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SUTRUMPINIMAI

Apaf-1 — apoptog aktyvuojantis faktorius 1;

Bcl — apoptoz reguliuojaiiy baltymy Seima;

Bcl-2, Bcl-xL — apoptog slopinantys Bcl-2 Seimos baltymai;
Bcl-xS, Bax, Bad, Bid, Bak — apoptogkatinantys Bcl-2 Seimos baltymai;
Cit ¢ — citochromas c;

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle o texp

DMSO - dimetilsulfoksidas;

EGF — epidermio augimo faktorius (angpidermal growth factqr
ERK — ekstraistelinio signalo reguliuojma proteinkingz

FasL — Fas receptoriaus ligandas;

FB — fosfatinis buferis;

FGF — fibroblast augimo faktorius (andibroblast growth factoy,
FVS — fetalinis verSali serumas;

GM-CSF - granuliocit-monocit; kolonijas stimuliuojantis faktorius;
HGF — hepatocit augimo faktorius;

IGF — insulino augimo faktoriai (anghsulin-like growth factaoy,

IL-3, 4, 5, 6, 10 — interleukinai-3, 4, 5, 6, 10;

IMDM - Iscove’o modifikuota Dulbecco tetp

JNK — c-Jun N-galia kinaz;

JSA — jadio serumo albuminas;

MAPK — mitogem aktyvinamos proteinkings;

MEF2 - angl.myocyte enhancer binding factoy-2

MHC — miozino sunkioji grandin(angl.myosin heavy chajn

MRF - miogeniniais reguliatoriniai faktoriai;

p38 — MAP kinagz;

PDGF — trombocit augimo faktorius (angplatelet-derived growth factyr
pRb — retinoblastomos baltymas;

RPMI — terp, naudotadsteliy auginimui;

TNF — navikg nekrozs faktorius;

TRAIL - naviku nekrozs faktoriaus receptorius ligandai;



IVADAS

Pasauligs sveikatos organizacijos duomenimis sergamumasirtrngumas dl
Sirdies ir kraujagysili ligu Baltijos Salyse vienas didziaysLietuvoje daugiau kaip 50 %
visy mirc¢iy priezastis yra Sirdies ir kraujagysligos, 29 % zmonj netenka darbingumo
Siy ligy paskoje. Kai kurias Sirdies funkcijagnanoma pagerinti chirurginiuadu arba
transplantuojant donoro organus ar audiniusatabeveik nieko negalima padaryti Zuvus
kardiomiocitams, pavyzdziuivykus miokardo infarktui, nes Zaizdos miokarde,oSiu
atveju, gyja dka besidauginaiy jungiamojo audinio dsteliy, o tai pakeiia Sirdies
darky. Tuo tarpu skeleto raumenregeneracija vykstaélla kamienini miogenini
lasteliy, kurios iSsidsto Salia diferencijuatraumening skaidul;. Sveikame organe Sios
lastebs nesidaugina, &&au, atsiradus pazeidimui, jos migruojapaZzeidimo viet ir
aktyvinasi. Sirdies raumenyje taip pat yra suraska, lasteliy, tatiau ¢ia ju yra mazai.
Lasteline kardiomioplastija arba kamienipimiogenini lasteliy persodinimag Sirdies
raumern gakty bati vienas i$ miokardo infarkto gydymo metpdrai yra nauja, spéiai
besivystanti ir perspektyvi biomedicininimoksl; sritis, ateityje gaisianti pakeisti
organy ir audiniy transplantacy bei palengvinsianti degeneracitiigy gydynm.

Viena iS svarbiausi lasteliy transplantacijos metu iSkylém problemy yra
transplantuat miogenini, lasteliy iSgyvenimas bei integracija. Zinoma, kad didedlis
(iki 90 %) persodint lasteliy ziva per pirmas 48 valandas po transplantacijéls d
uzdegiminio proceso metu aktyvinameaktyviy deguonies darinj citokinai ir kt. Jie
lemia atsak | streg, cklto stabdomas akteliy augimas ir inicijuojamas apoptasz
procesas. Be to, po transplantacijos Sirdyje susidikirtingos funkcias hiklés lasteks.
Tai proliferuojaggios ir diferencijuojatios transplantuotos kamier® lasteks bei
diferencijuoti kardiomiocitai. Nustatyta, kad paamsplantacijos pirmas parasgsteks
dauginasi, o &iau diferencijuojasii audiniui hidingas 4steles. T&au vis dar tiksta
Ziniy apie kamieninj lasteliy iSgyvenimo bei #ties reguliacy, joms atsakang jvairius
streso faktorius, atsirandéns pazeistame Sirdies audinyje. ki Siéfanduomen ir apie
individualiy  signalinip molekuly vaidmen apoptozs reguliacijoje d4stekms

diferencijuojantig audiniui specifinesabteles.



Siame darbe ir buvo siekiama identifikuoti signaliikelius, reguliuojatius
kamieniniy, iS raumens iSskigt lasteliy zutj bei iSgyvenim po genotoksini medziag —
cisplatinos ir daunorubicino bei oksidacistrega Sirdyje imituojagios medziagos -
fiziologinio apoptozs induktoriaus - azoto oksido donoro NOC-18 poweikisteliu

diferenciacijos proceso metu.

Darbo tikslas — kamienini lasteliy, iSskiry iS raumens ir pasizyminy neribotu
proliferaciniu potencialuin vitro, apoptozs reguliavimo molekulini mechanizm

tyrimas miogenias diferenciacijos metu.

Darbo uzdaviniai:

o Charakterizuoti iS raumens gautas kamiésirtinijos ksteles beijvertinti ju
miogenires diferenciacijos galimybes.

e [vertinti miogeniny lasteliy jautrumy apoptozs induktoriams dsteliy
diferenciacijos metu.

o Nustatyti apoptozs induktoriy poveid mitogemny aktyvinamy kinaziy (MAPK) -
ERK, JNK ir p38 - raiSkai ir fosforilinimui diferemjuotose 4stekse.

e Ivertinti MAP kinaziy - ERK, JNK ir p38 - vaidmgnapoptozs indukcijoje

miogenires kamieniny lasteliy diferenciacijos metu.



1. LITERAT URA

1.1.L gsteliy terapija ir Sirdies pazeidimai

Lasteliy terapija (citoterapija), kai suaugusiame organipageistosasteks yra
paketiamos sveikomis, yra vienas perspektywiairiy degeneracini ligu gydymo hidy.
Sirdies audinys pasizymi labai ribotu regeneracimitencialu.Cia esagiy kamienini
lasteliy nepakanka Sirdies funkcijai atstatyti, Zaizdos agygka besidauginatiy
jungiamojo audiniogsteliy, o taijtakoja organo dasb Siuo metivairiy Sirdies ligy, tarp
ju ir infarkto, gydymui ieSkoma labiausiai tinkartysteliy. Tyrimai atliekami stvairios
kilmés lastekmis — nuo embrionini iki suaugusio individo autologini lasteliy
[Laflamme ir kt., 2005; Grounds ir kt., 2003]. Aldginé skeleto raumankamienini
(miogeniniy) lasteliy transplantacija yra patraukli tuo, kagteks gali liti iSskiriamos i
paciento skeleto raumenpadauginamom vitro ir transplantuojamossSird; nesukeliant
imuninio atsako. Be to, miogeniniasteliu naudojimas leistiSvengti ir etini problemy,
su kuriomis susiduriama embrioninasteliy atveju.

Miogenirés arba satelitdés raumen lasteks iSsidsto Salia diferencijuat
raumening skaidul;. Sveikame organe Siosasteks nesidaugina, t&u atsiradus
pazeidimui jos migruoja Zaizdos viet, aktyvinasi proliferacijai ir galiausiai susiliejau
pazeistomis rauman miofibrilémis arba viena su kita, suformuodamos naujas
daugiabranduoles raumehysteles.

Viena iS svarbiausi lasteliy transplantacijos problem— transplantuojam
miogeniniy lasteliy iSgyvenimas pazeistame Sirdies audinyje. Tikiatistatyti pazeigt
Sirdies raumein po transplantacijos mioblastai turi kelias padlasigintis bei vystytig
miocitus. Td&iau didek dalis (iki 90%) transplantuotlasteliy ziva per pirmas 48
valandas & patologiniame zidinyje besivysté@io uzdegiminio proceso bei kit
priezasiy [Irintchev ir kt., 1995; Pouzet ir kt., 2000; Be&amp ir kt., 1999]. Apopteés
vaidmuo, jos mechanizmai, tiek Sirdies iSemijosofmginiame Zidinyje, tiek mioblast
bei Sirdies miocif kultaroje yra vis dar neaisk [Elsasser ir kt., 2001]. Iki Siol mazai

Zinoma apie streso faktari atsirandatiy pazeistame Sirdies audinyje, vaidmérei



mechanizmus, atygojarcius transplantuojam lasteliy atsparum ar jautruma apoptoz
bei nekroz sukeliantiems faktoriams.

Transplantuotos aktebs patologiniame zidinyje patiriaivairius stresus ir
pakenkimus. Nustatyta, kad patologinio procesojeigtsiradusiame zidinyje (toksifa
ir ivykus miokardo infarktui), gaminasi ir iSsiskirigvairios biologiSkai aktyvios
medziagositakojartios lasteliy iSgyveniny. Tai gali ti reaktyvaus deguonies junginiai
beijvairus citokinai. Yra duomanp rodartiy, kad tiek Sie agentai, tiek ir imuninis atsakas
bei uzdegiminiai veiksniagtakojai pazeisi raumenin audiri transplantuat mioblast;
gyvybinguna. Be to, Zmogus vartojavairiausius vaistus, kurie taip pat galfitb
kardiotoksiski.

Tiek apoptozs proceso iniciacijojoje beivykdyme, tiek ir jos iSvengime
dalyvauja daug signalini keliy, iS5 kurip geriausiai charakterizuoti yra mitogen
aktyvuojany proteinkinazi (MAPK) signaliniai keliai. Nors fiziologiniai MAPK
aktyvacijos padariniai atskiriemgskeliy tipams yra skirtingi, t&au tyrimai rodo, kad
iSorinio signalo reguliuojama kinéz(ERK) paprastai teigiamai reguliuojasteks
proliferacij ir stabdo apoptozinio signalo perdaginPriesingai, c-Jun N-gaknkinazs
(INK) ir p38 MAP kinags veikimo keliai kai kuriose apoptéz sistemose galidi
laikomi kritiniais, indukuojant apoptz Nors mechanizmas, kuriuo JNK ar p38 MAP
kinazs indukuoja apopt@z iki Siol néra pilnai iStirtas, tdau zinoma, kad Sios kinéz
veikia reguliuodamos transkripcijos faktpraktyvuma. Dvi MAPK kinaziy kaskados —
JNK ir p38 susikerta ties transkripcijos faktoriumiJun [Matsui ir kt., 2001].
Literatiroje yra nedaug duomenkaip DNR pazaidos veikiankent miogeninesakteles
ir kokios signaligs molekués yra svarbios 8ilasteliy iSgyvenimui. Taigi, signalini

keliy iSaiSkinimas bty rimtas zingsnisékmingo citoterapijos taikymo linkme.

1.2. Raumens kamienini |asteliy diferenciacijos procesas ir jo reguliacija

Diferenciacijos metu mioblastuose vyksta raumapecifinu geny aktyvacija,
lasteks negiztamai iSeina iSakteks ciklo. Galutigje diferenciacijos stadijoje mioblastai
susilieja suformuodami daugiabranduoles raumeningteles. Miogenes proces

reguliuoja MyoD Seimos transkripcijos faktoriai - y§D, Myf5, miogeninas ir



reguliatorinis faktorius-4 kartu su MEF2 (anghyocyte enhancer binding factoy-2
MyoD Seimos baltymai (dar vadinami miogeniniais uleggoriniais faktoriais - MRF)
pasizymi 80% homologija spikakilpa-spirak (HLH) motyve. Si baltymo molekes
dalis reikalinga dimerizacijai ir ggeikai su daugelio raumenims specifingen;
promotoriuose esdm seka CANNTG (E éZute). MRF riSantis prie konseném
CANNTG DNR sekos yra aktyvuojama raumenims speaifgen; ekspresija, slopinama
lasteks ciklo progresija ir indukuojama raumghysteliy diferenciacija [Kaneko ir kt.,
2002]. MyoD, Myf5, Pax7 transkripcijos faktoriai ibaltymas desminas yra
ekspresuojami proliferuojgni mioblast; lastekse, tuo tarpu miogeninas ir miozino
sunkioji grandig (MHC) yra diferencijuai raumenm lasteliy markeriai { pav) [Asakura
ir kt., 2001; Zammit ir kt., 2006;

Bergstrom ir kt., 2001]. Miogenini lasteliy kultiroje serumo paSalinimo indukuotos
diferenciacijos metu vyksta Pax7 ekspresijos sliopas. Manoma, kad Pax7 gali
reguliuoti sateliting lasteliy dauginimasi ir atsinaujinim. Nustatyta, kad Pax-/-
raumenyse yra smarkiai sunégs sateliting lasteliy skatius. Be to, Sis baltymas yra
svarbus raumens kamieniniasteliy miogeniniai specifikacijai. 1S Pax7-\- raumen
iSskirti mioblastai neakspresuoja ir kitmiogeniniy lasteliy markery - transkripcijos
faktoriaus MyoD ir desmino [Olguin ir kt., 2004; @ait, 2004; Oustanina ir kt., 2004].
MyoD transkripcijos metu jungiasi prie DNR homodiinéje formoje, tg&iau stabilesni
kompleksai susidaro MyoD heterodimerizuojantis sai& bHLH baltymais (E2A, E12 ir
E47). MyoD aktyvum neigaimai reguoliuoja diferenciacijos inhibitorild) Seimos
baltymai, kuri; transkripcij skatina mitogenai. Sie baltymai su MyoD arba E42/E

sudaro neaktyvius prie DNR nesirigars heterodimerinius kompleksus.



Satellite Cell Myoblast Myofiber

o7 g
A A &7 4

Quiescent Activaled Proliferative Commitment to  Fusion into  Maturation into
differantiation myotube myofiber

— CD34

|'.'E-'|}‘:.."- ................

N T e ———

Myc D ------------

IIIII | ].ll'r]]_]:{:‘ —

1 pav Satelitiniy lasteliy diferenciacijos stadijos ir miogeniniai markerizammit ir kt.,
2006].

MEF2 transkripcijos faktou grup; sudaro MADS (MCM1, agamous, deficiens,
serum response factor)éaites transkripcijos faktoriai. MEF2 baltym (MEF2A,
MEF2B, MEF2C ir MEF2D) homo- arba heterodimeraasiSprie raumenims specifini
gen promotoriuose es#ios konsensiés AT turtingos sekos (MEF2 srities). Miogeniai
bHLH ir MEF faktoriai sinergetiSkai aktyvuoja spiee transkripcig [Zhenguo ir kt.,
2000; Jones ir kt., 2004; Cornelison ir kt., 199&adicjusi miogenino ekspresija ir
proteinkinazi, inhibitoriaus p21@"“P! indukcija rodo, kad asteks yra negZztamai
iS¢jusios iS 4steks ciklo ir pra@jusios diferenciacijos prografiHaotum ir kt.,1998; Guo
ir kt., 1995; Hawke ir kt., 2001].

