysliy tinklui
brestant ir diferencijuojantis ] arterijas, venas ir kapiliarus, perteklinés
kraujagysliy atSakos regresuoja (Wacker ir Gerhardt, 2011). Kraujagysliy regresija
gali jvykti ir suaugusiame organizme: gyjant zaizdai susiformavusios papildomos
kraujagyslés sunyksta, pasibaigus uzdegimui (Wietecha ir kt., 2011). Taigi,

kraujagysliy tinklas aktyviai taikosi prie organizmo poreikiy.

1.1.3 Kraujagysliy formavimosi molekuliniai mechanizmai

1.1.3.1 Vaskulogenezés molekuliniai mechanizmai

Vaskulogenezés metu pluripotencinés mezodermos kilmés Iastelés
diferencijuojasi | angioblastus, o Sie — i endotelio lgsteles, kurios migruoja ir
jungiasi | primityvy kraujagysliy tinklg (apzvelgta Patel-Hett ir D’ Amore, 2011).
Siems vyksmams biitinas kraujagysliy endotelio augimo veiksnys (VEGF-A, angl.
vascular endothelial growth factor) ir jo receptoriai VEGFR1 ir VEGFR2.

VEGFR2 neturinciose pelése sutrinka Igsteliy pirmtakiy diferenciacija j endotelio
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lasteles, pirminés kraujagyslés nesiformuoja, ir tokie embrionai gaiSta 8,5-9,5
vystymosi dieng (Shalaby ir kt., 1995). Manoma, kad be $io receptoriaus lastelés
pirmtakés negali migruoti | diferenciacijos vieta (,kraujo salas®, angl. blood
islands) (Shalaby ir kt., 1997). Pelése su iSveiklintu vienu Vegfa geno aleliu
endotelio Igsteliy diferenciacija sulétéjusi, primityvios kraujagyslés formuojasi
netvarkingai, ir tokios pelés irgi gaiSta embriono vystymosi metu (Carmeliet ir kt.,
1996). VEGFRI1 neturinc¢ios pelés taip pat gaista 8,5 embriono vystymosi dieng
(Fong ir kt., 1995), ta¢iau geno isveiklinimo sukeltas fenotipas kitoks nei Vegfi-2”"
— pirminiy kraujagysliy organizacija netvarkinga, nulemta per didelio angioblasty
skaiCiaus (Fong ir kt., 1999). D¢l to manoma, kad VEGFR1 yra neigiamas VEGF-
A signalo perdavimo regulatorius, bent jau ankstyvosios embriogenezés metu
(Ribatti ir kt., 2009).

Neuropilinai (NRP1 ir NRP2) yra membraniniai receptoriai, kuriy ligandai
— VEGF seimos augimo veiksniai (koreceptoriai — VEGFRI1 ir VEGFR2) ir
semaforinai (koreceptoriai — pleksinai). Peliy, kuriy abu neuropiliny genai
iSveiklinti, embrionai gaiSta 8,5 vystymosi dieng ir iSvis neturi organizuoty
kraujagysliy (Takashima ir kt., 2002). Manoma, kad vaskulogenezei svarbus
neuropiliny jungimasis su VEGF-A, o ne su semaforinais (Carmeliet ir Jain,
2011a).

Vaskulogenezei svarbiis ir kai kurie transformuojanc¢io augimo veiksnio
(TGFB, angl. transforming growth factor) Seimos augimo veiksniai ir jy
receptoriai. Peliy su iSveiklintu 7gfb/ genu biina sutrikusi trynio maiselio
vaskulogenezé (greiCiausiai dél sutrikusios endotelio lgsteliy diferenciacijos), ir
mazdaug pusé¢ embriony gaiSta 10,5 vystymosi dieng (Dickson ir kt., 1995).
Beveik toks pat ir vieno i§ TGF Seimos augimo veiksniy receptoriy, TGFBRII,
geno iSveiklinimo fenotipas (Oshima ir kt., 1996).

IS kity su vaskulogeneze siejamy veiksniy minétinas fibroblasty augimo
veiksnys FGF2 (angl. fibroblast growth factor, skatina angioblasty diferenciacija
putpelés embrione (Cox ir Poole, 2000)) ir ,,hedgehog Seimos morfogenas IHH
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(angl. indian hedgehog, svarbus ankstyvajai endotelio ir hematopoetiniy lasteliy
pirmtaky diferenciacijai (Dyer ir kt., 2001; Byrd ir kt., 2002)). Kraujagysliy
formavimuisi svarbi endotelio lasteliy migracija, kuriai savo ruoztu svarbios
lasteliy sgveikos su tarplastelinio uzpildo baltymais. Todél nenuostabu, kad tam
tikry tarplastelinio uzpildo baltymy (pvz., fibronektino) arba jy receptoriy (pvz.,
integriny) mutacijos irgi sutrikdo vaskulogeneze (Ribatti ir kt., 2009).

1.1.3.2 Angiogenezés molekuliniai mechanizmai

,,Uglinés“ angiogenezés molekuliniai mechanizmai $iuo metu geriausiai
i8tirti, todél daugiausia démesio skirsime Siam procesui.

Naujos atSakos augimg 1§ egzistuojancios kraujagyslés inicijuoja
vadinamieji angiogeniniai veiksniai, i§ kuriy bene zinomiausias yra minétasis
VEGF-A. VEGF jungiasi prie savo receptoriaus VEGFR2 ir dalyje senosios
kraujagyslés Iasteliy paleidzia ,,smaigalio lgstelés” (angl. tip cell) programa
(Ruhrberg ir kt., 2002; Gerhardt ir kt., 2003). Jei naujoji atSaka auga i$
subrendusios kraujagyslés, jos augimui trukdo kraujagyslés baziné lamina ir
pericitai, neleidziantys endotelio lasteléms migruoti (Potente ir kt., 2011).
Smaigalio lgsteléms budinga didelé uzpildo metaloproteinaziy (MMP) (Yana ir
kt., 2007) ir kity peptidaziy (del Toro ir kt., 2010) raiSka. Manoma, kad Sios
peptidazés suardo bazing laming, ir taip smaigalio lgstelé praskina kelig naujajai
kraujagyslei (Yana ir kt., 2007; del Toro ir kt., 2010; Potente ir kt., 2011).
Smaigalio lastelés taip pat gamina angiopoeting-2 (ANG-2) (Strasser ir kt., 2010;
del Toro ir kt., 2010). Manoma, kad Sis sekretuojamas baltymas paskatina pericity
atSoka (Potente ir kt., 2011).

Smaigalio lastelei i§ paskos seka ,stiebo lastelés* (angl. stalk cells) (1.1
pav.). Stiebo lastelés, kitaip nei smaigalio lastelés, dalijasi (Ausprunk ir Folkman,
1977; Gerhardt ir kt., 2003) ir taip ilgina naujaja kraujagyslés atSaka, o smaigalio
lastelé filopodijomis tiria aplinkag ir kreipia kraujagysle angiogeninio veiksnio
gradiento kryptimi (Ruhrberg ir kt., 2002; Gerhardt ir kt., 2003). Stiebo Iastelés
suformuoja kraujagyslés ertme (apzvelgta Geudens ir Gerhardt, 2011). Naujoji

16



kraujagyslé gali susilieti su kitomis kraujagyslémis. Saliejos (anastomozes)
molekuliniai mechanizmai kol kas neaiskis, taciau atrodo, kad endotelio Igsteléms
susilieti gali padéti makrofagai (apzvelgta Geudens ir Gerhardt, 2011).

Neseniai nustatyta, kas lemia, kurios senosios kraujagyslés endotelio
lastelés taps smaigalio, o kurios — stiebo lgstelémis. Pradinis signalas Igstelei tapti
smaigalio Igstele yra VEGF-A jungimasis prie savo receptoriaus VEGFR2.
VEGFR2 perduoda signalg i lastelés vidy, ir galiausiai aktyvinama smaigalio
lastelei budinga geny raiska (Ruhrberg ir kt., 2002; Gerhardt ir kt., 2003). VEGF
gali jungtis prie kito receptoriaus, VEGFR1, kurio, kitaip nei VEGFR2, tirozino
kinazés aktyvumas silpnas, todé¢l $is receptorius nesukelia biidingo atsako i1 VEGF.
D¢l Sios priezasties ir del to, kad VEGF stipriau jungiasi prie VEGFRI, Sis
receptorius daznai laikomas VEGF ,spastais (apzvelgta Olsson ir kt., 2006).
Kitaip tariant, esant ribotai VEGF koncentracijai, didel¢ VEGFRI raiska trukdo
VEGF jungtis prie VEGFR2 ir slopina angiogeninj atsaka. Parodyta, kad
smaigalio Igstelémis tampa endotelio Igstelés, kuriy, palyginus su kaimynémis,
VEGFR2 raiska didesné ir / arba VEGFRI1 raiska mazesné, ir todél VEGF
sukeltas angiogeninis atsakas stipresnis (Jakobbson ir kt., 2010). Tokie raiskos
skirtumai tarp lgsteliy greiCiausiai yra stochastiniai (tikimybiniai) (Geudens ir
Gerhardt, 2011).

Vienas i§ atsako i VEGF komponenty yra padidéjusi membraninés
signalinés molekulés DLL4 (angl. delta-like ligand 4) raiska (Lobov ir kt., 2007).
DLL4 jungiasi su NOTCHI1 ligandu kaimyninés lgstelés membranoje ir pradeda
signalo perdavimo kaskada, kuri slopina VEGFR2 raiskg ir skatina VEGFR1
raiSka, taip neleisdama gretimai Igstelei irgi tapti smaigalio lgstele ir vietoj to
indukuodama stiebo Igstelés fenotipg (Hellstrom ir kt., 2007; Siekmann ir Lawson,
2007; Suchting ir kt., 2007). DLL4 — NOTCHI1 signalinio kelio slopinimas
padidina smaigalio lasteliy skaiciy, sumazina stiebo lasteliy skaiciy ir lemia ypac
tankaus kraujagysliy tinklo formavimg (Hellstrom ir kt., 2007; Siekmann ir

Lawson, 2007; Suchting ir kt., 2007). Tiesa, Siems eksperimentiniams duomenims
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paaiskinti neseniai pasitlytas ir kitoks, nuo VEGF / VEGFR2 nepriklausomas
modelis (Benedito ir kt., 2012).

Endotelio

, a[“YV‘”{ma$ Smaigalio Igsteliy

: susiliejimas

= B — o« )

l X\{% \u“ut? \js‘,u% a C > <
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Smaigalio ir Ugliy augimas, stiebo Igsteliy Ertmeés formavimasis,
stiebo Igsteliy proliferacija kraujo tékmés iniciacija,
atranka brendimas

1.1 pav. ,Uglinés“ angiogenezés eiga. (Potente ir kt., 2011).

Be VEGF-A, apraSyta ir kity angiogeniniy veiksniy. Tai VEGF Seimos
nariai VEGF-C ir PIGF (angl. placental growth factor), FGF Seimos nariai (jau
minétas FGF-2, o taip pat FGF-1), TGFB Seimos nariai, chemokinai (pvz., SDF-
la, angl. stromal-derived factor) ir kt. (Carmeliet ir Jain, 2011a). Kraujagysliy
stabiluma reguliuojantys veiksniai tokie kaip ANG-2 (ziur. 1.1.5.3 sk.) kartais irgi
priskiriami angiogeniniams veiksniams, nors patys savaime angiogenezes
nesukelia.

Pirminis signalas angiogenezei prasidéti paprastai biina hipoksija (maza
deguonies koncentracija), maisto medziagy trilkumas arba uzdegimas. Pavyzdziui,
VEGF-A raiska priklauso nuo deguonies koncentracijos audinyje, ir Sig
priklausomybe lemia HIF transkripcijos veiksniai (angl. hypoxia-inducible factor)
(apzvelgta Fong, 2009). HIF-1, 2 ir 3 — tai homologiski dimeriniai baltymai,
sudaryti i§ dviejy subvienety — a (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a) ir B (bendras visiems
HIF) (Fraisl ir kt., 2009). o subvieneto stabilumg valdo prolino hidroksilazés
(PHD). Siy hidroksilaziy substratas — deguonis. Kai deguonies koncentracija
didelé, hidroksilazés hidroksilina dvi prolino aminortigsties liekanas a polipeptido
grandingje. Hidroksilintas o subvienetas degraduojamas. Kai deguonies

koncentracija maza, PHD biina neveiklios, todel gali susidaryti aktyvus HIF
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dimeras i§ a ir B subvienety. Dimeras jungiasi prie Vegfa geno promotoriaus ir
indukuoja geno raiska (Fong, 2009; Fraisl ir kt., 2009).

Raumenyse hipoksija ir maisto medziagy trikumas gali sukelti
nepriklausomg nuo HIF angiogenezg per transkripcijos aktyvatoriy PGC-la
(Arany ir kt., 2008). PGC-la ekspresuojamas audiniuose, kuriems biidinga
intensyvi oksidacija (Sirdies, léto susitraukimo skeleto raumenyse ir ruduosiuose
riebaluose), ir skatina energijos gamybg, intensyvindamas riebaly rugsciy
oksidacijg, oksidacinj fosforilinimg ir mitochondrijy komponenty sinteze
(apzvelgta Finck ir Kelly, 2006). Kitos metabolizmg reguliuojan¢ios molekulés
(AMPK, PPARS, leptinas) taip pat gali sukelti naujy kraujagysliy augima (Fraisl
ir kt., 2009). Taigi, angiogeniniy veiksniy raiska susieta su audinio metaboliniais
poreikiais.

Angiogenez¢ susijusi ir su uzdegimu. Abu Siuos vyksmus stimuliuoja
hipoksija (Costa ir kt., 2007). Tam tikri uzdegimo veiksniai (TNFa, NF-xB,
bradikininas ir kt.) gali sukelti ir kraujagysliy augima (Arroyo ir Iruela-Arispe,
2010). Be to, jvairios imuninés sistemos lgstelés (M2 tipo makrofagai, neutrofilai,
putliosios Igstelés ir kt.) skatina angiogeneze (Costa ir kt., 2007; Potente ir kt.,
2011). RySys tarp angiogenezés ir uzdegimo nestebina — naujos kraujagyslés
padeda palaikyti uzdegimo vyksmus, pristatydamos j audinj daugiau uzdegimui

svarbiy kraujo lgsteliy ir tieckdamos Sioms Igsteléms deguonj ir maisto medziagas.

1.1.4 Kraujagysliy regresijos molekuliniai mechanizmai

Kraujagysliy tinklas geba prisitaikyti prie kintamy audinio poreikiy. Jei
audiniui reikia daugiau deguonies ar maisto medziagy, indukuojama angiogeneze,
ir prieSingai, nebereikalingos kraujagyslés sunyksta. Kraujagysliy regresija istirta
pras¢iau nei formavimasis i§ dalies tod¢l, kad ilga laika manyta, kad regresija — tai
tiesiog endotelio lgsteliy zutis, netekus augimo veiksniy. Taciau atrandama vis

daugiau jrodymy, kad tai programinis, valdomas procesas (Im ir Kazlauskas,

2006a).

19



Kraujagysliy regresija daugelyje audiniy vyksta mazdaug tokia tvarka:
kraujagyslé susiauré¢ja ir ja nustoja tekéti kraujas; endotelio 1astelés susitraukia ir
zuva apoptozés budu (lieka tuscios pamatinés laminos ,,rankovés® be endotelio
lasteliy); fagocitai fagocituoja lasteliy liekanas ir galiausiai pamatinés laminos
,rankoves® (Ausprunk ir kt., 1978; Baluk ir kt., 2004).

Kraujagysliy regresijos molekulinius mechanizmus verta aptarti pradedant
akies stiklakiinio kraujagysliy ir akies tinklainés kraujagysliy regresijos apzvalga,
nes prie $iy dviejy kraujagysliy tinkly dar ne kartg sugriSime.

1.1.4.1 Stiklakinio ir tinklainés kraujagysliy regresijos apZvalga.
Deguoniné retinopatija

Zmogaus vaisiaus tinklainés kraujagysliy augimas prasideda mazdaug 16-3
embriono vystymosi savaite (Stahl ir kt., 2010). Iki tol, o taip pat ir ankstyvosiose
tinklainés kraujagysliy vystymosi stadijose, besivystanio embriono akies
audinius 1§ dalies maitina stiklaktinio kraujagyslés (angl. hyaloid vessels).
Formuojantis tinklainés kraujagysléms stiklakiinio kraujagyslés ilgainiui tampa
nebereikalingos ir regresuoja (apzvelgta Saint-Geniez ir D’Amore, 2004).
Regresija baigiasi mazdaug 34-3 vystymosi savaite, o tinklainés kraujagysliy
augimas — mazdaug 40-3 (Stahl ir kt., 2010). Taigi, iSneSioti kidikiai gimsta su
visiSkai iSsivysCiusiomis tinklainés kraujagyslémis ir nebeturi stiklakiinio
kraujagysliy. Kartais stiklakiinio kraujagyslés taip ir neregresuoja. Si neretai
akluma sukelianti patologija vadinama pirminio stiklakiinio hiperplazija (angl.
hyperplastic primary vitreous) (apzvelgta Shastry, 2009).

Kitaip nei Zzmogaus, pelés tinklainés kraujagysliy augimas ir stiklakiinio
kraujagysliy regresija prasideda pirmg dieng po gimimo ir trunka 2 — 3 savaites
(Ito ir Yoshioka, 1999; Stahl ir kt., 2010). Tinklainés kraujagyslés pradeda augti
lygiagreciai tinklainés pavirsiui i§ tinklainés centro (regos nervo galvutés) link jos
krasty (1.2 pav). Per mazdaug 8 dienas kraujagysliy tinklas pasiekia tinklainés
krastus, ir naujos kraujagysliy atSakos pradeda augti gilyn j tinklaing. I§ Siy atSaky

per mazdaug dvi savaites suformuojami dar du tinklainés pavirSiui lygiagretis
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kraujagysliy sluoksniai (1.2 pav) (apzvelgta Fruttiger, 2007; Stahl ir kt., 2010).
Kol formuojasi gilieji tinklainés kraujagysliy sluoksniai, pavirSinis sluoksnis
bresta ir persitvarko — dalis kraujagysliy regresuoja, o likusios diferencijuoja i

arterijas, venas ir kapiliarus.

A B

1.2 pav. Pelés akies stiklakunio kraujagysliy regresija ir tinklainés
kraujagysliy augimas.

A. Pirmgja gyvenimo dieng tinklain¢je kraujagysliy dar néra. Akies audinius
maitina stiklaktinio kraujagyslés. B. Tarp antrosios ir aStuntosios dienos auga
pavirSinis tinklainés kraujagysliy sluoksnis. Prasideda stiklakiinio kraujagysliy
regresija. C. Suaugusios pelés tinklainés kraujagyslés iSsidésto trimis sluoksniais.
Stiklakiinio kraujagysliy nebéra. L — leSiukas. T — tinklainé. gk — gyslainés
kraujagyslés (B ir C jos nepavaizduotos). sk — stiklakiinio kraujagyslés. sa —
stiklakiinio arterija. tk — tinklainés kraujagyslés; ps — pavirsinis jy sluoksnis, gs —
gilieji jy sluoksniai. (Fruttiger, 2007).

Tiriant regresijos molekulinius mechanizmus in vivo, gana daZnai
pasirenkama fiziologiné pelés stiklakiinio kraujagysliy regresija arba pavirSinio
tinklainés kraujagysliy sluoksnio brendimas (daliné regresija). Taip pat populiarus
patologinés angiogenezés ir regresijos modelis — naujagimiy peliuky veikimas
75% deguonimi. Tai neiSneSioty zmogaus naujagimiy akiy patologijos
(retinopatijos) modelis (Smith ir kt., 1994), dar vadinamas deguoninés
retinopatijos modeliu (angl. oxygen-induced retinopathy). NeiSnesSioty zmogaus
naujagimiy tinklainés kraujagyslés ne iki galo i$sivysciusios ir todé¢l labai jautrios
deguonies koncentracijos pokyCiams. Po gimimo pradéjus kvépuoti, deguonies
koncentracija naujagimio kraujyje padidéja. Ji dar labiau padidéja, jei vaikas

auginamas inkubatoriuje su didesne nei oro deguonies koncentracija. Deguonies
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koncentracijos Suolis sukelia tinklainés kapiliary regresija. Did¢jant tinklainés
metaboliniam aktyvumui ir poreikiams, netrukus prasideda kompensacinis naujy
kraujagysliy augimas, taciau jis néra normalus. Naujosios kraujagyslés isSsikisa i$
tinklainés ploksStumos | stiklakiinj ir yra netvarkingos struktiiros. Apie jas
formuojasi randas, kuris gali atplésti tinklaing nuo akies dugno. Nors daugelis
kudikiy pasveiksta, neiSneSioty naujagimiy retinopatija (NNR) yra pagrindiné
vaiky aklumo priezastis (Chen ir Smith, 2007; Aclimandos, 2011; Casteels ir kt.,
2012).

Kaip jau minéta, pelés tinklainés kraujagyslés vystosi véliau nei Zmogaus,
iSkart po gimimo, ir tod¢l zmogaus NNR galima imituoti 7 dieny amziaus
peliukus patalpinus | inkubatoriy, kuriame palaikoma 75% deguonies
koncentracija (Smith ir kt., 1994). Tokiomis salygomis prasideda sparti naujyjy
tinklainés kraujagysliy regresija (Smith ir kt., 1994) (1.3 pav.). Per mazdaug 36
val. kapiliarai sunyksta mazdaug 40% tinklainés ploto, ir po to procesas
stabilizuojasi (Lange ir kt., 2009). Pagrindinés arterijos ir venos neregresuoja. Po
5 dieny, praleisty 75% deguonies aplinkoje, grazinus peliukus atgal | jprasta ora,
prasideda spartus naujy tinklainés kraujagysliy augimas. Dalis Siy kraujagysliy yra
patologinés ir primena netvarkingas naujagimiy retinopatijos kraujagyslines
struktiiras. Ilgainiui jos regresuoja ir yra pakei¢iamos normaliomis kraujagyslémis
(Smith ir kt., 1994) (1.3 pav.). Taigi, deguoninés retinopatijos modelis leidzia tirti
tiek sveiky kraujagysliy regresija (paveikus jas didele deguonies koncentracija),
tiek ir patologiniy kraujagysliy regresija.

Kas sukelia kraujagysliy regresija? Galima i$skirti dvi priezas¢iy grupes: 1)
augimo ir / arba stabilizavimo signaly trilkumas (augimo veiksniy trilkumas,
kraujo tékmés susilpnéjimas ir pan.); 2) aktyviis regresijos signalai (makrofagy

indukuota regresija, regresijos / antiangiogeniniai veiksniai).
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Patologiniy Patologiniy
Kraujagysliy kraujagysliy kraujag__ysliq
Normoksija regresija augimas regresija

1.3 pav. Peliy deguoninés retinopatijos modelis. (Connor ir kt., 2009).

1.1.4.2 Regresija, sukelta augimo ir / arba stabilizavimo signaly triukumo

Jaunos ir aktyviai augancios kraujagyslés yra priklausomos nuo augimo
veiksniy ir regresuoja jy netekusios. Pavyzdziui, | pelés rageng implantavus
polimero tablete su angiogeniniu veiksniu (pvz., VEGF-A arba FGF-2), link
tabletés pagal augimo veiksnio gradienta pradeda augti kraujagyslés (apzvelgta
Ziche ir Morbidelli, 2009). Pasalinus tablete, jos regresuoja (Ausprunk ir kt.,
1978). PanasSiai nesubrendusios naviko kraujagyslés regresuoja, sumazinus VEGF
raiska (Benjamin ir kt., 1999).

Kitas tokios regresijos pavyzdys — minétoji naujagimeés pelés tinklaines
kraujagysliy regresija 75% deguonies aplinkoje. Tinklainés kraujagysliy augima
indukuoja astrocity gaminamas VEGF-A, o signalas VEGF-A gamybai yra
padidéje besivystancios tinklainés metaboliniai poreikiai (Stone ir kt., 1995).
Parodyta, kad kapiliary regresija 75% deguonies aplinkoje Siame modelyje
koreliuoja su VEGF-A raiskos sumazéjimu — poveikis deguonimi sumazina VEGF
mRNR raiska tinklainéje, ir maziausi §ios mRNR kiekiai aptinkami biitent tuose
regionuose, kuriuose regresuoja kapiliarai (Claxton ir Fruttiger, 2003). Kaip jau

minéta, VEGF raiskos priklausomyb¢ nuo deguonies koncentracijos lemia
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deguoniui jautrios prolino hidroksilazés (PHD). Parodyta, kad PHD slopinimas
(Sears ir kt., 2008) arba Phdl iSveiklinimas (Huang ir kt., 2011) nuslopina
deguonies indukuotg peliuky tinklainés kapiliary regresija. VEGF injekcija i akj
prie§ pat poveikj deguonimi taip pat pristabdé regresija (Pierce ir kt., 1996; Lobov
ir kt., 2011). Taigi, tinklainés kapiliary regresija deguoninés retinopatijos
modelyje bent i§ dalies lemia VEGF triikkumas.

Rasta ir kity Siam procesui svarbiy augimo veiksniy. Pvz., eritropoetino
(EPO) raiska taip pat valdo deguonis / PHD / HIF, ir ji sumaZzéja, paveikus
peliukus deguonimi (Chen ir kt., 2008). Dvi EPO injekcijos pries pat poveiki
deguonimi prislopino kapiliary regresija (Chen ir kt., 2008). EPO vaidmuo Siame
modelyje, ko gero, nepriklauso nuo VEGF (Matafsi ir kt., 2011). Prie regresijos
greiCiausiai prisideda ir IGF-1 (angl. insulin-like growth factor) trikumas (Chen ir
Smith, 2007). Sio augimo veiksnio daugeliui nei$neSioty naujagimiy triiksta, ir
parodyta, kad IGF-1 koncentracija naujagimiy kraujo serume atvirksc¢iai
koreliuoja su NNR rizika (Hellstrom ir kt., 2003). IGF-1 greiciausiai veikia per
VEGF (yra svarbus VEGF signalo perdavimui) (Chen ir Smith, 2007).

Endotelio disfunkcijg ir kapiliary regresija gali sukelti susilpnéjusi kraujo
tekmé (Meeson ir kt., 1996; Lobov ir kt., 2011; Potente ir kt., 2011), tac¢iau kodél,
kol kas neaisku. Galima manyti, kad taip atsitinka todé¢l, kad endotelio 1astelés
nebegauna serumo augimo veiksniy (Meeson ir kt., 1996), ta¢iau manoma, kad
kraujagysliy stabilumui svarbios ir dél skys¢io tékmés atsirandancios fizikinés
jégos, pvz., Slyties jtempis (angl. shear stress) (Wacker ir Gerhardt, 2011; Ando ir
Yamamoto, 2011; Chiu ir Chien, 2011). Parodyta, kad Slyties jtempis padidina
VEGF ir VEGFR2 raiska arterijy endotelio lgstelése ir taip apsaugo jas nuo
apoptozeés (Dela Paz ir kt., 2012). Be to, Slyties jtempis slopina kraujo kreséjimui
svarbiy baltymy raiSkg endotelio lgstelése (Ando ir Yamamoto, 2011; Chiu ir
Chien, 2011), o kreSant kraujui aktyvinti trombocitai gali iSskirti antiangiogeniniy

veiksniy, pvz., angiostating (Jurasz ir kt., 2003). Taip pat minétina, kad kraujo
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tekmé per transkripcijos veiksnj KLF2 slopina kraujagysles destabilizuojancio
veiksnio ANG-2 raiska (Parmar ir kt., 2006).

Neseniai parodyta, kad susilpnéjusi kraujo tékmé prisideda ir prie
tinklainés kapiliary regresijos 75% deguonies aplinkoje (Lobov ir kt., 2011).
Zinoma, kad didelés deguonies koncentracijos paveiktoje tinklaingje vienas
pirmyjy poky¢iy yra kapiliary susiauré¢jimas (Smith ir kt., 1994; Mc Leod ir kt.,
1996); apoptozé ir kapiliary regresija jvyksta véliau. Lobov ir bendradarbiai
parode, kad kraujagysles plecianciy veiksniy (adrenomedulino, kaptoprilio)
injekcijos pries poveikj deguonimi pristabdé regresija, o kraujagysles siaurinantis
veiksnys angiotenzinas II sukélé regresija tinklainése, nepaveiktose deguonies
(Lobov ir kt., 2011). Kraujagysliy skersmenj reguliuojanciy geny raiskai
tinklainéje buvo svarbus minétasis DLL.4 — NOTCH signalinis kelias. Jo genetinis
arba farmakologinis slopinimas neleido kapiliarams susiauréti ir uzsikimsti po
poveikio didele deguonies koncentracija ir sustabdé regresija (Lobov ir kt., 2011).
Svarbu paminéti, kad VEGF-A irgi plecia kraujagysles, ir bent jau ankstyvojoje
angiogenez¢je DLL4 — NOTCHI1 signalinis kelias slopina VEGF-A signalo
perdavimg (Suchting ir kt., 2007). Taciau Siame regresijos modelyje VEGF-A ir
DLL4 — NOTCH valdé¢ skirtingy kraujagysliy skersmenj reguliuojanciy geny
raiska, ir todél tikétina, kad Sie du signaliniai keliai kapiliary regresija valdo bent
i$ dalies nepriklausomai (Lobov ir kt., 2011). Ar didelé deguonies koncentracija
aktyvina DLL4 — NOTCH signalinj kelig (ir jei taip, kaip), neaisku.

Kaip jau minéta, tinklainés kraujagysliy tinklui brestant dalis kapiliary
regresuoja net jei deguonies koncentracija ore nesikeifia (t.y., normalaus
vystymosi metu). Taip vyksta daugelio audiniy kraujagysliy tinklo formavimasis —
i$ pradziy uzauga primityvus, tankus kraujagysliy tinklas, o tada dalis kraujagysliy
regresuoja, kol pasiekiamas optimalus tinklo tankis (Wacker ir Gerhardt, 2011).
Atrodo, kad bent jau tinklainés pertekliniy kraujagysliy normaliai, fiziologinei
regresijai irgi svarbus DLL4 — NOTCH signalinis kelias. Genetinis arba

farmakologinis Sio kelio slopinimas pristabdé fiziologing tinklainés kapiliary
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regresija (Lobov ir kt., 2011). Be to, fiziologiné regresija pagreitéjo pelése ir
zebrazuvése su iSveiklintu Nrarp genu, kurio koduojamas baltymas yra svarbus
NOTCH signalinio kelio komponentas (Phng ir kt., 2009; Lobov ir kt., 2011).
Taip pat parodyta, kad NRARP yra svarbus WNT signalo perdavimui, ir peliy su
iSveiklintais WNT signalinio kelio komponentais Lefl ir Ctnnbl tinklainés
kapiliarai irgi regresuoja grei¢iau (Phng ir kt., 2009). Kaip tiksliai DLL4 —
NOTCH, NRARP ir WNT signaliniai keliai saveikauja ir valdo regresija, kol kas
neiSku. Vienas i§ neatsakyty klausimy yra kodél DLL4 — NOTCH slopinimas
stabdo regresija, o NRARP slopinimas ja pagreitina, nors NOTCH skatina
NRARP raiskag. NRARP savo ruoztu slopina NOTCH signalo perdavimg
(neigiamas griztamasis rysys), bet atrodo, kad regresijai $i NRARP funkcija jtakos
neturi (Phng ir kt., 2009). Taip pat neaiSku, ar NRARP ir WNT stabdo regresija
valdydami kraujagysliy skersmenj (taigi, ir kraujo tekme) ar kitu biidu.