Mioblastams iSeinant iSasteks ciklo, ju lastekse yra slopinama ciklin

ekspresija. ISinit sudaro ciklinas D3. Miogenini lasteliy diferenciacijos metu Sio
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baltymo ekspresija padifh, tokiu lidu palengvindama égma iS lasteks ciklo. MyoD
transkripcijos faktorius skatinaadteks ciklo sustabdym indukuodamas nuo cikhn
priklausomy kinaziy (CDK) inhibitoriy ekspresi. CDK inhibitorius p21 kartu su kitais
CIP1/KIP1 Seimos baltymais - p57 bei p27 - inhilaudaugel nuo cikliny priklausony
kinaziyp. Ektopire p21 ekspresija gali aktyvuoti raumergen; ekspresy net esant
didekms serumo koncentracijoms. Be to, yra nustatytal tanskripcijos faktorius
MyoD padidina ir retinoblastomos baltymo (Rb) eksip. Sis baltymas yra svarbus
lastebs ciklo sustabdymui ir raumenims specifingeny ekspresijos aktyvacijai.
Defosforilintoje formoje Rb jungiasi su transkripd faktoriumi E2F ir slopinaakteks
dalijimasi. Taip pat jis aktyvuoja miogenezprogram reguliuojagius MEF2 faktorius.
[Serna, 2001; Berndt, 1999].

Signalai, slygojantys satelitinj lasteliy aktyvacip raumens pazeidimo metu, kol
kas réra pilnai identifikuoti. Buvo nustatyta, kad tirokinazs receptoriaus c-met
ligandas HGF/SF yra svarbus satelififisteliy aktyvacijai. Kiti mitogenai - EGF, FGF,
IGF ir PDGF - skatina mioblasdiferenciacig, tatiau negali indukuoti satelitinilasteliy
aktyvacijos. Nesenai buvo nustatyta, kad azotodalssiNO) gali dalyvauti satelitipi
lasteliy aktyvacijoje, indukuodamas HGF/SF iSlaisvining ekstrajstelinio matrikso.
Azoto oksido sintetas 1 (NOS-1) slopinimas susilpnina sateliiitdsteliy aktyvacip in
vivo. In vitro NO sintetinamas atsakanfibrili y tempimy, NOS-1 slopinimas redukuoja
tempimo metu atpalaiduojamo HGF kiekTatiau kol kas #@ra nustatyta kaip NO
reguliuoja HGF atpalaidavigi{Anderson, 2000; Tatsumi ir kt; 2002].

Mioblastams diferencijuojantign vitro didek ju dalis Zista apoptos hidu,
taiau galutinai diferencijuotos asteks pasizymi didesniu atsparumivairiems
lasteliniams stresams. Mioblasatsparumas apoptozei yra siejamas su CDK inhiaiier
p21"*" indukcija ir Rb baltymo hipofosforilinimu [Ostrokg ir kt., 2003].

Nors ir yra nustatytijvairis augimo faktoriai ir hormonai dalyvaujantys raumen
lasteliy augime ir diferenciacijoje, iki Siol liksta duomenm apie viduhstelinius
signalinius kelius, reguliuoj@us miogenini lasteliy proliferacijos ir miogenes
procesus. MAPK signalini kaskad vaidmuo miogenege yra prieStaringas. Vien
autorip nuomone MAPK signalinis kelias slopina raumdasteliy diferenciacig, tuo

tarpu kiti autoriai teigia, kad Sis kelias nedalyj)eadiferenciacijos proceso reguliacijoje.
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Taip pat yra duomen apie MAP kinaai atliekamy teigiama vaidmen miogenezs
reguliacijoje [Gredinger ir kt., 199&ngel ir kt., 2005; Jones ir kt., 2005].

1.3. Apoptoz ir kitos | asteliy mirties formos

Terminas “apopta? yra kilgs iS graiky kalbos zodzio, reiSkiam “lapy kritima”.
Tai yra genetiSkai kontroliuojamas, energijos rklgantis, fiziologinis, evoliucijos
eigoje nedaug tepaki procesas, svarbus embriogefez ontogenege, brstant
imuninés sistemos aktekms ir kt. Apoptoz susideda iS kali nuosekly etam: 1)
sprendimo fags, kai vyksta daugys pro- ir antiapoptozinj ekstraisteliniy ir
intralasteliniy signaly derinimas; 2) vykdymo fa&s, kai yra aktyvinama nedgtama

cisteino proteazi (kaspaai) kaskada; 3) apoptozinkaneliy fagocitavimo fazs.

Apoptozs metu vyksta eil morfologiny ir biocheminy pokyiy. Budingas
apoptuojanios lasteks pozymis yra branduolio bei$as lasteks firio sumagjimas, nes
inhibuojama N& K*, CI' jony transporto sistema, skyai iStekaj iSor. Vyksta hsteks
membranos rauk&imasis bei tolygi chromatino kondensacija [Ortiz kt., 1996].
Lasteks pavirSius tampaitglétas [Sgonc ir kt., 1998]. Branduolio pakgi turi vykti
santykinai ankstyvoje apoptéx stadijoje, kol yra pakankamai energijos, kaatgalykti
chromatino kondensacija. Branduolys skylatskirus, branduolio membrana apgaubtus
fragmentus, kut viduje yra kondensagis chromatinas. Ankstyvoje apoptezstadijoje
fosfatidilserinas, normaliai esantis vidj@a plazmirts membranos pug, yra
translokuojamsj lasteks iSoe. Sio proceso &a apoptoziniai &neliai in vivo greit
atpazstami ir fagocituojami. Po fagocitéz jie degraduojami lizosomosén vitro
apoptoziniai Kneliai iSbrinksta ir yra lizuojami. Si gatinlasteliy Zaties faz in vitro
vadinama “antrine nekroze”. Plazndiimembrana iSlieka vientisa iki proceso pabaigos,
todkél uzdegimire reakcija nekylaln vivo lasteks apoptoz trunka nuo 6 iki 24 valangd

Sis laikas priklauso nuadteks tipo [Gabrieli ir kt., 1992].
Lastek gali apoptuoti d dvieju priezasiy. Pirma, tai gali bti reikalinga
normaliam organo ar audinio vystymuisi. Antra, apap gali biti reikalinga sunaikinti

tas hsteles, kurios kelia ¢gsme visam organizmui. Pavyzdys galitbviruso infekuotos

lasteks, kurios yra sunaikinamosaveikos su citotoksiniais T limfocitais pa®je.
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Pastarieji skatina infekuotassteles apoptuoti. PanaSiai apoptorzykdo ksteks,

turin¢ios DNR pazaid.

Apoptoz skiriasi nuo Kkity lasteks mirties formy. Neapoptozigs mirties
pavyzdys yra nekr@z— kai hstek mirSta iSorinio pazeidimo, pavyzdziui, deguonies
tratkumo ar citotoksinj cheminiy medziag, poveikio pagkoje. Skirtingai nuo apoptas,
tai pasyvus procesas, kurio messtek praranda galimyb kontroliuoti jony transpon,
padictja membranos laidumas, prasideda vandens ir eistehhiy jony difuzija i
lasteliy vidy, sukelianti 4steks, o yp& mitochondrijy brinkima. To pasekra - lasteks
lizé. Zustartios lasteks citoplazmos turinys patenkaekstraisteling skysf ir sukelia
uzdegimin proceg [Franklin ir kt., 2000]. Branduolyje pokiai nezynus, chromatinas
iSlieka nepakits, vyksta atsitiktia DNR degradacija. Energija Siuo atveju nereikalinga
[Al Rubeai ir kt., 1998;].

1.4. Apoptozs iniciacija

Apoptoz gali bati sukeliama dviem idais: per “mirties receptoriusarba
nenaudojant‘mirties receptori”. Programuota mirtis vyksta irmdtekse, neturitiose
mirties receptotj; Siuo atveju apoptezgali sukelti hipoksija, hiperemija, acidoar kit
metaboliniai veiksniai.

“Mirties programos” vykdytojos kaspéz yra cisteino proteag, kstekje
saugomos neaktyvioje ibenoje. Jos atpgta ketumpy amino 6g&iy fragmeng ir
specifinius substratus skaldo ties asparttgStimi, esatia | C-gah nuo atpaistamo
fragmento. Kaspa@s skaldo ir inaktyvina baltymus, svarbiugsteks citoskeleto
palaikymui, DNR reparacijai, signalo perdavimuilasteks ciklo kontrolei [Laken ir
Leonard, 2001]. Veikiant kaspams atsirandaabteliy strukiros pokygiy, biadingy
apoptozei, tod jos ir vadinamos pagrindémis apoptozs vykdytojomis. Eukariat
lastekse yra 14 skirting kaspaai. Tai yra konstitutyvieji fermentai, kurikiekis lastekje
yra pastovus Visjos gyvavimo laikotarp Kaspazs 5, 8 ir 9 yra “virininés”, kurios,
ardydamos kitas prokaspazes, jas aktyvina. Taijplaskaspazi aktyvinimo kaskada,
stiprinanti apoptozinio signalo perdawvin mitochondrijas, branduplir kitas hsteliu
strukfiras [Hirata ir kt., 1998; Martin, 1995; Slee, 19%8elakovic ir kt., 2005]. Bcl
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Seimos baltymai Zzinomi, kaip apopészreguliatoriai. Viena pagrindipiBcl-2 baltymy
funkcijy yra reguliuoti mitochondnj membranos vientisugnir citochromo c (cit c)
iSlaisvinima. Sios $eimos baltymai pasizymi dvejopu veikime: giali apoptog skatinti
(Bcl-xs, Bax, Bid ir Bak) arba slopinti (Bcl-2, Bclx Nustatyta, kad Bax homodimerai
padidina mitochondnj membran laiduma, mitochondrijos iSbrinksta, suardomos ir
tokiu bidu iSlaisvinamas cit ¢ bei kai kurios kasgmz

Apoptozinio signalo perdavime skiriami du keliaividinis ir iSorinis @ pav).
DNR pazaidos, hipoksija, oksidacinis stresas, aagmiksni stygius indukuoja vidin
apoptozs signal perdavimo kel, kuris jtraukia mitochondrijas. IS mitochondrij
iSlaisvintas cit ¢ jungiasi su apoptoaktyvina&iu faktoriumi-1 (Apaf-1). To pakoje
aktyvinama kasp&z9. Apaf-1, cit ¢ ir kaspaz9 sudaro komplelss— apoptosom Kkuri
aktyvina kaspag3 [Franklin ir kt., 2000]. ISorinis kelias prasiie nuo receptoui
kuriuos dazniausiai aktyvina naviknekrozs veiksnys (TNF) ar Fas ligandas. Ligando
prisiriSimas prie $i receptony sukelia jy trimerizacip ir mirties domen adaptorini
molekuliy - FADD ir TRADD (su Fas ar TNle-receptoriumi asocijuoti mirties domenai)
pritraukima. Taip susiformuoja miitindukuojantis signalo perdavimo kompleksas —
DISC. Sio komplekso formavimasis pritraukia ,iniciene” kaspaz — kaspag-8.
Kaspazs-8 aktyvinama autoproteodiz tidu. Aktyvi kaspag-8 skaldo ir aktyvina ki,
~egzekucir” kaspaz-3. Abu iniciatorini kaspaai (-8 ir —9) aktyvacijos keliai susitinka
efektorires kaspags-3 aktyvacijos taske. Si kaspabitina daugelio charaktering
branduolio pokyiu atsiradimui: chromatino kondensacijai, DNR fragtaeiai, taip pat
lemia kity apoptozs pozymi atsiradina [Laken ir Leonard, 2001; Kam ir Ferch, 2000;
Green, 1998].
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2 pav Vidinis ir iSorinis hsteks apoptogs keliai. TRAIL ir CD95L - navil nekrozs
faktoriaus receptorius ligandai, DISC - nmirtndukuojantis signalo perdavimo
kompleksas, FADD — su Fas receptoriumi asocijunteises domenas [MacFerlane M ir
kt., 2004].

1.5. MAPK signalo perdavimo kelias

Zinduoliy lastekms atsakanit ekstragstelinius poveikius,astekje yrajjungiama
biocheminy jvykiy kaskada, kuri perduoda informaciuo hsteks pavirSiaus receptari
1 branduolio transkripcijos apasatTo paskoje kinta specifini transkripcijos faktorj
aktyvumas, aktyvinama arba slopinama tamutigen; raiSka. Vieni ekstrakteliniai
signalai skatinaakteks augim ir dalijimasi, tuo tarpu kiti indukuoja diferenciagiprba
programudd lasteliy Zitj - apoptoz [Minden ir kt., 1997]. Eukariotiése hstekse vienas
pagrindiniy signal; perdavimo keli yra mitogem aktyvinamy proteinkinazi (MAPK)
signalo perdavimo kelias. Geriausiai yra istirtggnalo perdavimo kelias, kusudaro
trju MAP kinazy kaskada. [vairis faktoriai — augimo faktoriai, citokinai,
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protoonkogenai ir kt. aktyvina mazGTP suriSantbaltyna Ras, kuris, savo ruoZztu,
aktyvina Ser/Thr kinagRaf (MAPKKK). Si kinaz toliau fosforilina ir aktyvina MAPK
kinaz (MEK). MEK fosforilina ir aktyvina MAPK [Guan, 199 Edmunds ir kt., 2004].

Zinduoliy lastekse randamos maziausiai keturios MAPK gsif8 pav):
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3 pav MAP kinazi signalo perdavimo keliai [Bruce ir kt., 1997].

ekstrajstelinio signalo reguliuojama proteinkitafERK1/2), c-Jun N-galié& kinaz
(INK1/2/3), p38 (p3&p/y/5) ir ERKS5. MAP kinazs yra labai konservatyvios
serino/treonino kinas. Jos fosforilina ir reguliuoja dau@éhsteks baltymy - augimo
faktoriy receptorius, transkripcijos faktorius, citoskeldialtymus, fosfolipazes ir kt.
Visoms MAP kinagms idinga tai, kad jos aktyvinamos fosforilinant Thrix motywva
(X = Glu ERK, Pro — JNK ir Gly — p38 MAPK) [Hommes kt., 2003; Chuang ir kt.,

16



2000; Davis 2000]. ERK kaskadaktyvina augimo faktoriai, ji yra svarbasteliy
proliferacijai. JNK ir p38 signalinius kelius stitwoja genotoksids medziagos ir
citokinai. Jie lemia atsaki stres, d¢l to yra stabdomagsteliy augimas ir inicijuocjamas
apoptozs procesas. Fau, yra duomeny kad skirtingoseabteliy linijose, Sios MAP
kinazs gali pasizyriti skirtingomis funkcijomis. Pavyzdziui, ERK skatinneuron,
raumen ir T lasteliy diferenciaciy, o fibroblastuose ji dalyvauja mitogeninsignaly
perdavime. Streso aktyvinamos JNK ir p38 MAPK gamti lasteliy iSgyvenina,
transformaci, proliferacip bei pasizymti anticitotoksiniu, antiapoptoziniu veikimu.
Literatiros duomenimis, laikina ERK aktyvacija lemia pretdcip, tuo tarpu pastovi -
salygoja lasteliy augimo sustabdymir diferenciacij. Laikina JNK ir p38 indukcija lemia
lasteliy iSgyvenima, o pastovi — apopte4Chuang ir kt., 2000].

1.5.1. ERK 1/2 MAP kinazs

ERK1 ir ERK2 yra atitinkamai 44 ir 42 kDa dydzioltyanai, pasizymintys 8%
homologija. Dvi fosfoakceptayi vietos, tirozinas ir treoninas, yra atskirtos ghab
liekana, aktyvinimo kilpoje sudarydamos TEY meaty)lPayne DM ir kt., 1991]. Abi
formos yra pléiai paplitusios, norsyj santykire raiSka atskiruose audiniuose skiriasi.
ERK yra aktyvinamos plataus spektro ligarukijvairiy lasteliniy pokyCiy [Lewis ir kt.,
1998]. Pavyzdziui, fibroblastuose juos aktyvinausesis, augimo faktoriai, citokinai,
stresas, su G baltymais susijugiecepton; ligandai bei transformuojantys augimo
faktoriai. ERK1/2 aktyvina MEK1/2. Pastaias fosforilina MEKK c-Raf, oi&eguliuoja
augimo fakton, receptoriai ir tirozino kinas, perduodatios signai per Ras.
Translokuotog branduoil, ERK, priklausomai nuo stimulo, fosforilingairius substratus:
transkripcijos aktyvintojus p90 ir S6, kinazes R8KMSK, MAPKAP-K1 (MAPK
aktyvinta baltyna kinaz-1), fosfolipaz A,, transkripcijos faktorius Elk-1, Etsl, Sapla,
Myc, STAT, adaptorius Sos, augimo faktpbei estrogem receptorius [Denhardt ir kt.,
1996]. ERK signalinio kelio aktyvinimas yra svarblasteliy dalijimuisi, migracijai,
lasteks skeleto reorganizacijai, diferenciacijai ir iSggmui, t&iau yra duomein kad
ERK dalyvauja streso atsake bgsteks Zities procese [Werlen ir kt., 2003].