Kalbant apie fiziologing tinklainés kapiliary regresija dar verta paminéti,
kad ji intensyviausia prie stambiyjy tinklainés arterijy, kur, tikétina, daugiausia
deguonies (Fruttiger, 2007). Taigi, kaip ir patologinés kapiliary regresijos 75%
deguonies aplinkoje atveju, tikétina, kad viena i$ regresijos priezasCiy yra augimo
veiksniy koncentracijos sumazéjimas.

1.1.4.3 Aktyviy regresijos signaly sukelta regresija

Bene geriausiai istirta fiziologinés kraujagysliy regresijos apraiska yra
akies stiklaktinio kraujagysliy regresija. Kaip jau minéta, stiklakiinio kraujagyslés
maitina besivystancio embriono akies audinius, bet prad¢jus formuotis tinklainés
kraujagysléms tampa nebereikalingos ir regresuoja. Kurj laika manyta, kad
stiklaktinio kraujagysliy regresijos priezastis — susilpnéjusi VEGF gamyba l¢Sio
lastelése. PaaiSkéjo, kad tuo metu, kai stiklakiinio kraujagyslés regresuoja, lesyje
gaminama netgi daugiau VEGF nei pries tai (Shui ir kt., 2003). Dabartiné teorija
kilo prisiminus seng pasteb&jimg, kad regresuojancios stiklakiinio kraujagyslés
biina padengtos makrofagus primenanc¢iomis lgstelémis (Jack, 1972). Véliau Lang

su bendradarbiais parod¢, kad makrofagai butini stiklakiinio kraujagysliy
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regresijai (Lang ir Bishop, 1993), ir iSaiSkino nemazai §io proceso molekulinio
mechanizmo aspekty. Stiklakiinio kraujagyslés neregresuoja pelése, neturinCiose
makrofagy (Lang ir Bishop, 1993); tai rodo, kad makrofagai indukuoja regresija, o
ne tiesiog fagocituoja zuvusias lasteles. Makrofagai sukelia kraujagysles
sudaranciy Igsteliy apoptoze (Lang ir kt., 1994). Apoptuoja tiek endotelio lgstelés,
tiek ir pericitai (Diez-Roux ir kt., 1999). Kadangi stiklakiinio kraujagysliy
regresija nevyksta pelése, gaminanciose maziau WNT7B (sekretuojamo signalinio
baltymo) ir pelése, neturiniose LRP5 (vieno 1§ WNT Seimos ligandy
koreceptoriy), ir kadangi stiklakinio makrofagai gamina WNT7B, pasitlyta, kad
makrofagy gaminamas WNT7B jungiasi prie savo receptoriy kapiliary lgsteliy
membranose ir perduoda signala, sukeliantj apoptoze (Kato ir kt., 2002; Lobov ir
kt., 2005). Taip pat zinoma, kad stiklakiinio kraujagysliy regresija nevyksta
angiopoetino-2 (ANG-2) neturin¢iose pelése (Gale ir kt., 2002). ANG-2 — tai
sekretuojamas signalinis baltymas, priklausomai nuo aplinkos galintis skatinti
arba slopinti angiogeneze (daugiau zitr. 1.1.5.3 sk.). Parodyta, kad stiklakiinio
kraujagysliy regresijos atveju §j baltyma gamina kapiliary lgstelés (greiciausiai
pericitai), ir kad jo trikumas slopina kapiliary lasteliy apoptozg ir skatina
proliferacija (Rao ir kt., 2007). Taip pat parodyta, kad ANG-2 skatina makrofagy
WNT7B gamybg. Taciau keista tai, kad WNT7B trikkumas, kitaip nei ANG-2
trikumas, slopina lasteliy proliferacijg, nors abu slopina apoptoze ir kraujagysliy
regresija (Rao ir kt., 2007), Siems i§ paziiiros priestaringiems duomenims
suderinti pasiiilytas toks modelis: pericity gaminamas ANG-2 inicijuoja endotelio
lasteliy apoptoze ir tuo paciu metu WNT7B raiska makrofaguose (tiesiogiai arba
per endotelio lasteles); makrofagy WNT7B paskatina endotelio lasteliy
proliferacija; proliferuojancios endotelio lagstelés yra jautresnés apoptoziniam
ANG-2 signalui ir ziiva (Rao ir kt., 2007). Siam modeliui jrodyti arba paneigti
reikés papildomy eksperimentiniy duomeny. Taip pat kol kas neatsakyta j keleta
kity svarbiy klausimy: kaip inicijuojama makrofagy infiltracija ir ANG-2 raiSka

pericituose (t.y., koks pirminis regresijos pradzios signalas)? Ar pericity ir
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endotelio lasteliy apoptoze inicijuojama taip pat ir vyksta tuo paciu metu, o gal
vieno tipo Igsteliy ziitis sukelia kito tipo lasteliy ziiti?

Regresijag galincios sukelti molekulés vadinamos regresijos veiksniais.
ANG-2 laikomas regresijos veiksniu (nors tam tikromis sglygomis gali sukelti
angiogenezeg, zr. zemiau). Priklausomai nuo aplinkos uzpildo metaloproteazés
(MMP) irgi gali veikti kaip regresijos veiksniai (zr. Zemiau). Misy laboratorija
neseniai identifikavo naujg regresijos veiksnj — lizofosfatido riigstj (LFR) (Im ir
kt., 2010; Aranda ir kt., 2012), apie kurj daugiau papasakosime 1.2 skyriuje.

Biitina pabrézti, kad neretai regresijai svarbios kelios priezastys ir kad
nelengva atskirti pirmines priezastis nuo antriniy. Pavyzdziui, susilpnéjusi kraujo
tekmé greiCiausiai prisideda prie regresijos net tuomet, kai pirminis regresijos
signalas yra kitoks. Pvz., dalies endotelio lgsteliy apoptozé dél augimo veiksniy
trikumo gali nulemti kapiliaro susiauréjimg ir kreSulio susidaryma, dél ko sutrikty
kraujotaka; susilpnéjusi kraujo tékmé tada savo ruoztu paskatinty tolimesne
regresija. Netgi stiklakiinio kraujagysliy regresija, manoma, vyksta dviem etapais:
pirmiausia makrofagai sukelia pavieniy endotelio lgsteliy apoptozg, o po to dél
endotelio disfunkcijos kapiliaras susiauréja, susidaro kresulys, nebeteka kraujas, ir

apoptuoja likusios to kapiliaro segmento endotelio lastelés (Meeson ir kt., 1996).

1.1.5 Kraujagysliy stabilumo molekuliniai mechanizmai. Pericitai

Iki Siol aptaréme kraujagysliy formavimasi ir regresijg. Didziaja dalj savo
»gyvenimo* kraujagyslé neauga ir neregresuoja. Kraujagysliy stabilumas — tai ne
pasyvi biisena, o aktyvus procesas. Ivairiis veiksniai, kuriuos toliau vadinsime
stabilizavimo veiksniais, neleidzia kraujagysléms be atitinkamo signalo augti arba
regresuoti, palaiko kraujagyslés tipui ir audinio reikméms tinkamiausig
kraujagyslés struktiirg ir uztikrina jos funkcionalumg. Kraujagysliy stabilumui
svarbu, kad endotelio lgstelés iSgyventy (t.y., svarbis iSgyvenimo signalai), likty
diferencijuotos, taCiau dalintysi ir migruoty tik tiek, kiek bitina pazeistam

endoteliui atstatyti; svarbu, kad jungtys tarp endotelio lasteliy tarpusavyje ir su
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pagalbinémis lgstelémis biity tvirtos; svarbus kraujagyslés sienelés ,,cementas® —
pamatin¢ lamina ir kitos struktiiros i§ tarplastelinio uzpildo baltymy (London ir
kt., 2009; Murakami, 2012). Siems procesams ir struktiiroms palaikyti svarbi
kraujo t€kmé, apie kurios jtakg kraujagysliy stabilumui jau trumpai papasakojome,
ir ypa¢ svarbiis pericitai.

1.1.5.1 Pericity savybés ir funkcijos

Pericitai pirmg kartg apraSyti 1871 m. (Eberth, 1871). Po dviejy mety juos
kaip susitraukti gebancias Igsteles smulkiy kraujagysliy endotelio lgsteliy pasonéje
aprasé Rouget (Rouget, 1873). Pericitais (gr. mepi (apie, aplink), kvtog (lastelé))
juos pavadino Zimmermann (Zimmermann, 1923). Pastaruoju metu pericitais vis
labiau domimasi, taciau vis dar nesutariama, ka tiksliai galima vadinti pericitu
(Diaz-Flores ir kt., 2009; Armulik ir kt., 2011). Pagal griez¢iausig apibrézima,
kilusj i§ elektroninés mikroskopijos darby, tai kraujagyslés sienelés Iastelés, i$
iSorés dengiancios endotelio lasteliy vamzdel;j ir apgaubtos pamatine lamina, kuria
dalijasi su endotelio lastelémis (Diaz-Flores ir kt., 2009; Armulik ir kt., 2011). Sis
apibrézimas atskiria pericitus nuo giminingy kraujagysliy lygiyjy raumeny
lasteliy, kurios aptinkamos stambesniy kraujagysliy sienelése (paprastai
iSsidésCiusios koncentriskais sluoksniais), fibroblasty ir kitokiy kraujagyslés
sienelés lasteliy, kuriy negaubia pamatiné lamina. Deja, Sis apibrézimas
nepatogus, nes lasteliy prieskyra pericitams bitina pagristi elektroninés
mikroskopijos duomenimis, jis netinka in vitro auginamoms Iasteliy kulttiroms ir
netgi in vivo aktyvios angiogenezés atveju, kai pamatiné lamina suardoma
(Armulik ir kt., 2011). Todél praktiskai pericitai apibiidinami kaip i§ iSorés
kraujagysliy endotelj dengiancios lastelés, kurioms biidinga tam tikra morfologija
ir tam tikry zymeny raiska (Zr. zemiau).

Pericity ir i juos panasiy lasteliy randama beveik visuose tirtuose zinduoliy
audiniuose (Sims, 1986). Jie dengia kraujagysles, bet ne limfagysles (Armulik ir
kt., 2011). Pericity buna kapiliary, smulkiyjy arterioliy ir smulkiyjy venuliy

sienelése ir galbiit netgi stambesniy kraujagysliy sienelése (Sims, 1986; Diaz-
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Flores ir kt., 2009). Pericity dangos tankis labai jvairus ir priklauso nuo organizmo
rusies, organo, audinio ir kraujagyslés tipo. Kraujagyslés sieneléje pericity
paprastai maziau nei endotelio lgsteliy (jvairiuose darbuose aprasyti endotelio
lasteliy ir pericity santykiai nuo 1:1 iki 100:1), ir pericitai paprastai nepadengia
viso iSorinio endotelio pavirSiaus. Manoma, kad daugiausia pericity biina
centrinés nervy sistemos kraujagyslése (Armulik ir kt., 2011), kur jie prisideda
prie kraujo — smegeny barjero formavimo ir veiklos (Armulik ir kt., 2010;
Daneman ir kt., 2010).

Pericity morfologija vélgi jvairi ir ypac priklauso nuo to, kokig kraujagysle
jie dengia. Kapiliary pericitams biidingas apvalus, iSsikiSes lastelés kiinas, keletas
ilgy pirminiy ataugy, nutjsusiy iSilgai kraujagyslés, ir daug trumpesniy antriniy
ataugy, iSsidésCiusiy statmenai pirminéms (1.4 pav.). Arterioliy pericity lastelés
forma yra tarpin¢ tarp kapiliary pericity ir arterijy lygiyjy raumeny lasteliy:
lastelés kiinas plokstesnis, ataugy maziau ir jos skersai apvyniojusios kraujagysle.
Venuliy pericitai biina panaSios | zvaigzd¢ ar vorg formos ir tuo primena veny
lygiyjy raumeny lgsteles (1.4 pav.) (Armulik ir kt., 2011). Taigi, tarp ,,klasikinio*
kapiliaro pericito ir ,,klasikinés lygiyjy raumeny lastelés egzistuoja daug tarpiniy
lasteliy tipy. Manoma, kad pericitai, lygiyjy raumeny Igstelés ir tarpiniai lasteliy
tipai — tai ty paciy lasteliy skirtingi fenotipiniai variantai, pristaike prie savity
dengiamos kraujagyslés poreikiy ir savybiy ir galintys virsti vieni kitais (Gerhardt
ir Betsholtz, 2003). Tod¢l paprastumo délei daznai vartojamas visus $iuos tipus
apimantis terminas ,,sienelés lastelés* (angl. mural cells).

Kaip jau minéta, ramybés biisenos kraujagyslés pericitus i§ visy pusiy
gaubia pamatiné lamina (1.4 pav., B). IS endotelio pusés pamatinéje laminoje daug
skyluciy, per kurias endotelio lgstelés ir pericitai sgveikauja. Dauguma jungCiy
tarp Siy tipy lasteliy yra kistuko ir rozetés (angl. peg-socket) tipo, bet aprasyta ir
salyCio jungtis (angl. adherens junction) primenanciy jungCiy ir netgi plySiniy

(angl. gap junctions) jung¢iy (Sims, 1986; Diaz-Flores ir kt., 2009). Vieno pericito
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ataugos paprastai sgveikauja su keletu endotelio lgsteliy (Gerhardt ir Betsholtz,
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1.4 pav. Pericity anatomija.
A. Ivairiy tipy kraujagysliy sieniniy lgsteliy morfologija. B. Kapiliaro skerspjtvis.
P — pericitas. E — endotelio 1gstelé. (Armulik ir kt., 2011)

Pericitus identifikuoti sudétinga ir dél to, kad néra vieno molekulinio
zymens, kurj turéty visi pericitai, ir tik pericitai. Populiariausi pericity zZymenys
yra PDGRFB (PDGF-B, trombocity kilmés augimo veiksnio B, receptorius), NG2
(membranos proteoglikanas), aSMA (lygiyjy raumeny o aktinas) ir desminas
(tarpiniy gijy baltymas). Jy raiska biidinga ir daugelio kity tipy lasteléms, pvz.,
aSMA gausu lygiyjy raumeny lgsteléese (Skalli ir kt., 1986), NG2 -
oligodendrocituose, makrofaguose (Moransard ir kt., 2011), desmino — Sirdies ir
griauciy raumeny miocituose (Li ir kt., 1997). Be to, $iy zymeny raiska pericituose
priklauso nuo audinio, kraujagyslés tipo, vystymosi stadijos ir kity veiksniy. Pvz.,
ziurkés zarny pasaito venuliy pericitai neturi NG2 (Murfee ir kt., 2005), jei
kraujagyslés ramybés biisenos, bet $io Zymens raiska iSauga angiogenezés metu
(Murfee ir kt., 2006). Tuo tarpu kapiliary ir arterioliy pericituose NG2 aptinkamas

abiem atvejais.
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1.1.5.2 Kraujagysliy padengimo pericitais molekuliniai mechanizmai

Pericity kilmé nevisai aiski. Atrodo, kad dauguma galvos regiono (jskaitant
centring nervy sistemg) ir uzkricio liaukos pericity yra nervinés keteros (t.y.,
ektodermos) kilmés, o dauguma vidaus organy pericity — mezotelio (t.y.,
mezodermos) kilmés. Pastaruoju atveju epitelinés mezotelio Iastelés virsta
mezenchiminémis, migruoja j organus ir ten tampa fibroblastais, lygiyjy raumeny
lastelémis ir pericitais (Armulik ir kt., 2011). Ar angiogenezés budu
susiformuojanciy naujy kraujagysliy pericitai irgi diferencijuoja i§ nesubrendusios
mezenchimos, o gal tiesiog atsiranda dalijantis esamiems pericitams, neaisku.

Kraujagysliy padengimo pericitais molekuliniai mechanizmai neblogai
istirti. Bene svarbiausias Sio proceso veiksnys yra trombocity kilmés augimo
veiksnys B (PDGF-B, angl. platelet-derived growth factor B). Auganciy
kraujagysliy endotelio lastelés iSskiria PDGF-BB (aktyvioji §io augimo veiksnio
forma yra dimeras), kuris jungiasi prie savo receptoriaus PDGFRJ pericity (ar
pericity pirmtaky) lastelés membranoje ir skatina dalijimasi ir migracija link
kraujagysliy (apzvelgta Andrae ir kt., 2008). Peliy su iSveiklintais pdgfb arba
pdgfrb genais fenotipai labai panasiis — jos nugaiSta embriono vystymosi metu
arba iSkart po gimimo dél pericity trukumo sukeltos kraujagysliy disfunkcijos
(Leveen ir kt., 1994; Soriano, 1994; Lindahl ir kt., 1997; Hellstrom ir kt., 2001).
Siy peliy kraujagyslése pastebima endotelio lasteliy hiperplazija, spindZio
anomalijos ir kraujosriivos. Endotelio Iasteliy iSskirta PDGF-BB sulaiko
tarplastelinio uzpildo proteoglikanai. Tokia siaura Sio augimo veiksnio
lokalizacija yra butina tinkamoms pericity ir endotelio lasteliy sgaveikoms
susidaryti (Lindblom ir kt., 2003).

Manoma, kad kraujagyslés sienelés lasteliy diferenciacijai svarbus TGF-f3
signalinis kelias. Daugelyje in vitro ir in vivo darby Sis kelias susietas su
mezenchimos Igsteliy diferenciacija j pericitus ir VSMC bei su pericity ir VSMC
dalijimusi (von Tell ir kt., 2006; Gaengel ir kt., 2009; Armulik ir kt., 2011).

Taciau kadangi tiek sienelés lastelés, tiek ir endotelio 1gstelés gamina ir TGF-p, ir

32



jo receptorius, ir kadangi TGF-B svarbus ir endotelio Igsteliy diferenciacijai bei
funkcijoms, sudétinga atskirti pirminius §io augimo veiksnio efektus nuo antriniy
(Armulik ir kt., 2011). Kaip jau minéta 1.1.3.1 sk., pelés su iSveiklintais TGF-f
signalinio kelio genais gai§ta embriono vystymosi metu, grei€iausiai dél sutrikusio
kraujagysliy formavimosi ir / arba brandos. Sios $eimos geny mutacijos sukelia
paveldimg liga — hemoraging telangiektazija, kuriai budingos kraujagysliy
anomalijos ir pericity trikumas (Murakami, 2012).

Dar vienas kraujagysliy padengimui sienelés lastelémis svarbus veiksnys
yra sfingozino-1-fosfatas (S1F). Sj sfingolipida gamina endotelio lastelés,
trombocitai ir kai kuriy kity tipy lastelés; jo gausu kraujo plazmoje (Hla ir
Brinkmann, 2011). Peléms su iSveiklintais S1F gaminanciy fermenty (sfingozino
kinaziy) genais biidingi nervy sistemos vystymosi sutrikimai, bet tuo paciu truksta
lygiyjy raumeny lasteliy, kraujagyslés iSsiplétusios, pasitaiko kraujosrivy
(Mizugishi ir kt., 2005). Panasus yra ir vieno i§ S1F receptoriy, S1P;, geno
iSveiklinimo (tik endotelio lastelése arba visose lastelése) fenotipas (Liu ir kt.,
2000; Allende ir kt., 2003). Kaip konkrec¢iai S1F veikia kraujagysles padengiant
sienelés lgstelémis, neaiSku. Pasitilytas toks mechanizmas: S1F jungiasi prie S1P;,
esanCio endotelio Igstelés plazminéje membranoje, ir pradeda signaling kaskada,
kuri baigiasi N-kadherino — Igsteliy salycio baltymo, svarbaus endotelio lgsteliy ir
sienelés lasteliy tarpusavio sgveikoms — pernasa | plazminge mebrang ir
aktyvinimu. Taip sutvirtinamos nuo N-kadherino priklausomos sgveikos tarp Siy
dviejy tipy lasteliy (Paik ir kt., 2004). Idomu tai, kad minétasis TGF-f kartu su
NOTCH reguliuoja N-kadherino raiska endotelio lastelése (Li ir kt., 2011).

Apie DLL — NOTCH signalinio kelio svarbg angiogenezei ir regresijai jau
raséme, taciau Cia verta paminéti, kad NOTCH3 siejamas su VSMC brendimu.
Zmogaus NOTCH3 geno mutacijos sukelia CADASIL sindroma (autosoming
dominanting arteriopatija su subkortikiniais infarktais ir leukoencefalopatija) —
sunkig liga, kuriai budinga VSMC degeneracija ir kraujagysliy anomalijos
(Gaengel ir kt., 2009). Peliy Notch3 geno iSveiklinimas parodé, kad be Sio geno
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arterijy lygiyjy raumeny lasteliy forma, dydis ir zymeny raiSka yra pakitg, be to,
jos netvarkingai iSsidésto arterijy sienelése (Domenga ir kt., 2004). IS jvairiy
NOTCH ligandy Siame kontekste svarbiausias, ko gero, endotelio Iasteliy
baltymas JAG-1 (angl. jagged-1) (Doi ir kt., 2006; H. Liu ir kt., 2009). Pasitlyta
keletas mechanizmy, kaip NOTCH3 signalinis kelias prisideda prie VSMC
brandos: viena, jis didina PDGFRJ raiska (Jin ir kt., 2008); antra, jis didina av3
integrino raiska, o Sis integrinas padeda VSMC prisijungti prie VWF molekulés
pamatinéje laminoje (Scheppke ir kt., 2012).

Yra duomeny, kad su kraujagysliy padengimu sienelés lastelémis dar susije
HB-EGF (angl. heparin-binding epidermal growth factor) (Stratman ir kt., 2010),
SDF-la (angl. stromal-derived factor) (Song ir kt., 2009), SHH (angl. sonic
hedgehog) (Nielsen in Dymecki, 2010) ir kai kurie kiti veiksniai. Senesniuose
apzvalginiuose straipsniuose daznai minimas ir angiopoetinas-1 (ANG-1), nes
peléms, kuriy angl genas buvo iSveiklintas, triko pericity, ta¢iau neseniai ANG-1
svarba kraujagysliy padengimui pericitais paneigta (Jeansson ir kt., 2011).

1.1.5.3 Pericity poveikis kraujagysliy stabilumui

Pastebéta koreliacija, kad kraujagyslés, kurioms triiksta pericity, biina
maziau stabilios: jos labiau priklauso nuo augimo veiksniy, labiau linkusios
regresuoti, yra netvarkingos struktiiros, nevienodo spindzio, pernelyg laidZios.
Pvz., dalis naviky kraujagysliy nepadengtos pericitais, ir parodyta, kad jos
regresuoja daugiau, nei pericity turin€ios kraujagyslés, kai sumazinama VEGF
raiSka (Benjamin ir kt., 1999) arba nuslopinamas VEGF signalinis kelias (Helfrich
ir kt., 2010). Suleidus PDGF-BB | pelés akj, pastebéta, kad naujesnés tinklainés
kraujagyslés neteko pericity dangos (greiciausiai tod¢l, kad buvo pazeistas PDGF-
BB gradientas) ir regresavo, o senesnés, subrendusios kraujagyslés liko padengtos
pericitais ir buvo stabilios (Benjamin ir kt., 1998). Kaip jau minéta, PDGF-B arba
PDGFRJ neturincios pelés daugelyje audiniy neturi pericity ir neiSgyvena iki
embriono vystymosi pabaigos. Betsholtz grupé stebéjo angiogeneze Siy peliy

smegenyse ir parodé, kad pericity trukumas neturé¢jo jtakos kraujagysliy tinklo
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tankiui (t.y., kraujagysliy augimas nebuvo pazeistas), bet paveiké kraujagysliy
strukttirg (Hellstrom ir kt., 2001). Peliy be pericity kraujagyslés tur¢jo nevienodo
storio sienele ir daugiau endotelio lgsteliy nei kontroliniy peliy kraujagyslés.
Jungtys tarp endotelio lgsteliy buvo pakitusios. Paprastai vidinis endotelio
pavir§ius biina lygus, taCiau Siose pelése pastebétos endotelio lgsteliy ataugos,
iSsikiSusios ] kraujagyslés vidy. Ilgainiui iSsivysté¢ aneurizmos ir kraujosriivos
(Hellstrom ir kt., 2001).

Betsholtz grupé taip pat iSveiklino pdgfb gena tik pelés endotelio Igstelése.
Kitaip nei pelés, kuriy Sis genas iSveiklintas visose lgstelése, Sios pelés nenugaiso
embriono vystymosi metu, buvo vaisingos ir i§ paziiiros sveikos. Jy pericity
dangos tankis buvo sumazéjes, bet dél nevienodo iSveiklinimo efektyvumo labai
skyrési tarp skirtingy peliy (20 — 90% normalaus tankio) ir netgi tarp tos pacios
pelés skirtingy kraujagysliy (Enge ir kt., 2002). Siy peliy tinklainés kraujagyslés
buvo netvarkingai iSsidésCiusios (vienos tinklainés sritys tur¢jo labai daug
kraujagysliy, kitos - labai mazai), jy spindzio jvairové buvo didesné nei jprasta,
pastebéta daug aneurizmy ir regresuojanciy kapiliary segmenty. Jdomu tai, kad
kuo maziau pericity turéjo pelé, tuo labiau pazeistos buvo jos kraujagyslés ir netgi
toje pacioje tinklainéje kraujagyslés su retesne pericity danga turé¢jo daugiau
pazaidy (Enge ir kt., 2002). Peliy tinklainése, kuriy kraujagyslése buvo maziausiai
pericity, netgi prasidéjo kompensaciné angiogeneze.

Pericity svarba kraujagysliy laidumo reguliavimui taip pat pademonstruota
ne karta. Jy danga biitina kraujo — smegeny barjerui uztikrinti (pericity trikumas
padidina centrinés nervy sistemos kapiliary laidumg) (Armulik ir kt., 2010;
Daneman ir kt., 2010). Be to, naviky kraujagysliy laidumas jvairiuose modeliuose
atvirksciai koreliuoja su pericity dangos tankiu (Hamzah ir kt., 2008; Mazzone ir
kt., 2009; Helfrich ir kt., 2010).

Visgi butina paminéti, kad ne visi tyr¢jai pastebi apsauginj pericity efekta.
Pvz., keliuose modeliuose pericity danga neapsaugojo kraujagysliy nuo regresijos

(Baluk ir kt., 2004; Inai ir kt., 2004). Kod¢l pericity danga ne visada stabilizuoja

35



kraujagysles, neaiSku. Gali buti, kad pericity buvimo kraujagyslés sieneléje
negana — svarbus tinkamy sgveiky tarp endotelio Iasteliy ir pericity susidarymas ir
pericity branda (Baluk ir kt., 2004; von Tell ir kt., 2006). Taigi, pericity poveikis
kraujagysliy stabilumui sudétingas ir dar ne iki galo iStirtas.

Kaip pericitai stabilizuoja kraujagysles? IS dalies jy funkcija struktiiriné:
audiniuose, kur pericity danga ypac tanki, pvz., centrinéje nervy sistemoje, ji gali
mechaniskai sutvirtinti kraujagysle (von Tell ir kt., 2006; Mathiisen ir kt., 2010).
Taciau daugumoje audiniy, ko gero, svarbesni kiti du mechanizmai:

* pericitai gamina pamatinés laminos komponentus ir reguliuoja ja ardanciy
fermenty aktyvuma, o pamatiné¢ lamina sutvirtina kraujagyslés sienelg,
sumazina jos laiduma, palaiko kraujagyslés struktiirg ir indukuoja ramybés
buseng endotelio Igstelése (Hallmann ir kt., 2005; Murakami, 2012);

* pericitai taip pat gamina, aktyvina ir endotelio lasteléms pateikia
iSgyvenimo ir stabilizavimo veiksnius (von Tell ir kt., 2006; Gaengel ir kt.,
2009; Ribatti ir kt., 2011).

Kad pericitai ir endotelio lastelés dalinasi pamatine lamina, pastebéta dar
ankstyvuosiuose mikroskopijos darbuose (apzvelgta Sims, 1986). Iskelta hipoteze,
kad pericitai prisideda prie pamatinés laminos komponenty gamybos. Véliau
patvirtinta, kad pericitai geba sintetinti pamatinés laminos komponentus in vitro ir
in vivo (Mandarino ir kt., 1993; Stratman ir kt., 2009; Stratman ir kt., 2010).
Dabartinei sampratai, kaip pericity ir endotelio lasteliy tarpusavio sgveikos
prisideda prie pamatinés laminos sintezés ir, per pamating laming, prie
kraujagysliy stabilizavimo, daug davé Davis laboratorijos darbai. Si laboratorija
parod¢, kad tiek in vitro (vamzdeliy formavimosi kolageno gelyje), tiek in vivo
(putpelés embrione) kraujagysliy padengimas pericitais koreliuoja su pamatinés
laminos sintezés pradzia (Stratman ir kt., 2009). Kai endotelio lgstelés buvo
auginamos in vitro kartu su pericitais, tarp Siy dviejy tipy lasteliy vienas  kita
atkreipty pavirsiy kaupési daugiau pamatinés laminos komponenty: kolageno IV,

lamininy, fibronektino, nidogeny, perlekano. Geny raiskos tyrimai parodé, kad
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tiek endotelio lastelés, tiek pericitai gamina pamatinés laminos baltymus, ir kad
endotelio lgsteliy ir pericity auginimas kartu padidina Siy baltymy geny raiska
abiejy tipy lastelése (Stratman ir kt., 2009). Pericity danga Siame modelyje
reguliavo endotelio lasteliy vamzdeliy skersmenj. Veikiant antikiinais,
neleidzianciais susiformuoti fibronektino tinklui, parodyta, kad Siam pericity
poveikiui bitinas fibronektino tinklo, t.y., tvarkingos pamatinés laminos,
formavimas. Pericitai taip pat nebevaldé endotelio lgsteliy vamzdeliy skersmens,
kai buvo pridéta antikiiny, neleidzian¢iy lasteliy integrinams sgveikauti su
pamatinés laminos komponentais (Stratman ir kt., 2009). PDGF-BB ir HB-EGF
signaliniy keliy slopinimas sumazino vamzdeliy padengimg pericitais in vitro bei
kraujagysliy padengima pericitais putpelés embrione ir sutrikdé pamatinés
laminos komponenty sinteze (Stratman ir kt., 2010). Putpelés embrione pericity
dangos ir pamatinés laminos anomalijos koreliavo su kraujagysliy tinklo
anomalijomis. Daugelyje embriony iSsivyste kraujosriivos (Stratman ir kt., 2010).
Taigi, pericitai prisideda prie pamatinés laminos, kuri stabilizuoja kraujagysles,
formavimo.