17



ERK baltymai gali bti aktyvinti keliy signalini keliw. ERK aktyvinimo
mechanizm jvairow apsprendzia daugybG klass baltymy, kai kurip receptony
gekejimas aktyvinti daugiau nei vignG baltymy klaz bei specifiniai 4dsteliniai
mechanizmai. Vienas iS5 G baltynsignalo perdavimo gy yra slygojamas cAMP
kiekio padicjimo. Nuo cAMP priklausoma baltyinkinaz A (PKA) gali fosforilinti
Rapla, kuris, aktyvindamas B-Raf, teigiamai velkRK. Kitas lidas - kai Src Seimos
kinazs yra aktyvinamos PI3K kelio. Pastarosios toliaui dasforilinti tirozino
kinazinius receptorius, baltymus PYK2, FAK, taip kstdamos riSimosi vietas
adaptoriniams baltymams. Toliau formuojasi baltyiaiikompleksai, aktyvinantys Ras ir
Rafl [Dikic ir kt., 1996]. Egzistuoja dar vienasliks, kur G baltymo efektorius PLC
aktyvina PKC, o Si — Rafl.

Ko gero labiausiai iStirtas ERK aktyvinantis ksligorasidedantis receptoriais,
pasizymirtiais tirozino kinazigmis savykmis. Ligandui stimuliuojant receptagididéja
pastarojo katalitinis aktyvumas, vyksta tirozinekkn autofosforilinimas. Toliau
formuojasi baltyminiai kompleksai, kurisuctis slygoja tolimesniusjvykius. Prie
receptoriaus fosforilint tirozino liekam per savo SH2 domenus jungiasi adaptoriniai
baltymai Shc ir Grb2. Toliau prie susidariusio kdekso jungiasi guanino nukleotid
keitimo faktorius (GEF) Sos. Jis jau gali aktyviRtas, pakeisdamas GOFRGTP. Ras-
GTP gveikauja suvairiais efektoriais, taip pat ir su Rafl. Rageika su Rafl indukuoja
Rafl konformacinius pokyus, kurie didina jo kinazinaktyvumy. Rafl lokalizacija prie
membranos sudaralggas kitoms kinagms (Src, PKC) toliau modifikuoti Rafl ir didinti
jo aktyvumy. Rafl aktyvumo padigimas indukuoja MEK-ERK modul[Chaudhary ir
kt., 2000].

1.5.2. INK MAP kinazés signalo perdavimo kelias

JNK MAP kinazes aktyvinavairis iSoriniai poveikiai — UV spinduliuét
uzdegiminiai citokinai, tam tikri mitogenai. JNKa/aktyvinama kinagi kaskados, kusi
sudaro mitogen aktyvinama ekstrastelinio atsako kinaz1 (MEKK 1) ir mitogem
aktyvinamos proteinkings 7 ir 4 (MKK7/4). Pastarosios kingz aktyvina JNK
fosforilindamos, Thrl83 ir Thrl8# vivoir in vitro. Be JNK, MKK4 taip pat fosforilina
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ir aktyvina p38 MAPK. Toks MKK4 specifiSkumas akigti Sias dvi MAP kinazes
apsprendziay sudering veikima, atsakanti aplinkos ar citokin poveil. Taiau tai
stebima ne visais atvejais. Pavyzdziui, JNK aktyjgadkepenyse koreliuoja su
sumazjusiu p38 MAP kinags aktyvumu. MKK7 dazniausiai yra aktyvinama citakin
(TNF, IL-1), o MKK4 - aplinkos stres[Minden ir kt., 1997; Tournier ir kt., 1997].

JNK proteinkinazes koduoja trys genjak-1, jnk-2ir jnk-3. jnk-1 ir jnk-2 genai
yra pl&iai ekspresuojami daugelyje audinituo tarpujnk-3 — daugiausia neurgn
audinyje ir Sirdies miocituose. Vykstant alternaéya splaisingui susidaro 10 JNK
izoformy. Aktyvintos JNK fosforilina transkripcijos faktars c-Jun, JunD ir ATF2, kurie
dalyvauja AP-1 komplekso formavime ir aktyvacijojSiy faktoriy fosforilinimas
padidinay transkripcin aktyvum.

Naujesniais duomenimis, priklausomai ngsetéliy rasies ir poveikio stiprumo,
JNK vaidmuo gali bti proapoptozinis, antiapoptozinis arba neutralWdienas iS galim
JNK taikiniy yra wzZio supresorius p53.a8eika su JNK destabilizuoja p53 ir skatina jo
degradacy. T&iau streso paveiktosedtekse, aktyvios JNK fosforilina p53 ir apsaugo |
nuo degradacijos. Kiti eksperimentai parodo, ka# gdli dalyvauti c-Myc stimuliuotoje
apoptozje. Nesant JNK, sutrinka apop#szniciacija mitochondriniu keliu, susilpja cit
c islaisvinimas. Potenciagd JNK taikiniai, kurie gali reguliuoti cit c iSlaigima,
priklauso Bcl2 grups baltymams. JNK fosforilina Bcl2 bei Bcl-xir tokiu badu
inhibuoja p antiapoptozia funkcija [Soh ir kt., 2003; Dunn ir kt., 2002]. Daugelis
citokinu (pvz. TNF) lemia tik laikia JNK aktyvaciy, kuri nesukelia apoptég [Davis,
2000]. Yra duomen kad c-Jun, esant stresui, aktyvina tam tikrus DBjparacijos genus
ir tokiu bodu lemia 4steliy iSgyvenim esant DNR pazeidimui [Dunn ir kt., 2002].

Nustatyta, kad JNK1 ir INK2 atlieka skirtingas faij&s hsteliy proliferacijos
reguliacijoje.jnk1” fibroblastams ir eritroblastams yradingas sumades fosforilinto c-
Jun ir ciklino D1 lygis bei proliferacijos defektgink2’” lastekms, atvirk&iai, yra
budingas padiéies proliferacijos, fosforilinto c-Jun ir ciklino Dlygis. Tokiu kidu,
JNK1 yra teigiamasakteliu proliferacijos reguliatorius, reikalingas c-Jussfarilinimui ir
aktyvacijai, o JNK2 neigiamai reguliuoja c-Jun #tana ir proliferacia. Neaktyvios
JNK2 pasizymi didesniu giminingumu c-Jun, ébdestimuliuotosealstekse dauguma c-

Jun molekuly yra susiriSusios su JNK2, bet c-Jutranfosforilinamas. Tyrimain vitro

19



neparod rySkiy JNK1 ir JNK2 kinazinio aktyvumo skirtum Abi Sios formos gali
fosforilinti c-Jun bei kitus taikinius [Sabapatt3004].

Nustatyta, JNK MAPK signalo perdavimo kelias yrdyakiotas kai kuti rasSiy
vézinése hstekse. Tai rodo, kad Sis signalo perdavimo keliassyarbus kancerogenez
proceso raidai. Be to, buvo nustatyta, kad JNKsyarbios imuninio atsako reguliavime.
Peks, neturigios JNK1 ir INK2, yra morfologiSkai normaliosgiau, ¢l sutrikusios T
lasteliy funkcijos, joms yra @dingi imuninio atsako defektai [Bennett, 2001].

Identifikuoti keturi neigiamai JNK reguliuojantysaktoriai: MAP kinazi
fosfataz MKP7, Siluminio Soko baltymas Hsp72, onkoproteilias 1 ir azoto oksidas
[Hommes ir kt., 2003].

1.5.3. p38 MAP kinazs

p38 MAP kinazi Seima pirmiausiai buvo identifikuota kaip liposacharid
(LPS) aktyvinamos kinas. Siuo metu yra zinomos keturios p38 kimazoformos:
p38x, p38P, p38 (arba ERKG, SAPK3) ir p3B (SAPK4). p38 yra ekspresuojama
daugelyje audinmj ir yra geriausiai apiinta. p38§ daugiausia ekspresuojama skeleto
raumenyse, 0 p33- plawtiuose, inkstuose,éklidése ir kasoje. Literatos duomenimis,
jvairios p38 izoformos atlieka skirtingas funkcij@augumoje uzdegiminilasteliy p38&x
yra pagrindig aktyvuota izoforma. p38 MAP kinazes aktyvina dwiguspecifiSkumo
MAP kinaziy kinazs (MKK3/4/6/7), fosforilinagios Thr-Gly-Tyr motyw, budinga
visoms p38 MAP kinazms. Nustatyta, kad skirtingos MAPK kiraz selektyviai
aktyvina skirtingas p38 izoformas [Ono ir kt., 20@nhselen ir kt., 1997].

p38 MAP kinazs signalo perdavimo kaligali aktyvintijvairts ekstraisteliniai
stimulai: citokinai (IL-1, IL2, IL7, IL17, IL18, T&-B, TNF-), ivairis patogenai,
augimo faktoriai, Silumos Sokas, UV spinduligiotleguonies radikalai ir kp38 MAP
kinazs reguliuoja d4steliy proliferacip, diferenciaciy ir apoptoz. Nustatyta apie 100
geny, kuriuos reguliuoja p38 signalo perdavimo kelidstencialis p38 kinaai taikiniai
yra MNK1 ir MAPKAP2 (MK2), kuris savo ruoztu fosfidina ir aktyvina Hsp25 bei
Hsp27, kelet transkripcijos faktorj - ATF-2, ATF-1, MEF-2, STAT1, ELK-1, CHOP ir
Max/Myc. p38 taip pat lemia NdB aktyvacip. [Hommes, 2002; Rincon, 1998].
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Nustatyta, kad priklausomai nugsteliy rasies ir poveikio stiprumo, p38 kinaz
gali skirtingai reguliuoti dsteliy proliferacip bei iSgyvenim. G, ir S fazy riboje, p38
MAPK aktyvacija gali skatinti arba slopinti slinkasteks ciklu. Nustatyta, kad pgmui
iS5 & 1 G; faz reikalinga p38 inhibicija [Ambrosino ir kt., 2001Manoma, kad p38
teigiamai reguliuoja vienasadteks ciklo stadijas, o neigiamai veikia kitas [Ono ir
kt.,1999].

Literatiros duomenimis, aktyvi p38 lemia programudatiferencijuoty PC12
lasteliy zatj, bet apsaugo Ziunkipirminius kardiomiocitus nuo anizomicino indukusto
apoptozs. Kaspaai inhibitoriai gali slopinti p38 aktyvadij

Nesenai buvo nustatyta, kad p38 kihatlieka svarh vaidmern jvairiy lasteliy
diferenciacijos procese. pd8 p383 yra reikalingos 3T3-L1 fibroblastdiferenciacijaii
adipocitus ir PC12 abkteliy diferenciacijai { neuronus. p38 inhibitorius SB203580
blokuoja i Iasteliy diferenciacig [Ono ir kt., 2000].

1.5.4. MAP kinaziy vaidmuo Sirdies hsteliy apoptozs reguliacijoje

Apoptoz - fiziologiné, genetiSkai uzprogramuotasteliy zatis, pl&iai tiriamas
reiSkinys tiek sveikame organizme, tiek jvairiy ligu atvejais. Pastaruoju metu
intensyviai vykdomi tyrimai siekiant iSsiaiSkintisteliy zatj salygojantius molekulinius
mechanizmus pazeistoje Sirdyje bei identifikuotiopijpz reguliuojagius kelius,
specifinius Sirdies astekms. Apoptozs mechanizm reguliacijos iSaiSkinimas leist
patobulinti kardiomioplastijos metad bei pritaikyti naujas Sirdies g gydymo
strategijasivairis tyrimai rodo MAP kinazj aktyvinimg patologiniame Sirdies zidinyje.
Taciau iki Siol neaiSku, kokvaidmen atlieka MAP kinaai kaskad aktyvinimas Sirdyje
patologinio proceso metu.

ERK MAP kinazs vaidmuo Sirdyje.Nustatyta, kad iSemijos/reperfuzijos,

oksidacinio streso ir hipoksijos metu kardiomiooge vyksta ERK MAPK aktyvinimas.
Ivairiy tyrimy duomenimis MEK-ERK kelias apsauggsteles nuo apoptég. Zinoma,

kad insulino augimo faktari (IGF-1), kardiotrofino, serotonino ir katecholampin
apsauginis efektas kardiomiocituose yra ggs§u ERK signalinio kelio aktyvinimu, tuo

tarpu kai MEK-ERK slopinimas padidinasteliy apoptoz daunorubicinu paveiktoje
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Sirdies miocit; kultiroje. Be to, yra nustatyta, kad skilvelio miocitaqeerp;-adrenergin
receptony perduodami apoptoziniai signalai yra sgigpy ERK1/2 slopinimu, tuo tarpu
kai B,-adrenerginio receptoriauslggotas hsteliy iSgyvenimas yra sugg su ERK1/2
aktyvinimu. Apsauginis ERK1/2 vaidmuo yra nustasytaH,O, bei lipopolisacharidais
paveiktoje kardiomiocit kulttroje.

Apsaugin ERK signalinio kelio vaidmanpatvirtina ir kardiomiocii apoptozs
tyrimai in viva. Transgeniams petms, kuri; Sirdyje pastoviai ekspresuojamos aktyvios
MEK formos, yra hdingas didesnis atsparumas infarktui, lyginant aukihio tipo
pekmis.

Taciau Siuo metu ftiksta duomen apie tiesioginius ERK MAP kinas
apsauginius mechanizmus. Nustatyta, kad Sirdiesitunase ciklooksigen&z2 (COX-2)
ir ANF yra vieni iS galinn ERK apsaugini signal; perdavimo mediatagi Kitas ERK1/2
anti-apoptozinio veikimo mechanizmas yra siejamasE®RK gelkjimu saveikauti su
PKCe. Mitochondrijose ERK1/2 formuoja komplekssu PKE ir palengvina
proapoptozinio Bcl-2 Seimos baltymo Bad fosforitmi ir inaktyvacip. Literafiros
duomenimis, ERK1/2 tiesiogiai fosforilina RSK (angb0 ribosomal S6 kinasguri,
savo ruoztu, tiesiogiai fosforilina ir inaktyvinaAB ir padidina 4steks gyvybingum.
Nesenai buvo nustatyta, kad ERK tiesiogiai fosifodéma proapoptozin BimEL
faktoriy, padidina jo degradaaijir apsaugo dstek nuo apoptozs. Be to, ERK1/2
aktyvinimas stabdo kasp&z8 skaldym ir tokiu badu slopina iSorif apoptozs kelia.
GenetiSkai modifikuat peliu tyrimai rodo, kad tiesioginsSio kelio aktyvacija gali tdti
gydomyji efekh sergantijvairiomis kardiomiopatijos formomis ifimaus miokardo
infarkto atveju [Baines ir kt., 2004].