Uzdegimo, hipoksijos ar kitokiy signaly aktyvintos endotelio lastelés (ir
kity tipy lastelés) gamina tarplastelinio uzpildo metaloproteazes MMP, kurios
ardo pamating laming (Carmeliet ir Jain, 2011a; Potente ir kt., 2011). MMP
svarbios tiek angiogenezei, tiek regresijai (Johnson ir kt., 2004; Bergers ir kt.,
2000; Schrimpf ir kt., 2012). Pericitai prie pamatinés laminos stabilumo prisideda
ne tik gamindami jos komponentus, bet ir valdydami MMP aktyvuma. In vitro
kraujagysliy regresijos modeliuose parodyta, kad pericitai gamina MMP slopiklj
TIMP3, kuris stabdo kraujagysliy regresija (Saunders ir kt., 2006; Schrimpf ir kt.,
2012). Be to, peliy inksty iSemijos modelyje pericity atSoka nuo inksty endotelio
lasteliy ir diferenciacija i miofibroblastus koreliavo su sumazé¢jusia TIMP3 ir
padid¢jusia ADAMTSI1 (vienos i§ MMP) raiska. Peliy su iSveiklintu TIMP3
baltyma koduojanciu genu inksty kapiliary tankis normaliomis sglygomis buvo

didesnis nei kontroliniy peliy, bet po iSemijos ir reperfuzijos daugiau Timp3™”
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peliy kapiliary regresavo, kapiliarai buvo laidesni, be to, pastebéta inksty fibrozé
ir susilpnéjusi inksty funkcija (Schrimpf ir kt., 2012).

Pericitai ne tik sintezuoja pamatinés membranos komponentus ir reguliuoja
ja ardanciy fermenty aktyvuma, bet taip pat iSskiria stabilizavimo ir i§gyvenimo
veiksnius, kurie tiesiogiai veikia endotelio lasteles. Bene geriausiai zinomas
pericituose sintezuojamas stabilizavimo veiksnys yra angiopoetinas-1 (ANG-1).
Angiopoetinai — tai mazdaug 70 kDa molekulinés masés sekretuojami augimo
veiksniai (apzvelgta Singh ir kt., 2011). ANG-1 ir ANG-2 yra geriausiai iStirti
angiopoetiny Seimos nariai. Pagrindinis angiopoetiny receptorius yra TIE2 — tai
receptoriné tirozino kinaz¢. TIE2 daugiausia ekspresuoja endotelio lastelés.
Pericitai ir lygiyjy raumeny lastelés gamina ANG-1, kuris jungiasi prie TIE2
receptoriaus endotelio 1gsteliy membranose. ANG-1 vaidmuo gan sudétingas: ilga
laikg manyta, kad jis svarbus pericity pritraukimui prie auganciy kraujagysliy, nes
peliy su iSveiklintu Angl genu kraujagysléms triikksta pericity, ir jos labai
netvarkingos struktiiros. Manyta, kad Sios pelés gaista biitent dél pericity stokos
sukelty kraujagysliy defekty (Suri ir kt., 1996). Neseniai paaiskéjo, kad pirminis
ANG-1 trikumo sukeltas defektas yra sutrikes Sirdies vystymasis, o kraujagysliy
defektai Sioje vystymosi stadijoje greiCiausiai téra sutrikusios Sirdies veiklos
pasekmé (Jeansson ir kt., 2011). Pericity trikumo Siame darbe iSvis nepastebéta.
ISveiklinus Angl gena vélyvojo embriono vystymosi metu (t.y., tada, kai Sirdies
vystymuisi jis grei¢iausiai nebereikalingas), pastebétas kraujagysliy iSsiplétimas ir
pamatinés laminos anomalijos kepenyse ir inkstuose, nors pasidengimas pericitais
buvo normalus (Jeansson ir kt., 2011). Taigi, vis dar manoma, kad ANG-1 svarbus
embriono kraujagysliy stabilizavimui, bet ne dél to, kad pritraukia pericitus prie
kraujagysliy, o kaip pericity sintezuojamas veiksnys, lemiantis normalig
kraujagysliy struktiirg.

Ramybés biisenos suaugusio organizmo kraujagysléms ANG-1 nebiitinas,
bet aktyvios angiogenezés atveju jis gali slopinti VEGF poveiki kraujagysléms:
padidéjusi laidumg (Thurston ir kt., 1999; Jeansson ir kt., 2011) ir naujy
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kraujagysliy augimg (Visconti ir kt., 2002; Jeansson ir kt., 2011). Tiesa, kiti
autoriai sutinka, kad ANG-1 slopina kraujagysliy laiduma, bet apibudina jj kaip
veiksnj, skatinantj, o ne slopinantj naujy kraujagysliy augima (Suri ir kt., 1998;
Thurston ir kt., 1999). Taigi, ANG-1 poveikis kraujagysliy augimui greiciausiai
priklauso nuo aplinkos. Taip pat parodyta, kad ANG-1 slopina uzdegiminiy ir
kraujo kres¢jimo veiksniy sinteze, sukelta VEGF ir TNFa (Augustin ir kt., 2009).
Minétina, kad ANG-1 injekcija i pelés akj i§ dalies panaikino tinklainés
kraujagysliy pazaidas, kurias sukelé pericity trikumas dél slopinancio PDGFRf
antikiino injekcijos (Uemura ir kt., 2002). Taigi, pericitai kraujagysles stabilizuoja
i§ dalies per ANG-1.

ANG-1 poveikio endotelio Igsteléms molekuliniai mechanizmai tiriami.
Parodyta, kad TIE2 gali aktyvinti fosfatidilinozitolio-3 kinazg (PI3K), per ja
aktyvinti kinaze Akt ir per Akt substratus skatinti i§gyvenimg ir slopinti apoptoze
(apzvelgta Augustin ir kt., 2009). TIE-2 aktyvinimas taip pat trukdo internalizuoti
VE-kadhering ir taip stiprina endotelio lasteliy saly¢io jungtis (Gavard ir kt.,
2008). ANG-1 aktyvintas TIE2 taip pat silpnina NF-kB signalinio kelio aktyvuma
ir taip slopina uzdegimo veiksniy sinteze (Jeon ir kt., 2003).

ANG-2 taip pat jungiasi prie TIE2 receptoriaus, bet sukelia daug silpnesnj
signalinj atsakg ir todél laikomas ANG-1 antagonistu (Augustin ir kt., 2009; Singh
ir kt., 2011). ANG-2 daugiausia sintezuoja pacios endotelio Igstelés. Jo poveikis
kraujagysléms vélgi priklauso nuo aplinkos, tac¢iau daugumos autoriy jis laikomas
destabilizuojanciu: skatinanciu kraujagysliy augimg esant angiogeniniy veiksniy,
skatinanciu regresijg esant regresijos / nesant angiogeniniy veiksniy ir didinanc¢iu
kraujagysliy laidumg (Fiedler ir Augustin, 2006; Augustin ir kt., 2009; Jeansson ir
kt., 2011). ANG-2 raiska padidéja aktyvios angiogenezés ir regresijos metu
(Maissonpierre ir kt., 1997; Goede ir kt., 1998; Gale ir kt., 2002) ir esant
hipoksijai arba uzdegimui (Sios salygos paprastai sukelia angiogeneze) (Fiedler ir
Augustin, 2006). Auganéiame kraujagysliy tinkle ANG-2 raiska budinga
tistancios kraujagyslés priekiui (Maissonpierre ir kt., 1997). ANG-2 svarba
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kraujagysliy destabilizavimui parodé¢ Sie darbai: 1) peliy su iSveiklintu Ang2 genu
stiklakiinio kraujagyslés neregresuoja, o tinklainés kraujagysliy augimas sulétéjes
(Gale ir kt., 2002; Hackett ir kt., 2002); 2) padidinta ANG-2 raiska embriono
vystymosi metu sukelia kraujagysliy tinklo defektus (Maissonpierre ir kt., 1997);
3) ANG-2 stimuliuoja vyzdzio membranos (tai vienas i$ stiklaktinio kraujagysliy
sluoksniy) endotelio lasteliy dalijimasi, i§gyvenima ir migracija esant VEGF, bet
skatina apoptozeg, kai VEGF nuslopintas (Lobov ir kt., 2002); 4) ANG-2 skatina
naujy kraujagysliy augima deguoninés retinopatijos modelyje, bet véliau skatina
Siy  kraujagysliy regresija (Oshima ir kt., 2005). Manoma, kad ANG-2
destabilizuoja kraujagysles neleisdamas ANG-1 veikti (stabilizuoti kraujagysliy).
Kita vertus, keliuose modeliuose parodyta, kad ANG-2 sumazina kraujagysliy
pericity dangos tankj (Zhang ir kt., 2003; Hammes ir kt., 2004; Feng ir kt., 2007),
taigi galbiit destabilizuoja dar ir tokiu bidu.

Apibendrinti turimg informacija apie ANG-1, ANG-2, pericitus ir
kraujagysliy stabilumg galima taip (1.5 pav.): pericity gaminamas ANG-1
stabilizuoja kraujagysles; uzdegimas, hipoksija ar kitokios endotelj aktyvinancios
salygos padidina ANG-2 raiska (paprastai kartu su VEGF); ANG-2 destabilizuoja
kraujagysle (konkuruodamas su ANG-1 ir / arba pasalindamas pericitus) ir taip
padeda VEGF sukelti naujy kraujagysliy augimg. Padidéjusi ANG-2 raiSka nesant
VEGF ar kitokiy angiogeniniy veiksniy sukelia regresijg. Taigi, pericity
gaminamas ANG-1 veikia lyg stabdziai, mazinantys kraujagysliy jautruma
angiogeniniams, regresijos, uzdegimo ir kreSé¢jima skatinantiems veiksniams.
Minétina, kad kraujo t€kmé (per transkripcijos veiksnj KLF2) mazina ANG-2 ir
didina TIE2 raiSka endotelio Igstelése (Parmar ir kt., 2006). Taigi, tikétina, kad ir
kraujo tékmé kraujagysles stabilizuoja i§ dalies per angiopoetiny / TIE2 signalinj
kelig. ANG-2 raiska padidéjusi kai kuriose su kraujagysliy disfunkcija siejamose
zmogaus patologijose (pvz., sergant sepsiu, proliferacine diabetine retinopatija,

kai kuriais vézio tipais) ir neigiamai koreliuoja su ligos prognoze (Augustin ir kt.,
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2009). Be to, mutacijos zmogaus 7/E2 gene siejamos su paveldimomis ir

somatinémis veny deformacijomis (Murakami, 2012).
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1.5 pav. Kraujagysliy ramybés busenos (a), aktyvintos busenos (b),
regresijos (c) ir angiogenezés (d) reguliavimo per ANG-1 ir ANG-2
modelis. EL — endotelio 1astelé, PC — pericitas. (Fiedler ir Augustin, 2006).

Pericitai stabilizuoja endoteli dar ir skatindami endotelio lgsteliy
iSgyvenimg. Pericitai iSskiria VEGF-A, kuris yra vienas i§ svarbiausiy endotelio
lasteliy iSgyvenimo veiksniy (Darland ir kt., 2003; Evensen ir kt., 2009). Jie taip
pat paskatina VEGF-A gamyba paciose endotelio lgstelése (Franco ir kt., 2011).
Galiausiai pericitai sintezuoja ir aktyvina TGF-p, kurio vaidmuo, kaip jau minéta,
sudétingas, bet kuris paprastai siejamas su endotelio Igsteliy iSgyvenimu ir
kraujagysliy stabilumu (Sato ir Ritkin, 1989; Shih ir kt., 2003; Walshe ir kt.,
2009).

1.1.5.4 Kitos pericity funkcijos. Klinikiné reikSmé

41



Pastaruoju metu pericitai sulaukia vis daugiau démesio. Paaiskéjo, kad Sios
lastelés ne tik svarbios kraujagysliy stabilizavimui, bet turi ir kity funkcijy bei
veikia jvairiuose patologiniuose procesuose.

ISkelta hipotezé, kad pericitai — tai mezenchiminés kamieninés lastelés

(MSC, angl. mesenchymal stem cells). MSC apibréziamos kaip | fibroblastus
panasios lgstelés, galincios diferencijuoti j osteoblastus, adipocitus ir chondrocitus
(apzvelgta Nombela-Arrieta ir kt., 2011). Jy atrasta daugelyje audiniy, bet jy
kilmé ir tapatybé neaiSki. Per pastargji deSimtmetj parodyta, kad MSC daugelyje
audiniy biina greta kraujagysliy, kad pericitai in vitro ir in vivo geba diferencijuoti
1 osteoblastus, adipocitus ir chondrocitus, ir kad pericity ir MSC Zymeny raiska
panasi (apzvelgta Corselli ir kt., 2010). Sie duomenys, be abejo, labai jdomiis
medikams ir mokslininkams, dirbantiems sparciai besivystanioje regeneracinés
biologijos srityje ir ieSkantiems alternatyvy embriony kamieninéms lasteléms.
Taciau biitina pabrézti, kad dél anks¢iau minéty pericity identifikavimo sunkumy
(panasumo | kity tipy lasteles, kurios irgi aptinkamos kraujagysliy sienelése,
atrankiy zymeny stokos) sunku negincijamai pademonstruoti, kad pericitai ir MSC
— vienas ir tas pats lasteliy tipas (Armulik ir kt., 2011).

Pastaruoju metu susidométa pericity reikSme audiniy fibrozei. Fibrozé — tai
patologinis jungiamojo audinio iSve$¢jimas ir rand¢jimas (paprastai dél létinio
uzdegimo ar kitokiy pazaidy) (apzvelgta Wynn, 2008). Fibrozés eigai labai
svarblis miofibroblastai — j fibroblastus panaSios Igstelés, kurios fibrozés metu
aktyvinamos, proliferuoja ir gamina patologinio tarplastelinio uzpildo
komponentus. Manoma, kad bent tam tikrais atvejais miofibroblastai i§sivysto i$
pericity (Armulik ir kt., 2011; Kida ir Duffield, 2011). Pvz., inksty fibrozés
modelyje miofibroblastai iSsivysté¢ bent i§ dalies i§ pericity, kurie migravo nuo
kapiliary gilyn j audinj (Lin ir kt., 2008; Schrimpf ir kt., 2012). Panasiis duomenys
gauti tiriant kepeny ir sisteminés sklerodermijos (Armulik ir kt., 2011), bet ne
plauc¢iy miofibroblastus (Rock ir kt., 2011). Jei i§ tiesy miofibroblastai — tai

transdiferenciave pericitai, veiksniai, stiprinantys endotelio lgsteliy ir pericity
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sgveikas ir slopinantys pericity transdiferenciacija galéty buti panaudoti
fibrozinéms ligoms gydyti (Lin ir kt., 2011).

Kadangi pericitai tokie svarbus kraujagysliy stabilumui, domimasi, kaip jie
susij¢ su angiogeniniy ir iSeminiy ligy patologija, ir ar jie galéty tapti naujy
gydymo metody taikiniais. Ypa¢ daug apie pericitus kaip naujy vaisty taikinj
diskutuojama kalbant apie vézj. Kad navikas galéty augti, jam biitinos maisto
medziagos ir deguonis. Naviko lgstelés sintezuoja ir iSskiria angiogeninius
veiksnius, kurie skatina kraujagysles augti gilyn j navika, ir taip uztikrina maisto
medziagy ir deguonies tiekimg (Folkman, 1971). Pastaruoju metu bandoma
sukurti vaistus, kurie nuslopinty §j procesg ir taip sustabdyty naviko vystymasi.
Pagrindinis tokiy vaisty taikinys kol kas buvo VEGF-A signalinis kelias. Deja,
klinikiniai tyrimai parodé, kad VEGF-A signalinj kelig slopinantys vaistai véziu
sergantiems pacientams nelabai tepadeda (Kerbel, 2008). Iskelta hipoteze, kad,
kaip pastebéta priesklinikiniuose modeliuose (Benjamin ir kt., 1999), dalis naviko
kraujagysliy yra padengtos pericitais ir tod¢l nejautrios VEGF slopinimui. Todél
pasitlyta VEGF-A signalinj kelig slopinancius vaistus derinti su vaistais, kurie
trukdyty pericity ir endotelio lasteliy sgveikoms (Bergers ir kt., 2003). Deja,
paaiskéjo, kad $i taktika néra veiksminga (Hainsworth ir kt., 2007; Sennino ir kt.,
2007; Nisancioglu ir kt., 2010). Navikai nesumazg¢jo, o be to, pericity trilkumas
eksperimentiSkai susietas su naviko polinkiu metastazuoti (Yonenaga ir kt., 2005;
Xian ir kt., 2006; Cooke ir kt., 2012).

D¢l minéty nesékmiy pastaruoju metu populiaré¢ja i§ esmes prieSingas
pozitris, kad reikia ne naikinti naviko kraujagysles, o jas ,,normalizuoti® (Jain,
2001; apzvelgta Carmeliet ir Jain, 2011b; Goel ir kt., 2011). Sis poziiris pagrjstas
pasteb&jimu, kad naviko kraujagyslés skiriasi nuo normaliy audiniy kraujagysliy:
jos ne tik prastai padengtos pericitais, bet dar ir netvarkingos struktiiros,
chaotiskai iSsidésciusios, laidzios, prastai apriipina navikg krauju. Manoma, kad
dél prastos kraujotakos iSsivystanti hipoksija, mazas pH ir auksStas tarplastelinio

skys¢io slégis skatina piktybiniy lgsteliy atranka ir metastazavimg. Be to, dél
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prastos auglio kraujotakos i ji sunkiai patenka vaistai ir imuninés sistemos lgstelés.
Manoma, kad normalizavus naviko kraujagysles, navikas 1é¢iau metastazuoty, o
be to, bty jautresnis chemoterapijai ir radiacijai (Carmeliet ir Jain, 2011b; Goel ir
kt., 2011).

Atsizvelgiant | pericity svarba kraujagysliy stabilumui ir pericity trukuma
bei anomalijas navikuose, galima manyti, kad viena i§ naviky kraujagysliy
,henormalumo* priezasCiy yra pericity trilkumas (Armulik ir kt., 2011). Visgi i Sig
hipotez¢ reikia Zzitréti atsargiai: nors pericity trikumas, naviko kraujagysliy
anomalijos ir polinkis metastazuoti koreliuoja, priezastiniai rySiai tarp Siy
reiSkiniy neaiskas ir, ko gero, gan sudétingi (Armulik ir kt., 2011; Carmeliet ir
Jain, 2011b). Minétina, kad auglio kraujagysles galima normalizuoti keliais
budais: nuslopinus ANG-2 signalinj kelig (Falcon ir kt., 2009; Nasarre ir kt.,
2009), sumazinus véziniy lasteliy NO sintaziy aktyvuma ir taip atkiirus normaly
NO gradientg (Kashiwagi ir kt., 2008) arba (laikinas normalizavimas) nuslopinus
VEGF-A signalinj kelig (Goel ir kt., 2011). Visos §ios priemonés padidina
kraujagysliy pericity dangos tankj ir / arba subrendusiy pericity zymeny raiska. Be
to, kaip viena i$ pericity trukumo navikuose priezas¢iy minimas augimo veiksniy,
ypa¢ VEGF-A, perteklius, nes VEGF-A neigiamai valdo kraujagysliy padengima
pericitais (Greenberg ir kt., 2008; Cao ir kt., 2010). Beje, naviko kraujagysles
galima stabilizuoti ir kitokiais, i§ paziliros su pericitais nesusijusiais, metodais
(Carmeliet ir Jain, 2011b).

IS kity su pericitais siejamy ligy verta paminéti diabeting retinopatijg (DR).

Tai diabeto komplikacija, kuria serga mazdaug trecdalis diabetiky ir kuri
daugelyje Saliy yra pagrindiné darbingo amziaus zmoniy aklumo priezastis
(Cheung ir kt., 2010). Skiriamos dvi S$ios ligos stadijos: neproliferaciné
(pastebimos tinklainés kapiliary ir nervinio audinio pazaidos; paprastai simptomy
néra) ir proliferaciné (prasideda naujy, patologiniy kraujagysliy augimas;
regéjimas pablogéja). Pirmieji pastebimi morfologiniai pokyciai DR susirgusio

paciento tinklaingje yra pericity apoptozé / atSoka nuo kraujagysliy, sustoréjusi
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pamatiné lamina, mikroaneurizmos ir taSkinés kraujosriivos (apzvelgta Frank,
2004). Véliau pastebimi uzsikim$¢ kapiliarai ir tusS€ios pamatinés laminos
,rankoves — buve kapiliarai. Manoma, kad kapiliary disfunkcija sukelia
tinklainés hipoksija, ir kaip atsakas i ja prasideda kompensaciné angiogeneze ir
fibrozé, galinti atplésti tinklaing nuo akies dugno (Frank, 2004; Cheung ir kt.,
2010). Dar viena diabeto pazeisty tinklainés kraujagysliy savybé yra padidéjes
laidumas, kartais sukeliantis ypac regé¢jimui kenkianc¢ig makulos edemg. Kadangi
pericity atSoka yra vienas pirmyjy $ios ligos pozymiy, ir kadangi kitos kapiliary
anomalijos pana$ios | buidingas peléms, kurioms triksta pericity, galima manyti,
kad diabetas pazeidzia pericitus, o pericity zitis skatina endotelio disfunkcija
(Frank, 2004; Willard ir Herman, 2012). Ziurkiy diabeto modelyje parodyta, kad
pericity atSokai labai svarbus ANG-2 (Hammes ir kt., 2004). Ziurkéms su
iSveiklinta viena Ang2 geno kopija diabetas nesukelé pericity atSokos, ir tokiy
ziurkiy tinklainése pastebéta maziau tus¢iy pamatinés laminos ,,rankoviy“. Taigi,
iSsiaiSkine, kaip diabetas pazeidzia pericitus, arba iSmoke stabilizuoti pericity
netekusias kraujagysles, galbiit galésime apsaugoti tinklaing nuo tolimesniy
pazaidy.

Pabaigai verta trumpai aptarti pericity reikSme terapinei angiogenezei.

Terapiné angiogenezé — tai naujy kraujagysliy augimo skatinimas angiogeniniais
veiksniais, siekiant pagerinti kraujataka iSeminiuose audiniuose, pvz., Sirdies
raumenyje, negaunanciame pakankamai kraujo dél aterosklerozés. Naujy
kraujagysliy augima galima sukelti suleidus VEGF-A baltymo arba vektoriaus,
koduojancio VEGF-A (arba kitokj angiogeninj veiksnj) (apzvelgta Lassaletta ir
kt., 2011). Deja, VEGF-A indukuotos kraujagyslés yra netvarkingos ir laidzios, be
to, greitai regresuoja (Reginato ir kt., 2011). Manoma, kad terapin¢ angiogenezé
bty sékmingesné, jei biity ne tik skatinamas kraujagysliy augimas, bet jos biity ir
stabilizuojamos (Frontini ir kt., 2011; Reginato ir kt., 2011; Banfi ir kt., 2012).
Kraujagysles stabilizuoti galima skatinant jy padengimg pericitais / VSMC. Sios

taktikos efektyvumas pademonstruotas peliy modeliuose. Pericity pirmtaky
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injekcija i iSeminj Sirdies raumenj paskatino naujy kraujagysliy augima, sumazino
kraujagysliy laidumg ir pagerino Sirdies darbg (Katare ir kt., 2011). VEGF-A
raiSka kartu su PDGF-B raisSka nuo to paties bicistroninio vektoriaus sukélé naujy
kraujagysliy augimg galiinése. Be to, kitaip nei kraujagyslés, indukuotos vien
VEGF-A, Sios kraujagyslés buvo padengtos pericitais, normalios struktiiros ir
pagerino raumens kraujotaka (Banfi ir kt., 2012). Naujy kraujagysliy augima
galima sukelti ir FGF2 injekcija. FGF9 injekcija kartu su FGF2 pagerino naujyjy
kraujagysliy padengima VSMC (Frontini ir kt., 2011). Sios kraujagyslés taip pat
buvo funkcionalesnés ir 1éCiau regresavo. Manoma, kad FGF9 veiké didindamas
PDGFRS raiska (Frontini ir kt., 2011). Sie ir kiti eksperimentai su pelémis leidZia
manyti, kad pericity pritraukimas galéty pagerinti terapinés angiogenezés

efektyvumg pacientuose (Reginato ir kt., 2011).

1.2 AUTOTAKSINO IR LIZOFOSFATIDO RUGSTIES SIGNALINIO
KELIO REIKSME KRAUJAGYSLIU VYSTYMUISI IR FUNKCIJOMS

1.2.1 Lizofosfatido rugstis

Lizofosfatido riigStis (LFR) arba, tiksliau, rtugstys — tai terminas,
vartojamas apibrézti glicerofosfolipidams, prie kuriy glicerolio sn-1 arba sn-2
padéties prijungta riebaly rtigstis (monoacilglicerolio-3-fosfatai) arba alkoholis
(monoalkilglicerolio-3-fosfatai, monoalkenilglicerolio-3-fosfatai; paprastai sn-1)
(1.6 pav.). Gamtoje labiau paplite monoacilglicerolio-3-fosfatai (Moolenar ir Hla,
2012). Jie skiriasi riebaly rugsties padétimi, grandinés ilgiu ir dvigubyjy rySiy
skai¢iumi. Zmogaus kraujo plazmoje, pvz., daugiausia yra 1-acilglicerolio-3-
fosfaty su C18:2, C20:4, C18:1, C16:0, C22:6 ir C18:0 riebaly riigsc¢iy lieckanomis
(Baker ir kt., 2001; Shan ir kt., 2008; apzvelgta Smyth ir kt., 2008). Nors riebaly
rugsties liekanos prigimtis ir padétis turi jtakos jungimuisi prie LFR receptoriy ir
todel greiciausiai ir biologiniam aktyvumui (Yanagida ir kt., 2009; Hama ir Aoki,

2010), daugelyje darby tikslus cheminis junginys neakcentuojamas. Kur
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nenurodyta kitaip, toliau tekste LFR vadinsime monoacilglicerolio-3-fosfatus,
kaip jprasta literatiiroje.

LFR yra tarpinis glicerofosfolipidy biosintezés produktas, o taip pat svarbi
signaliné molekulé. Iki Siol atrasti SeSi LFR receptoriai, LPA, ¢ (apzvelgta Lin ir
kt., 2010). Tai membraniniai su G baltymais susije¢ receptoriai. LFR prisijungus
prie receptoriaus 1) Go; baltymas gali aktyvinti Ras — Raf — MEK — ERK signalinj
kelig ir taip paskatinti Igsteliy proliferacija; 2) Go; gali aktyvinti
fosfatidilinozitolio 3-kinazg ir skatinti iSgyvenima; 3) Ga, /3 gali aktyvinti RhoA,
o 4) Go; — Rac ir taip valdyti lastelés griauciy pertvarka bei lgstelés migracija, ir
kt. (apzvelgta Lin ir kt., 2010; Houben ir Moolenaar, 2011). Kurie konkreciai
signaliniai keliai bus aktyvinti ir koks bus jy aktyvinimo rezultatas, priklauso nuo

receptoriaus tipo ir 1asteliy aplinkos (Houben ir Moolenaar, 2011).

0
?Hz—o—g/\/\/\/\/\/\/\/ 1.6 pav. Lizofosfatido
PO amitoirLFR rugstys.
HO—P—0—CH, P 1-palmitoil-LFR, 2-
o arachidonoil-LFR ir 1-
heksadecil-LFR yra
CH,—OH atitinkamai 1-acil-, 2-acil-
0 CH—o—c S~~~ ir l-alkil-LFR pavyzdziai.
Ho_g_o_(';Hﬂ 4 (Yanagida ir Ishii, 2011).
(I)_ ‘ 2-arachidonoil-LFR
CH?—O/\/\/\/\/\/\/\/\
9 %H—OH
HO"OT"O"CH“ 1-heksadecil-LFR

LFR aptinkama daugelyje organizmo skysciy (Tokumura, 2002; Tanaka ir
kt., 2004). Sveiko zmogaus kraujo plazmoje jos koncentracija yra apie 0,1 — 1 uM.
Kraujo serume LFR yra daugiau nei plazmoje, nes LFR gaminama kraujui kresant
(apzvelgta Smyth ir kt., 2008). Plazmos LFR suriSa baltymai: pvz., albuminas,
gelsolinas (Morris ir kt., 2009). Kraujo plazmos LFR gamina fermentas

autotaksinas (ATX). Autotaksino vaidmuo patvirtintas iSveiklinus jo geng pelése:
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heterozigotiniy peliy kraujo plazmoje LFR koncentracija sumaze¢jo apie 50%
(Tanaka ir kt., 2006; van Meeteren ir kt., 2006). Be to, peliy, kuriy ATX raiska
buvo padidéjusi, kraujo plazmoje LFR buvo daugiau (Pamuklar ir kt., 2009). Apie
autotaksing daugiau ziiir. kitame skyrelyje, o kol kas verta paminéti, kad LFR, tiek
aptinkama lastelés viduje, tiek ir uz jos riby, tam tikromis saglygomis gali gaminti
ir kiti fermentai. Pvz., uzdegimo metu uz lastelés riby aptinkamg LFR i§ fosfatido
rugsSties gali gaminti sekretuojamoji fosfolipazé A2 (Fourcade ir kt., 1995).
Kiausidziy vézio lastelése uz lgsteliy riby aptinkamg LFR gali gaminti nuo kalcio
nepriklausoma indukuojamoji fosfolipazé A2 (Zhao ir kt., 2006). Plauky
svogiin¢liuose keratinocity membraniné fosfolipazé A1 (PA-PLAa) gamina 2-
acil LFR, kuri jungiasi prie LFR receptoriaus LPAg; $is signalinis kelias svarbus

plauky svogiinéliy vystymuisi (Inoue ir kt., 2011).

1.2.2 Autotaksinas

Autotaksinas pirmiausia identifikuotas kaip melanomos lgsteliy gaminamas
veiksnys, skatinantis jy pafiy migracija (Stracke ir kt., 1992), tafiau kaip jis
skatino migracijg tuo metu nebuvo zinoma. Véliau parodyta, kad ATX — tai ne kas
kita, kaip jau anksCiau aprasytoji (Tokumura ir kt., 1986) kraujo plazmos
lizofosfolipazé D (Tokumura ir kt., 2002; Umezu-Goto ir kt., 2002). Jos
fiziologiniai substratai yra lizofosfolipidai (lizofosfatidilcholinas (LFC),
lizofosfatidilserinas, lizofosfatidiletanolaminas), nuo kuriy ATX atskelia poling
»galvutes™ grupe (Nakanaga ir kt., 2010). Reakcijos produktas — lizofosfatido
rugstis (1.7 pav.). LFC daug kraujo plazmoje, ir todél jis laikomas pagrindiniu
fiziologiniu ATX substratu (Aoki ir kt., 2002; Samadi ir kt., 2011).

Pagal aminoriigi¢iy seka ATX priskirtas NPP (ektonukleotidy
pirofosfataziy / fosfodiesteraziy) Seimai ir dar vadinamas NPP2 arba ENPP2.
ATX iS tiesy geba katalizuoti nukleotidy hidrolize in vitro (Murata ir kt., 1994),
nors nukleotidai, kaip minéta, néra fiziologinis jo substratas. ATX yra

sekretuojamas (Jansen ir kt., 2005) N glikozilintas (Jansen ir kt., 2007) baltymas.
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Jis sudarytas i$ keleto domeny: jo N gale yra du SMB (panasiis j somatomeding B)
domenai, po kuriy seka katalizinis fosfodiesterazés (PDE) domenas, o uz jo, C
gale, - neaktyvus | neatrankias endonukleazes panasus NUC domenas (1.7 pav.)
(apzvelgta Moolenaar ir Perrakis, 2011; Nishimasu ir kt., 2012). Visi domenai
biitini ATX kataliziniam aktyvumui (Nakanaga ir kt., 2010). SMB domenai
sgveikauja su integrinais (Haussman ir kt., 2011). ATX taip pat gali jungtis prie
heparino ir panasiy glikozaminoglikany (Moolenaar ir Perrakis, 2011). Manoma,
kad sgveikos su integrinais ir glikozaminoglikanais lemia ATX jungimasi prie
lasteliy pavirSiaus ir lokalia LFR gamybg (Fulkerson ir kt., 2011). Taip pat
parodyta, kad ATX tam tikrais atvejais gali pasizyméti nuo lizofosfolipazés
aktyvumo nepriklausomu biologiniu aktyvumu (Samadi ir kt., 2011; Zhao ir kt.,
2011); galbiit tais atvejais biina svarbi sgrysa su integrinais (Moolenaar ir Perrakis,
2011).

Neseniai rentgeno struktiirinés analizés biidu nustatyta erdviné ATX
strukttira (pavieniui ir su jvairaus ilgio LFR) (Haussman ir kt., 2011; Nishimasu ir
kt., 2011). Paaiskéjo, kad PDE domenas glaudziai sagveikauja su SMB domenais i$
vienos pusés ir su NUC domenu — i3 kitos pusés. Sios saveikos greidiausiai
palaiko PDE domeno struktiirg, ir tod¢l SMB ir NUC domenai svarbis
kataliziniam aktyvumui. PDE domene, arti aktyviojo centro, aptikta gili
hidrofobiné kisené, kurioje ATX kristaluose su LFR jsitaiso riebaly rtgsties
grandiné. Manoma, kad §i kiSené svarbi substrato prisijungimui ir kad jos dydis ir
forma greiCiausiai lemia ATX atrankumg monoacilglicerolio fosfatams (o ne
diacilglicerolio fosfatams) ir tam tikroms riebaly riigs¢iy liekanoms. Aktyviajame
centre greta kataliziniam aktyvumui bttino Thr210 aptikti du cinko jonai,
koordinaciniais rySiais sujungti su evoliuciskai konservatyviomis aminortigsciy
liekanomis. Greta aktyviojo centro taip pat aptiktas dar vienas hidrofobinis tunelis.
Jo vaidmuo neaiskus, bet spéjama, kad per jj i§ aktyviojo centro galéty pasisalinti

reakcijos produktas (Haussman ir kt., 2011; Nishimasu ir kt., 2011).
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1.7 pav. Autotaksino - LFR signalinis kelias.
ATX hidrolizuoja LFC j LFR (ir choling; nepavaizduota). LFR jungiasi prie savo
receptoriy 1gstelés membranoje ir juos aktyvina. (Nishimasu ir kt., 2012).

Remiantis $iais ir kitais ATX enzimologijos, mutagenezés ir struktiirines
analizés tyrimy rezultatais, pasitilytas toks Sio fermento veikimo modelis: 1) ATX
jungiasi prie lgsteliy pavirSiaus sgveikaudamas su integrinais; 2) prie fermento
aktyviojo centro prisijungia substratas (pvz., LFC; substrato riebaly riigsties
granding jsiterpia j hidrofobing kiSen¢); 3) substratas paverc¢iamas produktu LFR
(katalizei svarbus nukleofilas Thr210 ir du cinko jonai); 4) LFR paSalinama per
hidrofobinj tunelj, galbut tiesiai receptoriui ,,j glébi* (Moolenaar ir Perrakis, 2011;
Nishimasu ir kt., 2012). Minétina, kad fermento aktyvumas reguliuojamas
neigiamojo griztamojo rySio kilpa: ji slopina LFR ir kitas panaSios struktiiros
lipidas sfingozino-1-fosfatas (S1F) (van Meeteren ir kt., 2005).

ATX koduoja ENPP2 genas. Zmogaus ir pelés geno struktiira labai panasi;
jis sudarytas i§ 27 egzony (Giganti ir kt., 2008). Nustatytos penkios dél
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alternatyvaus splaisingo atsirandancios izoformos — a, B, vy, 6 ir € (Giganti ir kt.,
2008; Hashimoto ir kt., 2012). B ir & yra pagrindinés ATX izoformos in vivo;
skirtinguose organizmuose ir skirtinguose audiniuose skiriasi jy raiSka, bet

biologinis aktyvumas panasus (Hashimoto ir kt., 2012).

1.2.3 Fosfolipidy fosfatazés

Parodyta, kad suleidus peléms j krauja ATX slopiklio, kraujyje esanti LFR
degraduojama (puslaikis apie 3 min.) ir kad ATX aktyvumas biitinas pastoviai jos
koncentracijai palaikyti (Albers ir kt., 2010). Geriausiai iStirti uz lgsteliy riby
aptinkamos LFR hidrolize¢ katalizuojantys fermentai yra fosfolipidy fosfatazés
(LPP, angl. lipid phosphate phosphatases). Zinduoliai turi tris LPP genus:
PPAP24, kuris koduoja LPP1, PPAP2C, kuris koduoja LPP2, ir PPAP2B,
koduojant; LPP3. Taip pat aptikta kataliziSkai aktyvi LPP1a izoforma, atsirandanti
del PPAP24 alternatyvaus splaisingo (apzvelgta Brindley, 2004; Pyne ir kt., 2004;
Brindley ir Pilquil, 2009). LPP yra glikozilinti integraliniai membranos baltymai.
Jie greiCiausiai turi $eSis transmembraninius segmentus, o kataliziniam aktyvumui
svarbios evoliucisSkai konservatyvios aminorigstys i$sidésciusios kilpose tarp 3 —
4 ir 5 — 6 segmenty (Zhang ir kt., 2000). Aktyvusis centras nukreiptas j Iastelés
iSore (kai LPP yra lastelés iSorinéje mebranoje) arba i vidulgsteliniy membraniniy
organeliy (pvz., endoplazminio tinklo) vidy. LPP in vitro geba defosforilinti
jvairius fosfolipidus, bet in vivo jy pagrindiniai substratai greiciausiai yra LFR ir
S1F (Brindley, 2004; Pyne ir kt., 2004; Samadi ir kt., 2011). Reakcijos produktai
atitinkamai yra monoacilglicerolis (MAG) ir sfingozinas.

LPP1 ir LPP3 reikSmé uz lasteliy riby aptinkamos LFR defosforilinimui
jrodyta Siais in vitro eksperimentais: 1) padidinus LPP raiska jvairiy tipy lastelése,
terp¢je buvusi zymeta LFR buvo skaidoma spar¢iau (LPP1: Jasinska ir kt., 1999;
Smyth ir kt., 2003; Zhao ir kt., 2005; Morris ir kt., 2006; LPP3: Tanyi ir kt., 2003;
Morris ir kt., 2006); 2) sumazinus LPP raiska jvairiy tipy lastelése, zyméta LFR
buvo hidrolizuojama lé¢iau (LPP1: Morris ir kt., 2006; LPP3: Escalante-Alcalde ir
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kt., 2003). LPP1 vaidmuo patvirtintas ir in vivo: peliy, kuriy LPP1 raiSka buvo
sumazinta, audiniy geba defosforilinti zZyméta LFR buvo silpnesné, kraujo
plazmoje buvo mazdaug 30% daugiau LFR, o zymétos LFR, suleistos i
kraujotaka, iSnykimo puslaikis pailgéjo nuo 3 min. iki 12 min. (Tomsig ir kt.,
2009). Taciau svarbu paminéti, kad peliy, kuriy LPP1 raiska buvo padidinta,
kraujo plazmos LFR koncentracija nepasikeité (Yue ir kt., 2004). Parodyta, kad
LPP3 in vivo valdo SIF signalinj kelig (Lopez-Juarez ir kt., 2011; Bréart ir kt.,
2011). Ar ji in vivo taip pat hidrolizuoja LFR, kol kas nezinoma. Apie LPP2 kaip
apie fosfolipidy fosfataze zinoma labai nedaug. Ji identifikuota pagal sekos
panasumg j LPPI ir LPP3 (Roberts ir kt., 1998). Parodyta, kad Iasteliy, kuriose
buvo dirbtinai indukuota LPP2 raiSka, ekstraktai greiCiau defosforilina jvairius
fosfolipidus (Roberts ir kt., 1998; Morris ir kt., 2006), taciau nesuardytoms
lasteléms greitesnis | terpe pripilty fosfolipidy defosforilinimas nebiuidingas
(Morris ir kt., 20006).

Kokia uz lIgstelés riby aptinkamos LFR defosforilinimo biologiné prasmé?
Kadangi defosforilinus LFR susidargs MAG nebegali aktyvinti LFR receptoriy,
manoma, kad LPP reikalingos ,,i§jungti® LFR perduodamam signalui (Morris ir
kt., 2009). Kartu su lasteliy jautrumo LFR mazinimu, nujautrinus ir internalizavus
receptorius, LFR koncentracijos lastelés aplinkoje mazinimas slopina ir / arba
sustabdo LFR biologinj poveiki (van Meeteren ir Moolenaar, 2007; Morris ir kt.,
2009).

Be LPP, aprasyta ir kitokiy fosfataziy, kurios defosforilina LFR. Pvz.,
prostatos rugstiné fosfatazé yra sekretuojamoji fosfataze, defosforilinanti LFR uz
lasteliy riby (Tanaka ir kt., 2004). LFR lastelés viduje defosforilina fosfatazés,
kurios kitaip nei LPP yra jautrios N-etilmaleimidui, ir kuriy aktyvumui bitini

magnio jonai (Brindley, 2004).
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1.2.4 ATX - LFR signalinio kelio funkcijos

Kaip jau minéta, LFR aptinkama daugelyje organizmo skys¢iy. Be to,
daugeliui audiniy ir lasteliy budinga LFR receptoriy, LPP ir ATX raiska. Todél
nenuostabu, kad ATX — LFR — LFR receptoriy signaliniam keliui priskirta daug
biologiniy (ir patologiniy) funkcijy. Trumpai paminésime geriausiai iStirtas, ir
daugiau pasigilinsime j] ATX ir LFR vaidmenj augant ir funkcionuojant
kraujagysléms.

LFR yra svarbi normaliam nervy sistemos vystymuisi ir funkcionavimui.

Embriono vystymosi metu ATX raiska pirmiausia pastebima nerviniame audinyje
(Béachner ir kt., 1999). Pelés su iSveiklintu Enpp2 genu gaista dar negimusios, ir
vienas i§ pagrindiniy jy vystymosi defekty - nenormalus nervinio vamzdelio
formavimas (Tanaka ir kt., 2006; van Meeteren ir kt., 2006; Koike ir kt., 2011).
Parodyta, kad LFR keicia neurony forma ir valdo jy Sakojimasi (apzvelgta van
Meeteren ir Moolenaar, 2007; Furuta ir kt., 2012). LFR taip pat susijusi su nervy
sistemos patologijomis — manoma, kad ji gali prisidéti vystantis vaisiaus smegeny
vandenei (Yung ir kt., 2011) ir neuropatiniam skausmui (apzvelgta Ueda, 2011).

ATX ir LFR yra svarbis riebalinio audinio vystymuisi. Adipocitai i$skiria

ATX, kuris gamina LFR, kuri skatina adipocity proliferacija ir slopina
diferenciacijg (Ferry ir kt., 2003). Pelés, kuriy ATX raiska ir LFR koncentracija
kraujo plazmoje padidéjusi, Seriamos riebiu paSaru nutuko grei¢iau (Federico ir
kt., 2012). Kita vertus, iSveiklinus Enpp2 gena peliy adipocituose parodyta, kad
tokios pelés taip pat linkusios tukti (Dusaulcy ir kt., 2011). Ar i§ esmés prieSingus
Siy darby rezultatus lémé techninés priezastys, ar skirtingas plazmos ATX ir

adipocity gaminamo ATX vaidmuo, neaiSku.

ATX taip pat siejamas su artrito vystymusi (ir galbiit su kai kuriomis
kitomis uzdegiminémis / autoimuninémis ligomis). Parodyta, kad artritu serganciy
peliy sanariuose (tiksliau, sinoviniuose fibroblastuose) yra padidéjusi ATX raiSka

(Nikitopolou ir kt., 2012). Daugiau ATX aptikta ir artritu sergan¢iy zmoniy kraujo
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serume. Peliy modelio atveju Enpp2 iSveiklinimas pagerino sgnariy bikle

(Nikitopolou ir kt., 2012).

Ypac¢ daug duomeny sukaupta apie ATX ir LFR reikSme vézio patogenezei
(apzvelgta Houben ir Moolenaar, 2011; Gotoh ir kt., 2012). Daugeliui véziniy
lasteliy linijy biidinga didelé ATX raiska. Tam tikruose navikuose (tiek peliy
vézio modeliuose, tiek ir zmoniy navikuose) taip pat daug ATX, LFR ir didele
LFR receptoriy raiska. Kraujo serumo ATX koncentracija koreliuoja su
folikulinés limfomos ligos sunkumu ir prognoze. Be to, kasos véziu serganciy
pacienty serume daugiau ATX (Houben ir Moolenaar, 2011). ENPP2 yra vienas i$
64 geny, kuriy raiSka koreliuoja su maza plauciy véziu serganciy zmoniy
iSgyvenimo tikimybe (Lu ir kt., 2006). Didelé LPA, receptoriaus raiSka krities
vézio lastelése koreliuoja su geba metastazuoti (David ir kt., 2012). Priezastiniai
rySiai tarp ATX / LFR ir vézio patogenezés pademonstruoti peliy modeliuose:
suleidus peléms transformuoty lasteliy, kuriose ATX raiska buvo padidinta,
navikai augo greifiau ir dazniau metastazavo (Nam ir kt., 2000). Kataliziskai
neaktyvus ATX (su Thr210 mutacija) tokiu poveikiu nepasizyméjo. Padidinta
LFR receptoriy raiska krities ir kiausidziy vézio lastelése taip pat skatino naviky
augimg ir metastazavima, o receptoriy geny iSveiklinimo poveikis buvo priesingas
(Houben ir Moolenaar, 2011). ATX arba LPA,; raiska nuo MMTV viruso
promotoriaus pelés pieno liaukoje sukelé agresyviy, metastazuoti linkusiy naviky
augimg (S. Liu ir kt., 2009). LPA, neturinios pelés buvo labiau atsparios
cheminiy toksiny sukeltam Zarnyno veéziui (Lin ir kt., 2009). Taigi,
eksperimentiniai duomenys liudija, kad ATX / LFR skatina naviky augimg ir
metastazavimg. Koks LFR poveikio molekulinis mechanizmas, neaisku, bet
manoma, kad jis susijes su LFR geba skatinti lasteliy proliferacijg ir migracija
(Samadi ir kt., 2011). Minétina, kad ATX ir LFR receptoriy slopikliai mazino
metastaziy skaiCiy, pirminio naviko agresyvuma ir, kai kuriais atvejais, pirminio
naviko augimo greitj peliy vézio modeliuose (Gotoh ir kt., 2012). Tiesa, LPAg

receptorius, atrodo, veikia prieSingai nei kiti — kaip vézio supresorius. Funkcijos

54



praradimg lemianc¢ios mutacijos §io receptoriaus gene siejamos su paveldimu

Slapimo pislés véziu (Houben ir Moolenaar, 2011).

1.2.5 ATX - LFR signalinio kelio reikSmé kraujagysliy augimui,
regresijai ir funkcijoms

Kaip jau minéta, kraujo plazmoje ir ypa¢ serume yra nemazai LFR. LFR
receptoriy  aptikta beveik visose kraujagysles sudaranciose ir jomis
cirkuliuojanciose Igstelése (Morris ir kt., 2009). Turimi duomenys rodo, kad ATX
/ LFR yra svarbiis jvairiems su kraujagyslémis susijusiems fiziologiniams ir
patologiniams procesams.

Parodyta, kad ATX / LFR veikia kraujagysliy tinklo morfogenezg. Viena,
pelés su isveiklintu Enpp2 genu nugaiso 9,5 — 10,5 embriono vystymosi diena, ir,
be jau minéty nervinio vamzdelio defekty, jose pastebeti dideli kraujagysliy
defektai (Tanaka ir kt., 2006; van Meeteren ir kt., 2006). Nors endotelio Igstelés
diferencijavo normaliai, trynio maiselyje trilko kraujagysliy, o paties embriono
audiniuose jos buvo iSsiplétusios, netvarkingos struktiiros. PanasSts rezultatai gauti
iSveiklinus zebrazuviy ATX koduojantj geng — jy segmentinés arterijos sustojo
augti pusiaukeléje ir neteisingai susijungé su gretimomis kraujagyslémis (Yukiura
ir kt., 2011). Tai sulétino kraujo tékme ir sukélé edema. Panasus fenotipas
pastebétas kartu iSveiklinus zebrazuviy LPA, ir LPA, receptorius (Yukiura ir kt.,
2011). Minétina, kad nors dauguma peliy su iSveiklintu LPA4 koduojanciu genu
iSgyveno iki brandos, dalis jy irgi tur¢jo kraujagysliy ir limfagysliy anomalijy —
joms buvo biidingos poodinés kraujosriivos, edema; kraujagyslés ir limfagyslés
buvo iSsiplétusios; pericity danga buvo reta (Sumida ir kt., 2010). Nedidelei daliai
peliy su iSveiklintu LPA; receptoriaus genu buvo biidingos galvos srities
hematomos (Contos ir kt., 2000). Pelése LPA, ir LPA4 kartu iSveiklinti kol kas
nebuvo. Taip pat verta pastebéti, kad pelés, neturin¢ios LPP3 baltymo, nugaiso
mazdaug 10,5 embriono vystymosi dieng, ir be kity defekty jy endotelio Igstelés
nesugebejo suformuoti kapiliary tinklo (Escalante-Alcalde ir kt., 2003). Taciau
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sunku pasakyti, ar taip atsitiko butent dél LFR pertekliaus, nes, be LFR, LPP3 turi
ir kitg substrata — S1F. Be to, LPP3 pasizymi ir nuo jos fosfatazinio aktyvumo
nepriklausomu poveikiu endotelio Igsteléms (Humtsoe ir kt., 2010).

Taigi, ATX / LFR signalinis kelias svarbus kraujagysliy tinklo formavimui
ir / arba brendimui embriono vystymosi metu, ta¢iau kaip konkreciai Sis signalinis
kelias veikia besiformuojancias kraujagysles, nezinoma. Bent jau in vitro LFR
skatina endotelio lasteliy migracija (Panetti ir kt., 2000) ir kraujagysliy lygiyjy
raumeny lasteliy proliferacijg ir migracija (Smyth ir kt, 2008). Vienas i§ G
baltymy, per kuriuos perduodamas LFR signalas, yra G;3, 0 G;3 koduojancio geno
iSveiklinimo fenotipas labai panasus j Enpp2 iSveiklinimo fenotipg (Offermanns ir
kt., 1997). Taigi, ATX poveikio besiformuojanfioms kraujagysléms
paprasciausias (bet nebiitinai tikslus ir teisingas) paaiSkinimas biity toks: ATX
katalizuoja LFR gamyba, o LFR per savo receptorius ir G;; baltyma skatina
endotelio lasteliy ir kraujagysliy lygiyjy raumeny Igsteliy migracijg ir
proliferacija, o tai svarbu kraujagysliy formavimuisi (van Meeteren ir Moolenaar,
2007).

Be embriono kraujagysliy vystymosi stebéjimo genetiSkai modifikuotuose
organizmuose, ATX / LFR geba valdyti kraujagysliy formavimasi pademonstruota
ir keliuose kituose in vitro ir in vivo angiogenezés modeliuose. Pvz., ATX skatino
zmogaus virkstelés venos endotelio lgsteles formuoti kraujagysles primenancius
vamzdelius (Nam ir kt., 2001). Be to, suleidus peléms transformuoty Iasteliy,
kuriy ATX raiSka buvo padidinta, i$ jy iSauge navikai buvo didesni ir turéjo
daugiau kraujagysliy (Nam ir kt., 2000). Ir atvirk$ciai, i§ gimdos kaklelio vézio
lasteliy, kuriy LPA2 ir LPA3 raiska buvo sumazinta, iSaugo mazesni navikai su
maziau kraujagysliy (Chen ir kt., 2012). Taciau ne visos grupés, tyrusios ATX /
LFR jtakg augliy augimui ir metastazavimui, pasteb&jo didesnj kraujagysliy tankj
(David ir kt., 2012).

Misy laboratorijoje parodyta, kad tam tikrais atvejais ATX / LFR gali

veikti kaip kraujagysliy regresijos veiksniai. Endotelio Iasteles paséjus tarp dviejy
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kolageno gelio sluoksniy ir uzpylus terpés su VEGF-A, lastelés suformuoja
tus¢iavidurius, kraujagysles primenandius vamzdelius. Sie vamzdeliai ilgainiui
regresuoja, nors kasdien keiCiama terpé ir pripilama Sviezio VEGF. Parodéme,
kad regresuojantys vamzdeliai gamino ATX, ATX gamino LFR, o LFR per savo
receptorius endotelio Igstelése perdavé signalg, sukeliantj regresija (Im ir kt.,
2010). Sumazinus ATX raiska endotelio lastelése, jos nustojo regresuoti. Taip pat
parodéme, kad peliy, kuriy ATX raiSka padidinta (Pamuklar ir kt., 2009),
stiklaktinio kraujagyslés regresavo greic¢iau (Im ir kt., 2010). Atsizvelgdami  savo
ir kity laboratorijy darbus, manome, kad ATX / LFR patys savaime néra nei
regresijos, nei angiogeniniai veiksniai; jie skatina endotelio lasteliy migracija, o
migracijos pasekmés ir galutinis rezultatas (naujy kraujagysliy augimas, senyjy
suirimas) priklauso nuo aplinkos, pvz., kity veiksniy koncentracijos kraujagysléje
ir greta jos. Taigi, ATX / LFR Siuo metu laikome kraujagysliy aktyvinimo /
destabilizavimo veiksniais.

Toliau tirdami ATX / LFR ryS$j su kraujagysliy formavimu ir regresija,
susidome¢jome diabetine retinopatija — diabeto komplikacija, kurios proliferacinei
stadijai budingas patologiniy kraujagysliy augimas tinklainéje ir i§ tinklainés j
stiklakiinj (Cheung ir kt., 2010). Parodéme, kad diabetu serganciy peliy tinklainés
kolageno geliuose iSaugino kraujagysles, nejautrias LFR regresiniam poveikiui.
Be to, ilgesnj laika auginus zmogaus arba jaucCio tinklainés endotelio lgsteles
terpéje su didele gliukozés koncentracija, i§ jy suformuoti vamzdeliai irgi
neberegresavo, nors ir buvo paveikti LFR (Aranda ir kt., 2012). Taip pat
parodéme, kad akies stiklaktinyje yra LFR, ir kad ji biologiskai aktyvi: gali sukelti
vamzdeliy, suformuoty i§ endoteliniy lasteliy, regresija in vitro. Pacienty,
serganciy proliferacine diabetine retinopatija, stiklakiinio LFR prarado biologinj
aktyvuma (Aranda ir kt., pateikta spausdinti). Taigi, ATX / LFR ne tik valdo
kraujagysliy formavimg ir regresija fiziologinémis saglygomis, bet gali biti svarbiis

reguliuojant patologing angiogenezg.
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Be kraujagysliy formavimo ir regresijos, ATX / LFR buvo susieti ir su
kitoms kraujagysliy funkcijoms. Viena, jie pasizymi uzdegiminiu poveikiu. LFR
in vitro skatina endotelio Igsteliy uzdegiminj atsakg — citokiny ir salycio
molekuliy, kurios gali pritraukti leukocitus ir padéti jiems prisitvirtinti prie
endotelio, raiska (Rizza ir kt., 1999). Be to, LFR skatina jvariy imuninés sistemos
lasteliy migracija (Smyth ir kt., 2008). in vivo parodyta, kad specializuotos
limfmazgiy kraujagyslés (HEV, angl. high endothelial venules), per kuriy sieneles
1 limfmazgj i§ kraujo patenka limfocitai, gamina ypa¢ daug ATX (Kanda ir kt.,
2008; Nakasaki ir kt., 2008). LFR veiké tiek endotelio Igsteles, tiek ir limfocitus,
ir skatino jy tarpusavio sgveikas (Kanda ir kt., 2008; Nakasaki ir kt., 2008).
Suleidus peléms j kraujotakag kataliziSkai neaktyvaus ATX, zyméty limfocity
skaiCius limfmazgiuose sumazé¢jo (Kanda ir kt., 2008). Remiantis Siais
duomenimis, manoma, kad HEV isskiriamas ATX gamina LFR, kuri skatina
limfocity migracija per kraujagyslés sienelg¢ i limfmazgio vidy.

Esama duomeny, kad LFR gali reguliuoti kraujagysliy spindj ir kraujospiidi
(Smyth ir kt., 2008). LFR taip pat keiCia kraujagysliy laiduma; vieny autoriy
duomenimis, LFR stiprina, o kity — silpnina endotelio barjerines savybes in vitro
(apzvelgta van Meeteren ir Moolenaar, 2007). Peliy plauciy fibrozés modelyje
patologinis kraujagysliy laidumas sumazéjo, iSveiklinus LPA; koduojantj gena
(Tager ir kt., 2008).

Be to, LFR aktyvina zmogaus trombocitus ir skatina jy agregacija in vitro,
taigi, gali buti, skatina kraujo kreséjima (Smyth ir kt., 2008). Minétina, kad
aterosklerozinése plokstelése ir oksiduotuose mazo tankio lipoproteinuose (LDL)
btuna daug LFR (Siess ir kt., 1999). Neseniai parodyta, kad pacienty, serganciy
iminiu koronariniu sindromu, kraujo plazmoje irgi daugiau LFR (Dohi ir kt.,
2012). Pasiulyta hipoteze, kad LFR gali stimuliuoti aterotrombozés vystymasi,
skatindama kraujo kreS$¢jima (pvz., plySus aterosklerozinei plokstelei,
trombocitams tapty prieinama jos viduje esanti LFR, kuri paskatinty kresulio

susidarymg). Be to, kaip jau minéta, LFR pasizymi uzdegiminiu poveikiu ir
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skatina lygiyjy raumeny lasteliy proliferacija ir migracija, o Sie procesai taip pat
siejami su aterosklerozés patogeneze (Smyth ir kt., 2008). Minétina, kad grauziky
trombocity LFR neaktyvina; netgi atvirk$¢iai - peliy, kuriy ATX raiska padidinta,
kraujas kres¢jo 1éciau (Pamuklar ir kt., 2009).

Taigi, ATX — LFR signalinis kelias svarbus kraujagysliy augimui,
regresijai ir fukcijoms, taciau kaip konkreciai jis veikia kraujagysles sudarancias
lasteles, vis dar tiriama. Kol kas i§ esmés neiSku, kaip reguliuvojama ATX, LPP ir
LFR receptoriy raiska; kaip reguliuojamas ATX, LPP ir LFR aktyvumas; kod¢l
biologiniuose skysciuose tiek daug LFR, taciau LFR receptoriai néra nuolat
aktyvinti; ar skiriasi kraujo plazmos LFR ir lgstelés aplinkoje pagamintos LFR
vaidmuo; kam reikalingi Sesi skirtingi LFR receptoriai, ir kaip integruojami jy
signalai; kaip Sie signalai gali sukelti tiek skirtingy atsaky ir jtakoti tiek biologiniy
procesy. Kadangi ATX — LFR signalinis kelias siejamas su nemazai patologiniy
procesy, pastaruoju metu juo labai domimasi ir klinikiniu pozitriu. Tiek ATX
(kraujyje cirkuliuojantis fermentas), tiek ir LFR receptoriai (farmakology
,mégstami su G baltymais susij¢ receptoriai) yra patogiis vaisty taikiniai.
Prasidéjusios ATX / LFR slopikliy, veikianc¢iy in vivo, paieskos ir gerokai
suintensyvéje ATX / LFR biologijos, biochemijos ir patologijos tyrimai

artimiausiu metu turéty pateikti daug idomiy rezultaty.

59



2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 MEDZIAGOS, LASTELES IR EKSPERIMENTINIAI GY VUNAI

2.1.1 Reagentai ir tirpalai

Darbe naudoti reagentai buvo pirkti i§ Sigma — Aldrich, iSskyrus kur
nurodyta kitaip.

Lipidai

Eksperimentuose naudota lizofosfatido riigStis buvo 1-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatas  (1-(9Z-oktadecenoil)-sn-glicero-3-fosfatas). Eksperimento dieng ji
iStirpinta nedideliame ttryje PBS tirpalo su 0,5% jaucio serumo albumino (be
riebaly riigsciy) ir prie§ pat eksperimentg praskiesta lgsteliy auginimo terpe.
Koncentruotiems tirpalams ruosti ir saugoti naudoti stikliniai mégintuvéliai, nes
LFR adsorbuojasi prie plastikiniy pavirsiy. Eksperimentuose naudotas
lizofosfatidilcholinas buvo 1-oleoil-sn-glicero-3-fosfocholinas. Fosfatido rugstis
buvo 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfatas, paruosStas i§ kiauSinio trynio lecitino.
Monoacilglicerolis buvo 1-oleoil-rac-glicerolis.

Slopikliai

ATX slopiklis HA130 buvo dr. Huib Ovaa (Nyderlandy vézio institutas)
dovana. LFR receptoriy slopiklis BrP-LPA pirktas i§ Echelon Bioscience. MMP
slopiklis GM6001 ir MMP2/9 slopiklis pirkti i§ Calbiochem.