JNK MAP kinags vaidmuo Sirdyje. [vairis stresai (hiperosmotinis Sokas,

hipoksija/reoksigenacija, baltymsintezs inhibitoriai (pvz. anizomicinas), reakiyw
deguonies junginiai (ROS) ir uzdegiminiai citokinaktyvina JNK MAP kinag Sirdies
miocity kultiroje. Ta&iau Sio kelio vaidmuo kardiomiocituose yra priestgas.[vairiy
tyrimy duomenimis Sirdies miocituose JNK MAP kigaatlieka tiek pro-, tiek ir
antiapoptozin vaidmen. Pavyzdziui, tyrimuose su azoto oksidu (NO) buwstatytas
antiapoptozinis Sio kelio vaidmuo. diau, daugumoje eksperimentini modeliy

dominuoja proapoptozinis JNK veikimas. Nustatytad Kkardiomiocituose oksidacinio
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streso metu aktyvinta JNK fosforilina mitochondusi baltymus ir sukelia
proapoptozini molekuliy - citochromo c ir AIF - atpalaidavign Be to, yra nustatyta, kad
JNK fosforilina ir inaktyvina antiapoptozinius B2l4r Bcl-x_. baltymus. Yra duomen
kad JNK1 slopinimas iSemijogslggomis apsaugoasteles nuo apoptég, tuo tarpu kai
JNK2 slopinimas neturi reiksa lasteliy iSgyvenimui [Aoki ir kt., 2002; Baines ir kt.,
2004]. Tok priestaring JNK MAP kinazs vaidmefn miocituose gali paaiskinti
skirtingas eksperimemtmodeliavimas irdsteliy specifiSkumas. Be to, yra zinoma, kad
aktyvios JNK #4stekje fosforilinajvairius baltymus, i kui vieni salygoja apoptog, tuo
tarpu kiti yra atsakingi uasteliy iSgyveniny. Kadangi dauguma eksperimendinyrimy
liudija apie proapoptozin INK kelio vaidmepn in vivo, tikétina, kad Sio kelio
farmakologinis slopinimas miokarde ¢&al turéti gydommji efekt amiy Sirdies
pazeidimy salygomis [Dougherty ir kt., 2002; Andreka ir kt., @D, Kaiser ir kt., 2005;
He ir kt., 1999].

p38 MAP kinazs vaidmuo SirdyjeSirdies hstekse yra ekspresuojamas, y- ir

0-p38 MAP kinazs izoformos, téiau réra patikimp jrodynu apie B-p38 MAPK
ekspresy [Schulz ir kt., 2003]. p38 MAP kinasg, kaip ir vaidmuo Sirdies miocituose yra
prieStaringas. Yra duomentiek apie apsaugin tiek ir apie proapoptozinp38 kelio
vaidmen kardiomiocituose. Nustatyta, kad Sirdies mipditiltiroje farmakologinis p38
MAP kinazs slopinimas sumazina iSemijos ir doksorubicincukubty apoptoz. Kity
tyrimy duomenimis Sirdies miocituose aktyvinta p38 MAFMad& translokuojasii
mitochondrijas, kur tiesiogiai fosforilina ir ingktuoja antiapoptozinBcl-2 baltymy. Be
to, p38 aktyvinimas yra sus§ su kaspas-3 skaldymu.]lvairis farmakologiniai
(panaudojant Sio kelio inhibitorius) bei genetintgrimai in vivo taip pat patvirtina
proapoptozin Sio kelio veikima. Kity autoriy duomenimis, p38 MAPK aktyvinimas
Sirdies miocituose gali téti ir apsaugin efekt. Tai gali hiti siejama su apsauginio
Saperono a-B-kristalino fosforilinimu. Tokius skirtingus tymy rezultatus gaty
paaiskinti tai, kad p38 MAP kinaz priklausomai nuo abteliy tipo, poveikio ir kit

signaliniy keliy jtakos, gali pasizyati tiek pro- tiek ir antiapoptoziniu veikimu.
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1.6.Kardiotoksinés medziagos — veikimo machanizmas ir pagrindiniai

taikiniai | astekje

Cisplatina  (cis-diaminodichloroplatina, cis-DDP)

ClI Cl
\Pt/ naudojama &zio gydymui daugiau nei 25 metai, bet
/ \ biocheminis mechanizmas iki Siolem aiskus. Sio
NH3 NH3

4 pav. Cisplatinos struktira. junginio citotoksiSkumas pasireisSkia jam jungiarpise
branduolio DNR ir sutrikdant transkripcijos ir/arba
replikacijos procesus. Cisplatina yra labai efektgydant kai kuriuos navikus, bet
didziausia problema yra tai, kad ji sukelia sunkpasalinius efektus, o kai kurie navikai
yra jai atspars. Apie 90% cisplatinos kraujyje susiriSa su plazrbaltymais, tokiu fdu
didelk vaisto dalis yra inaktyvinama. Branduolio DNR yagrindinis Sios medziagos
biologinis taikinys. Cisplatina gali riStis prie dilipidy (pvz. fosfatidilserino
membranoje), taip pat prie mikrofilamantpeptid;, RNR. Su DNR cisplatina sudaro
strukfiriSkai skirtingas grySas. Paskéiuota, kad 60-65% asySiy susiformuoja tarp
grandini;, 20-25% - toje p&oje grandigje. Taip pat yra DNR-cisplatina-baltymas
sarysiy tipas.

I.Sanchez-Perez su bendradarbiais nagrirkita platinos darip — trans-DDP,
kuris 20 kan; maZiau toksiskas nei cisplatina [Sanchez-Per&t,in998]. Sis junginys
nesudaro tipiSk cis-alkilinantiems junginiams 1,2-1,3 d(purinasffdas-purinas) DNR
adukii, kurie, manoma, trukdo replikacijai ir nuraSymiiaciau, naudojant tirozino
fosfataziy inhibitoriy ortovanadag, buvo pasiektas toks citotoksinis efektas kaip ir
cisplatinos. Fenomenas buvo paaiskintas prailghNi aktyvumu, kui; nepavojingos
trans-DDP pazaidos atveju turi numalSinti MAPK fdsfes, t&iau inhibuotos to
neatlieka. Taigi, ne pazaida, o kryptingas sigti@nsformavimas lemiasteks 7it;.

Nors apoptoz ir nekroz yra dvi skirtingos dsteks mirties formos, kartais
paveiktos cisplatina vienos populiacijasteks gali 4iti ir apoptozs, ir nekrozs hidu.
Kokiu keliu nueis dstek, lemia hsteks hiklé, pvz., ATP kiekis dstekje [Fuertes ir kt.,
2003].
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Daunorubicinas pasizymi gebjimu isiterptii DNR,

generuoti laisvus radikalusasteliy viduje. Yra

nustatyta, kad daunorubicinas neigiamai veikiaiésd
raumen ir yra kardiotoksiskas. 1tM dozés poveikis
yra pakankamas, kad suketam tikrus struktrinius
pokycius miokarde [Zbinden ir kt., 1978; Zhu ir kt.,

1999]. Veikiant daunorubicinuig$teks gali Ziti dvejopai - nekro&s ir apoptozs hidu

5 pav. Daunorubicino struktira.

[Lim ir kt., 2004; Sawyer ir kt., 1999].. Daugyhyrimy leido identifikuoti signalinius
kelius, atsakafius i daunorubicino poveikeukariotirgje lastekje: sfingomielinaz, MAP
streso aktyvinamkinaz JNK, transkripcijos veiksrNF-kB, TNF bei jo receptorius. Jau
zinoma, kad Sie keliai yrgakojami kai kuny lipidiniy molekuly, reaktyviy deguonies
dariniy, taip pat dalies onkogen baltymy kinaziy bei iSoriniy veiksny [Laurent ir
Jaffrézou, 2001]. Buvo parodyta, kad galimeknsingai blokuoti di signaliniy keliy
apoptozin veikima [Siminiak ir kt., 2004]. Daunorubicino sukeltaiuagimiy ziurkiy
Sirdies miocit apoptozei kuftroje yra reikalingas p38, o ERK veikia antiapopd&ai
[Zhu ir kt., 1999]. Kumar ir bendradatbiapzvalgoje apibendrinama, kad migcit
apoptozs eigoje Akt aktyvumas gali arba nédz arba nekisti, 0 MAP kinazs aktyviai
dalyvauja tiek apoptape, tiek hsteliy iSgyvenime po daunorubicino poveikio [Kumar ir
kt., 2002].

NOC-18 (dietilentriamin/azoto oksidas, DETA/NO) -oksidacin strea Sirdyje
imituojanti medziaga yra gryno azoto monoksido donoro pavyzdys. NOaonizme
atlieka dvi pagrindines funkcijas — mazos jo koriarijos, susidar pastoviai veikiant
NO sintazei, atlieka signatis molekués vaidmern o didets NO koncentracijos,
veikiant indukuojamai NO sintazei (iNOS) yra citkéoes. Sirdyje mazos NO
koncentracijos gali veikti kraujagysles atpalaidumiai ir Sirdies susitraukimus
stimuliuojartiai, o dideks koncentracijos susilpnina Sirdies susitraukinMi@noma, kad
NO yra vienas iS iSemijos indukcijos fakigrtatiau mazos NO ar iINOS koncentracijos

gali slopinti iSemijos sukejtSirdies §steliy zatj. IS kitos puss, NO gali sukelti apoptgz

25



ir net nekrog, kuriu mechanizmai daréna visisSkai iSaiskinti [Arstall ir kt., 1999]. NO,
kaip apoptogs induktoriaus, veikimas gkgausiai pasireiSkia reaguojant su
mitochondriniais superoksido radikalais, &ébdtsiranda vidini lasteks komponent
pazaidos, glygojancios apoptoés iniciacip. Duomenys apigvairiy signaliniy molekuliy
vaidmen NO indukuotos dsteliy zities reguliacijoje yra prieStaringi. Yra zinoma,dka
ERK1/2 aktyvinimas, padius NO koncentracijai Sirdies miocituose, galiitib
apsauginis arba neutralus, priklausomai gteliy rusies ir streg sukeliagio faktoriaus.
JNK ir p38 MAPK aktyvinimas oksidacinio streso mejali ir apsaugoti, ir paskatinti
miocity Zuvima [Andreka ir kt., 2004; Choukroun ir kt., 1999].

1. 7. MAP kinaziy inhibitoriai, j y veikimo principai

ERK kelio inhibitoriusU0O126 yra flavoninis junginys, sukurtas Alan Saltiel ir
Parke-Davis kompanijoje. Tai labai savitas ERK d&ehhibitorius, kuris jungiasi prie
neaktyvios MKK1/MEK1, taip sutrukdydamas jos aktymia c-Rafu ir kitais
aukstesniaisiais  aktyvintojais. Junginys efektyvuset esant Ilabai mazoms
koncentracijoms ir ngseikauja nei su jau aktyvinta MKK1, nei su kitonkmazmis.
Nors MKK2 homologija su MKK1 yra net 90%, PD9805@s@gymi deSimt kaut
didesniu giminingumu MKK1, o kadangi daugelyjasteliy linjy MKK1 yra
dominuojantis ERK aktyvintojas, MKK1 inhibicija bew visiSkai blokuoja ERK1/2
aktyvinimg [Alessi ir kt., 1995].

p38 inhibitoriusSB203580priklauso naujai klasei piridinil imidazg| kurie buvo
susintetinti siekiant nuslopinti interleukino-1 {I) ir TNF raiSkk monocituose po
bakteriy lipopolisacharid (LPS) poveikio. Jis pasizymi mazu toksiSkumuwivo ir gali
efektyviai slopinti uzdegiminius procesus. SB2035&Mopina SAPK2a/p38 ir
SAPK2b/p38, bet neinhibuoja kit baltymy kinaziy, tokiy kaip ERK1/2, JINK1, SAPKA4.
SB203580 riSasi p38 (ir prie aktyvaus, ir prie nga&us fermento) ATP kiSéje. Nors
buvo parodyta, kad SB203580 gali slopinti JNK2 ralé¢yvaus splaisingo formas, jo

giminingumas Siems baltymams yra 10-20 kanazesnis, negu p38 MAPK.
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JNK kinazs inhibitorius SP600125 yra veiksmingas, selektyvus igtamo
veikimo JNK 1/2/3 izoform inhibitorius. Slopinimas vyksta konkuruojardl dusiriSimo
su ATP. Jo giminingumas JNK yra 300 kadidesnis negu ERK ir p38 MAP kin&amns.
Be to, Sis inhibitorius slopina c-Jun fosforilirgmblokuoja IL-2, TNFec raisSky ir 1L-1
indukuot, fosfo-Jun kaupingsi bei c-Jun transkripeij
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2. DARBO METODAI

2.1. Pirminiy miogeniniy lasteliy auginimasin vitro

Pirminés miogeniny lasteliy linijos buvo gautos iS triugiskersaruozi raumen.
Lasteks auginamos Iskovo modifikuotoje Dalbeko tgep(IMDM, Sigma), praturtintoje
10% fetaliniu verSelio serumu bei antibiotikais @01vnt/ml penicilino ir 10Qg/ml
streptomicino (proliferacijos teép Lasteks auginamos 37C termostate, esant 5% O
formuoja monosluoksnMorfologinis kultivuojany lasteliy tapatumas vertintas Sviesiniu

mikroskopu pagaliinga Siu lasteliy verpses form.

2.2. Lasteliy diferenciacija

Lasteks iSgjamos 40 000 akteliw/ml tankumu proliferacijos tegpe. Prilipus
lastekms prie substrato (tai trunka mazdaug 24 val.)alpama proliferacijos tegp
lasteks du kartus plaunamos fosfatiniu buferiu (FB: 80 IEIHPO,, 20 mM NaHPO,,
100 mM NacCl), po to keturias dienas auginamos éifeiacijos tergje: Dalbeko terp

(DMEM) su antibiotikais, praturtinta 2 % arklio seno.

2.3. Gyvybingumoijvertinimas tripano mélio testu

Lasteliy gyvybingumas vertintas tripano étiu (0,4% tripano rnilio tirpalas,
paruoStas FB), lygiomis dalimig $umaiSant swasteliy suspensija. Sk&uota Sviesiniu
mikroskopu, naudojant Goriajevo kameMetodas pagstas dazo patekiminegyvas

lasteles — negyvoadteks dazosi ralyna spalva.
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2.4. Imunofluorocitocheminis metodas

Lasteks augintos 30 mm skersmens PetkiStebse su dengiamaisiais stikliukais
ant dugno proliferacijos teépe. Lasteks iS€tos 40 000 dsteliy/ml tankumu, po paros
auginimo fiksuotos lediniu acetonu:metanolio, drfpaiu 10 min, plautos FB, blokuotos
1 % JSA/FB tirpalu 1 val., veiktos pirminiais p&lmonokloniniais antiknais pries
desmin, (“Sigma”, 340ug /ml, 1 % JSA/FB tirpale) 60 min., 3T. Lasteks plautos FB
ir inkubuotos su Alexa 488-ozkos prieS gselFab fragment antikinais (“Molecular
Probes”, 1Qug/ml 1 % JSA/FB/ozkos serumo tirpale) 30 min.,°87 Lasteks dar kan
plautos FB. Dengiamieji stikliukai dedami ant oltjelq stikliuky, vertinama

fluorescentiniu mikroskopu (stebima Zalia fluorest).

2.5. Imunocitochemija su antikinais konjuguotais su Sarmine fosfataze

Lasteks augintos 30 mm skersmens PetékStekse su dugne esénis
dengiamaisiais stikliukais proliferacijos arba difieciacijos terge. Lasteks iSg¢tos 40
000 bsteliy/ml tankumu, po paros auginimo fiksuotos acetontamaio (1:1) tirpalu 10
min., plautos TBST tirpalu (10 mM Tris-HCI, 150 mN&Cl, 0.2 % Tween-20, pH 8.0),
blokuotos 1 % JSA/FB tirpalu 1 val., dar kaplautos TBST tirpalu ir inkubuotos su
monokloniniais antitnais prieS miozino sunsias grandines (skersarugziaumenm),
sujungtais su Sarmine fosfataze (1:100, 0.05 M AQuieryje, pH 8.0, su 1 % BSA, 1 mM
MgCl,, 50 % glicerolio ir 0.1 % Nap) 2 val. kambario tempef@abje. Po inkubacijos
stikliukai plauti TBST tirpalu ir inkubuoti su chmwoforo tirpalu (1 % BCIP DMF-e, 1.5
% NBT DMF-e, 50 mM levamizolio vandenyje) 30 —60nimkambario temperatoje.