Antikiinai

ATX antiktinai imunofermentinei analizei (Western blot) buvo dr. Timothy
Clair (Valstybiniai sveikatos institutai, JAV) dovana. ATX antikiinus, tinkamus
imunohistochemijai, padovanojo dr. Junken Aoki (Tohoku universitetas,
Japonija). RasGAP ir PDGFR} antikiinai pagaminti laboratorijoje. LPP1 antiktinai
pirkti i§ Sigma-Aldrich. LPP2 antikiinai pirkti i§ Abgent. LPP3 antikiinai pirkti i$
Novus Biologicals. Kolageno IV antikiinai pirkti i§ Abcam. NG2 antiktinai pirkti

i§ Millipore. PB-aktino antikiinai, antriniai antikiinai, konjuguoti su krieny
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peroksidaze, ir neimunizuoty gyviiny IgG (naudoti kaip izotipo kontrol¢) pirkti i§
Santa Cruz Biotechnology. Antriniai antikiinai, konjuguoti su fluorescenciniais
dazais, pirkti i§ Jackson Immunoresearch.

Baltymai

Eksperimentuose naudotas VEGF buvo rekombinantinis zmogaus VEGF-A
(164 izoforma), gautas i§ Valstybinio vézio instituto (JAV). Koncentruoti VEGF
tirpalai (>0,5 pg/ml) laikyti +4°C temperattroje iki 7 dieny, o labiau praskiesti
tirpalai iki 24 val.

Rekombinantinis ATX baltymas buvo dr. Timothy Clair (Valstybiniai
sveikatos institutai, JAV) dovana.

Tirpalai

PBS — drusky tirpalas. 1 1 10 k. koncentruoto tirpalo ruosiamas i§ 80 g
NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPOy, ir 2,4 g KH,PO,.

HBSS — drusky ir D-gliukozés (5,56 mM) tirpalas, pirktas i§ Gibco.

2.1.2 Lastelés

Visos lgstelés augintos +37°C temperatiiros inkubatoriuje su 5% CO, ir
vandens vonele oro drékinimui. Lastelés persétos kas antrg — kas trecig diena,
skiedziant 1:2 — 1:4. Terpé keista bent kas antrg dieng. Lasteléms pakelti naudotas
0,25% tripsino tirpalas su 0,9 mmol/l EDTA (Gibco).

Jaucio tinklainés endotelio lastelés (angl. bovine retinal endothelial cells,

BREC) isskirtos i§ suaugusiy karviy ir jauciy akiy. Akys buvo gautos i§ vietinés
skerdyklos, per naktj laikytos +4°C temperatiiroje ir po to 1 val. dezinfekuotos
joduoto povidono tirpalu kambario temperattroje (10% joduoto povidono tirpalas
buvo praskiestas PBS santykiu 1:5). Steriliai iSpreparuotos tinklainés buvo
nuplautos PBS ir Svelniai homogenizuotos. Homogenatas mikropipete perkeltas
ant membraninio filtro su 90 um poromis ir keletg karty perplautas PBS. Ant filtro
susikaupe kapiliary fragmentai perkelti | meégintuveli su 12 ml 0,5% kolagenazes

IT (Gibco) tirpalu EBM terp¢je (Lonza). Inkubuota 45 min. +37°C vonioje, kas
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keleta minu¢iy mégintuvélj papurtant. Centrifuguota 10 min. 240 x g pagreiciu,
esant +4°C temperatiirai. Nuosédos suspenduotos 12 ml Sviezio kolagenazés 11
tirpalo ir veél inkubuota 45 min. +37°C vonioje. Pasibaigus inkubacijai,
kolagenazés fermentinis aktyvumas neutralizuotas uzpylus 12 ml EBM terpés su
10% arklio serumo (Lonza). Centrifuguota 10 min 240 x g pagrei¢iu, esant +4°C
temperatiirai. Nuosédos praplautos terpe su serumu. Po centrifugavimo nuosédos
suspenduotos EBM terpéje su 10% arklio serumo, 12 pg/ml jau€io smegeny
ekstrakto (Hammond Cell Tech) ir 80 U/ml penicilino — streptomicino tirpalo
(Gemini Bio Products) ir perkeltos j plastikines l¢kSteles, padengtas jaucio
fibronektinu (50 pg/ml). Lékstelés inkubuotos +37°C temperatiiroje per nakti.
Kita dieng lekstelés triskart praplautos PBS ir ant Igsteliy uzpilta Sviezios terpés.
Terpé keista kasdien. Kai lgstelés padengé daugiau nei puse 1€kstelés ploto, jos
pakeltos nuo pavirSiaus silpnu tripsino ir EDTA tirpalu (0,25% tirpalas buvo 20
karty praskiestas PBS; inkubuota 2 - 3 min.) ir persétos | naujas léksteles. Toks
silpnas tripsino tirpalas nepajégia nuo pavirSiaus atitraukti stipriau prisitvirtinusiy
kity tipy lasteliy, todél kelis kartus Sitaip Igsteles perséjus gaunama beveik gryna
endotelio lgsteliy kultiira. Kultiiros grynumas patvirtintas morfologiskai (endotelio
lastelés auga tankiu monosluoksniu, primenanciu grindinj (angl. cobblestone
morphology)). Be to, >99% lasteliy sgveikavo su fluorescenciskai pazymétu
lektinu IB4-GS (Sis lektinas atrankus endotelio lgsteléms) ir <1% ekspresavo NG2
(pericity zymuo). Po iSskyrimo BREC augintos ant fibronektinu padengty
1eksteliy EBM terpéje su 10% arklio serumo, 12 pg/ml jauc€io smegeny ekstrakto
ir 80 U/ml penicilino — streptomicino. Eksperimentams naudotos devinto -
dvylikto pasazy lastelés.

Jaucio tinklainés pericitai (angl. bovine retinal pericytes, BRP) buvo dr.

George Davis (Missouri — Columbia universitetas) dovana. Dr. Davis
laboratorijoje pericitai i§ tinklainiy buvo iSskirti pagal literatiiroje apraSyta
protokola (Nayak ir kt., 1988). Pericitai auginti ant zelatina (0,1%) padengty
leksteliy DMEM terpéje (Gibeo) su 1 g/l D-gliukozés, 15% negimusio verselio
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serumo (FBS, Lonza) ir 80 U/ml penicilino — streptomicino tirpalo. >99% lasteliy
ekspresavo pericity zymenj NG2. Eksperimentams naudotos penkto - septinto
pasazy lastelés.

C3H 10T1/2 lasteles pirktos i§ ATCC. Tai C3H pelés embriono
fibroblastai. C3H 10T1/2 Igstelés augintos DMEM terpéje su 4,5 g/l D-gliukozés,

10% FBS ir 80 U/ml penicilino — streptomicino tirpalo. Eksperimentams naudotos
penkiolikto - dvideSimto pasazy lastelés.
Zmogaus virkstelés venos endotelio lastelés (angl. human umbilical vein

endothelial cells, HUVEC) pirktos i§ Lonza. HUVEC augintos tiekéjo

rekomenduojamoje EGM-2 terpéje (Lonza). Galutiné serumo (FBS) koncentracija
terp¢je buvo 2%. Eksperimentams naudotos penkto - septinto pasazy lastelés.

Zmogaus smegeny smulkiyjy kraujagysliy pericitai (angl. human brain

microvascular pericytes, HBVP) pirkti i§ ScienCell Research Laboratories. Sie
pericitai auginti ant poli-L-lizinu padengty léksteliy (2 pg/em®) tiekéjo
rekomenduojamoje PM terpéje. Galutiné serumo (FBS) koncentracija terpéje buvo
2%. Eksperimentams naudotos penkto - septinto pasazy lastelés.

HEK?293 (transformuotos zmogaus embriono inksty) lastelés augintos
DMEM terpé¢je su 4,5 g/l D-gliukozeés, 10% FBS ir 80 U/ml penicilino —
streptomicino tirpalo.

293T lastelés (naudojamos lentivirusy gamybai) gautos i§ ATCC. Jos

augintos DMEM terpéje su 4,5 g/l D-gliukozés, 10% FBS ir 80 U/ml penicilino —

streptomicino tirpalo.

2.1.3 Eksperimentiniai gyvunai

Visi eksperimentai su pelémis buvo patvirtinti Schepens akiy tyrimy
instituto gyviiny globos komiteto ir atitiko JAV valstybinius standartus.
Enpp2™™ pelés (kamienas — C57Bl1/6) buvo gautos i§ dr. Wouter H.

Moolenaar laboratorijos (van Meeteren ir kt., 2006) (Nyderlandy vézio institutas).
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Tie2-Cre pelés (miSraus kamieno) (Kisanuki ir kt., 2001) buvo gautos is dr.

Yuko Fujiwara (Bostono vaiky ligoniné).
2.2 METODAI

2.2.1 Vamzdeliy formavimosi ir regresijos kolageno gelyje
tyrimas

Kolageno gelis paruostas i§ jaucio kolageno tirpalo (galutiné koncentracija
2,48 mg/ml, Advanced BioMatrix), 0,02 N NaOH, 20 mM HEPES (Lonza), 2
mg/ml NaHCO;, 0,5 pg/ml fibronektino, 0,5 pg/ml laminino ir 10,5 mg/ml RPMI
terpés milteliy (Gibco). Gelis iSpilstytas i plastikinés 1ékstelés Sulinélius (po 400
ul, jei 1ekstelé 24-iy Sulinéliy), ir jam leista sustingti 1 val. +37°C temperatiiroje.
Ant gelio pasétos endotelio lgstelés (paprastai 60 tukst. BREC arba 90 tukst.
HUVEC, jei lékstele 24-iy Sulinéliy). Tais atvejais, kai formuoti miSriis
vamzdeliai, pericitai arba C3H 10T1/2 lastelés sétos ant jau prisitvirtinusiy
endotelio lasteliy, prag¢jus 16 valandy po to, kai buvo pasétos pastarosios.
Optimalus pericity ir C3H 10T1/2 lagsteliy skaiius priklausé nuo lasteliy tipo ir
buvo nustatytas eksperimentiSkai. Kai formuoti misSriis vamzdeliai, endotelio
lasteliy séta maziau nei formuojant vamzdelius tik i$ endotelio lasteliy, kad
bendras pradinis Igsteliy skaicius biity vienodas (iSskyrus kur nurodyta kitaip).
Dar po 8 val. nusiurbta lasteliy auginimo terpé ir uzpiltas antras kolageno gelio
sluoksnis (150 pl). Jam leista sustingti. Pasibaigus kolageno polimerizacijai,
uzpilta Igsteliy auginimo terpés su 2,5 ng/ml VEGF-A. Vamzdeliy formavimasis ir
regresija stebéti invertuotu mikroskopu (Nikon Eclipse TE2000-S). Vamzdeliy
formavimasis jvertintas pra¢jus 16 val. po terpés su VEGF uzpylimo. Vamzdeliy
regresija jvertinta pragjus 24 val., 48 val. ir (HUVEC atveju) 72 val. po VEGF
poveikio pradzios, iSskyrus kur nurodyta kitaip. Terpé kasdien keista Sviezia terpe

su VEGF.
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Kiekybiniai duomenys gauti taip: nufotografuota kiekvieno Sulinélio
centrin¢ dalis (40 k. padidinus). ImageJ vaizdy analizés programa (Valstybiniai
sveikatos institutai, JAV) iSmatuotas kiekvieno vamzdelio ilgis. Vamzdeliy ilgiai
susumuoti ir iSreik§ti mm. Daugelyje eksperimenty vamzdeliy ilgiy suma 24-3,
48-3 ir 72-3 valandomis iSreikSta procentais, vamzdeliy ilgiy sumg tame paciame
Sulinélyje 16-3 valanda prilyginus 100%. ApskaicCiuotas 3 — 4 Sulinéliy vidurkis.

Kiekvienas eksperimentas pakartotas bent 3 kartus.

2.2.2 Fluorescenciné mikroskopija

Lasteliy fluorescenciné mikroskopija

Fluorescencinés  mikroskopijos  eksperimentams Igstelés augintos
specialiuose induose, kuriy dugnas yra objektinis stiklelis, ir kuriy virSuting dalj
paSalinus Iastelés lieka ant objektinio stiklelio (angl. chamber slides). Kur
nenurodyta kitaip, dirbta kambario temperatiiroje. Nusiurbus auginimo terpg,
lasteles dukart praplautos PBS. Fiksuota 4% paraformaldehido tirpalu PBS
(Svieziai paruostu i§ 16% tirpalo, Electron Microscopy Sciences) 30 min. Du
kartus praplauta PBS. Lastelés pralaidintos 0,1% Triton X-100 tirpalu PBS 10
min. Tris kartus praplauta PBS. Po to ant Igsteliy uzpilta blokavimo tirpalo (1%
jaucio serumo albumino, 0,1% Triton X-100, PBS) ir inkubuota 1 val. Pasalinus
blokavimo tirpala, uzlaSinta pirminiy antikiing (arba lektino), praskiesty
blokavimo tirpalu. NG2 antikiinai skiesti 1:200 — 1:400, PDGFRp antikiinai -
1:1000, IB4-GS lektinas (konjuguotas su fluorescencine Zzyme, Invitrogen)
skiestas 1:250. Lastelés kontroliniuose Sulinéliuose buvo paveiktos to paties
izotipo kontroliniais (neimunizuoty gyviiny) antikiinais. Inkubuota 1 wval.
kambario temperatiiroje arba +4°C temperatiiroje per naktj. Dukart praplauta PBS.
UzlasSinta antriniy antikiiny, konjuguoty su fluorescencinémis zymémis (praskiesty
blokavimo tirpalu 1:200). Lastelés, kurios buvo dazytos IB4-GS lektinu, vietoj
antrinio antiktino tirpalo buvo paveiktos blokavimo tirpalu. Inkubuota 1 val.

Dukart praplauta PBS. UzlaSinta sutvirtinimo terpés su branduoliy dazu DAPI
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(Vector Laboratories). Uzdengta dengiamuoju stikleliu. Fluorescencija stebéta
Zeiss Axioskop 2 mot plus mikroskopu ir fiksuota AxioCam kamera.

Vamzdeliy fluorescenciné mikroskopija

Vamzdeliai formuoti 48-iy $ulinéliy léksteleje. Sulinéliai 3 k. praplauti
+37°C temperatiros HBSS tirpalu. Uzpilta 200 pl 1 mg/ml kolagenazés I tirpalo.
Inkubuota 10 min. +37°C temperatiroje létai supant, kad kolagenazé i§ dalies
suardyty virSutinj kolageno gelio sluoksnj. Praplauta atSaldytu PBS tirpalu.
Vamzdeliai fiksuoti 4% paraformaldehido tirpalu 1 val. +4°C temperaturoje. 3 k.
po 15 min. plauta kambario temparatiiros PBS. Blokuota ir pralaidinta PBS su 3%
pieno milteliy, 0,1% jaucio serumo albumino, 0,5% Triton-X100 ir 1 mM CaCl,
per nakt] +4°C temperatiiroje. Kitg dieng antikiinai ir / arba lektinas praskiesti
blokavimo tirpalu (NG2 antikiinai skiesti 1:100, IB4-GS lektinas irgi skiestas
1:100) ir uzpilti ant vamzdeliy. Inkubuota 24 val., esant +4°C temperatiirai. Plauta
PBS su 0,1% Triton-X100 3 wval., kas pusvalandj kei¢iant plovimo tirpalg.
Antriniai antiktinai praskiesti blokavimo tirpalu 1:200 ir uzpilti ant vamzdeliy.
Inkubuota 24 val., esant +4°C temperatiirai. 2 val. plauta PBS, kas 15 min.
keiciant tirpalg. Ant objektinio stiklelio uzlaSinta tvirtinimo terpés su DAPIL
Kolageno gelis su vamzdeliais pincetu isSkeltas i§ Sulinélio, jmerktas j tvirtinimo
terpés laSa ir uzdengtas dengiamuoju stikleliu. Fluorescencija stebéta Leica TCS-

SP5 konfokaliniu mikroskopu.

2.2.3 Kolageno geliy suardymas baltymy raiskos ir lipidy

koncentracijos matavimams

Kolageno geliai suardyti kolagenazés I tirpalu HBSS buferyje (10 mg/ml,
mazdaug 1/10 gelio tiirio). Inkubuota +37°C temperatiroje 20 - 30 min., kol
nebeliko pastebimy gelio gabaléliy. Lipidy (Zymétos fosfatido arba lizofosfatido
rugsties) koncentracijos matavimams toks gelio tirpalas naudotas su lgstelémis
(t.y., lasteliy neatskyrus). Baltymy raiskos matavimui lasteles reikéjo iSskirti i8

suardyto kolageno gelio. Tam kolageno gelio tirpalas nucentrifuguotas 5 min.
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1000 x g pagreiciu, esant +4°C temperatirai. Nusédusios Iastelés dukart
praplautos Saltu PBS tirpalu ir suardytos elektroforezés pavyzdzio buferiu (zidr.

sk. 2.2.7).

2.2.4 Mikrosomy frakcijos su rekombinantine LFR aciltransferaze

paruoSimas

pTrcHisC plazmidinj vektoriy su pelés LFR aciltransferazés geno kDNR
seka padovanojo dr. Kazuhiko Kume i§ Tokijo universiteto (Kume ir Shimizu,
1997). Sis vektorius buvo cheminés transformacijos metodu jvestas j
kompetentines Escherichia coli bakterijas (DH5a). Transformantai atrinkti pagal
atsparumg karbenicilinui (Gemini Bio Products). Viena transformanty kolonija
perkelta i 500 ml LB terpés ir auginta iki logaritminés fazés vidurio.
Aciltransferazés raiSka indukuota 1 mM IPTG. Po 3 wval. bakterijos
nucentrifuguotos 10 min 3000 x g +4°C temperatiiroje. Nupylus terpe, bakterijos
praplautos atSaldytu 0,2 M Tris-HCl (pH=7,4) tirpalu ir vél nucentrifuguotos.
Nupylus tirpalg, jos suspenduotos 5 ml Sviezio Tris-HCI tirpalo ir suardytos
ultragarsu. Bakterijy lizatas nucentrifuguotas 20 min. 10000 x g +4°C
temperatiiroje. Nuopilas 90 min. centrifuguotas ultracentrifugoje 100000 x g
pagreiCiu, esant +4°C temperatiirai. Taip surinkta mikrosomy frakcija. Nuosédos
suspenduotos 200 ul 0,2 M Tris-HCI (pH=7,4) tirpalo. Bicinchono rtgsties (BCA)
metodu nustatyta baltymy koncentracija. Naudotas Pierce (Thermo Scientific)
rinkinys, ir matavimai atlikti pagal gamintojo rekomendacijas. Suspensija

praskiesta tuo paciu Tris-HCl tirpalu iki 1 mg/ml mikrosominiy baltymy.

2.2.5 LFR koncentracijos matavimas

LFR koncentracija méginiuose iSmatuota pagal (Saulnier-Blache ir kt.,
2000) su keletu pakeitimy. Lipidai i§ nezinomy méginiy ir i$ pavyzdziy su zinoma
LFR koncentracija iSskirti lygiu tiriu vandens prisotinto 1-butanolio. Stipriai

papurcius ir nucentrifugavus (5 min. 3000 x g kambario temperattiroje), organine
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faze atskirta nuo vandenines, ir tirpiklis iSgarintas. Meégintuvélyje like lipidai
suspenduoti 200 pl reakcijos suspensijos (1 pl (50 nCi) radioaktyvios zZymeés —
C-oleoil-kofermento A (58 mCi/mmol, Perkin Elmer), 20 ul 200 mM Tris-HCI
(pH=7,5), 10 pl Escherichia coli mikrosomy suspensijos su rekombinantine LFR
aciltransferaze, 8 pl 500 uM Na; VO, tirpalo ir 161 pl 1 mg/ml vandeninio Tween-
20 tirpalo). Inkubuota 2 val., kas 15 min. papurtant. Reakcija sustabdyta jpylus
400 pl tirpalo 18 chloroformo, metanolio ir 12N druskos rugsties (40:40:0,26). Po
centrifugavimo (5 min. 12000 x g kambario temperatiiroje) virSutin¢ faze
nusiurbta, o apatiné iSgarinta. Mégintuvélyje like lipidai iStirpinti 20 pl
chloroformo ir metanolio tirpalo (1:1) ir uzlasinti ant silikageliu 60 padengtos
plonasluoksnés chromatografijos ploksteles (EMD Biosciences). Taip pat
uzlaSinta standarto — 50 pg nezymétos fosfatido riigSties (FR). Plonasluoksné
chromatografija vykdyta 2 val.. Tirpikliy sistema buvo CHCl;, metanolio, NH,OH
ir vandens tirpalas (65:25:0,9:3). Po chromatografijos nezymétos FR démé
identifikuota jodo garais. '‘C  izotopu pazyméta FR  identifikuota
autoradiografiskai ir (kadangi pastebéta keletas skirtingy zymeéty medziagy) pagal
migracijos atstumo sutapimg su nezymétos FR migracijos atstumu.
Autoradiogramos signaly intensyvumas iSmatuotas Quantity One programa
(BioRad). LFR koncentracija nezinomuose méginiuose apskaiiuota pagal
kalibravimo tiesés lygtj. Tiesinis LFR koncentracijos intervalas buvo 0,03 — 1 uM.
Labiau koncentruoti pavyzdziai buvo praskiesti, kad LFR koncentracija patekty i

tiesinj intervalg.

2.2.6 “C-LFR metabolizmo greic¢io matavimas

"C-LFR skaidymo / perdirbimo j kitus junginius greitis matuotas pagal
(McDermott ir kt., 2006) su keletu pakeitimy. [oleoil-1-'*C] lizofosfatido riigstis
(55 mCi/mmol) pirkta i§ American Radiolabeled Chemicals. Prie§ pat
eksperimentg ji iStirpinta nedideliame turyje PBS su 0,5% jaucio serumo albumino

(be riebaly rugsciy) ir praskiesta lgsteliy auginimo terpe (su 2,5 ng/ml VEGF) iki
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40 nCi/ml. Sia terpe paveikti kolageno geliuose susiformave vamzdeliai ir
kolageno geliai be lasteliy. Po 6 val. surinkta terpé ir kolageno geliai. Lipidai i$
terpés ir kolagenazés tirpalu suardyty geliy (zitir. sk. 2.2.3) iSskirti taip: 1) uzpilta
chloroformo, metanolio ir koncentruotos HCI tirpalo (200:400:5, 375 ul, jei
pavyzdzio pradinis tiiris 300 pl) ir papurtyta; 2) uzpilta 125 pl chloroformo,
papurtyta; 3) uzpilta 125 pl 0,1 M HCI, papurtyta; 4) nucentrifuguota 5 min.
12000 x g kambario temperatiiroje; 5) apatinioji fazé¢ perpilta i Svary mégintuvélj
ir iSgarinta. Lipidai iStirpinti 20 pl chloroformo ir metanolio tirpalo (1:1) ir
uzlasinti ant silikageliu 60 padengtos plonasluoksnés chromatografijos plokstelés.
Taip pat wuzlaSinta standarto — 50 pg nezymétos LFR. Plonasluoksné
chromatografija vykdyta 2 val.. Tirpikliy sistema buvo CHCI;, metanolio ir acto
rugsSties tirpalas (38:9:4,5). Po chromatografijos nezymeétos LFR déme
identifikuota jodo garais. '*C izotopu pazyméta LFR identifikuota
autoradiografiskai ir (kadangi pastebéta keletas skirtingy zymeéty medziagy) pagal
migracijos atstumo sutapimg su nezymétos LFR migracijos atstumu.
Autoradiogramos signaly intensyvumas iSmatuotas Quantity One programa.
Zymétos LFR koncentracija méginyije iSreikita procentais, signalo intensyvuma

terpéje 0 val. prilyginus 100%.

2.2.7 Baltymy NDS-PAAG elektroforezé

Baltymy elektroforezinis atskyrimas atliktas vadovaujantis jprasta
metodika, pagal Laemmli, 1970. Surinktas vertikalus elektroforezés aparatas
uzpildytas skiriamojo gelio tirpalu, kurio galutiné akrilamido koncentracija buvo
12% (10 ml: 4,55 ml dist. H,O; 4 ml 30% akrilamido/ N,N’-metilenbisakrilamido
(37,5:1) tirpalo (BioRad); 1,25 ml Tris-HCl (3 M, pH=8,8); 100 uL 10% NDS
(natrio dodecilsulfato) tirpalo; 100 ul 10% APS (amonio peroksosulfato, BioRad)
tirpalo; 4 Wl TEMED (tetrametilendiamino, BioRad). Pasibaigus skiriamojo gelio
polimerizacijai, ant jo uZpiltas koncentruojamojo gelio sluoksnis, kurio galutine

akrilamido koncentracija buvo 5% (5 ml: 3,4 ml dist. H,O; 830 ul 30%
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akrilamido/ N,N’-metilenbisakrilamido tirpalo; 630 ul Tris-HCI (1 M, pH=6,8); 50
ul 10% NDS tirpalo; 50 ul 10% APS tirpalo; 5 ul TEMED). Istatytos Sukos.
Pasibaigus koncentruojamojo gelio polimerizacijai, iSimtos Sukos. VirSutinis ir
apatinis elektroforezés aparato rezervuarai uzpildyti elektrodiniu buferiu (1 1
buferio sudétis: 3 g Tris, 14 g glicino, 1 g NDS, vanduo). | gelio Sulinélius supilti
pavyzdzio buferyje iStirpinty baltymy ar pavyzdzio buferiu suardyty Iasteliy
meéginiai, pavirinti 5 min. ir nucentrifuguoti 5 min. 10000 x g. Pavyzdzio buferio
sudétis: 10% glicerolio, 50 mM Tris-HCI (pH=6,8), 2 mM Na-EDTA, 2% NDS,
1% B-merkaptoetanolio, 0,01% bromfenolio mélio. Elektroforez¢ vykdyta,

naudojant 120 V jtampos nuolating elektros srove.

2.2.8 Imunofermentiné analizé (Western blot)

Imunofermenting¢ analiz¢ atlikta pagal jprasta metodika.

Baltymy pernes$imas ant polivinilidenfluorido (PVDF) membranos

Po elektroforezés poliakrilamido gelis pamerktas | perneSimo buferj
(buferio sudétis: 48 mM Tris, 39 mM glicino, 20% metanolio). Surinktas pusiau
sauso perneSimo aparatas (BioRad). Ant anodinés aparato dalies, sudrékintos
perneSimo buferiu, uzdétas buferyje pamirkytas gelio dydzio storo popieriaus
lapelis. Ant jo uzdéta tokio paties dydzio PVDF membrana, sudrékinta pernesimo
buferyje, o ant jos — gelis. Ant gelio uzdétas dar vienas popieriaus lapelis. Lazdele
iSstumtas oras, esantis tarp sluoksniy, ir uzdétas katodinis dangtis (taip pat
sudrékintas perneSimo buferiu). PerneSimas vykdytas 45 min., esant 25 mA
nuolatinei srovei.

Imunofermentiné analizé

Membrana su pernestais baltymais pamerkta j blokavimo buferi (11: 9 g
NaCl, 1,26 g Tris-HCI, 0,24 g Tris bazés, 10 g neriebaus pieno milteliy, 0,5 ml
Tween-20, 0,05% NaNj). 1 val. inkubuota Svelniai supant. 3 kartus po 15 min.
plauta plovimo tirpalu (11: 9 g NaCl, 1,26 g Tris-HCI, 0,24 g Tris bazés). Po to

uzpilta pirminiy antikiiny, praskiesty blokavimo buferiu (RasGAP antikiinai
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skiesti 1:10000; LPP3 — 1:2500; ATX, B-aktino — 1:1000; LPP2, LPP1 — 1:400).
Inkubuota, esant +4°C temperatiirai, 16 — 36 val. arba, esant +20°C temperaturai,
30 min. — 1 val. Membrana 3 kartus po 15 min. plauta plovimo buferiu. Po to
uzpilta su krieny peroksidaze konjuguoty antriniy antikiiny tirpalo (antikiinai
praskiesti blokavimo buferiu be NaN; santykiu 1:3000). Inkubuota 1 wval.
kambario temperatiiroje. Membrana 3 kartus po 15 min. plauta plovimo tirpalu.
Uzpilta po 2,5 ml chemiliuminescenciniy reagenty (Thermo Scientific). Inkubuota
5 min. supant. Membrana nusausinta ir jdéta tarp skaidriy pléveliy. Ant jy uzdéta
fotojuosta. Eksponuota 5 s — 1 val. Po eksponavimo juosta iSryskinta. Juosteliy
intensyvumas pusiau kiekybiskai iSmatuotas Quantity One vaizdy analizés

programa.

2.2.9 Geny tildymas RNR interferencija

siRNR

LPP1 — LPP3 raiska BREC ir BRP Igstelése tildyta mazosiomis
interferencinémis RNR (siRNR). siRNR oligonukleotidai pirkti i§ Dharmacon
(Thermo Scientific). Oligonukleotidy sekos parinktos Dharmacon siDesign
programa. Kiekvienam taikiniui uzsakyti ir iSbandyti 4 skirtingi oligonukleotidai.
Isbandéme keletg skirtingy transfekcijos reagenty, skirty oligonukleotidy jterpimui
1 pirmines lasteles, ir nustatéme, kad tieck BREC, tieck BRP transfekcijai geriausiai
tiko DharmaFECT 1 (Dharmacon) reagentas. Transfekcijos sékmingumas buvo
jvertintas modifikuotomis, fluorescenciSkai pazymétomis siRNR (siGLO,
Dharmacon) pagal gamintojo rekomendacijas. Lastelés buvo transfekuotos taip
(lasteliy  skaicius, transfekcijos reagento koncentracija, inkubacijos su
transfekcijos reagentu trukmé parinkti eksperimentiSkai):

* BREC. | 24-iy Suliné¢liy Ieékstelés Sulinélius paséta po 7 tikst. Iasteliy. Kita

dieng lagstelés paveiktos transfekcijos reagentu (0,5 pl / Sulinéliui) ir 50 nM siRNR
(nukreiptos prie§ LPP1, 2, 3 arba liuciferazés mRNR (neigiama kontrol¢)) pagal

transfekcijos reagento gamintojo rekomendacijas. Lastelés su Siais reagentais
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inkubuotos 6 val., ir po to pakeista terpé. Baltymy raiska tirta praéjus 48, 72, 96 ir
120 val. po transfekcijos.

* BRP. | 24-iy Sulinéliy 1ekstelés Sulinélius paséta po 30 tukst. lgsteliy. Kita
dieng lgstelés paveiktos transfekcijos reagentu (1,5 pl / Sulinéliui) ir 50 nM siRNR
(nukreiptos pries LPP1, 2, 3 arba liuciferazés mRNR) pagal transfekcijos reagento
gamintojo rekomendacijas. Lastelés su Siais reagentais inkubuotos 24 val., ir po to
pakeista terpé. Baltymy raiska tirta pragjus 48, 72, 96 ir 120 val. po transfekcijos.

Tiek BREC, tiek ir BRP atveju né vienas i§ LPP1 ir LPP3 oligonukleotidy
reik§mingai nesumazino savo taikinio raiSkos. LPP2 oligonukleotidas, kurio
mRNR seka atitinkanCios grandinés (angl. sense strand) seka buvo 5'-
UGACAGACCUGGCCAAGUAUU-3’, LPP2 raiska sumazino mazdaug 75%.
Maziausia LPP2 raiska nustatyta praéjus 72 ir 96 val. po transfekcijos.

shRNR

LPP raiska C3H 10T1/2 Iastelése mazinta shRNR (angl. short hairpin
RNA). shRNR sekos gautos i§ The RNAi Consortium (Broad institutas, Bostonas,
JAV). Plazmidiniai vektoriai pLKO.l1 su ijterptomis shRNR sekomis arba
kontroline GFP shRNR seka uzsakyti i§ Dana Farber vézio instituto. Lentivirusai
su Siais vektoriais pagaminti pagal The RNAi Consortium rekomendacijas: j 293T
pakavimo lasteles jterptos pLKO.1 plazmidés, plazmidé¢, koduojanti viruso gag,
pol ir rev genus (PCMV-DR8.91, Dana Farber vézio institutas), ir plazmide,
koduojanti viruso kapsidés baltyma (VSV-G/pMD2.G, Dana Farber vézio
institutas). Transfekcijai naudotas TransIT-LT1 transfekcijos reagentas (Mirus
Bio). Terpé su virusais surinkta praéjus 36 ir 60 val. po transfekcijos. Terpé
uzSaldyta ir iki infekcijos laikyta —80°C temperatiiroje. C3H 10T1/2 lastelés
infekuotos, kai jos buvo padengusios mazdaug 80% lékstelés ploto. Lastelés (10
cm léksteléje) paveiktos 0,5 ml terpés su virusais ir 8 ug/ml polybrene reagento.
Po 24 val. infekuoty lasteliy atrankai j terpe pripilta 5 pg/ml puromicino. Lastelés
augintos terp¢je su puromicinu mazdaug 2 savaites, kol zuvo visos virusy

negavusios lastelés kontrolinése 1¢kstelese.
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2.2.10 ATX ECKO peliy iSvedimas

ATX koduojanc¢iam genui (Enpp2) endotelio lastelese iSveiklinti
pasirinkome Cre — lox metoda (2.1 pav.) (apzvelgta Tronche ir kt., 2002). Sio
metodo esmé tokia: i geno, kurj norima iSveiklinti, sekg jterpiamos dvi loxP sekos.
Tai 34 bp sekos, kurias atpazjsta bakteriofago P1 rekombinaz¢ Cre. Pelés su loxP
sekomis gene, kurj norima iSveiklinti, sukryzminamos su transgeninémis pelémis,
kurios ekspresuoja Cre rekombinaze. Jy palikuonyse Cre baltymas atpazjsta loxP
sekas ir katalizuoja rekombinacija tarp jy, taip ,,iSkirpdamas* geno fragmentg ir
geng iSveiklindamas. Jei pasirenkamos pelés, kurios ekspresuoja Cre tik tam
tikrose lastelése ar tam tikrame audinyje (t.y., Cre raiskg valdo audiniui ar lgsteliy
tipui atrankus promotorius), genas atrankiai i§veiklinamas butent tose lastelése ar

tame audinyje.

Cre

>

loxP

o

loxP loxP

| Geno dalis pp—  ——

2.1 pav. Cre - lox metodo schema

ATX koduojan¢iam genui atrankiai iSveiklinti endotelio Iastelése
pasirinkome transgenines Tie2-Cre peles. Sios pelés Cre rekombinaze ekspresuoja
nuo Tie2 promotoriaus, atrankaus endotelio lgsteléms, kai kurioms kraujo
lasteléms ir endotelio kilmeés Sirdies lgsteléms (Kisanuki ir kt., 2001). Tie2
promotoriaus valdoma Cre raiSka labai daznai naudojama endotelio lgsteliy

genams iSveiklinti.
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Tie2-Cre peles kryzminome su pelémis, i kuriy Enpp2 gena abipus
fermento aktyvyjj centra koduojanéiy 6 ir 7 egzony buvo jterptos loxP sekos. Sias

peles vadinsime Enpp2"" pelémis (zidr. 2.1 lentelg).

2.1 lentelé. Darbe minimi Enpp2 ir Tie2-Cre aleliai

Alelio pavadinimas Paaiskinimas

Enpp2" Gamtinio tipo Enpp2 genas

Enpp2" Enpp2 genas su jterptomis /oxP sekomis (nuo angliSko
alelio su /oxP sekomis pavadinimo ,.floxed")

Enpp2" Enpp2" genas po rekombinacijos, su ,,iskirptais“ 6 ir 7
egzonais

Tie2-Cre Transgenas, koduojantis bakteriofago P1 rekombinazes
Cre raiSkg nuo endotelio Igsteléms atrankaus Tie2
promotoriaus. Tie2-Cre' nurodo, kad pelé turi Tie2-Cre
transgeng. Tie2-Cre” nurodo, kad pelé¢ S§io transgeno
neturi.

ATX ECKO pelés, Enpp2"" Tie2-Cre’, isvestos sukryzminus Enpp2"*

peles su Tie2-Cre (Tie2-Cre") pelémis. Peles kryzminome tokia tvarka:

+ F/F
2F/ 2 /

1. Enpp peles sukryZminome tarpusavyje ir atrinkome FEnpp

palikuonis;

2" peles sukryzminome su Tie2-Cre pelémis. Visi palikuonys buvo

2. Enpp
Enpp2"" Tie2-Cre";

3. Enpp2"" Tie2-Cre" peles sukryzminome su Enpp2"" pelémis. Mazdaug
25% iy peliy atsivesty peliuky buvo ATX ECKO pelés (Enpp2"" Tie2-Cre”).

Toliau ATX ECKO peles veis¢éme kryzmindami ATX ECKO patin¢lius su
Enpp2""" Tie2-Cre patelémis. ATX ECKO pateliy veisimui naudoti negalé¢jome.
Pasteb¢jome, kad visi jy palikuonys — net ir tie, kurie nepaveld¢jo Tie2-Cre
transgeno — turéjo rekombinuota Enpp?2 alelj Enpp2®. Mums kilo jtarimas, kad
Enpp2" alelio rekombinacija jvyko pateliy lytinése Igstelése, ir todél visose jy
palikuoniy lagstelése (t.y., ne tik endotelio) buvo iSveiklintas Enpp2 genas.

Literatiiroje radome informacijos, kad Tie2 promotorius i$ tiesy gali biti veiklus

Tie2-Cre peliy pateliy lytinése Iastelése, ir todel Siose lastelése gali jvykti
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rekombinacija (de Lange ir kt., 2008). Taciau patinéliy lytinése lastelése Tie2
neaktyvus, ir tod¢l tolimesniam ATX ECKO veisimui naudojome ATX ECKO
patinélius ir Enpp2"" Tie2-Cre pateles. Pusé jy palikuoniy buvo ATX ECKO
pelés, o kita puse — Enpp2"™™ Tie2-Cre” pelés, kurias toliau vadinsime
kontrolinémis pelémis, ir su kuriomis eksperimenty metu lyginome ATX ECKO

peles.

2.2.11 Peliy genotipavimas

Genomo DNR iSskyrimas

Genomo DNR peliy genotipavimui iSskyréme i§ uodegéliy galiuky
(mazdaug 2 mm ilgio). DNR isskirta taip: ant audinio uzpilta tirpalo su 0,1 M
Tris-HCI (pH=8,5), 0,05 M Na-EDTA, 1% NDS, 0,5 M NaCl ir 0,25 mg/ml
proteinazés K. Inkubuota 4 val. +55°C temperatiiroje ir po to nucentrifuguota 8
min. 12000 x g pagreiciu, esant kambario temperatiirai. Nuopilas perpiltas i
meégintuvelj su tokiu paciu tiiriu izopropanolio. Gerai iSmaiSius, centrifuguota 8
min. 12000 x g pagrei¢iu, esant +4°C temperatirai. Nuosédos praplautos 70%
etanolio tirpalu. Nucentrifuguota 8 min. 12000 x g pagrei¢iu, esant +4°C
temperatiirai. Etanolis nupiltas. Nuosédos 15 - 30 min. padziovintos kambario
temperatiiroje ir iStirpintos 50 pl distiliuoto vandens. DNR tirpalas pakaitintas 10
min. +65°C temperatiiroje, kad biity nuslopintas proteinazés K aktyvumas. DNR
laikyta —20°C temperatiiroje.

Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

Enpp2*, Enpp2", Enpp2" ir Tie2-Cre aleliai identifikuoti PGR. Enpp2” ir
Enpp2" aleliai nustatyti PGR su pradmenimis P583 ir P584 (zidir. 2.2 lentele).
Reakcijos produktai buvo 170 baziy pory (bp) fragmentas, atitinkantis Enpp2”
aleli, ir 300 bp fragmentas, atitinkantis Enpp2" alelj. Enpp2” identifikuotas
pradmenimis P640 ir P643 (reakcijos produktas buvo 370 bp). Tie2-Cre alelis
identifikuotas pradmenimis Tie2 ir Cre (Kisanuki ir kt., 2001) (reakcijos

produktas buvo 500 bp). PGR miSinio sudétis nurodyta 2.3 lenteléje (visi
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reagentai pirkti i§ Promega), o reakcijos eiga — 2.4 lenteléje. Reakcijos produktai

frakcionuoti 1,5% agarozés gelyje pagal standarting metodika.

2.2 lentelé. Pradmenys, naudoti peléms genotipuoti

Pradmens Nukleotidy seka, 5°-3’ Nustatomi aleliai
pavadinimas
P583 TGCTTGAAGTGTGTGTGCAC Enpp2’, Enpp2"
P584 TTGAATCCTGAGCAATATGG Enpp2", Enpp2"
P640 GCACATACCTTTAATTCCAGCAC Enpp2"
P643 ACAGACTTCTCTCTGAAGCTGAC Enpp2*
Tie2 CCCTGTGCTCAGACAGAAATGAGA Tie2-Cre"
Cre CGCATAACCAGTGAAACAGCATTGC Tie2-Cre”

2.3 lentelé. PGR miSinio sudétis
Pradmeny pora— | P583, P584 P640,P643 Tie2, Cre
Reagentasi
Taq polimerazé 1,25 aktyvumo vnt | 1,25 aktyvumo vnt | 1,25 aktyvumo vnt
Reakcijos buferis Sul Sul Sul
MgCl; (25 mM) 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
dNTP (10 mM) 0,3 ul 0,3 ul 0,5 ul
Pradmenys (100 | Po 0,05 pl Po 0,05 pl Po 0,125 pl
uM)
DNR 1l 1l 1 ul
Dist. vanduo Iki 25 pl Iki 25 pl Tki 25 pl

2.4 lentelé. PGR eiga
Pradmeny pora — P583, P584 P640,P643 Tie2, Cre
Reakcijos Zingsnis{
1. Pradiné denaturacija 5 min. +94°C | 5 min. +94°C | 5 min. +94°C
2. Denaturacija 30 s +94°C 30 s +94°C 1 min. +94°C
3. Pradmeny prilipimas 30 s +58°C 30 s +60°C 90 s +60°C
4. DNR sintezé 30 s +72°C 30 s +72°C 2 min. +72°C
5. Cikly skaicius (kartojami 29 29 29
Zingsniai 2 - 4)
6. DNR sintezé 5 min. +72°C | 5 min. +72°C 5 min. +72°C
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2.2.12 Baltymy raiskos limfmazgiy Kkraujagyslése nustatymas

imunohistocheminiu metodu

Baltymy (ATX ir kolageno IV) raiska limfmazgiy kraujagyslése nustatyta
imunohistocheminio dazymo metodu. Peliy kaklo ir kirkSnies limfmazgiai 24 val.
fiksuoti 10% formalino tirpale. Limfmazgiai dehidratuoti etanoliu ir ksilenu bei
ilieti  parafing. Paruosti 4 um storio pjuviai (limfmazgiai dehidratuoti, jlieti i
parafing ir supjaustyti Schepens akiy tyrimy instituto morfologijos laboratorijos
darbuotojy). Objektiniai stikleliai 2 val. pakaitinti +60°C temperatiiros dziovinimo
spintoje. ISskyrus kur nurodyta kitaip, toliau dirbta kambario temperatiiroje.
Pjuiviai deparafinizuoti palaikius objektinius stiklelius voneléje su ksilenu (2 k. po
3 min.) ir po to su ksileno ir 100% etanolio tirpalu (3 min.). Pjiviai rehidratuoti
vonelégje su 100% etanoliu (inkubuota 2 k. po 3 min.), po to voneléje su 95%
etanoliu (3 min.), 75% etanoliu (3 min.) ir 50% etanoliu (3 min.). Objektiniai
stikleliai nuplauti vandeniu. Epitopy struktiira atkurta 20 min. pavirinus stiklelius
epitopy struktiiros atkiirimo tirpale (angl. antigen retrieval solution, Vector
Laboratories). Stikleliams 20 min. leista atvésti, ir jie nuplauti PBS tirpalu.
Peroksidaziy aktyvumas nuslopintas ant pjuviy uzlasinus 1% H,0, tirpalo
metanolyje ir palaikius 10 min. Nuplauta PBS (2 k. po 5 min.). Avidino ir biotino
jungimosi sritys uzblokuotos avidino ir biotino blokavimo tirpalais (Vector
Laboratories, po 15 min, tarp skirtingy blokavimo tirpaly praplaunant PBS).
Nuplauta PBS (2 k. po 5 min.). Uzpilta blokavimo buferio, paruosto i§ PBS su
0,2% Tween-20 ir 3% serumo (naudojamas tos riisies gyviny, kuriuose pagaminti
antriniai antikiinai, kraujo serumas). Inkubuota 30 min. Nusiurbus blokavimo
buferj, uzpilta pirminiy antikiiny, praskiesty blokavimo buferyje. ATX antikiinai ir
ziurkés IgG (izotipo kontrolé) praskiesti 100 k., o kolageno IV antikiinai ir triusio
IgG — 400 k. Inkubuota per naktj +4°C temperatiiroje. Kitg dieng praplauta PBS (3
k. po 10 min.). Uzpilta antrinio antikiino (konjuguoto su biotinu, Jackson

Immunoresearch), 500 k. praskiesto blokavimo buferiu. Inkubuota 1 val. Praplauta
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PBS (3 k. po 10 min.). Pagal gamintojo (Vector Laboratories) rekomendacijas
paruostas ABC reagentas (avidino, biotino ir peroksidazés kompleksas). Jo
uzlaSinta ant pjuviy ir inkubuota 45 min. Praplauta PBS (3 k. po 5 min.). Pagal
gamintojo rekomendacijas (Thermo Scientific) paruostas peroksidazés substratas -
3,3’-diaminobenzidino (DAB) reagentas. Pjiiviai 12 min. dazyti DAB (per ta laikg
susidaré¢ rudos spalvos peroksidazés reakcijos produktas). Nuplauta PBS.
Uzlasinta tvirtinimo terpés i§ 50% glicerolio ir 50% PBS. Uzdengta dengiamuoju

stikliuku. Pjuviai apzitréti Sviesaus lauko mikroskopu ir nufotografuoti.

2.2.13 Stiklakunio kraujagysliy regresijos tyrimas

Stiklakiinio kraujagysliy regresijai (ziur. sk. 1.1.4.1) tirti buvo surinktos 1,
7, 14 ir 21 d. amziaus peliy akys. Jos buvo bent 24 val. fiksuotos 10% buferiniu
formalino tirpalu ir praplautos PBS. Schepens akiy tyrimy instituto morfologijos
laboratorijoje akys buvo jlietos i metilmetakrilata, ir buvo paruosti 3 um storio
sagitaliniai pjuviai, mazdaug per akies obuolio centrg. Jie nudazyti hematoksilino
ir eozino dazais. Paruosti 45 kiekvienos akies pjiiviai, ir kas penktame (i§ viso
deSimtyje) suskaiCiuoti lasteliy branduoliai, esantys stiklaktinio kraujagysliy

sienelése. Branduoliy skaicius 10-yje pjuviy sudétas.

2.2.14 Tinklainés kraujagysliy tinklo tankio ir strukturos
jvertinimas

Tinklainés buvo iSpreparuotos i§ 3 mén. amziaus peliy akiy. Akys pries tai
buvo 1 val. fiksuotos 4% paraformaldehido tirpalu ir nuplautos PBS (3 k. po 15
min.). Dirbta kambario temperatiiroje. Tinklainés buvo 24 val. dazytos IB4-GS
lektinu, 50 k. praskiestu PBS su 1 mM CaCl, ir 0,5% Triton-X100. Po dazymo
tinklainés praplautos PBS (3 k. po 15 min.). Tinklainés jkirptos 4-5 vietose
(neperkerpant per centrg), kad biity lengviau jas iSskleisti ant objektinio stiklelio.
Uzlasinta sutvirtinimo terpés (Vector Laboratories) ir uzdengta dengiamuoju

stikleliu. Tinklainés kraujagysliy tinklas apzvelgtas fluorescenciniu mikroskopu ir
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nufotografuotas. Nusidaziusiy endotelio Igsteliy uzimamas plotas jvertintas vaizdy

analizés programa Image] ir iSreikStas viso paveikslélio ploto procentais.

2.2.15 Statistiné analizé

Duomenys analizuoti GraphPad Prism ir Microsoft Excel programomis.
Dviejy im¢iy vidurkiy palyginimui naudotas Stjudento t kriterijus (poriniy imciy
atveju — porinis t kriterijus). Trijy ir daugiau grupiy lyginimui naudotas
vienfaktorinés arba dvifaktorinés dispersijos analizés (ANOVA) metodas. Kai
duomenys buvo blokuoti, naudotas blokuoty duomeny vienfaktorinés arba
dvifaktorinés ANOVA metodas. post hoc kriterijai buvo Bonferroni (dvifaktorinei
analizei), Tukey (vienfaktorinei, kai tarpusavyje lygintos visos grupés) arba

Dunnett (vienfaktorinei, kai grupés lygintos su kontrole).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 PERICITY POVEIKIO KRAUJAGYSLIU STABILUMUI IN VITRO
MODELIO ISVYSTYMAS

Pericity poveikio kraujagysliy stabilumui molekuliniams mechanizmams
tirti pasirinkome in vitro kraujagysliy formavimosi ir regresijos modelj.
Kraujagysles primenantys tus¢iaviduriai vamzdeliai Siame modelyje susiformuoja
i§ endotelio Iagsteliy (EL), jas paséjus tarp dviejy kolageno gelio sluoksniy ir
paveikus kraujagysliy augimo veiksniu (VEGF-A, toliau tekste VEGF) (3.1 pav.).
Vamzdeliai susiformuoja mazdaug per 12 — 16 val. po VEGF uzpylimo. Po to
vamzdeliai pradeda savaime regresuoti (trauktis ir nykti) (3.1 pav.), nors kasdien
pakei¢iama terpe ir pripilama Sviezio VEGF. Regresija baigiasi mazdaug 48 val.
po VEGF uzpylimo. Sis modelis tiksliai atspindi ne visus kraujagysliy
formavimosi ir regresijos gyvame organizme aspektus, taCiau jis paprastesnis ir
greitesnis uz in vivo modelius. Misy laboratorijoje jis sékmingai panaudotas
jvairiems kraujagysliy formavimosi ir regresijos molekuliniy mechanizmy
aspektams tirti (Im ir Kazlauskas, 2006b; Im ir Kazlauskas, 2007; Im ir kt., 2010;
Aranda ir kt., 2012).

Literattroje gausu duomeny, kad pericitai stabilizuoja kraujagysles in vivo
(ziur. sk. 1.1.5.3). Taip pat zinojome, kad jie gali stabilizuoti vamzdelius in vitro
modeliuose, panaSiuose | musiskj (Saunders ir kt., 2006; Schrimpf ir kt., 2012).
Norédami patikrinti, ar pericitai gali sustabdyti vamzdeliy i§ EL regresija misy
modelyje, kartu su jaucio tinklainés endotelio Igstelémis (BREC) ant kolageno
gelio paséjome pericity pirmtaky — pelés C3H 10T1/2 Iasteliy (toliau 10T). Sios
lastelés — tai pelés embriono fibroblastai, kurie auginami kartu su EL
diferencijuoja j pericitus primenancias lasteles (Hirschi ir kt., 1998) ir daznai
naudojami vietoj pirminiy pericity ir kraujagysliy lygiyjy raumeny Igsteliy

(Darland ir kt., 2003; Kale ir kt., 2005; Stewart ir kt., 2011; Fabian ir kt., 2012),
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nes yra gerai apibudinti ir lengvai auginami. Pasétos tarp dviejy kolageno gelio
sluoksniy kartu su endotelio Igstelémis, 10T lastelés iS tiesy ekspresavo pericity
zymenis NG2 (3.2 pav.; fluorescencinés konfokalinés mikroskopijos darbus atliko
dr. Jorge Aranda) ir PDGFRp (duomenys neparodyti). Dauguma 10T lgsteliy, kaip
budinga pericitams, jungési prie EL vamzdeliy i§ iSorinés pusés (3.2 pav.), nors,

kitaip nei pericitai in vivo, ne visu lgstelés kinu.

A.
12-16 val.,

Terpe VEGF 24-48 val,

e B
Kolageno gelis | i |
l I I

Lasteles Vamzdeliai Suire vamzdeliai
B.

+VEGF

3.1 pav. Kraujagysliy formavimosi ir regresijos modelis.

Endotelio lgstelés paséjamos tarp dviejy kolageno gelio sluoksniy. Uzpylus terpés su 2,5
ng/ml VEGF, per 12 — 16 val. susiformuoja kraujagysles primenantys vamzdeliai.
Prag¢jus 24 — 48 val. po VEGF uZpylimo, vamzdeliai regresuoja. Be VEGF vamzdeliy
formuojasi mazai.

A. Eksperimento schema.

B. Vamzdeliai i§ jaucio tinklainés endotelio Iasteliy (BREC), stebimi invertuotu
mikroskopu.
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Vamzdeliai, suformuoti i§ BREC ir 10T Iasteliy, kitaip nei vamzdeliai
suformuoti tik i§ BREC, neregresavo (3.3 pav.). Taigi, 10T lastelés stabilizavo
vamzdelius. Svarbu pabrézti, kad pacios savaime 10T Iastelés vamzdeliy
neformavo (duomenys neparodyti). Modeli optimizavome, parinke tinkamiausia
pericity pirmtaky ir EL skaiCiaus santykj. Stabilizavimas buvo pastebimas, kai
10T lastelés sudaré¢ deSimtadalj ar daugiau viso lasteliy skaiciaus (duomenys
neparodyti), taciau dél geresnio atsikartojamumo tolimesniems eksperimentams

pasirinkome santykj 1:5 (t.y., 1/6 10T lasteliy, 5/6 BREC). Minétina, kad in vivo

EL ir pericity santykis, priklausomai nuo kraujagyslés tipo, yra 1:100-1:1
(Armulik ir kt., 2011).

3.2 pav. BRECir 10T lasteliy
vamzdeliai, stebimi fluorescenciniu
mikroskopu.

Meélyna — branduoliai (pazyméti DAPI),
zalia — EL (identifikuotos pagal saveika
su fluorescenciskai pazymétu lektinu 1B4-
GS), raudona — Igstelés, ekspresuojancios
pericity Zymenj NG2. Balta rodykle
nukreipta j lastele, kuri ekspresuoja NG2,
nesgveikauja su IB4-GS lektinu ir yra
prisijungusi prie EL vamzdelio i$ iSorinés
jo pusés (t.y., pasizymi pericito
savybémis). Horizontalus bruksnys
atitinka 25 um. Dr. Jorge Aranda
nuotrauka.

Kartais miSriy vamzdeliy jau 16 val. buvo Siek tiek daugiau nei vamzdeliy
i$ BREC (3.3 pav., A), galbiit todél, kad regresija kartais prasideda anksciau nei
16 val., taigi 16 val. tokiais atvejais jau pastebimas stabilizavimas. Taip pat gali
buti, kad 10T lastelés Siek tiek paskatina vamzdeliy formavimasi. Vienaip ar
kitaip, i§ patirties zinome, kad tokie nedideli pradinio vamzdeliy skaiciaus / ilgio

skirtumai regresijos grei€iui jtakos neturi; be to, BREC vamzdeliai regresavo
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statistiSkai reik§mingai greiciau net ir tais atvejais, kai jy susiformavo tiek pat ar
netgi daugiau nei misriy vamzdeliy (duomenys neparodyti).

Vamzdelius i§ BREC stabilizavo ne tik 10T lastelés, bet ir pirminiai
pericitai, i$skirti i§ jaucio tinklainés (t.y., i§ to paties audinio kaip ir EL) (3.4
pav.). Sios lastelés taip pat ekspresavo pericity zymenis NG2 (3.5 pav.) ir
PDGFRp (duomenys neparodyti), ir jungési prie EL vamzdeliy i§ iSorinés
vamzdeliy pusés (3.5 pav.). Norédami jsitikinti, kad stabilizavimas pericitais
budingas ne tik BREC, bet ir kitokioms EL, suformavome vamzdelius i§ Zmogaus
virkstelés venos endotelio lasteliy (HUVEC). Jie taip pat savaime regresavo be
pericity, bet buvo stabilis, kai kartu paséjome zmogaus smegeny smulkiyjy

kraujagysliy pericity (HBVP) (duomenys neparodyti).
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3.3 pav. C3H 10T1/2 Iastelés sustabdé modeliniy kraujagysliy regresija.
Vamzdeliai buvo suformuoti i§ jaucio tinklainés endotelio lasteliy (BREC) arba jaucio
tinklainés endotelio Iasteliy ir pelés C3H 10T1/2 lasteliy (BREC + 10T) santykiu 5:1.
Stebétas vamzdeliy formavimasis 16 val. ir regresija 24 val., 40 val. ir 48 val. po VEGF
uzpylimo.

A. Vamzdeliai, stebimi invertuotu mikroskopu.

B. Susumuoti penkiy nepriklausomy eksperimenty duomenys. Vamzdeliy ilgis 16 val.
prilygintas 100%. Pateikti vidurkiai +/- SN. **p<0,01; ***p<0,001 (lyginta su ,,Tik
BREC* ta pacig val.).
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A. BREC BREC + BRP

16 val.

48 val.

120 - -x

100 - z
80 -
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Vamazdeliy ilgis, %
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20

0 T T 1
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Laikas, val.

3.4 pav. Jaucio tinklainés pericitai sustabdé modeliniy kraujagysliu regresija.
Vamzdeliai buvo suformuoti i§ jaucio tinklainés endotelio lasteliy (BREC) arba jaucio
tinklainés endotelio lasteliy ir pericity (BRP) santykiu 4:1. Stebétas vamzdeliy
formavimasis 16 val. ir regresija 24 val. ir 48 val. po VEGF uzpylimo.

A. Vamzdeliai, stebimi invertuotu mikroskopu.

B. Susumuoti keturiy nepriklausomy eksperimenty duomenys. Vamzdeliy ilgis 16 val.
prilygintas 100%. Pateikti vidurkiai +/- SN. *p<0,05; ***p<0,001 (lyginta su ,,Tik
BREC* ta pacig val.).
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3.5 pav. BREC ir BRP vamzdeliai,
stebimi fluorescenciniu
mikroskopu.

Meélyna - branduoliai (paZyméti
DAPI), zalia — endotelio lastelés
(identifikuotos pagal sgveika su
fluorescenciskai pazymétu lektinu
IB4-GS), raudona — pericitai
(identifikuoti pagal NG2 raiska).
Balta rodyklé nukreipta j pericita,
prisijungusj prie endotelio lasteliy
vamzdelio i$ iSorinés jo pusés.
Horizontalus bruksnys atitinka 50
um. Dr. Jorge Aranda nuotrauka.

Galiausiai reikéjo patikrinti, ar stabilizavimo efektas atrankus, t.y., ar
vamzdeliy nestabilizuoja bet kokios lastelés. Atrankumg patikrinome dvejopai:
uzs¢je daugiau EL ir uzséje pericitams negiminingy zmogaus embriono inksty
(HEK293) lasteliy. Nei HEK293, nei daugiau EL vamzdeliy nestabilizavo, nors
10T lastelés vis dar stabilizavo vamzdelius (3.6 pav.). Be to, vamzdeliy
nestabilizavo (ir netgi prieSingai, jy regresija skatino) pirminiai pelés makrofagai
(dr. Magdalena Staniszewska, nepublikuoti duomenys).

Taigi, turime paprasta in vitro modelj EL ir pericity sgveikoms tirti. Jis
atspindi keletg svarbiy Siy lasteliy sgveikos in vivo aspekty: pericitai glaudziasi
prie EL vamzdeliy i§ iSorés; vamzdeliai i§ EL ir pericity stabilesni (t.y.,
neregresuoja) nei vamzdeliai tik i§ EL; EL ir pericity skai¢iaus santykis panaSus j
nustatytg in vivo. Pericitai gali stabilizuoti vamzdelius i§ jvairios kilmés EL
(iSbandéme dviejy tipy EL — BREC ir HUVEC). Stabilizuoja jvairios kilmés
pericitai ir jiems giminingos lastelés (BRP, HBVP, C3H 10T1/2), bet tikrintos
pericitams negiminingos lastelés nestabilizuoja EL vamzdeliy. Taigi, i§vystéme
modelj, leidziantj tirti pericity poveikio kraujagysliy stabilumui molekulinius

mechanizmus.
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3.6 pav. BREC vamzdeliy nestabilizavo pericitams negiminingos lastelés.

A. Vamzdeliai suformuoti i§ BREC, BREC ir 10T lasteliy santykiu 5:1 arba BREC ir
HEK293 lasteliy (HEK) santykiu 5:1 arba 3:1. Stebétas vamzdeliy formavimasis 16 val.
ir regresija 24 val. ir 48 val. po VEGF uzpylimo.