2.6. Lasteliy dazymas kristalvioletu
Lasteks fiksuojamos priesS tai pasalinus auginimo ¢efiksuojama ir dazoma

0,1% kristalvioletu, kurio tirpalas paruosiamas 2@%o spirite. 1 crfh imama 100yl

paruosto tirpalo, eksponuojama 30 ndnu Po to §steks plaunamos 3 kartus vandeniu,
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dziovinamos, vertinama Sviesiniu mikroskopu. Me®garemtas nespecifiniu baltym
dazymu.

2.7. Lasteliy dazymas azuro-eozino dazais (pagal Romanoy¥k

Apoptozinip ir gywvu lasteliy nustatymas Sviesiniu mikroskopu yra paremtas
skirtinga hsteks branduolio ir citoplazmos morfologija jas nudazibaziniais ir
ragsStiniais dazais. Eozinas yragstinis dazas, dazantis baziniastéks komponentus
tokius kaip hemoglobinas, tam tikras citoplazmigesnules (dazo rausvai).ngstinius
lasteks komponentus, pvz. branduolio DNR, daZo bazin&kasleazuras (dazo dwgnai
violetine spalva). Taigi, abteks citoplazma dazosi Sviesia rausval/rozine spalva, o
branduolys tamsesne violetineéfyna spalva. Apoptoziise hstekse, palyginus jas su
normaliomis ar nekrozémis, stebimos membranogagbeks, citoplazmos iralsteks firio
sumazgjimas, stipriai kondensuotas chromatinas, branduslisitraukimas. Branduolys
daznai piknotinis ar fragmentuotas (stiprus dazysaamsiai violetia spalva), stebimi

apoptoziniai kneliai. Nekrozigse hstekse branduolys “pabrirk”, iSdickjes.

Lasteks centrifuguojamos (1000 aps./min., 5-10 min.pd&erusiurbiama Pastero
pipete. Ant 4stely nuosdy uzpilamas atSaldytas asteliy fiksavimo tirpalas
(metanolis/ledia acto nigstis (LAR) (3:1). Laikoma Saldytuve kelias valasda paras.
Procedira kartojama. Po fiksavimadteks centrifuguojamos, nusiurbiamas fiksavimo
tirpalas (paliekamas tik laSas)adteks Pastero pipés ir kriaugs pagalba iSpurSkiamos
ant Svan; atSaldyt objektiniy stikly. Likes metanolis paSalinamas spiritsnlempets
liepsnoje, LAR nuptiama, preparatai iSdziovinami.

2.8. Lasteliy lizavimas

Lasteks lizuojamos ligs buferiu: 20Mm TrisHCI, pH 7,4; 50 mM NacCl; 5 mM
NaF; 0,1%BSA; 1% Triton X-100. PieS buferio nauduwji pridedama 20ug/ml
aprotinino, 1 mM PMSF, 2 mM N¥O4. Tirpalo pH turi ti 7,2. Milijonui lasteliu
imamas 0,5 ml ligs buferio. Laikoma lede 20 min., po to centrifuguoa 0-4°C 20 000
g 15 min. Supernatantas lygiomis dalimis sumaiSoswapavyzdzio buferiu. Baltymai

denatiruojami inkubuojant 5 min. verd&iame vandenyje.
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Pavyzdzio buferiui sumaiSoma 2,5 mtT4isHCl/natrio dodecilsulfato buferio
(NDS) pH 6,8; 2 ml glicerolio; 0,2 m-merkaptoetanolio; 0,1 mg bromfenolicéin

dazo ir pripilama dejonizuoto vandens iki 10 mlikoana -20°C temperatoje.

2.9. Baltymy elektroforezé

ParuoSiami tirpalai:

1. 4x  Akrilamido/Bis-akrilamido tirpalas: 30% akrilamigdo0,8% bis-

akrilamido.
100 ml tirpalo reikia 30 g akrilamido ir 0,8 g kagrilamido.

2. 4x TrisHCI/NDS tirpalas: 1,5 M TrisHCI, pH 8,8; 0,48DS.
500 ml tirpalo reikia 91 g Tris bazinio, 2 g NDS)0 ml bidestiliuoto
vandens. 1N HCI nustatoma tirpalo pH 8,8 ir pripigavandens iki 500
ml, filtruojama per 0,45um pom dydzio filtra. Laikoma 4°C
temperairoje.

3. 4x TrisHCI/NDS tirpalas: 0,5 M TrisHCI, pH 6,8; 0,4%)$.
I 80 ml bedestiliuoto vandens pridedama 12,1 g Banio; 0,8 g NDS.
IN HCI nustatoma tirpalo pH 6,8 ir pripilama vandeiki 200 ml.
Filtruojama ir laikoma 4 °C tempefawbje.

4. 4x elektrodinis buferis.
5000 ml buferio reikia 15,1 g Tris bazinio, 72 gcglo, 5 g NDS. Buferio

pH 8,3.

5. 10% (NH,):S,08(AP) — 1ml.

6. Tetrametiletilendiaminas (TEMED).

10% skiriamojo gelid 0 ml gamybai imama: Akril/Bis - 3,3 mix4TrisHCI/NDS
pH 8,8 - 2,5 ml; HO — 4,2 ml; AP — 10@l; TEMED - 15,6 pl. Viskas gerai sumaiSoma

ir polimerinama poliakrilamido gelio paruoSimo gelije. Kad poliakrilamido gelio

pavirSius Ity lygus, prieS polimerizacij uzsluoksniuojama butanolio, kuris po
polimerizacijos nupilamas ir plaunama destiliuo&ndeniu.
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4% koncentruojamojo geli®,08 ml gamybai imama: Akril/Bis — 0,65 mix 4
TrisHCI/NDS pH 6,8 — 1,27 ml; #0 — 3,1 ml; AP - 50ul; TEMED — 10 ul. Gerai

iSmaiSoma ir uzpilama ant skiriamojo 10% poliakrido gelio pavirSiausldedamos

“Sukos”. Geliui susipolimerinus, “Sukos” atsargsimamos.

I elektroforezs aparat pripilame elektrodinio buferial “kiSeréles” ineSama po
30 ul paruost Iasteliy lizaty. [jungiama elektros srév Srows stiprumas padidinamas,
kai bromfenolio ndlio dazageinaj skiriamgji geli. Kai bromfenolio ndlio dazas pasiekia

skiriamojo gelio pabakg srow iSjungiama.

2.10. Imunoblotingas

Baltymai iS poliakrilamidinio gelio perneSami anW[PF membranos. Tuo tikslu
gelis dedamas ant membranos, IS ab@jisi uzdedama po 4 sluoksnius vatmano ir
suspaudziama. DedamgerneSimo aparat pilamas pernesimo buferis (500 ml buferio
reikia: 1,5 g Tris bazinio; 7,2 g glicino; 100 mketanolio; 0,5 g NDS ir vandens iki 500
ml). [jungiama 80 mA/h sray laikoma 2,5 val.

Po perneSimo membranos merkiamo%bloto” tirpala (5% neriebaus pieno
milteliai; 0,05% Tween 20; 0,01% NagN ir laikoma 1 val. 18mus iS Sio tirpalo
plaunama plovimo tirpalu (10mM TrisHCI, pH 7,5; %M NaCl; 0,1% Tween 20) 3
kartus po 5 min. Tada paveikiama pirminiais aimés ir inkubuojama 4° C
temperairoje per nakit Po to nusiurbus pirminius antikus, plaunama plovimo tirpalu 3
kartus po 5 min. Tada uzpilami antriniai amtiki, konjuguoti su krien peroksidaze, ir
vél inkubuojama 1 val. kambario tempenatje. Po inkubacijos plaunama 3 kartus po 5
min. plovimo tirpalu. Imunoblotas iSrySkinamas EQustiprinta chemoliuminiscencija)
metodu.

Imunoblotingas atliktas pagAimersham pharmacia Bioteginotokoh.
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2.11. Baltymo kiekio nustatymas Bradford metodu

Metodas pagstas specifine baltymageika su dazu Kumasi briliantinio éiu ir
susidariusios komplekso koncentracijos matavimwkispfotometriSkai, esant 595 nm
bangos ilgiui.

Kalibracinés tiegs sudarymasi 6 megintuvelius pilama po 0, 1, 2, 5, 10, 15 ir 20
pl 1 mg/ml jadio serumo albumino (Sigma-Aldrich) tirpalo bei disbto vandens iki 1
ml. Tadaj visus ngégintuvlius pilama po 500 pl Bradford reagentoédihiai skubiali
sumaiSomi. Po 15-20 min. optinis tankis matuojarspsktrofotometru, esant bangos
ilgiui 595 nm. Remiantis optinio tankio reik8mis bgziamas grafikas — Sviesos
sugerties priklausomybnuo baltymo priklausomys. Gaunama kalibraginbaltymy
kiekio nustatymo ties

Nezinomos baltymo koncentracijos matavimisama 1-5 pl tiriamojo baltymo
tirpalo, pripilama HO iki 1 ml ir atliekamos visos an&au paraSytos operacijos. Gautieji

rezultatai lyginami su kalibracine tiese.

2.12. Naudotos medziagos

Apoptozs tyrimuose buvo naudotos priéginés genotoksiés/chemoterapits
medziagos - cisplatina (pagrindinis tirpalas - 1/mig vandeniniame drusktirpale),
daunorubicinas (0,5 mM, vandeniniame drusikpale) bei kardiotoksiSkugnimituojanti
medziaga - NO donoras - NOC-18 (1M, vandenyjegr{ti).

MAP kinaziy aktyvumo tyrimuose naudoti antikai pries: fosfo-JNK (BD
Biosciences); fosfo-p38 (New England Biolabs); g38nsduction Laboratories); Cx43
(Zymed laboratories, Invitrogen). Kiti naudoti dithai — polikloniniai antiknai pries
miozina (MHC) (anti-myosin fast, Sigma), monokloniniai gainai prieS desmin(Sigma)
ir miogenip D1 (Gene Tex. Inc., USA). Antriniai antikai, konjuguoti su kriemn
peroksidaze (Cell Signaling Technologies) arba garfosfataze ir fluoresceinu (Sigma).
Darbe naudoti signalinimolekuliy inhibitoriai - UO126, SP600125, SB203580 (Promega,
Calbiochem, BIOSOURCE).
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2.13. Statistire rezultaty analizé

Statistiniai vidurkiai ir pasikliautinieji interval buvo apsk&iuoti naudojant

kompiuterirg programa Microsoft Exel
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

Magistrinis darbas yra projekto, skirto suaugusiogaaizmo kamienimj
(miogeniniy) lasteliy iSgyvenimo ir Aties patologiniame zidinyje mechanigntyrimui
bei stresui atspari genetiSkai modifikuat lasteliy karimui, dalis Galutinis projekto
tikslas — to paties suaugusio organizmo kamienigsteliy transplantavimasg pazeisi
Sirdj. Lasteliy gyvybingumas transplantavimo procese yra aktuptagtiniu ir teoriniu
aspektu, nes mioblastus tiek vitro, tiek ir in vivo veikia jvairis stresai. hsteliy
Zaties/iSgyvenimo keliai yra potenciel gydymo taikiniai tobulinant kardiomioplastijos
metod.

Magistrinio darbo metu buvo siekiama charakterizuét suaugusio triusio
raumens gautas kamianilasteliy linijas, ijvertinti lasteliy jautruma apoptozs
induktoriams ir identifikuoti signalinius kelius,eguliuojartius Siy lasteliy zuti bei
iSgyvenima, lastekms atsakanti jvairius stresinius poveikiusuj proliferacijos ir
diferenciacijos metu. Apoptozei indukuoti buvo najadnos kardiotoksiniu veikimu
pasizymirtios genotoksies medziagos — cisplatina ir daunorubicinas, beiidalcsn
streq Sirdyje imituojanti medziaga - fiziologinio apopés induktoriaus - azoto oksido
donoras NOC-18. Siame darbe tyrimai buvo atliekami25-40 pasazMio26 lasteliy
linija. Lasteliy diferenciacija buvo vykdoma keturias paras, kdetroaudojant tok pat
laika  nediferencijuojatioje tergje augatias hsteles (toliau vadinama

kontaktuojadiomis lastebmis/kontaktinio augimo kuiira).

3.1. Miogeninp lIgsteliy charakterizavimas ir specifiniy diferenciacijos
markeri y nustatymas

Miasy tiriamos iS triuSio raumens iSskirtos kamiesin lasteks (Mio26)
pasizyn¢jo neribotu dauginimosi potencialu asteks in vitro dauginosi daugiau nei
metus (virS 100 pasay[Bukelskiene ir kt., 2005]Neribotas dauginimasis kalbje yra
kamienini lasteliy savyle.

Pastanju mety darbai, atlikti jvairiose pasaulio laboratorijose, paépckad

raumenyje be raumerdg kilmés kamienini lasteliy yra ir kitos kamieninj lasteliu
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populiacijos: Salutiés populiacijosdsteks, su skeleto raumerkraujagys¢mis asocijag
pericitai, o taip pat kamienés lasteks, atklydusios iS kit organ (pvz. hemapoetis
kamienires lasteks) [Asakura ir kt., 2001]. Neseni darbai paragumenigs kilmés
kamieniniy lasteliy plastiSkum. 1S skeleto raumens iSskirtos kamiesinasteks yra
daugiagals ir turi potencial diferencijuotis ne tikk miocitus, bet iri lygiyju raumemn
lasteles, o taip pat kitas mezenchimis linijjos ksteles — osteocitus ar adipocitus
[Asakura ir kt., 2002]. Priklausomai nuo diferermia indukuojartio signalo steks-
pirmtakai gali pasirinkti skirting galutires diferenciacijos kedi Manoma, kad Siose
kamienirese hstekse gali Wti indukuota daugelio abteliy likima slygojarciy
(determinuojatiy) gery, kuriy déka jos tampa daugiavaais pirmtakais
(“multiblastais”), raiSka. Nustatyta, kad ivitro skeleto raumens satelitinilasteliy
virtimas i kitas, pvz. mezenchimés diferenciacijos asteles, gali Bti ir atsitiktinis
procesas, tuo tarpu kam vivo tai gali jvykti nesant pakankamai miogeninsignal
[Dellavalle ir kt., 2007; Inagawa-Ogashiwa ir Q02].

Magistrinio darbo pirmoje dalyje mes sémke nustatyti msy tiriamy lasteliy
prigimti bei tyeme Sip lastely gekejima diferencijuotis miogenini lasteliy kryptimi.
Misy gauti duomenys rodo, kad iS raumens gdunijy lasteks turi desmino baltym
auginant 4steles diferenciacijos tesjge (DT) jose nustatyta miozino sunki grandini
raiSka. Be to, diferenciacijos metu Kirthje atsiranda daugiabranduplasteliy: lasteks

turincios 2 ir daugiau brandualipo 4 pa DT sudaro 15 — 30 procent6 pav).

6 pav Kamieniniy miogeniniy lasteliy identifikavimas: llgalaikis lasteliy auginimas kuftroje

nekeit desmino raiskosA); diferenciacijos tergge po 72 val. Siosabkteks diferencijuojasii

raumenines daugiabranduolessteles E, F), kurios ekspresuoja miozino sugilki grandire

(MHC) (B). Tose p#iose hstekse, augintose proliferacijos (nediferencijudjaie) tergje,

MHC raiSka neregistruoteC. D — kontrolinés lasteks, vis tyrimo laika augintos proliferacijos
terpije (dazyta kristalvioleto dazu). Desmino ir MHCSka tirta panaudojus antikus pries Sias
molekules; daugiabrandusl lasteks buvo nustatytos citologiniuose preparatuose Spaé jas
atkabinus nuo substrato tripsink) (bei daZantdsteles kristalvioletun situ (E). (Zr. Metod

skyriuje).
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Transkripcijos faktorius miogeninas yra difereng@c program pradjusiy
kamieninip miogeniniy lasteliy baltymas - Zymuo. Jis indukuojamas ankstyvose
diferenciacijos stadijose ir yra reikalingasuykiniogenegs proces reguliuojatiu geny
ekspresijai [Kaneko ir kt., 2002]. iy tyrimai parod miogenino indukcy jau pirma
lasteliy augimo diferenciacijos te¢fe pan. Lastekms diferencijuojant ilgegnaika (iki

96 val. (4 paras) miogenino raiSka beveik nekit@dv).

Diferenciacijos trukmé, paromis
Ko |

) 2 3 4
£ 1 1 R

7 pav Miogenino raiSka Mio26aktekse, augintose diferenciacijos t&jg (DMEM + 2% arklio
serumo). Ko — kontroligs lasteks (24 val., po i&§imo), augintos proliferacijos te¢je (IMDM +
10% FBS).

Literatiros duomenimis, tarp kontaktuofam raumens kamienini lasteliy in
vitro gali vykti spontania diferenciacija. To8l miogenino raisk tyréme ir kontaktiniu

budu proliferacijos tergje augasdise Mio26 hstekse @ pav).

Kontaktinio augimo trukmeé, paromis

Ko 1 2 3 4
- 1 . .
== , ' ' + miogeninas

8 pav. Miogenino raiSka kontaktése, proliferacijos tegge (IMDM + 10% FBS) augintose
Mio26 lastekse. Ko — kontrolias lasteks (24 val. po i&§imo), augintos proliferacijos tegje.

Taigi, kontaktinio augimo metu, proliferacijos tég keturiy pam bégyje
augariy lasteliy kultiroje, miogenino indukcija nevyksta. Matyt, Siuo ety
proliferacijos terpje spontaniSkai diferencijuojasi tik labai nedidélsteliy dalis, o tai
neleidzia nustatyti specifinio diferenciacijos lgaib — miogenino.

Tyrimy metu nustatyta desmino ekspresif@do miogenin Mio26 lasteliy
prigimti, o specifiniai diferenciacijos markeriai ir morégjiniai pozymiai parodo, kad
lasteks in vitro gali diferencijuotis raumenini lasteliy linkme: jose indukuojama

miogenino bei sunkju miozino grandini raiSka, dalis dsteliu susilieja ir formuoja
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daugiabranduoles, du ir daugiau brandudlrincias, hsteles (6 ir 7 pav.). Taigi, IS
suaugusio triuSio raumens gautgstéks, galirtios neribog laika proliferuoti in vitro,
pasizymi sugefjimu diferencijuotisi raumeninesakteles.

Normalioms audini funkcijoms yra svarbios tardtelines jvairiu formy
saveikos. Viena iS §i lasteliy tarpusavio gveikos formy yra plysires jungtys. Yra gerai
zinoma, kad dstely saveika per plySines jungtis yra reikalinga prolifgjai bei
diferenciacijai [Mesnil ir kt., 1995; Yamasaki it.k1996]. Tarpisteline komunikacija
tarp persodint mioblast; bei Seimininko kardiomioait yra svarbi problema nulemianti
transplantuat lasteliy funkcionaluma. PlySines jungtis sudaro koneksinais vadinami
baltymai. Literaliroje yra duometp kad koneksino 43 (Cx43) geno transfekcija
mioblastus padidina tagdteliniy plySiniy kontakty kieki, o kartu ir transplantuot
lasteliy funkcionalum — sinchronif susitraukigjima, greitesk diferenciacia. Mes
tyrimy metu nustaime, kad iS triuSio raumens iSskirtos kamiéninlasteks turi

koneksino Cx43 baltym kurio kiekis magja lasteliu miogenires diferenciacijos metd(
pav).

Diferenciacijos trukmé, paromis
Ko 1 2 3 4

bk IR

9 pav Koneksino (Cx43) raisSka Mio2Gdtekse, augintose diferenciacijos t&jg(DMEM + 2%
arklio serumo). Ko — kontroliss lasteks (24 val., po i&§imo), augintos proliferacijos teéfe
(IMDM + 10% FBS).

Tokie patys tyrimai buvo atlikti ir kontaktiniuilu proliferacijos terge augagiy
Mio 26 lasteliy kultiroje. Siuo atveju, taip pat nusiate Cx43 baltymo raiskos

mazjima, tatiau jis nebuvo toks rySkus kaip Mio2gsteliy diferenciacijos metulQ

pav,). Kontaktimio augimo trukmé, paromis
Ko 1 2

3 4
- -y eE
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10 pav.Koneksino (Cx-43) raiSk&ontaktirese, proliferacijos tekge (IMDM + 10% FBS)
augintose Mio26dstekse. Ko — kontrolias lasteks (24 val., po i&gimo), augintos proliferacijos
terpeje.

Gauti rezultatai apie koneksino Cx43 raiSkos sufitaz raumenigs kilmés
kamienirese hstekse atitinka literatros duomenis apie rySio tarp Seimininko Sirdies
lasteliy bei transplantuat miogenini; lasteliy nebuvina po pastayjy diferenciacijosi
miocitus [Kaneko ir kt., 2002]. Manome, kad egzdgen Cx43 jvedimas i
transplantuojamasadteles gailty pagerinti elektrin ry§ tarp transplantuatir Sirdies
miocity. Musy pradiniai duomenys rodo, kad transfekuoto Cx435kai hsteliy
miogenires diferenciacijos metu nesike.

3.2. Miogeniniy lasteliy zaties tyrimai po genotoksiny medziagy poveikio,
Iasteliy diferenciacijos, proliferacijos ir kontaktinio augimo metu.

Sioje darbo dalyje siekne jvertinti miogenini lasteliy jautrumy apoptozs
induktoriams dsteliy diferenciacijos bei proliferacijos metu. Apoptozedukuoti buvo
naudojamos kardiotoksiniu veikimu pasizyios genotoksiés medziagos — cisplatina
(5 — 20 pg/ml) ir daunorubicinas (2 uM), bei oksid@ streg Sirdyje imituojanti
medziaga - fiziologinio apoptég induktoriaus - azoto oksido donoras NOC-18 (1% —
mM).

Pradzioje nustame Bsteliy zaties formy. Gauti duomenys parédkad po vig
triju tirty medziag poveikio, Mio26 4steks Zista apoptos adu. Apoptozinesakteles
nustatme po cisplatinos (10-20 pg/ml) poveikio 24 valandNekrozires lasteks
cisplatina poveiktoje populiacijoje sudamedidet daf ir nedaug skysi nuo kontrads.
Tuo tarpu, didesss daunorubicino bei NOC- 18 koncentracijoséseinekrozir lasteliy
ziutj (duomenys nepateikiami). Apoptozinigsteliy Ziaties poliidis buvo patvirtintas
morfologiniais apoptazs kriterijais bei kaspa@s-3 skaldymuXl ir 12 pav).

11 pav Proliferuojaiiu lasteliy morfologija kontroliniuose A) ir cisplatina (15ug/ml, 24 val.)
veiktuose B) preparatuose. (Citologwpipreparai paruoSim Zr. Metod; skyriuje.)
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Daun, uid Cis, pgfmi
K 25 K 20

LA
—_— 36 kDa —* ___
. S «— 17 kDa —*

12 pav Kaspazs-3 skaldymas po daunorubicino (Daun) ir cisplair{@is) poveikio. K —
kontrolines, genotoksiemis medziagomis neveiktosisteks. Tiriamomis medZiagomigdteks
buvo veiktos 24 valandas.

Siekiant jvertinti miogeniny lasteliy jautrumy apoptozs induktoriams dsteliy
proliferacijos, diferenciacijos ir kontaktinio amgb metu, dsteks buvo veikiamos
jvairiomis cisplatinos X3 pav., A ir NOC-18 (3 pav., B koncentracijomis. Jautrumas

daunorubicinui buvo tirtas naudojant vien2 uM koncentracij(13 pav., Q.

% 1.2 m Dif. 2 1.2 m Dif.
= 1 0O Kont. § 1 0O Kont.
= . = .
'E 0.8 - O Prolif. 'E 0.8 O Prolif.
< 06 - @ 06 -
é 04 - 2 04 -
X
%‘ 0.2 1 % 0.2 4 _I_l
n Q4 o 0
5 10 20 1.5 2.5 5
Cisplatinos koncentracija, pg/ml NOC-18 koncentracija, mM
A B

0 1.2 -

>

=z 14

2 08 |

% T

(_‘G* 0.6 4 T

2 04 -

202 I_I_I

c

& 0 ‘ ‘

Dif. Kontakt. Prolif.

40



|:| - kontalctuo jantios lqstEIEs;. - diferencijucjantios lastelés;
D - proliferucjantios lasteles

13 pav.Kontaktiniy, diferencijuoty ir proliferuojartiu lasteliy gyvybingumas po genotoksini
medzZiag - cisplatinos (A), NOC-18 (B) ir daunorubicino (€poveikiy. Poveikio trukmé — 24
val. PrieS poveik diferencijuojaitios lasteks buvo keturias paras auginamos diferenciacijos
terpgje (DMEM + 2% arklio serumo). Lygiagémi tokj pat laika kultiroje buvo auginamos
kontaktuojadios lasteks. Proliferuojatios lasteks buvo veikiamos kit diera po ju iSsjimo.
Santykinis 4steliy kiekis - hsteliy skatiaus po poveikio santykis saskeliy skatiumi medziag
pridéjimo diem. Skatiuotos tik gyvos d4steks; gyvybingumas vertintas tripanoého testu.
Grafikuose vaizduojamas maziausiaitksperiment vidurkis + standartinis nuokrypis.

Gauti rezultatai rodo, kad miogeam lasteks diferenciacijos metu tampa
atsparests  apoptozs  induktoriams  lyginant su  kontaktuofgmmis  ir
proliferuojartiomis lastebmis. Ta&iau kontaktinis augimas taip pat lemia didegmei
proliferuojartiu lasteliy) lasteliy atsparum minétoms medziagoms. Duomegnapie
diferencijuojatiy miogeniniy lasteliy atsparum programuadf lasteliy ziti sukeliantiems
veiksniams sutinkama ir litet@bje. Didesnis mioblast atsparumas apoptozei yra
siejamas su CDK inhibitoriaus p24™ indukcija ir Rb baltymo hipofosforilinimu
[Ostrovsky ir kt., 2003].
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3.3. Miogeniniy lasteliy iSgyvenimo/4ities procesuose dalyvaujafiy MAP

kinaziy tyrimas lasteliy diferenciacijos ir kontaktinio augimo metu

Zinome, kad transplantuotdspazeisi audiri kamienires lasteks po trumpos,
kelias paras trunkaios, proliferacijos fa&s diferencijuojasi audiniui specifinesabteles.
Biochemijos institute ankgu buvo tirtagvairiuy signaliniy molekuly, tarp j3 ir MAPK,
vaidmuo proliferuojadiy in vitro lasteliy Zaties reguliacijoje, paveikus jagsairiais
apoptozs induktoriais. Siame darbe mesétye diferencijuai kamienini; miogenini
lasteliy Zaties reguliavimo mechanizmus. Tyrimuose naudojorokias apoptozs
induktoriy koncentracijas, kurios po 24 poveikio valanghaprastai sukelia 20 — 60 %
lasteliy zati. Tyrimai buvo atliekami su diferencijuotomis Mio2thijos lastekmis.
Diferenciacija inicijuota 4 paras Siagsleles auginant diferenciacijos t&g Tokios
diferencijuotos dsteks (po 4 par) buvo veiktos tiriamomis medziagomis — cisplatina,
daunorubicinu ir NOC-18. Kontrolis lasteks & pai laika buvo auginamos
proliferacijos terpje. Jei diferencijuojafiy lasteliy dauginimasis po paros sustodavo, tai
proliferacijos terpje lasteks nustodavo daugintis tik atsiradus glaudiems kdatas tarp
lasteliy. Kuri laika kultaroje iki bandymo pradzios josublavo kontaktinio stabdymo
busenoje. Todl Sia populiacip pavadinome kontaktéimis lasteEmis. Kai kuriuose
eksperimentuose lygiagfiai atlikome bandymus sudtebmis, kurios buvo auginamos
kultaroje tik 24 val. nuo i&imo pradzios. Tai proliferuojamos lasteks. 14 paveiksle

pateikti proliferuojagiu, kontaktiniy ir diferencijuot; lasteliy pavyzdziai.
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14 pav.Proliferuojagios (A), kontaktirgs (B) ir diferencijuotos (C) Mio26 linijjosisteks.

3.3.1. ERK signalinio kelio vaidmuo cisplatinos, danorubicino ir NOC-18

indukuotos apoptozs metu diferencijuotose bei kontaktigse hstelese

ERK signalinio kelio aktyvinimas yra svarbussteliy dalijimuisi, migracijai,
lasteks skeleto reorganizacijai, diferenciacijai igsteliy iSgyvenimui, tédiau yra
duomemn, kad ERK dalyvauja streso atsake hgteéks Zities procese [Werlen ir kt.,
2003]. Siekdami iSsiaiskinti ERK kineéz vaidmemcisplatinos, daunorubicino ir NOC-18
indukuotoje apoptage, mes tyeme ERK molekuly raiSky ir fosforilinima, kuris

koreliuoja su Sios kin@s aktyvinimu. Gauti duomenys pateikiab®i-17 paveiksluose.

Cisplatinos poveikio trukmeé, val.

K 05 1 2 4 8 24 fosfo-ERK?2

fosfo-ERK1
ERK2

ERK1

P T Y L L P

15 pav.ERK molekuliy fosforilinimas ir raiSka diferencijuotose Mio2gstekse po cisplatinos
(20 pg/ml) poveikio. Prie$ povaikasteks buvo keturias paras auginamos diferenciacijqejter
(DMEM + 2% arklio serumo). ERK molekuliraiSka ir fosforilinimas buvo nustatyti panaudojus
specifinius antilinius pries ERK baltymbei fosforilintas ERK formas (Zr. Metadkyriy).

Cisplatinos poveikio trukmeé, val.

K 05 1 2 4 8 24 fosfo-ERK?2
fosfo-ERK1

ERK2
Weeress . ..

16 pav. ERK molekuliy fosforilinimas ir raiSka kontaktése, proliferacijos tegpe augintose
Mio26 lastekse po cisplatinos (20 pg/ml) poveikio. ERK molelutaiSka ir fosforilinimas buvo
nustatyti panaudojus specifinius aimtikus prieS ERK baltymbei fosforilintas ERK formas (Zr.

Metody skyriu).
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Palygire ERK raiSk diferencijuotose I5 pav) ir kontaktirese (L6 pav) Mio26
lastekse po cisplatinos poveikio, matome, kad ji iSliglastovi vig tyrimo laikotarp
abiejose tirtoseabteliy populiacijose. Téau cisplatina sukeliaélyva, tik po 24 valand
nuo poveikio pradzios stebyn ERK baltymy fosforilinimo lygio padidjima tiek
diferencijuotose, tiek ir kontakits lastekse. Tolesgje darbo dalyje tyime ERK kinazs
vaidmen daunorubicino sukeltoje apoptge (17 pav).

Daunorubicino poveikio

g, val
K_05 1 2 8 fosfo-ERK2
_::< -
ERK?2
ERK1

17 pav. ERK molekuli fosforilinimas ir raiSka diferencijuotose Mio26astekse po
daunorubicino (2.5uM) poveikio. PrieS poveikasteks buvo keturias paras auginamos
diferenciacijos tergje (DMEM + 2 % arklio serumo). ERK molekuli raiSka ir fosforilinimas
buvo nustatyti panaudojus specifinius amtikis prieS ERK baltymbei fosforilintas ERK formas
(2r. Metod; skyriy).

Misy tyrimai rodo, kad diferencijuotose ir kontakts® (duomenys nepateikiami)
Mio26 miogenirgse hstekse daunorubicinas nesukelia ERK1/2 kigmzaisSkos ir
fosforilinimo pokyiy. Joky rySkesni ERK raiskos ir fosforilinimo pokdiu nenustatyta
ir po NOC-18 poveikio. Biochemijos institute atlikERK fosforilinimo tyrimai
proliferuojartiose hstekse taip pat neparédyskesni ERK fosforilinimo pokyiu nei
po cisplatinos, nei po daunorubicino poveikiocida misy tiriamose 4stekse ERK yra
pastoviai fosforilinta, ir, palyginus su kitomigstekmis, jos fosforilinimo lygis, yp&a
ERK 2, yra aukStas (duomenys nepateikti).