B. Vamzdeliai suformuoti i§ 10000 BREC, 12000 BREC arba 10000 BREC ir 2000 10T
lasteliy. Stebétas vamzdeliy formavimasis 16 val. ir regresija 24 val. po VEGF uZpylimo.
A ir B. Pateikti vieno reprezentatyvaus eksperimento duomenys. Eksperimentas
pakartotas 3 kartus. Vamzdeliy ilgis 16 val. prilygintas 100%. Pateikti vidurkiai +/- SN
(n=4; n — vieno eksperimento taip pat paveikty Sulineliy skaiCius). **p<0,01;
*#%p<0,001; nr — statistiSkai nereikSminga (p>0,05) (A: lyginta su ,,Tik BREC* tg pacia
val.; B: lyginta su ,,10000 BREC* 24 val.)
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3.2  PERICITY POVEIKIO KRAUJAGYSLIYU STABILUMUI
MOLEKULINIO MECHANIZMO TYRIMAI

Anksciau buvome parodg, kad vamzdeliy tik i§ endotelio lasteliy regresijai
miisy modelyje biitina ir pakankama lizofosfatido riigstis (LFR) (Im ir kt., 2010).
Apie §j regresijos veiksnj ir jo sinteze katalizuojantj fermentg autotaksing (ATX)
placiau paraSéme sk. 1.2, o ¢ia trumpai priminsime, kad endotelio lastelés
sekretuoja ATX, o ATX katalizuoja LFR sinteze i§ substrato lizofosfatidilcholino
(LFC), kurio daug kraujo serume. LFR per savo receptorius endotelio Igstelése
perduoda signalg, sukeliantj regresija (Im ir kt., 2010) (3.7 pav.). Iskéléme
hipoteze, kad pericitai stabilizuoja modelines kraujagysles slopindami ATX —

LFR signalinj kelia.

LFC

ATX

LFR

regresija

3.7 pav. Vamzdeliy, suformuoty iS endotelio lasteliy, regresijos molekulinis
mechanizmas.

LFR sintez¢ i§ LFC katalizuoja sekretuojamoji lizofosfolipazé ATX. LFR jungiasi prie
savo receptoriy (LPAR) endotelio lasteliy iSorin¢je membranoje ir sukelia vamzdeliy
regresija. Membranos fosfolipidy fosfatazés LPP gali defosforilinti LFR. Defosforilinimo
reakcijos produktas monoacilglicerolis (MAG) nesijungia prie LFR receptoriy ir
nesukelia regresijos.
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Kaip pericitai galéty slopinti §j signalinj kelig? Galima iSskirti keleta
teoriniy galimybiy: pericitai galéty slopinti endotelio Igsteliy atsakg i LFR (pvz.,
mazinti LFR receptoriy raiska endotelio lgstelése, slopinti signalo perdavima nuo

receptoriaus ir pan.) ir / arba mazinti LFR koncentracija / aktyvuma (pvz., mazinti

ATX raiska / aktyvuma, skatinti LFR degradavimg ir pan.). Pirmiausia nutaréme

patikrinti, ar pericitai slopina endotelio lgsteliy atsaka j LFR.

3.2.1 Pericitai neslopino endotelio 13steliy atsako i ATX ir LFR

Norédami patikrinti, ar pericitai kei¢ia endotelio lgsteliy jautrumg LFR,
suformavome vamzdelius i§ BREC ir BREC + 10T Igsteliy. Prie§ pat prasidedant
regresijai (ty., 16 val. po VEGF uzpylimo), terpe vir§ kolageno geliy su
vamzdeliais pakeitéme Sviezia terpe, | kuria be VEGF dar pripyléme 1-oleoil-
LFR. LFR pagreitino vamzdeliy i§ endotelio lgsteliy regresija ir sukélé misriy
vamzdeliy regresija (3.8 pav., A). Panasius duomenis gavome ir su HUVEC
lastelémis ir pirminiais pericitais (neparodyta). Taigi, vamzdeliai i§ endotelio
lasteliy ir pericity, kaip ir vamzdeliai tik i§ endotelio 1asteliy, buvo jautras LFR.
Tuo paciu jsitikinome, kad miSriy vamzdeliy regresija galima sukelti ir
rekombinantiniu ATX (3.8 pav., B), kuris taip pat pagreitina BREC vamzdeliy
regresija (Im ir kt., 2010). Kita vertus, LFC vamzdeliy regresijos nesukélé
(neparodyta). IS Siy rezultaty padaréme iSvada, kad miSriy vamzdeliy, kurie
savaime neregresuoja, regresija galima sukelti LFR arba ATX, ir jy jautrumas
Siems regresijos veiksniams panasus j vamzdeliy tik i$ endotelio lasteliy. Kitaip
tariant, pericitai neturi jtakos endotelio 1gsteliy atsakui j LFR. Taigi, jei pericitai i$
tiesy slopina ATX — LFR signalinj kelig, jie turéty mazinti LFR koncentracijg ir /

arba aktyvuma.
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3.8 pav. Vamzdeliai regresavo, paveikti LFR arba rekombinantiniu ATX.

A. Vamzdeliai suformuoti i§ BREC arba BREC ir 10T lasteliy. Vamzdeliams
susiformavus, jie paveikti Sviezia terpe su nurodytomis LFR koncentracijomis. Po 6 val.
stebéta vamzdeliy regresija.

B. Vamzdeliai suformuoti i§ BREC ir 10T Iasteliy. Vamzdeliams susiformavus, jie
paveikti Sviezia terpe su nurodytomis rekombinantinio ATX koncentracijomis. Po 6 val.
stebéta vamzdeliy regresija.

A ir B. Pateikti vieno reprezentatyvaus eksperimento duomenys. Eksperimentas
pakartotas 3 kartus. Vamzdeliy ilgis pries pat poveiki LFR / ATX prilygintas 100%.
Pateikti vidurkiai +/- SN (A: n=4, B: n=3). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; nr —
statistiSkai nereikSminga (p>0,05) (lyginta su to paties tipo vamzdeliais, negavusiais LFR
/ ATX).

3.2.2 Pericitai sumazino LFR koncentracija kolageno geliuose

Toliau tikrinome, ar pericitai kei¢ia LFR koncentracija miisy modelingje

sistemoje. Tam reikéjo LFR koncentracijos matavimo metodo. Pasirinkome
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radiofermentinj metodg, iSvystyta Saulnier-Blache ir bendradarbiy (Saulnier-
Blache ir kt., 2000), kuris smulkiau apra$ytas sk. 2.2.5. Sio metodo esmé tokia: i3
pavyzdzio butanoliu iSskiriami lipidai; lipidai inkubuojami reakcijos suspensijoje
su radioaktyvia zyme — [oleoil-1-'*C]-kofermentu A — ir mikrosomy frakcija i3
bakterijy, ekspresuojanciy rekombinanting LFR aciltransferaz¢ (LFRAT); LFRAT
katalizuoja fosfatido rugsties (FR) sinteze i§ LFR ir [oleoil-1-'"*C]-kofermento A
(3.9 pav.). Kadangi 7ymétas anglies atomas yra [oleoil-1-'*C]-kofermento A
riebaly riugsties grandinéje, zymé pernesama j FR. Taigi, susidariusios zymétos
FR kiekis proporcingas pradiniam LFR kiekiui pavyzdyje (3.10 pav.). Galiausiai
reakcijos miSinio komponentai atskiriami plonasluoksne chromatografija, zyméta
FR identifikuojama autoradiografiskai, o jos koncentracija nustatoma pagal
kalibravimo tiese.

Pirmiausia jsitikinome, kad S§is metodas tinkamas LFR koncentracijai
terpés pavyzdziuose matuoti (3.10 pav.). Po to iSmatavome LFR koncentracijg
terpéje nuo BREC vamzdeliy ir BREC + 10T lasteliy vamzdeliy. Tam kaip jprasta
suformavome vamzdelius ir 16 val. po VEGF uzpylimo (t.y., prie§ pat prasidedant
EL vamzdeliy regresijai) surinkome terpe nuo kolageno geliy. Pastebéjome
statistiSkai reikSmingg (pagal porinj t kriterijy), bet labai nedidel; skirtuma: terpéje
nuo BREC vamzdeliy buvo 0,58 uM LFR, o terpé¢je nuo misriy vamzdeliy buvo
0,47 uM LFR (18% maziau) (3.11 pav., A). Tuomet pagalvojome, kad LFR
biologin] atsaka sukelia jungdamasi prie savo receptoriy lagstelés iSorinéje
membranoje, todé¢l regresijai turéty buti svarbi ne LFR koncentracija terpéje vir$
kolageno gelio, o kiek yra LFR, kuri gali jungtis prie savo receptoriy, t.y.,
susikaupusios Salia Igsteliy. I§ patirties zinojome, kad kolageno gelis létina kai
kuriy molekuliy difuzijg i§ terpés link Iasteliy ir atvirks¢iai, todél padaréme

prielaida, kad LFR koncentracija terpéje ir kolageno gelyje gali skirtis.
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3.9 pav. (kairéje) LFRAT katalizuojamos
reakcijos schema.

LFRAT pernesa riebaly rugsties granding
nuo acil-kofermento A (acil-KoA) ant LFR.
Reakcijos produktas — FR. Jei acil-
kofermento A riebaly riigsties grandiné
radioaktyviai pazymeéta, susidaro Zyméta FR.
* - Zymétas anglies atomas.

3.10 pav. (apacioje) Kontroliné
autoradiograma.

Radiofermentiniu metodu matuota LFR
koncentracija EBM terpé¢je su jvairiomis
arklio serumo koncentracijomis. Kair¢je —
standartai, kuriy LFR koncentracija Zinoma. |
reakcijos miSinj neprid¢jus LFRAT
fermento, Zyméta FR nesusidaro.

16 0,1 0 | Il(l 3.16 1 |

LFR, uM

Norédami iSmatuoti LFR koncentracija kolageno geliuose, suformavome
vamzdelius ir surinkome kolageno gelius (kartu su vamzdeliais) 16 val., 24 val. ir
40 val. po VEGF uzpylimo. Gelius suardéme kolagenazés tirpalu, i§ suskystinty
geliy iSskyréme lipidus ir toliau LFR koncentracija matavome auks¢iau aprasytu
metodu. Nustatéme, kad kolageno geliuose su BREC vamzdeliais 16 val. LFR
buvo tik Siek tiek maziau nei terpéje — 0,41 uM (terp¢je buvo 0,58 uM), taciau
geliuvose su misriais vamzdeliais LFR buvo gerokai maziau — 0,12 uM (terpéje
0,47 uM) (3.11 pav., B ir C). Sie duomenys parodé, kad lastelés sumazino LFR
koncentracijg savo aplinkoje. Daugiau nei 3 karty skirtumas tarp LFR

Arklio serumas
EBM terpéeje, %

1 UM LFR,

fermento nedéta
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koncentracijos geliuose su BREC vamzdeliais ir geliuose su BREC + 10T lgsteliy
vamzdeliais 16 val. buvo statistiskai reikSmingas (p<0,01) ir iSliko panaSus 24 val.
ir 40 val. (3.11 pav., C). Kolageno geliuose su BREC ir pirminiy pericity

vamzdeliais taip pat buvo maziau LFR nei geliuose tik su BREC, nors skirtumas

buvo Siek tiek mazesnis (3.12 pav.).

A. Ol B. 0,3 uM BREC
LFR  BREC +10T
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3.11 pav. Geliuose su BREC + 10T lasteliy vamzdeliais buvo maZiau LFR.
Vamzdeliai suformuoti i§ BREC arba BREC ir 10T lasteliy. 16 val. po VEGF uzpylimo
surinkta terpé ir kolageno geliai. 24 wval. ir 40 val. surinkti tik kolageno geliai.
Radiofermentiniu metodu iSmatuota LFR koncentracija pavyzdziuose. A ir C: Susumuoti
trijy nepriklausomy eksperimenty duomenys. Pateikti vidurkiai +/- SN. **p<0,01;
*#%p<0,001 (lyginta su,,Tik BREC* tg pacig valanda).

A. LFR koncentracija terp¢je nuo BREC arba BREC + 10T vamzdeliy 16 val. po VEGF
uzpylimo.

B. LFR koncentracija kolageno geliuose su BREC arba BREC + 10T vamzdeliais 16 val.
po VEGF uzpylimo. Reprezentatyvi autoradiograma. FR — fosfatido rtgstis. Kairysis
takelis — 0,30 uM LFR standartas.

C. LFR koncentracija kolageno geliuose su BREC arba BREC + 10T vamzdeliais 16
val., 24 val. ir 40 val. po VEGF uzpylimo.
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3.12 pav. Kolageno geliuose su BREC + BRP vamzdeliais buvo maziau LFR.
Vamzdeliai suformuoti i§ BREC arba BREC ir BRP. 24 val. ir 48 val. po VEGF
uzpylimo surinkti kolageno geliai. Radiofermentiniu metodu iSmatuota LFR
koncentracija pavyzdziuose. Pateikti susumuoti keturiy nepriklausomy eksperimenty
duomenys. Pateikti vidurkiai +/- SN. **p<0,01 (lyginta su ,,Tik BREC* tg pacia
valandyg).

Taigi, kolageno geliuose su misriais vamzdeliais buvo maziau LFR nei
kolageno geliuose su endotelio lasteliy vamzdeliais. Sie duomenys atititiko miisy
hipotezg, kad pericitai stabilizuoja modelines kraujagysles slopindami ATX —
LFR signalinj kelig. Kadangi LFR bitina ir pakankama vamzdeliy tik i§ endotelio
lasteliy regresijai ir gali sukelti miSriy vamzdeliy regresija, mazesn¢ LFR
koncentracija kolageno geliuose su misriais vamzdeliais paaiSkino jy stabiluma.
Padaréme iSvada, kad pericitai stabilizuoja modelines kraujagysles sumazindami

LFR koncentracijg jy aplinkoje.

3.2.3 LPP aktyvumo slopinimas sukélé misriy vamzdeliy regresija
Kaip pericitai galéty sumazinti LFR koncentracija kolageno geliuose?
Velgi galima isskirti keleta teoriniy galimybiy: pericitai galéty sumazinti LFR
gamybg ir / arba paskatinti jos skaidyma / perdirbimg j kitus junginius. Kaip

min¢jome sk. 1.2, pagrindinis LFR susidarymg katalizuojantis fermentas yra
ATX, o pagrindiniai LFR skaidantys fermentai — fosfolipidy fosfatazé¢s LPP
(LPP1, LPP2, LPP3). Nors Igsteliy viduje esanti LFR yra tarpinis
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glicerofosfolipidy biosintezés produktas, informacijos apie uz lasteliy riby
esancios LFR panaudojimg sudétingesniy junginiy sintezei neradome.

Jau zinojome, kad endotelio Iastelés gamina ATX, kad padidéjusi jo
koncentracija koreliuoja su EL vamzdeliy regresijos pradzia, ir kad jis yra biitinas
ir pakankamas EL vamzdeliy regresijai (Im ir kt., 2010). Taip pat buvome parode,
kad ATX gali sukelti misriy vamzdeliy regresija (3.8 pav., B). Taigi, atrodé
tikétina, kad LFR koncentracija kolageno geliuose su misriais vamzdeliais galéty
buti kritusi dél sumazéjusios ATX koncentracijos arba aktyvumo. Galimybe, kad
ATX triikksta substrato LFC, iskart atmetéme, nes LFC pats savaime nesukelé
vamzdeliy regresijos (duomenys neparodyti), o ATX sukelé regresija papildomai
nepripylus LFC (3.8 pav., B).

Apie LPP reikSme¢ miisy modelyje zinojome kur kas maziau nei apie ATX
— tik tiek, kad LPP1 raiska nuo j BREC jvesto vektoriaus sustabdé¢ regresijg (Im ir
kt., 2010). Taigi, LPP buvo pakankamos vamzdeliy stabilizavimui. Jy butinumag
patikrinome suformave vamzdelius i§ BREC ir 10T Iasteliy ir paveike juos
Na; VO, — fosfataziy slopikliu. Na;VO, néra atrankus LPP, ta¢iau gerai jas slopina
— 100 uM Na3;VO, LPP aktyvuma sumazina 80-90% (Simon ir kt., 2002). IS tiesy
pastebé&jome, kad Na;VO, sukélé misriy vamzdeliy regresija (3.13 pav.). Na;VO,
poveikis gerokai susilpnéjo, kai kartu pripyléme dalies LFR receptoriy slopiklio
BrP-LPA (3.14 pav.). Be to, jsitikinome, kad naudotos Na;VO, koncentracijos
iSties padidino LFR koncentracijg kolageno geliuose (3.15 pav.). Taigi, Na;VO,
regresija sukeélé atrankiai, per LFR. PanaSius rezultatus gavome miSrius
vamzdelius paveike ZnCl,, kitu LPP slopikliu (Roberts ir kt., 1998) — ZnCl,
sukelé miSriy vamzdeliy regresija, kurig i§ dalies nuslopino BrP-LPA (duomenys

neparodyti).
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120.00 3.13 pav. NazVO, sukélé misriy
100.00 vamzdeliy regresija.
N Vamzdeliai buvo suformuoti i§
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E 000 terpe su nurodytomis NazVOq
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20.00 pries$ pat pakeiCiant terp¢ prilygintas
100%. Pateikti susumuoti penkiy
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5 5 76 nepriklausomy eksperimenty

duomenys. Pateikti vidurkiai +/- SN.
**p<0,01 (lyginta su ,,0).

Na;VO, koncentracija, pM

3.14 pav. BrP-LPA nuslopino Na3zVO
sukelta misriy vamzdeliy regresija.
Vamzdeliai buvo suformuoti i§ BREC ir 100
10T Iasteliy. Vamzdeliams susiformavus,
jie paveikti Sviezia terpe, | kuria, kur
nurodyta, pripilta 100 uM NazVO, ir
arba 30 uM BrP-LPA (istirpinto DMSO),
arba toks pat tiiris DMSO (tirpiklio
kontrol¢). Po 6 val. stebéta vamzdeliy
regresija. Vamzdeliy ilgis pries pat
pakeiciant terp¢ prilygintas 100%. ‘
Pateikti vieno reprezentatyvaus - O &
eksperimento duomenys. Eksperimentas N
pakartotas 3 kartus. Pateikti vidurkiai +/- 40‘3( =
SN (n=4). *p<0,05; **p<0,01; nr — &’
statistiSkai nereikSminga (p>0,05).
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Sie rezultatai rodo, kad misriems vamzdeliams bidingas LPP aktyvumas,
kurj nuslopinus galima padidinti LFR koncentracija gelyje ir sukelti regresija.
Taigi, LPP raiSkos arba aktyvumo sumazéjimas vamzdeliuose i§ endotelio lasteliy
ir pericity irgi galéty biiti jy stabilumo priezastis. Verta paminéti, kad Na;VO,
reik§mingai nepadidino LFR koncentracijos geliuose su vamzdeliais tik i§ BREC
(3.15 pav.) ir nepagreitino jy regresijos (duomenys neparodyti). Taigi, arba BREC

vamzdeliy LPP aktyvumas mazas, arba LFR koncentracijai pakilti auks$Ciau tam
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tikros ribos neleidzia kiti mechanizmai, pvz., ATX aktyvumo slopinimas

didesnémis LFR koncentracijomis (van Meeteren ir kt., 2005).
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3.15 pav. Na3VO4 padidino LFR koncentracija geliuose su misriais vamzdeliais.
Vamzdeliai buvo suformuoti i§ BREC arba BREC ir 10T Iasteliy. Vamzdeliams
susiformavus, jie paveikti Sviezia terpe su nurodytomis Nas;VO, koncentracijomis. Po 6
val. surinkti kolageno geliai ir juose iSmatuota LFR koncentracija. Duomenys
normalizuoti pagal LFR koncentracija geliuose su BREC vamzdeliais, kurie nebuvo
veikti NazVOs (prilyginta vienetui). Pateikti susumuoti keturiy nepriklausomy
eksperimenty duomenys. Pateikti vidurkiai +/- SN. *p<0,05; **p<0,01; nr — statistiskai
nereik§minga (p>0,05) (lyginta su to paties vamzdeliy tipo ,,0 uM Naz;VO4*).

3.2.4 Misris vamzdeliai grei¢iau metabolizavo Zyméta LFR

Toliau tikrinome, ar miSriis vamzdeliai greiiau suskaido LFR nei
vamzdeliai tik i§ endotelio lgsteliy. Tam suformavome BREC ir BREC + 10T
vamzdelius ir uzpyléme ant kolageno geliy su vamzdeliais terpés su [oleoil-1-
"C]-LFR (Zymétas oleino riigities pirmasis anglies atomas). Zymétos LFR
prireiké todél, kad nezymétos LFR koncentracija sistemoje gali kisti tiek dél jos
sintezés, tiek ir dél skaidymo (ar panaudojimo kity junginiy biosintezei) greifio
poky¢iy. Tuo tarpu zymétos LFR lgstelés negamina, tod¢l jos pripyle galéjome
tiesiogiai palyginti LFR skaidymo / panaudojimo greiti EL ir miSriuose
vamzdeliuose. Po 6 val. inkubacijos su zZyme surinkome kolageno gelius ir terpe
virs jy, iSskyréme lipidus ir atlikome plonasluoksne chromatografija kaip aprasyta

sk. 2.2.6. Norédami suzinoti, kaip greitai vamzdeliai tik i§ BREC metabolizuoja
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zymetg LFR, jtraukéme kontrole — kolageno gelius be jokiy lasteliy, kurie visais
kitais atzvilgiais buvo veikti lygiai taip pat, kaip ir geliai su Igstelémis. Po 6 val.
inkubacijos geliuose su BREC vamzdeliais buvo mazdaug 40% maziau LFR nei
geliuose be Iasteliy, ir Sis skirtumas buvo statistiSkai reikSmingas (3.16 pav.).
Taigi, suzinojome, kad vamzdeliai tik i§ BREC irgi metabolizuoja LFR. BREC ir
10T Iasteliy vamzdeliai LFR koncentracija mazino gerokai grei¢iau — po 6 val.
geliuose su misriais vamzdeliais buvo mazdaug 80% maziau LFR nei geliuose be
lasteliy, ir mazdaug 67% maziau nei geliuvose su BREC (3.16 pav.). Taigi,
parodéme, kad misriis vamzdeliai LFR metabolizuoja grei¢iau nei vamzdeliai tik
i§ BREC.

Nor¢jome suzinoti, ar uz zymétos LFR iSnykima buvo atsakingos LPP. Jei
taip, vienas i$ reakcijos produkty turéjo biiti zymétas monoacilglicerolis (MAQG),
nes LPP katalizuoja LFR defosforilinimg iki MAG. Deja, nors pastebéjome bent
tris skirtingas reakcijos produkty démeles (3.16 pav., A), né vienos i$ jy
migracijos atstumas neatitiko MAG standarto (duomenys neparodyti). Taciau gali
biiti, kad susidargs MAG greitai virto kitais produktais. Kitaip LPP vaidmenj
patikrinome kartu su zyme vamzdelius paveik¢ Naz;VO,. Sis fosfataziy slopiklis
visiSkai nuslopino LFR skaidyma / perdirbima kolageno geliuose su BREC
vamzdeliais (3.16 pav.), bet tik i§ dalies geliuose su BREC + 10T vamzdeliais.
Taigi, uz lgsteliy iSoré¢je esancios LFR metabolizmg BREC lgstelése greiciausiai
atsakingos fosfatazés. Misriy vamzdeliy LFR metabolizmui taip pat svarbios

fosfatazes, taciau, ko gero, ir kazkokie kiti LFR skaidymo mechanizmai.
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3.16 pav. Misriis vamzdeliai grei¢iau metabolizavo LFR nei EL vamzdeliai.
Paruosti kolageno geliai be lasteliy, su BREC vamzdeliais arba su BREC+10T lasteliy
vamzdeliais. Vamzdeliams susiformavus, pripilta [oleoil-1-"*C]-LFR (40 nCi/ml). Dalis
Sulinéliy taip pat gavo 100 uM NazVO,. Po 6 val. surinkti kolageno geliai, iSskirti lipidai,
atlikta plonasluoksné chromatografija ir autoradiografija.

A. Reprezentatyvaus eksperimento autoradiograma. ,,--“ — gelis be lasteliy, ,,B*“ — gelis su
BREC vamzdeliais, ,,B+10“ — gelis su BREC ir 10T vamzdeliais, ,,-VO4“ — 0 uM
Na3zVOs, ,,$VO4*“ — 100 uM Na3VOsy, ,,P1-3“ — spé¢jami LFR metabolizmo produktai.

B. Susumuoti trijy nepriklausomy eksperimenty duomenys. Signalo stiprumas jvertintas
vaizdy analizés programa ir iSreikStas procentais, jpiltos zymés signalo stipruma terpéje 0
val. prilyginus 100%. Pateikti vidurkiai +/- SN.

C. p reikSmiy lentelé. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; nr — statistiSkai nereikSminga
(p>0,05).

3.2.5 Misriy vamzdeliy LPP2 raisSka buvo didesné

Auksciau apraSyti eksperimentai parode, kad misriis vamzdeliai greiCiau
metabolizavo LFR, taciau tiksliai neatsaké j klausimg kaip. Literatiiroje neradome
duomeny apie kitokius uz lasteliy riby esan¢ios LFR metabolizmo kelius nei
defosforilinimas. IS LFR defosforilinan¢iy fosfataziy daugiausiai zinoma apie
LPP, todél toliau gilinomés i Siy fermenty vaidmenj. Pirmiausia palyginome
LPP1, LPP2 ir LPP3 raiskg vamzdeliuose tik i§ BREC ir vamzdeliuose i§ BREC ir
10T lasteliy. Tuo paciu palyginome ir ATX raiska, nes nebuvome atmete
tikimybes, kad misris vamzdeliai ne tik grei¢iau skaido / perdirba LFR, bet ir
maziau jos gamina.

Visus keturis fermentus atrankiais antikiinais aptikome abiejy tipy
vamzdeliuose (3.17 pav.). ATX ir LPPI raiska abiejy tipy vamzdeliuose buvo
panasi, taciau LPP2 raiSka vamzdeliuose i§ BREC ir 10T lasteliy buvo mazdaug
1,6 k. didesn¢ (3.17 pav.), ir Sis skirtumas buvo statistiSkai reikSmingas. LPP3
raiSka labai skyrési skirtinguose eksperimentuose, ir todél panaSaus dydzio
skirtumas tarp BREC vamzdeliy ir BREC + 10T vamzdeliy nebuvo statistiskai
reikSmingas. Taigi, pericity padengty vamzdeliy stabilumo negalime paaiSkinti
ATX arba LPPI raiskos pokyciais, bet pastebéta didesné LPP2 raiSka miSriuose
vamzdeliuose galéty nulemti greitesnj LFR skaidyma, mazesne LFR koncentracija

gelyje ir vamzdeliy stabilumg. Svarbu pabrézti, kad nors ir atmetéme ATX ir
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LPPI raiskos poky¢ius kaip stabilumo priezasti, gali biiti, kad Sie fermentai yra

svarbtis, tik misriuose vamzdeliuose pakitusi ne jy raiska, o aktyvumas.

A. B.
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3.17 pav. Misriy vamzdeliy LPP2 raisSka buvo didesné.

Vamzdeliai buvo suformuoti i§ BREC arba BREC ir 10T lgsteliy. Praéjus 16 val. po
VEGF uzpylimo, paruosti lasteliy lizatai, elektroforeze atskirti baltymai ir atlikta
imunofermentiné analizé (Western blof) su ATX, LPP1, LPP2, LPP3 ir [B-aktino
antikiinais.

A. Reprezentatyvaus eksperimento LPP2 imunofermentinés analizés rezultatai. -aktinas
— uznesto baltymy kiekio kontrolé.

B. Kiekybiniai LPP1 — 3 ir ATX raiSkos miSriuvose vamzdeliuose duomenys.
Imunofermentinés analizés signaly intensyvumas jvertintas vaizdy analizés programa,
normalizuotas pagal f-aktino signalo intensyvuma ir po to pagal to paties baltymo (LPP1
— 3 arba ATX) raiSka BREC vamzdeliuose, kuri buvo prilyginta vienetui. Horizontali
tiesé Zymi vienetg. Susumuoti keturiy nepriklausomy eksperimenty duomenys. Pateikti
vidurkiai +/- SP. *statistiSkai reikSmingas skirtumas nuo vieneto (p<0,05).

3.2.6 LPP2 raiSkos BREC arba pericituose sumaZzZinimas nesukélé
miSriy vamzdeliy regresijos

Jei misrius vamzdelius stabilizuoja padidéjusi LPP2 raiska, jos
sumazinimas turéty sukelti miSriy vamzdeliy regresija. Norédami patikrinti, ar
koreliacija tarp LPP2 raiskos ir vamzdeliy stabilumo atspindi priezastinj rys$j,
siRNR metodu sumazinome LPP2 raiska BREC lastelése. Suformavome
vamzdelius i§ BREC, transfekuoty LPP2 atrankia arba kontroline (liuciferazés)

siRNR, ir niekaip nepaveikty 10T lasteliy. LPP2 siRNR Sio baltymo raiska
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sumazino mazdaug 75% (3.18 pav., A). Kitaip nei tikéjomés, vamzdeliai i§ 10T

lasteliy ir BREC, kuriose LPP2 raiska buvo sumazinta, neregresavo (3.18 pav., B).

siRNR
kontr. LPP2 kontr. LPP2

- —— —— RasGAP

— -- LPP2

B. 160
140 a

nr
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o
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3.18 pav. LPP2 raiSkos BREC sumaZinimas siRNR nesukélé misriy vamzdeliy
regresijos.

BREC transfekuotos 50 nM LPP2 arba kontrolinés (liuciferazés) siRNR.

A. Reprezentatyvaus eksperimento imunofermentinés analizés (Western blot) rezultatai.
Paruosti BREC, transfekuoty LPP2 arba kontroline siRNR, lizatai, elektroforeze atskirti
baltymai ir atlikta imunofermentiné analizé¢ su LPP2 ir RasGAP antikiinais. RasGAP —
uznesto baltymy kiekio kontrole.

B. Suformuoti BREC, gavusiy LPP2 arba kontroling siRNR, ir 10T lasteliy vamzdeliai.
Stebéta jy regresija 24 val. ir 48 val. po VEGF uZpylimo. Vamzdeliy ilgis 16 val.
prilygintas 100%. Susumuoti trijy nepriklausomy eksperimenty duomenys. Pateikti
vidurkiai +/- SN. nr — statistiSkai nereikSminga (p>0,05) (lyginta su ,.kontr. siRNR* tg
pacig val.).

Kadangi nezinojome, ar padidéjusi LPP2 raiSka miSriuose vamzdeliuose
atsiranda de¢l didesnés raiSkos BREC ar dél didesnés raiSkos pericituose,
pasinaudojome ta pacia siRNR ir sumazinome LPP2 raiska ir jauCio pericituose.

Vamzdeliy i$ netransfekuoty BREC ir pericity, gavusiy LPP2 siRNR, stabilumas
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taip pat nepakito (duomenys neparodyti). Galiausiai shRNR metodu mazdaug
60% sumazinome LPP2 raiska 10T Iastelése. Vélgi nustatéme, kad tokios 10T
lastelés vis dar taip pat gerai stabilizavo vamzdelius (duomenys neparodyti).
Taigi, padaréme iSvada, kad sumazinus LPP2 raiska misSriy vamzdeliy stabilumas
nesumaz¢éjo. Vadinasi, LPP2 nebuvo biitina vamzdeliy stabilumui.

Kaip tuomet paaiSkinti koreliacijg tarp vamzdeliy stabilumo ir LPP2
raiSkos? Literatiiros duomenimis, LPP2 raiSka endotelio Igstelése daug mazesné
uz LPP1 ir LPP3 raiska (Zhao ir kt., 2007; Bréart ir kt., 2011), taigi LPP2 indélis j
LFR defosforilinima, ko gero, nedidelis. IS tiesy net gerai nezinoma, ar LPP2
defosforilina uz lasteliy riby esan¢ig LFR (ziar. sk. 1.2.3). Taigi, gali buti, kad
nors misriuose vamzdeliuose LPP2 iSties daugiau, Sio baltymo raiskos poky¢iai
reik§mingai nekeicia LFR koncentracijos kolageno gelyje. Norédami jvertinti kity
dviejy LPP, LPP1 ir LPP3, svarbg, pabandéme sumazinti jy raiska BREC, BRP ir
10T lasteléese siRNR ir shRNR. Deja, dél nezinomy priezas¢iy sumazinti Siy
baltymy raiskos mums kol kas nepavyko nei vienose, nei kitose lastelese
(duomenys neparodyti). Taigi, nors ir parodéme, kad miSris vamzdeliai greiciau
metabolizuoja LFR, likome iki galo neatsake i klausima, ar uz tai atsakingos LPP

(ir jei taip, kurios LPP) ar kazkokie kiti fermentai.

3.2.7 ATX aktyvumo slopinimas nesulygino LFR koncentracijy EL

ir misriuose vamzdeliuose

Ankstesniuose skyreliuose aprasyti eksperimentai parodé, kad miSriis
vamzdeliai grei¢iau metabolizavo LFR. Sio skirtumo pakanka skirtingoms LFR
koncentracijoms kolageno gelivose su EL vamzdeliais ir miSriais vamzdeliais
paaiskinti, taciau gali buti, kad misriis vamzdeliai taip pat ir gamina maziau LFR.
Auksciau parodéme, kad pagrindinio lasteliy iSoréje esanc¢ig LFR sintezuojancio
fermento ATX raiSka BREC ir BREC+10T lasteliy vamzdeliuose nesiskiria (3.17
pav.), taciau nebuvome paneige galimybés, kad jo aktyvumas abiejy tipy

vamzdeliuose nevienodas.
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Norédami jvertinti ATX aktyvuma abiejy tipy vamzdeliuose, suformavome
vamzdelius i§ BREC ir BREC+10T lasteliy ir paveikéme juos ATX slopikliu
HA130 (Albers ir kt., 2010). Kaip ir tikéjomés, HA130 sulétino BREC vamzdeliy
regresija (duomenys neparodyti) ir taip patvirtino ATX svarbg regresijai (Im ir kt.,
2010). Samprotavome, kad jei mazesnés LFR koncentracijos geliuose su misriais
vamzdeliais priezastis bent i§ dalies yra mazesnis ATX aktyvumas, nuslopinus
ATX, LFR koncentracijos kolageno geliuose su EL vamzdeliais ir miSriais
vamzdeliais turéty skirtis maziau nei kai ATX aktyvus. ISmatave LFR
koncentracijas geliuose, paveiktuose HA130, suzinojome, kad LFR koncentracija
abiejy tipy geliuose sumazéjo mazdaug perpus (3.19 pav., A), ir kad koncentracijy
santykis iSliko nepakites (3.19 pav., B). T.y., net kai ATX buvo nuslopintas,

geliuose su misriais vamzdeliais tebebuvo 3 k. maziau LFR nei geliuose su BREC

vamzdeliais.
A. DMSO ™ HA130 B L
1
1.200 » 035
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3.19 pav. ATX slopinimas nesulygino LFR koncentracijy geliuose su BREC ir
BREC+10T lasteliy vamzdeliais.

Vamzdeliai buvo suformuoti i§ BREC arba BREC ir 10T Iasteliy. Vamzdeliams
susiformavus, jie paveikti Sviezia terpe su 10 uM HA130 (istirpinto DMSO) arba tokiu
paciu tiriu DMSO (tirpiklio kontrol¢). Po 30 val. surinkti kolageno geliai ir juose
iSmatuota LFR koncentracija. Pateikti susumuoti trijy nepriklausomy eksperimenty
duomenys. Pateikti vidurkiai +/- SN.

A. LFR koncentracija kolageno geliuose, isreikSta uM. **p<0,01; ***p<0,001 (lyginta su
to paties vamzdeliy tipo ,,DMSO).

B. LFR koncentracijos kolageno geliuose su BREC+10T lasteliy vamzdeliais ir geliuose
su BREC vamzdeliais santykis. nr — statistiSkai nereikSminga (p>0,05).
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Nors tiesiogiai ATX aktyvumo nepamatavome ir tod¢l negalime grieztai
teigti, kad ATX aktyvumas misriuose vamzdeliuose ir EL vamzdeliuose vienodas,
duomenys, rodantys, kad ATX nuslopinimas nesulygina LFR koncentracijos
kolageno geliuose su EL vamzdeliais su koncentracija geliuose su miSriais
vamzdeliais, leidzia manyti, kad ATX aktyvumo skirtumai grei¢iausiai néra LFR

koncentracijy skirtumo, taigi ir miSriy vamzdeliy stabilumo, priezastis.

3.2.8 Vamzdeliy regresija slopino MMP slopiklis

Iki Siol tyréme, kaip pericitai stabilizuoja EL vamzdelius slopindami ATX
— LFR signalinj kelig. Literatiiroje aprasyta keletas kitokiy kraujagysliy
stabilizavimo pericitais molekuliniy mechanizmy. Pavyzdziui, ANG-1, MMP
slopiklis TIMP3, VEGF-A, TGFp1 ir kai kurie kiti pericity gaminami veiksniai
skatina endotelio Igsteliy iSgyvenimg ir / arba valdo kraujagysliy stabilumg (zitr.
sk. 1.1.5.3). Noréjome patikrinti, ar Sie veiksniai gali valdyti vamzdeliy stabiluma
ir regresijg misy modelyje, ir jei taip, ar jy poveikis kaip nors susijgs su ATX —
LFR signaliniu keliu. Atlikome keleta paprasty eksperimenty: suformavome
vamzdelius tik i§ BREC Iasteliy, po vieng uzpyléme tiriamyjy veiksniy ir
paziuréjome, ar jie pajégs sustabdyti vamzdeliy regresija. Nei ANG-1, nei TGFp1,
nei didesné nei paprastai naudojame VEGF-A koncentracija (50 ng/ml vietoj 2,5)
nesulétino regresijos (duomenys neparodyti). Nors Sie rezultatai neleidzia teigti,
kad ANG-1, TGFB1 arba VEGF-A, kuriuos paprastai gamina pericitai, miisy
modelyje néra svarbis stabilumui, galime teigti, kad jy paciy savaime nepakanka.

MMP / TIMP vaidmenj patikrinome pripyle MMP slopiklio GM6001.
Pripiltas prie§ vamzdeliams susiformuojant (t.y., kartu su VEGF), GM6001
paskatino vamzdeliy formavimasi ir sustabd¢ jy regresija (3.20 pav.). Pripiltas
véliau, jau vamzdeliams susiformavus, GM6001 pristabdé¢ regresija, taciau ne taip
efektyviai (duomenys neparodyti). Esame pasteb¢je, kad kai vamzdeliy dél
kazkokiy priezasCiy susiformuoja labai daug, jie vien dél to regresuoja léciau.

Norédami atskirti GM6001 poveiki regresijai nuo poveikio vamzdeliy

105



formavimuisi, pas¢jome dvigubai maziau endoteliniy lasteliy. Paveikus GM6001,
i$ jy susiformavo mazdaug tiek pat vamzdeliy kiek ir Sulin¢liuose, kurie negavo
slopiklio, bet turéjo iprastinj lgsteliy skaiciy. Kontroliniai vamzdeliai regresavo,
tuo tarpu paveikti GM6001 buvo stabiliis, nors pradinis vamzdeliy skaicius
nesiskyré (duomenys neparodyti). Taigi, padaréme iSvada, kad MMP slopiklis
GM6001 tiek skatino vamzdeliy formavimasi, tiek ir slopino jy regresijg. PanaSius
rezultatus gavome su MMP2 / MMP9 atrankiu slopikliu (3.20 pav.). Taigi, misy
modelyje MMP, kaip ir LFR, buvo biitinos regresijai. Sie duomenys dera su jau
iSspausdintais darbais, parodziusiais, kad pericitai gamina MMP slopikli TIMP3,
kuris slopina vamzdeliy regresija panasiuose i misy in vitro modeliuose ir
kraujagysliy regresija in vivo (Saunders ir kt., 2006; Schrimpf ir kt., 2012). Gali
biiti, kad ir miisy modelyje pericitai i§ dalies slopina regresija slopindami MMP,
taciau kadangi §is mechanizmas jau neblogai iSnagrinétas, toliau Sios projekto

atSakos nebevystéme.
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3.20 pav. MMP slopikliai skatino vamzdeliy formavimasi ir slopino regresija.
Vamzdeliai suformuoti i§ BREC, pripylus | terp¢ VEGF ir, kur nurodyta, bendro MMP
slopiklio GM6001 (1 uM) arba MMP2 / MMP9 atrankaus slopiklio (10 pM). Stebétas
vamzdeliy formavimasis 16 val. po VEGF uzpylimo ir regresija dar po 4 val. Parodyti
vieno reprezentatyvaus eksperimento duomenys. Pateikti vidurkiai +/- SN (n=4).
Eksperimentas pakartotas 3 k. **p<0,01; ***p<0,001 (lyginta su ,,--“ ta pacia valanda).
A. Vamzdeliy formavimosi duomenys, iSreiks§ti mm.

B. Vamzdeliy regresijos duomenys, iSreiksti %. Vamzdeliy ilgis 0 val. (t.y., 16 val. po
VEGF uZpylimo) buvo prilygintas 100%.
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3.2.9 Vamzdeliy iS endotelio lasteliy ir pericity stabilumo

molekulinio mechanizmo modelis. Tolimesniy tyrimy gairés.

Apibendrindami pristatytus rezultatus, sitilome tokj pericitais padengty
vamzdeliy stabilumo molekulinj mechanizmg: pericitai stabilizuoja vamzdelius
pagreitindami LFR skaidymg ir taip sumazindami S§io regresijos veiksnio

koncentracijg greta vamzdeliy (3.21 pav.).
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3.21 pav. Vamzdeliy i$ endotelio lasteliy ir pericity stabilumo molekulinio
mechanizmo modelis.

Vamzdeliai i$ endotelio Iasteliy ir pericity (B) greiciau nei vamzdeliai tik i§ endotelio
lasteliy (A) metabolizuoja uz lasteliy riby esanc¢ig LFR. Tai gali lemti didesnis LPP
aktyvumas, taCiau neatmestinas ir kitokiy LFR metabolizuojanciy fermenty vaidmuo.
Sumazéjus LFR koncentracijai 1gstelés iSor¢je, maziau LFR jungiasi prie savo receptoriy
ir perduoda regresijos signalg. ,,? pazyméti neidentifikuoti LFR skaidantys fermentai ir
ju katalizuojamy reakcijy produktai.
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Kaip pericitai pagreitina uz lasteliy riby esanc¢ios LFR metabolizma, kol
kas tiksliai nezinome. Parodéme, kad LFR koncentracija vamzdeliuose bent i$
dalies valdo fermentai, kuriems biidingos LPP savybés: jautrumas slopikliams
Na3;VO, ir cinko jonams. Fosfataziy, tokiy kaip LPP, vaidmenj biity galima
patvirtinti arba paneigti palyginus abiejy tipy vamzdeliy geba defosforilinti LFR
su zymetu fosforu atomu. Jei paaiskéty, kad fosfatazés yra svarbios stabilumui,
kad suzinotume, ar jos yra LPP, svarbu iSmokti sumazinti LPP raiskg. Todél
tesiame LPP1 ir LPP3 raiSkos sumazinimo siRNR darbus. Neatmetame tikimybeés,
kad suzinosime, jog uz misriy vamzdeliy stabilumg atsakingos fosfatazés, taciau
jos néra LPP. Tokiu atveju nagrinésime kitas fosfatazes, kurios galéty
defosforilinti uz lasteliy riby esanciag LFR, pvz., prostatos rtgsting fosfataze
(Tanaka ir kt., 2004). Galiausiai esame susidomé¢j¢ miSriuose vamzdeliuose
pastebétu LFR metabolizmo mechanizmu, kurio neslopino Na;VO,. Norime
masiy spektrometrija identifikuoti zymétos LFR skaidymo produkta P1 (zitr. 3.16
pav., A), kurio buvo daugiau kolageno geliuose su misriais vamzdeliais, ir kurio
susikaupimui Na;VO, neturéjo jtakos. Manome, kad P1 gaminantis fermentas
galéty biiti aktyvesnis miSriuose vamzdeliuose ir prisidéti prie jy stabilumo.
Tikimeés, kad Sie ir kiti eksperimentai padés mums nustatyti, kurie fermentai yra
atsakingi uz greitesnj LFR metabolizmg ir miSriy vamzdeliy stabilumg miisy in
vitro modelyje, kad toliau galétume juos nuslopinti arba isveiklinti in vivo ir taip

jvertinti jy reikSme fiziologinei ir patologinei kraujagysliy regresijai.

3.3 ENDOTELIO LASTELIU AUTOTAKSINO REIKSMES AKIES
KRAUJAGYSLIU AUGIMUI IR REGRESIJAI TYRIMAS

Kaip ming¢jome literatiiros apzvalgoje ir skyriuose 3.1 bei 3.2, ATX
(sekretuojamoji lizofosfolipazé D) katalizuoja kai kuriy fosfolipidy hidrolize,
susidarant LFR. LFR yra biitina ir pakankama endotelio 1gsteliy (EL) vamzdeliy

regresijai in vitro kraujagysliy formavimosi ir regresijos modelyje (Im ir kt.,
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2010). Norédami patikrinti, ar ATX valdo kraujagysliy regresija in vivo,
stebéjome transgeniniy peliy, kuriy ATX raiska padidinta (Pamuklar ir kt., 2009),
stiklaktinio kraujagysliy regresija. Parodéme, kad S§iy peliy stiklakiinio
kraujagyslés regresavo grei¢iau (Im ir kt., 2010). Taigi, ATX ir in vivo gebéjo
pagreitinti kraujagysliy regresijg. Taciau vis dar nezinojome, ar ATX biitinas in
vivo kraujagysliy regresijai. Bene paprascCiausia patikrinti ATX biitinuma in vivo
regresijai biity iSveiklinus peliy ATX koduojanti Enpp2 geng ir palyginus Siy peliy
ir gamtinio tipo peliy kraujagysliy regresijg. Deja, pelés su iSveiklintu Enpp?2 genu
gaiSta embriono vystymosi metu (Tanaka ir kt., 2006; van Meeteren ir kt., 2006),
taigi neiSgyvena iki tokio amziaus, kada galétume stebéti regresija. Pelés,
heterozigotinés Enpp?2 atzvilgiu, iSgyvena ir yra i§ pazitros sveikos, nors jy kraujo
plazmoje yra mazdaug 50% maziau LFR (Tanaka ir kt., 2006; van Meeteren ir kt.,
2006). Tai rodo, kad 50% LFR pakanka daugeliui jos funkcijy uztikrinti. Siy peliy
stiklakiinio kraujagysliy regresijos greitis buvo nepakites (dr. Eunok Im,
nepublikuoti duomenys).

Misy in vitro eksperimentuose endotelio lgsteliy gaminamas ATX buvo
svarbus vamzdeliy regresijai. Sumazinus jo raiSka endotelio lgstelése siRNR,
regresija nuslopo (Im ir kt., 2010). Todél nutaréme iSvesti peles, kuriy abi Enpp?2
kopijos biity atrankiai iSveiklintos endotelio Iatelése. Kadangi ATX gamina daug
skirtingy tipy lasteliy, tik¢jomes, kad atrankus iSveiklinimas tik endotelio lgstelése
nesukels dideliy embriono vystymosi defekty ir padés atskleisti ATX reikSme
kraujagysliy regresijai. Peles su endotelio Igstelése iSveiklintu ATX koduojanciu
genu nutaréme pavadinti ATX ECKO pelémis (angl. ATX endothelial cell knock-

out).

3.3.1 ATX ECKO peliy iSvedimas ir pradinis apibuidinimas

ATX ECKO peliy i§vedimas placiau aprasytas skyriuje 2.2.10. Sias peles
iSvedéme sukryzmine transgenines peles, ekspresuojancias Cre rekombinaze nuo

Tie2 promotoriaus, atrankaus endotelio Igsteléms, endotelio kilmés Sirdies
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lasteléms ir kai kurioms kraujo Igsteléms (Kisanuki ir kt., 2001), su pelémis, |
kuriy Enpp2 gena abipus fermento aktyvyji centrg koduojancios sekos buvo
jiterptos dvi Cre rekombinazés atpazjstamos loxP sekos (van Meeteren ir kt.,
2006). Po keliy kryzminimo etapy gavome peles, kurios turé¢jo abi genetines
modifikacijas — ekspresavo rekombinaz¢ nuo Tie2 promotoriaus ir turéjo loxP
sekas Enpp2 gene. Siy peliy lastelése, ekspresuojanéiose Cre (t.y., endotelio ir kai
kuriose kitose lgstelése) turéjo biiti ,,iSkirpta® Enpp2 seka tarp loxP seky, t.y.
turéjo biti iSveiklintas Enpp?2 genas. Tai ir buvo ATX ECKO pelé¢s.

ATX ECKO peliy gimé beveik tiek pat, kiek ir broliy / sesery, neturin¢iy
Tie2-Cre geno, bet turinCiy loxP sekas (t.y., kontroliniy peliy) (atitinkamai 75 ir
74). Sis santykis reik§mingai nesiskyré nuo teorinio 1:1, prognozuojamo pagal
Mendelio désnius. Taigi, ATX ECKO pelés negaiSo embriono vystymosi metu,
kitaip nei pelés, kuriy ATX koduojantis genas buvo iSveiklintas visose organizmo
lastelése. Maza to, jos sékmingai iSgyveno bent iki 9 meén. amziaus (toliau
netyréme), buvo vaisingos ir i§ paziiiros niekuo nesiskyré nuo kontroliniy peliy.

Reike¢jo jsitikinti, kad ATX ECKO peliy endotelio 1gstelése iSties sumazéjo
ATX raiSka. Kadangi ATX raiSka ypac didel¢ specializuoty limfmazgiy venuliy
(HEV), per kuriy sieneles i§ kraujo i limfmazgio vidy patenka limfocitai,
endotelio lastelése (Kanda ir kt.,, 2008; Nakasaki ir kt., 2008),
imunohistocheminiu metodu palyginome ATX raiska ATX ECKO ir kontroliniy
peliy limfmazgiy pjuviuose. Atrankiais antikiinais kontroliniy peliy limfmazgiy
pjuviuose sékmingai aptikome ATX baltymg (3.22 pav.). Struktiros,
ekspresavusios ATX, savo forma priminé¢ kraujagysles. Be to, gretimuose
pjuviuose panaSios formos ir panaSiai iSsidésCiusios struktiiros ekspresavo
kolageng IV — pamatinés laminos baltymg ir populiary kraujagysliy zymen;j (to
paties pjuvio abiem antikiinais nudazyti negalé¢jome). Kai lygiai taip pat nudazéme
ATX ECKO peliy limfmazgiy pjuvius, pastebéjome kolageno IV raiska, taciau
ATX nebeaptikome (3.23 pav.). Taip ATX raiska palyginome penkiy peliy (3
kontroliniy, 2 ECKO) kaklo ir kirk$nies limfmazgiuose. Nors radome keleta ATX
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ECKO kraujagysliy, kurios Siek tiek nusidazé¢ su ATX antikiinais (duomenys
neparodyti), didzioji dauguma ATX ECKO kraujagysliy ATX ekspresavo maziau
nei galé¢jome aptikti. Taigi, sékmingai iSveiklinome FEnpp2 geng endotelio
lastelése. Verta paminéti, kad limfmazgiy periferijoje aptikome pavieniy lasteliy
ar nedideliy lasteliy grupiy, kurios ekspresavo daug ATX, bet nebuvo kraujagyslés
(neekspresavo kolageno IV ir buvo kitokios formos). Sias struktiiras aptikome tiek
kontrolinése, tiek ir ATX ECKO pelése (duomenys neparodyti). Tai rodo, kad,

kaip ir tik¢jomes, Enpp2 genas nebuvo iSveiklintas visose pelés lastelese.

ATX kolagenas IV

3.22 pav. Kontroliniy peliy limfmazgiy kraujagyslés ekspresuoja ATX.

Gretimi kontrolinés pelés kaklo limfmazgio pjuviai, nudazyti su ATX (kairéje) ir
kolageno IV (deSingje) antiktinais. Juodos rodyklés rodo kraujagysles, kurios ekspresuoja
tiek kolageng IV, tiek ATX. Su ziurkés ir triusio IgG (atitinkamai ATX ir kolageno IV
antikiny izotipo kontrol¢) signalo negauta.
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ATX kolagenas IV
N N\

Kontr.

ECKO

3.23 pav. ATX ECKO peliy limfmazgiy kraujagyslése ATX raiSka buvo maZesné
nei galéjome aptikti.

Gretimi kontrolinés pelés (virSutiné eil¢) ir ATX ECKO pelés (apating eilé¢) kaklo
limfmazgio pjuviai, nudazyti su ATX (kairéje) ir kolageno IV (deSin¢je) antikiinais.
Juodos rodyklés rodo kontrolinés pelés kraujagysles, kurios ekspresuoja tiek kolageng
IV, tiek ATX. Baltos rodyklés rodo ATX ECKO pelés kraujagysles, kurios ekspresuoja
kolageng 1V, bet neekspresuoja ATX. Su ziurkés ir triusio IgG (atitinkamai ATX ir
kolageno IV antikiiny izotipo kontrol¢) signalo negauta.

3.3.2 ATX ECKO ir kontroliniy peliy stiklakunio kraujagysliy
regresijos greitis nesiskyreé

Endotelio ATX reikSmei kraujagysliy regresijai jvertinti pasirinkome
stiklaktinio kraujagysliy regresija, kuri plac¢iau parasyta sk. 1.1.4.1. Trumpai
priminsime, kad stiklakiinio kraujagyslés maitina besivystan¢io embriono akies
audinius, o pradéjus augti tinklainés kraujagysléms palaipsniui regresuoja. Peliuky

stiklakiinio kraujagyslés regresuoja per pirmas tris savaites po gimimo. Norédami
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palyginti ATX ECKO ir kontroliniy peliy stiklakiinio kraujagysliy regresija,
surinkome 1, 7, 14 ir 21 d. amziaus peliy akis, paruo$¢éme plonus pjivius,
nudazéme juos hematoksilinu ir eozinu ir 10-yje pjiviy suskai¢iavome stiklakiinio
kraujagysles sudaranciy Igsteliy branduolius. ATX ECKO pelés buvo lygintos su
tos pacios vados pelémis, neturin¢iomis Cre rekombinazes, bet turin¢iomis loxP
sekas Enpp2 gene. Suzinojome, kad ATX ECKO ir kontroliniy peliy stiklaktinio
kraujagyslés regresavo tiek pat ir tokiu paciu grei¢iu (3.24 pav.). Sie duomenys

parode, kad endotelio lasteliy ATX néra butinas stiklakiinio kraujagysliy

regresijai.
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3.24 pav. ATX ECKO ir kontroliniy peliy stiklakunio kraujagysliu regresijos
greitis nesiskyré.

Nurodyto amziaus (dienomis) ATX ECKO (o) ir kontroliniy () tos pacios vados peliy
akiy pjiviuose suskaiCiuoti stiklaktinio kraujagysles sudaranciy lasteliy branduoliai.
Kiekvienas simbolis atitinka vieng pelg. Horizontaliis briikk§niai nurodo vidurkj.
Skirtumai tarp ATX ECKO ir kontroliniy peliy nebuvo statistiskai reikSmingi (p>0,05).

3.3.3 ATX ECKO peliy tinklainés kraujagysliy tinklas buvo
nepakites

Suzinoj¢, kad endotelio gaminamas ATX néra svarbus stiklaktinio
kraujagysliy regresijai, nutaréme papildomai jvertinti jo svarbg kitokio
kraujagysliy tinklo morfogenezei. Pasirinkome tinklainés kraujagysles. Kaip

minéta sk. 1.1.4.1, tinklainés kraujagysliy tinklas formuojasi keliais etapais:
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pirmiausia susiformuoja tankus, nediferencijuotas pradinis kraujagysliy tinklas; po
to kraujagyslés diferencijuoja | arterijas, venas ir kapiliarus, ir perteklinés
kraujagysliy atSakos regresuoja. Nors pagrindinis miisy darbo tikslas buvo ATX
reikSmés regresijai jvertinimas, privaléjome atsizvelgti i tai, kad esama duomeny,
jog ATX gali biiti svarbus ir kraujagysliy augimui (zidr. sk. 1.2.5). Tinklainés
kraujagysliy stebéjimas mums leido jvertinti abu vyksmus — augimg ir regresija.
Be to, tinklainés kraujagysliy iSsidéstymas sluoksniais, lygiagreciais tinklainés
pavirSiui, ir tinklainés paruo$imo mikroskopijos darbams paprastumas leido
smulkiau nei kituose audiniuose istirti kraujagysliy tinklo struktiira.

Norédami jvertinti endotelio ATX reikSme kraujagysliy tinklo
formavimuisi ir brendimui, palyginome suaugusiy (3 mén. amziaus) ATX ECKO
ir kontroliniy peliy tinklainés kraujagysliy tinklo tankj ir struktira.
Samprotavome, kad jei ATX triikumas endotelio lgstelése sutrikdys kraujagysliy
augima, regresijg ar kitus formavimosi ir brendimo procesus, pasibaigus Siems
procesams kraujagysliy tinklo tankis ir / arba struktira turéty buti pakite. Surinke
3 mén. amziaus ATX ECKO ir kontroliniy peliy tinklaines, kraujagysliy endotelio
lasteles jose nudazéme fluorescenciskai pazymétu lektinu IB4-GS. Nufotografave
ir palyging kraujagysliy tinklus, nepastebéjome esminiy skirtumy. Abiejy genotipy
peliy kraujagysliy tinklai, kaip ir turi biiti, buvo sudaryti i$ trijy sluoksniy. Tinklo
struktiira buvo panasi; buvo aiskiai matomos arterijos, venos ir kapiliarai (3.25
pav.). Kraujagysliy tinklo tankis buvo i§ esmés vienodas (3.26 pav.).

Sie duomenys rodo, kad endotelio ATX néra biitinas brandaus tinklainés
kraujagysliy tinklo susiformavimui. Nors atskirai kraujagysliy augimo ir
regresijos tinklainéje netyréme, ir todél nezinome, ar endotelio ATX trikumas Siy
procesy nesulétino ar nepagreitino, tokie galimi pokyciai neturéjo ilgalaikio
poveikio. Atsizvelgdami j Siuos ir | stiklaktinio kraujagysliy regresijos duomenis,
padaréme iSvada, kad endotelio lasteliy gaminamas ATX fiziologiniam

kraujagysliy formavimuisi ir regresijai néra bitinas.
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Kaip tuomet paaiskinti miisy in vitro duomenis ir in vivo pastebéjima, kad
stiklaktinio  kraujagysliy regresija grei¢iau vyksta transgeninése pelése,
gaminanciose daugiau ATX? Gali biiti, kad dirbtinai padidintas ATX aktyvumas
in vivo gali sukelti regresija, taciau normali, fiziologiné regresija in vivo vyksta
nepriklausomai nuo ATX. Taip pat gali biiti, kad ATX svarbus in vivo regresijai,
taiau endotelio lastelés néra svarbus ATX Saltinis. Musy in vitro modelyje
endotelio lasteliy ATX buvo butinas regresijai, taciau in vitro modelis
supaprastintas ir neatitinka visy in vivo kraujagysliy formavimosi ir regresijos
aspekty. Neseniai susintetinti atrankds, in vivo veikiantys ATX slopikliai (Gupte ir
kt., 2011). Planuojame suleisti vieng tokiy slopikliy j pelés kraujg ir / arba j akies
stiklaktinj akies kraujagysliy morfogenezés metu ir taip patikrinti, ar ATX
(nepriklausomai nuo to, kokios Iastelés ji gamina) svarbus kraujagysliy

formavimuisi ir regresijai.
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3.25 pav. ATX ECKO ir kontroliniy peliy tinklainés kraujagysliy tinklai

nesiskyre.
3 mén. amziaus kontrolinés pelés (virSuje) ir ATX ECKO pelés (apacioje) tinklainés
buvo nudazytos fluorescenciskai pazymétu lektinu IB4-GS, atrankiu endotelio 1asteléms.

A — arterija, V — vena.
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35.00 % 3.26 pav. ATX ECKO peliu ir
& kontroliniy peliy tinklainés
£ 200 kraujagysliy tinklo tankis nesiskyreé.
;g 25.00 3 mén. amZiaus tos pacios vados
e kontroliniy peliy ir ATX ECKO peliy
T & 20.00 tinklainés buvo nudazytos fluorescenciskai
E- g_ 15.00 pazymétu lektinu IB4-GS, atrankiu
2 ' endotelio lasteléms. Endotelio Iasteliy
% 10.00 uzimamas plotas jvertintas vaizdy analizés
2 programa ir iSreikstas % viso ploto. Pateikti
- 5.00 vidurkiai +/- SN (n=4 pelés kiekvienoje

grupéje). nr — statistiSkai nereikSminga

0.00
Kontr.  ECKO (p>0,05).

Galiausiai neatmetame galimybés, kad ATX néra svarbus fiziologinei
regresijai, bet prisideda prie patologinés regresijos. Tq patikrinsime neiSneSioty
naujagimiy retinopatijos peliy modelyje, kuriam budingas patologiniy
kraujagysliy augimas ir regresija (zilir. sk. 1.1.4.1). Planuojame sukelti
retinopatija ATX ECKO ir kontrolinéms peléms, o taip pat gamtinio kamieno

peléms, kurioms suleisime ATX slopiklio. Tikimés, kad §ie eksperimentai pateiks

galutinj atsakyma, ar ATX svarbus kraujagysliy regresijai in vivo.
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1.

ISVADOS

Miusy iSvystytoje in vitro modelingje sistemoje pericitai stabilizuoja
modelines  kraujagysles, skatindami  kraujagysliy  regresijos /

destabilizavimo veiksnio lizofosfatido riig§ties metabolizma;

. Pelés su iSveiklintu endotelio Iasteliy autotaksino genu Enpp2 yra

gyvybingos ir vaisingos;

. Endotelio lasteliy autotaksino genas Enpp2 néra biitinas akies stiklakiinio

kraujagysliy regresijai ir brandaus tinklainés kraujagysliy tinklo

susiformavimui.
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