MAP kinaz ERK dazniausiai aktyvinama po mitogepoveikio ir paprastai
siejama su dsteks proliferacija ir iSgyvenimu, nors yra straipsnir apie jos
proapoptozin veikima. Siekiant nustatyti, kagkvaidmen ERK MAPK signalinis kelias
atlieka indukuojant apoptez miogeninese aktekse j diferenciacijos bei augimo
kontaktinio stabdymo metu, adteles veikme specifiniu ERK signalinio kelio
inhibitoriumi — UO126 {8 pav). Institute atlikti tyrimai parogl kad 40 pM UO126
koncentracija efektyviai slopina ERK fosforilinamstebina 8 nuo poveikio pradzios

valand.
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18 pav.ERK MAP kinazs vaidmuo kontaktini ir diferencijuot; Mio26 lasteliy cisplatinos (A),
daunorubicino (B) ilNOC-18 (C) indukuotoje apoptge. Lasteks ERK inhibitoriumi UO126
paveiktos 30 min. anki&u nei tiriamomis medZiagomis. Poveikio trukm24 val. Santykinis
lasteliu kiekis - hsteliy skatiaus po poveikio santykis sasteliy skatiumi medZziag pridejimo
diem. Skatiuotos tik gyvos dsteks; gyvybingumas vertintas tripanoélio testu. Grafikuose
vaizduojamas maziausiai tripksperiment vidurkis * standartinis nuokrypis.

Misy gauti rezultatai rodo, kad ERK signalinio kelidilbitorius UO126 (40 uM)
skatina cisplatinos(20pg/ml) daunorubicino (2,5uM) ir NOC-18 (5mM) indukuot
apoptoz. Tockl galima teigti, kad ERK signalinis kelias atlielegpsaugin vaidmern
miogenirems kstekms atsakani stresinius poveikiusyj diferenciacijos metu. Tokie
patys rezultai buvo anksu gauti ir su proliferuojaimomis lastekmis, kurios veiktos

tiiamomis medziagomis péaus 24 val. nuoy iSstjimo.
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Cisplatina paveiktoje Mio26steliy populiacijoje nustame \lyva Sios kinazs
aktyvinimo padidjima. Daugelyje kit lasteliy linijju yra stebimas nuolatinis ERK
aktyvumas, ir daznai sunku pasakyti, koks to aktywuvaidmuo. PC12abtekse
parodyta, kad stiprus, bet greitai praeinantis EERE/vinimas vetia lasteles daugintis, o
uZsiksgs aktyvinimas nukreipiaasteles diferenciacijos kryptimi. Sis skirtumas yra
pasiekiamas membraninirecepton; lygyje, kai Ras/Raf keli aktyvuoja skirtingi
receptoriai (pvz. EGFR ir NGFR), dalyvaujant cikim AMP [O’Neill ir Kolch, 2004].
Proliferacinis ERK vaidmuo yra siejamas su D1 a@lipadidinta raiSka, kurisukelia
Ras/Raf signalinio kelio (kurio vienas Zemiaugiomponeni ir yra ERK) nuolatinis
aktyvumas. Ciklinas D1 aktyvina Cdk4 ir Cdk6, kwisuka dsteks cikla. Taiau
nustatyta, kadakteks dauginasi tik tada, kai Ras/Raf kelias yra paatotetiau silpnai
aktyvuotas: suintensyjus Ras/Raf signalinimuiasteks nustoja proliferay ir pradeda
diferencijuotis. Sio reidkinio priezastimi yraardijamas p21-cipl, stiprus Cdk (nuo
ciklino priklausoma kina® inhibitorius, kurio raiSkai/aktyvumui reikalingasZsitses
ERK aktyvinimas [Kerkhoff ir Rapp, 1998].

Ka tik pasirodziusiame straipsnyje yra skelbiama, &adskripcijos faktoriaus c-
Fos transkripcijos aktyvacijos domenas yra ERK &ésaaktyvacijos trukrs jutiklis.
Kadangi c-Fos yra AP-1 Seimos dimegimuraSymo veiksmi komponentas, c-Fos kiekio

kitimasitakoja dimey suckti ir gali keisti hstelin atsald. [Chalmers irkt., 2007].

Apibendrinus Siuos faktus galima sakyti, kagstébs atsakasi apoptpzs
induktoriuspriklauso nuo bazinio ERK aktyvumo, gddyvinimo stiprumo ir aktyvinimo

trukmes.

3.3.2. p38 MAPK signalinio kelio vaidmuo cisplating, daunorubicino ir
NOC-18 indukuotos apoptozs metu diferencijuotose bei kontaktise
Iastelese

p38 MAP kinazy signalinis kelias svarbus eukariotiniasteliy proliferacijos,
diferenciacijos ir apopt@s metu. Dazniausiai Si streso aktyvingkinaziy sistema yra
siejama su apoptég indukcija [Zarubin ir Han, 2005]. Ti&au yra duomemn, kad p38 gali

buti ir neigiamas, ir teigiamas adteks iSgyvenimo reguliatorius. Pavyzdziui,
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diferencijuotose PCl2dtekse p38 dalyvauja NGF (nepaugimo veiksnio) nebuvimo
sukeltoje apoptage [Le-Niculescu ir kt., 1999]. T@au p38 apsaugo pirminius Ziusk
kardiomiocitus nuo anizomicino indukuotos apoptofZechner et al., 1998]. Kiti tyrimai
nurodo skirtingas p3& ir B formy funkcijas hsteliy iSgyvenime: kardiomiocituose,
Jurkat bei Hela aktekse p38 indukuoja apoptagz o p38® - slygoja iSgyvenim
[Mackay ir Mochly-Rosen, 1999; Wang ir kt., 1998emoto ir kt., 1998]. Taip pat yra
nustatyta, kad p38 aktyvinamas transkripcijos velessMEF2 yra reikalingas neunpn
iSgyvenimui [Mao ir kt., 1999].

p38 vaidmuo kardiomioait apoptozje taip pat @ra vienareikSmis - prieSingi
literatiiriniai duomenys nurodo p38 esant ir proapoptofhu ir kt., 1999; Meldrum ir
kt., 1998], ir uz iSgyvenimatsaking baltymy [Zechner ir kt.,1998; Craig ir kt., 2000;
Hoover ir kt., 2000]. Taigi, p38 MAP kinéz dalyvavimas perduodant apoptdzin
iSgyvenimo signal priklauso nuodsteliy tipo bei kity salygu.

Sioje darbo dalyje tgme p38 baltymo raidkir fosforilinima, kuris paprastai
koreliuoja su Sios kin&s aktyvinimu, diferencijuotose ir kontakése Mio26 hstekse
(29 ir 20 pav).

Cisplatinos poveikio trukmé, val.
K 035 1 2 1 g 24

fosfo-p38

19 pav.p38 MAPK fosforilinimas ir raiSka diferencijuotoddio26 lastekse po cisplatinos
(20ug/ml) poveikio. PrieS poveiklasteks buvo keturias paras auginamos diferenciacijqsjeer
(DMEM + 2 % arklio serumo). p38 MAPK molekujiraiSka ir fosforilinimas buvo nustatyti
panaudojus specifinius antikus prieS p38 baltyabei fosforilintas p38 formas (Zr. Metod
skyriy).

Cisplatinos poveikio trukmeé, val.
K 05 1 2 4 8 24

«— fosfo-p38

p38
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20 pav.p38 MAPK fosforilinimas ir raiSka kontaktéise Mio26 4stekse po cisplatinos (2(3/ml)

poveikio. PrieS poveiklasteks buvo keturias paras auginamos proliferacijosjer¢MDM + 10
% FBS). p38 MAPK molekuli raiSka ir fosforilinimas buvo nustatyti panaudogecifinius
antikanius prie$ p38 baltymbei fosforilintas p38 formas (Zr. Metodkyriy).

IS rezultaty matome, kad kontaktése ir diferencijuotoseastekse p38 MAPK
raiSka po cisplatinos poveikio nesikei, bet fosforilinimas pradeda kilti po poveikio ir
pasiekia maksimum ketvirta poveikio valand. Kontaktuojadiose ir diferencijuotose
lastekse aukstas fosfo-p38 lygis iSlieka iki dvideSimtvikeos valandos.

p38 raiskos ir fosforilinimo tyrimai po daunorubmoi poveikio §stekse parod,
kad diferencijuotose ir kontaktéiee (duomenys nepateikiami) miogeisa hstekse Sios
kinazs raiSka nesikeit tatiau, kaip ir cisplatinos atveju, buvo indukuojanpadaipsnis

fosforilinimo lygio didjimas, kuris maksimumpasiek 24 poveikio valangl (21 pav).

Daunorubicino poveikio trukme, val.
05 1 2 4 R 24

«— fosfo-p38

21 pav.p38 MAPK fosforilinimas ir raiSka diferencijuotoddio26 lastekse po daunorubicino
(2,5 uM) poveikio. PrieS poveik lasteks buvo keturias paras auginamos diferenciacijqsjeer
(DMEM + 2 % arklio serumo). p38 MAPK molekujiraiSka ir fosforilinimas buvo nustatyti
panaudojus specifinius aniikius prieS p38 baltymbei fosforilintas p38 formas (Z2r. Metod

skyriy).

Tokia pat p38 MAPK raiskos ir fosforilinimo tendercipustaéme ir tirdami p38
aktyvinimg diferencijuotose astekse po azoto oksido NOC-18 poveikid2 paveiksle
matome, kad, NOC-18 paveiktose diferencijuotose2di@stekse, JNK fosforilinimas
yra indukuojamas palaipsniui ir poveikio laikuidjgnt, fosfo-p38 kiekis diga (22 pav).

NOC poveikio trukme, val.
K 05 1 2 4 8 24

o o .. - o3

22 pav.p38 MAPK fosforilinimas ir raiSka diferencijuoto$4io26 lastekse po NOC-18 (5 mM
poveikio. Pries poveiklasteks buvo keturias paras auginamos diferenciacijqgjee{DMEM +
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2 % arklio serumo). p38 MAPK molekujiraiSka ir fosforilinimas buvo nustatyti panaudojus
specifinius antiinius pries p38 baltymbei fosforilintas p38 formas (Zr. Metedkyriy).

Siekdami nustatyti p38 MAP kinéz signalinio kelio vaidmencisplatinos,
daunorubicino ir NOC-18 sukeltoje miogeninasteliy apoptozje, kontaktuojatias ir
diferencijuotas dsteles veikme p38 kinags specifiniu inhibitoriumi SB203580 (SB).
Kaip ir daugelis kit kinaziy inhibitoriy, SB203580 blokuoja ATP prisiriSun Gauti
duomenys pateikian#3 paveiksle
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23 pav.p38 MAP kinazs vaidmuo kontaktini ir diferencijuoty Mio26 lasteliy cisplatinos (A),
daunorubicino (B) irNOC-18 (C) indukuotoje apoptée. Lasteks p38 MAPK inhibitoriumi
SB203580 paveiktos 30 min. akksu nei tiiamomis medziagomis. Poveikio trukm24 val.
Santykinis 4steliy kiekis - hsteliy skatiaus po poveikio, santykis sasteliy skatiumi medziag
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pridéjimo diem. Skatiuotos tik gyvos d4steks; gyvybingumas vertintas tripanoého testu.
Grafikuose vaizduojamas maziausiaitksperiment vidurkis + standartinis nuokrypis.

Taigi, misy gauti rezultatai rodo, kad p38 MAPK slopinimas id&l lasteliy
Zuvima po cisplatinos, daunorubicino ir NOC-18 poveikibai leidzia manyti, kad
miogeniniy lasteliy diferenciacijos ir kontaktinio augimo metu strésoaz p38 apsaugo
lasteles nuo cisplatinos, daunorubicino ir NOC-18ukubtos apoptas. Ir, nors
literatiros duomenimis ilgalaikis streso kinaziaktyvinimo padidjimas paprastai
siejamas swyj dalyvavimu apoptas indukcijoje, nisy gauti duomenys apie p38 kirtgz
palaipsin ir ilgalaiki fosforilinimo/aktyvinimo di@jima kamienirgse miogeniase

lastekse ir jos slopinimo metu padigisia lasteliu Zitj, neparemia Sios hipotiez

3.3.3. JNK signalinio kelio vaidmuo cisplatinos, danorubicino ir NOC-18
indukuotos  apoptozs  metu  diferencijuotose, kontaktirese  ir
proliferuojan ¢iose hstekése

c-Jun N-galig kinaz (JNK) priklauso streso aktyvinapbaltymy kinaziy grupei
ir paprastai siejama su apopisz indukcija. Zinoma, kadijvairis veiksniai -
hiperosmotinis Sokas, hipoksija/reoksigenacija, typal sintezs inhibitoriai (pvz.
anizomicinas), reaktyis deguonies junginiai (ROS), uzdegiminiai citokinmikt. -
aktyvina Si kinaz Sirdies miociy kultiroje, ta&iau zinios apie Sio kelio vaidmgn
kardiomiociy kultiroje yra gana prieStaringogvairiy tyrimy duomenimis Sirdies
miocituose JNK MAP kinaz atlieka tiek pro-, tiek ir antiapoptoZivaidmen [Aoki ir
kt., 2002].

Sioje darbo dalyje tgme JNK kinazs raidk ir fosforilinima diferencijuojagiose
ir kontaktuojaiose Mio26 4stekse po genotoksini medziag ir NOC-18 poveikio.
Diferencijuotose Mio26alstekse cisplatina indukavo palaipsn ilgalaiki INK1/2 fosforilinim,
kuris koreliuoja su baltymo aktyvinimu. Tuo tarpNK raiSka cisplatinos poveikio p&sje

nekito (24 pav).

Cisplatinos poveikio trukmé, val.
K 05 1 2 4 8 24

~ fosfo-INK2
~ fosfo-INK1

T=zmzTe.
! . JNK1 50



24 pav.JNK fosforilinimas ir raiSka diferencijuotose Middastekse po cisplatinos (2(3/ml)
poveikio. PriesS poveiklasteks buvo keturias paras auginamos diferenciacijggjee{DMEM +

2 % arklio serumo). JNK molekuliraiSka ir fosforilinimas buvo nustatyti panaudogpecifinius
antikanius prieS JNK baltymbei fosforilintas JNK formas (2r. Metadkyriu).

IStyre JNK aktyvinima kontaktuojasiose Mio 26 4stekse, paveiktose cisplatina,
gavome panaSius duomenis - po cisplatinos poveilip pat buvo indukuojamas
palaipsnis ir ilgalaikis INK1/2 aktyvinimas. Kaipdiferencijuotose, taip ir kontakése
lastebse JNK raiSka nekito, o iSliko pastovi yiyrimo laikotarg (25 pav).

Cisplatinos poveikio trukme, val.
K 05 1 2 4 g 24

TN fosfo-INKI
MTZBEBR:
TN INK1
25 pav.JNK fosforilinimas ir raiSka kontakt#se, proliferacijos tegje augintose Mio26aktekse
po cisplatinos (20g/ml) poveikio. JNK molekuly raiSka ir fosforilinimas buvo nustatyti
panaudojus specifinius aniikus prieS JNK baltym bei fosforilintas JNK formas (Zr. Metad
skyriy).

Tolesreje darbo dalyje analizavome JNK1/2 rasSkir aktyvinimg
diferencijuojatiose ir kontaktuojafiose hstekse po daunorubicino poveikio. gy
tyrimai parod, kad diferencijuojatiose ir kontaktuojatiose (duomenys nepateikiami)
lastekse daunorubicinas indukuoja palaipsnilgalaiki JNK kinazs aktyvinimy. Tuo
tarpu JNK raiSka po daunorubicino poveikio ne&iké€26 pav).

Daunorubicino poveikio trukmé, val.

5 2 2
K0 L 4 8 4 fosfo-INK2
fosfo-TNK1
i INK2
gh | —
' sy INK1

26 pav.JNK molekuliy fosforilinimas ir raiSka diferencijuotose Mio2gstekse po daunorubicino
(2 uM) poveikio. PrieS povejkasteks buvo keturias paras auginamos diferenciacijojter
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(DMEM + 2 % arklio serumo). JNK molekuliraiSka ir fosforilinimas buvo nustatyti panaudojus
specifinius antiinius pries JNK baltymbei fosforilintas ERK formas (Zr. Metadkyriy).

Paveik misy tiriamas diferencijuotas miogenines Mio2fsteles azoto oksido
donoru NOC-18, nustamne toka pat JNK fosforilinimo eig kaip ir cisplatinos bei

daunorubicino atveju27 paveikslenatome palaipgnr ilgalaiki INK1/2 fosforilinimy.

NOC poveikio trukmeé, val.
K 05 1 2 4 3 24 fosfo-INK2
-

- -

- fosfo-INK1

27 pav.JNK molekuliy fosforilinimas ir raiSka diferencijuotose Mio2gstekse po NOC-18 (5
mM) poveikio. PrieS poveiklasteks buvo keturias paras auginamos diferenciacijopéjeer
(DMEM + 2 % arklio serumo). JNK molekuliraiSka ir fosforilinimas buvo nustatyti panaudojus
specifinius antiinius pries JNK baltymbei fosforilintas ERK formas (Zr. Metadkyriy).

Streso kinazj aktyvinimas dazniausiai yra stebimagstélei atsakantj
vidulastelinius ir ekstrajstelinius stresinius poveikius. JNK signalinio keliaidmuo dar
néra galutinai iSaiskintas: jis gali ir skatinti agop, ir ja stabdyti, priklausomai nuo
lasteliy tipo bei induktoriaus [Tourner ir kt., 2000; Aokikt., 2002]. T&iau yra iSkelta
hipote2, kad ilgalaikis JNK aktyvinimas vedaskekbs Zities link, tuo tarpu kai
trumpalaikis aktyvinimasatygoja lasteks iSgyvenim [Lou ir kt., 2005].

Norédami iSaiskinti, kok vaidmen JNK aktyvinimas vaidina miogenige
lastekse genotoksiniu medziagu ir NOC-18 indukuotos amst metu, naudojome
specifin Sios kinags inhibitoriy SP600125 (SP). SP600125 riSasi prie JNK ATP
prisiriSimo vietos ir taip blokuoja JNK funkaij

Tirdami JNK vaidmen cisplatinos indukuotojeasteliy apoptozje gavome gana
netikétus rezultatus. Kiek ankmu nusy laboratorijoje buvo nustatytas proapoptozinis
JNK kelio vaidmuo cisplatinos paveiktose prolifgamgiose hstekse. Tuo tarpu Siame
darbe paroégime, kad diferencijuotose ir kontakise miogeniase hstekse JNK po
cisplatinos poveikio pasizymi nuo apoptszapsaugaiiy veikimu. Tokie rezultatai buvo
gauti eksperimentuose lygiagra JNK inhibitoriumi SP600125 bei cisplatina paues
diferencijuotas (keturios paros diferencijuajexje tergje) bei kontaktines (keturios

paros proliferacijos tegpe) Mio 26 hsteles.28 paveikslanatome, kad JNK inhibitorius,
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staba@ proliferuojartiy lasteliu Zuvimg ir didino diferencijuod ir kontaktuojasiy lasteliy
Zuvima po cisplatinos poveikio.
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28 pav.JNK MAP kinazs vaidmuo kontaktini (A), diferencijuoty (B) ir proliferuojarigiy (C)
Mio26 lasteliy apoptozje, indukuotoje cisplatinos. Prie§ poviellgsteks buvo keturias paras
auginamos diferenciacijos tejp (DMEM + 2 % arklio serumo). Lygiagigai tokj pat laila
kultaroje buvo auginamos kontaktuof@ms lasteks. Proliferuojatios lasteks buvo veikiamos
kita diem po iSgjimo. Lasteks JNK inhibitoriumi SP600125 buvo veikiamos 30 nanksiau
nei cisplatina. Poveikio trukén 24 val. Santykinisabteliy kiekis - hsteliy skatiaus po poveikio
santykis su dsteliy skatiumi medzZiag pridéjimo diem. Skatiuotos tik gyvos dsteks;
gyvybingumas vertintas tripano étio testu  Grafikuose vaizduojamas maZiausiaiutrij
eksperiment vidurkis * standartinis nuokrypis.

JNK vaidmens pasikeitimiS proapoptozinio, proliferuoj&n lasteliy atveju, i

antiapoptoziin miogeninip lasteliy diferenciacijos bei kontaktinio augimo metu,
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nustaéme ir kitos genotoksirs/kardiotoksigs medziagos - daunorubicino indukuotoje

lasteliy apoptozje (29 pav).
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29 pav JNK MAP kinazs vaidmuo kontaktini (A), diferencijuoty (B) ir proliferuojarigiy (C)
Mio26 lasteliy apoptozje, indukuotoje daunorubicino. PrieS povdisteks buvo keturias paras
auginamos diferenciacijos tejp (DMEM + 2 % arklio serumo). Lygiagigai tokj pat laila
kultaroje buvo auginamos kontaktuoféms lasteks. Proliferuojatios lasteks buvo veikiamos
kita diem po iSgjimo. Lasteks JNK inhibitoriumi SP600125 buvo veikiamos 30 nanksiau
nei daunorubicinu. Poveikio trukm 24 val. Santykinisakteliy kiekis - bsteliy skatiaus po
poveikio, santykis subteliy skatiumi medziag pridéjimo diera. Skatiuotos tik gyvosdsteks;
gyvybingumas vertintas tripano ¢tio testu  Grafikuose vaizduojamas maZiausiaiuy trij
eksperiment vidurkis * standartinis nuokrypis.

Atlikus analogiSkus tyrimus su oksidacistreq Sirdyje imituojaia medziaga —
fiziologinio apoptozs induktoriaus - azoto oksido donoru NOC-18, JNKdreens
pasikeitimy nebuvo nustatyta. Visais atvejais, tiek prolifgamdiose, tiek ir

diferencijuotose bei kontakiise Mio26 4stebse, JNK inhibitorius SP visais atvejais
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skatino hsteliy zuti (30 pav). Taigi, INK MAP kinazs signalinis kelias apsaugo kamienines

miogeninesdsteles nuo NOC-18 indukuotos apogmz
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30 pav.JNK MAP kinazs vaidmuo kontaktini (A), diferencijuoty (B) ir proliferuojarigiy (C)
Mio26 lasteliy apoptozje, indukuotoje NOC-18. PrieS poveikasteks buvo keturias paras
auginamos diferenciacijos tejp (DMEM + 2 % arklio serumo). Lygiagigai tokj pat laila
kultaroje buvo auginamos kontaktuofgos lasteks. Proliferuojatios lasteks buvo veikiamos
kita diem po iSgjimo. Lasteks JNK inhibitoriumi SP600125 buvo veikiamos 30 nanksiau
nei NAO-18. Poveikio trukih- 24 val. Santykinisabkteliy kiekis - hsteliy skatiaus po poveikio,
santykis su gsteliy skatiumi medZzZiag pridejimo diers. SkaBiuotos tik gyvos dsteks;
gyvybingumas vertintas tripano ¢tio testu  Grafikuose vaizduojamas maZiausiaiuy trij
eksperiment vidurkis * standartinis nuokrypis.

Literatiroje yra gana prieStaring duomem apie JNK vaidmein lastekse
oksidacinio streso metu. Vigrautoriy duomenimis, JNK atlieka proapoptogziraidmen
lastekms atsakani oksidacin stres. Nustatyta, kad oksidacinio streso veikiamuose
Sirdies miocituose ilgalaikis JNK aktyvinimas skati proapoptozimi molekuly -
citochromo c ir AIF — iSlaisvinimis mitochondriy [Aoki ir kt., 2002]. Tuo tarpu kitose
literatiiros Saltiniuose nurodomas antiapoptozinis Sioszks&aidmuo oksidacinio streso
metu [Dougherty ir kt., 2002; Andreka ir kt., 2001]
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Yra duomen, kad proapoptozinis JNK veikimas pasireiSkia japsforilinant
antiapoptozinio baltymo - Bcl-XThr-47 ir Thr-115. Tai glygoja Bcl-X_ inaktyvacip,
citochromo c iSlaisvinirp bei kaspazj 9 ir 3 aktyvinimy. Tuo tarpu, fosforilindamas Bcl-
2 baltymo Ser-70, JNK apsauggsteles nuo ities apoptogs kidu. Taigi, specifinis
liekany fosforilinimas gali skatinti arba slopinti antiggozines Bcl-2 baltynp Seimos
funkcijas. Fosforilinimas kéia Bcl-2 baltymo stabilum bei swveikas su kitais Sios
Seimos nariais. JNK gali apsaugatsteles nuo apoptég ir nepriklausomu nuo Bcl-2
baltymy keliu. Antiapoptozinis JNK veikimas galiith nulemtas gveikos su kitais anti-
apoptoziniais keliais, tokiais kaip PI3K/Akt sigmas kelias. Dar vienas kelias,
nustatytas Sirdies miocituose, tai AP-1 transkjgsciaktyvatoriaus, kurio sétyje yra
Fos-Jun transkripcijos veiksniai, aktyvinimo keliaddK indukuotas AP1 aktyvinimas,
priklausomai nuoasteliy raSies ar apopt@s induktoriaus, gali nulemtasteliy zati ar
iSgyvenina [Dougherty ir kt., 2002]. Antiapoptozinis JNK sm@as gali &t
perduodamas per JunD transkripcijos veifsamb ir kt. 2003].

JNK aktyvinimo kinetika apsprendzia biologiasteks atsal | INK aktyvinins:
trupalaikis, iki 1 val., JNK aktyvinimas paprastgia susigs su 4stekbs iSgyvenimo
signalo perdavimu, oélesnis ir ilgiau iSliekantis (1-6 val.) - perduodpoptozin signah
[Ventura ir k t., 2006]. T&@au misy gauti rezultatai su iS triusSio raumens gautomis
kamieniremis lastekmis nepatvirtina Sit duomen. Apibendrinus rasy tirimy duomenis,
galima daryti iSvasl kad stres aktyvinamos proteinkingz JNK vaidmuo apoptéz
indukcijoje skiriasi priklausomai nuo apopészinduktoriaus,asteliy kontakt ir lasteliy
diferenciacijos bsenos.

Tolesreje darbo dalyje tyime, kok vaidmen lasteliy kontaktai atlieka kéiantis
proapoptozinaim JNK veikimui antiapoptozin po cisplatinos poveikio. Tuo tikslu,
lasteks buvo iSgjamos tokiu tankiu, kuriam esant kontakja kultiroje buvo stebimas
antiapoptozinis JNK veikimas. Eksperimentai buviekdmi keturias dienasadteks
cisplatina ir SP600125 veiktos 1, 2, 3 bei ketvpar po ju iSstjimo (31 pav). Lasteks

Vvisa tyrimo laika buvo auginamos proliferacijos téje.
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31 pav.JNK MAP kinazs vaidmens pasikeitimo i$ proapoptozifiantiapoptozihtyrimas po
cisplatinos poveikio tankioje (A) ir retoje (B) M6 ksteliy kultiroje. Lasteks buvo auginamos
proliferacijos terpje (IMDM + 10 % FBS). Lasteks JNK inhibitoriumi SP600125 buvo
veikiamos 30 min. ank&u nei cisplatina. Poveikio trukm- 24 val. Santykinisabteliy kiekis -
lasteliy skatiaus po poveikio, santykis susteliy skatiumi medzZiag pridéjimo diem.
Skakiuotos tik gyvos dsteks; gyvybingumas vertintas tripano ¢lio testu  Grafikuose
vaizduojamas maziausiai tripksperiment vidurkis * standartinis nuokrypis.

Kaip matyti 31 A paveikslel dierm po iSgjimo cisplatina paveiktose, tankiai
augantiose hstekse (angl.confluent culturg JNK inhibitorius SP600125 stabdhsteliy
Zuvima, t.y. pasireiSk proapoptozinis JNK veikimas. 2 augimo dierisplatina
paveiktoje 4steliy kultaroje SP600125 pasizyio mazesngtaka hsteliy gyvybingumui,
0 paveikk Mio26 lasteles cisplatina ir SP600125 dire augimo diea jau nustaime
antiapoptozin JNK veikimg. Dar rySkesnius skirtumus gavome ketvigugimo dien
paveiktoje 4steliy populiacijoje. Taigi, gauti rezultatai leidziadgj kad JNK vaidmens
pasikeitimas iS pro-i antiapoptozip yra nulemtas neasteliy tankio, o #4steliy
kontaktavimo trukras. Sk prielaich patvirtinome atlik tyrimus su retai i&omis Mio26
lastekmis, tarp kuny bandymo pradzioje jokikontakty nebuvo 82 B pav). Kaip matyti
32 A paveiksle proapoptozinio JNK veikimo pasikeitimas antiapopoptozin retai
iSsttoje Mio26 hsteliy kultiroje jvyko tiktai ketvira augimo dien cisplatina paveiktose
lastekse, kai tarpy susidaé kontaktai. Tankesfje kultiroje JNK vaidmens pasikeitimas
vyko gretiau. Taigi, hsteliy kontaktai yra svafis ketiantis JNK vaidmeniui iS
proapoptoziniq antiapoptozin

Zinoma, kaddsteliy kontaktai yra btini diferenciacijai. Kontaktuojafios lastebs
gali biti toliau pazeng diferencijuot; lasteliy linkme net ir proliferacijos tegpe. Kitoje
tyrimy dalyje lyginome tankiai ir retai i88; lasteliy zuti po JNK inhibitoriaus SP600125

ir cisplatinos poveikio diferencijuojéoje tergje (33 ir 34 pav). Lyginant su

57



duomenimis, pateiktai81 ir 32 paveiksluosematome, kad tiek retoje, tiek tankioje
lasteliy kulttroje, augintoje diferenciacijos tefp, JNK vaidmens pasikeitimas iS
proapoptozinioi antiapoptozin ivyksta ank&iau nei proliferacijos tegge augintose
lastekse. Taigi, § JNK vaidmens pasikeitignsalygoja tiek kontaktai tarpabteliy, tiek ir
lasteliy diferenciacijos stadija. Teau jis rera apspgstas JNK aktyvinimo trukeés
skirtumy. 35 paveiksle pateikiame duomenis apie JNK aktyviminpo cisplatinos
poveikio proliferuojatiiose hstekse. JNK aktyvinimas Siosadtekse yra palaipsnis ir
ilgalaikis, kaip ir kontaktuojatiuy bei diferencijuoi lasteliy kultiroje. Tiesa,
proliferuojartiose hstekse stebimas didesnis JNK2 aktyvinimas negu diféjuertose
lastekse, kuriose JNK1 aktyvinimas vyksta atiks! ir yra labiau iSreikStas. Litefabje
yra nuoroa apie skirting JNK1 ir JNK2 dalyvavim lasteks funkciy reguliavime.
Misy gauti duomenys nepatvirtina litefiabje iSkeltos prielaidos apie tai, kad apoptoz
slopinimas yra glygojamas ankstyvo bei trumpalaikio JNK kigazaktyvinimo, o

ilgalaikis JNK aktyvinimas yra sugg su apoptas stimuliacija.
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33 pav.JNK MAP kinazs vaidmens tyrimas po cisplatinos poveikio tanki@¢ ir retoje (B)
Mio 26 lasteliy kultiroje. Lasteks buvo auginamos diferenciacijos tggp(DMEM + 2 % arklio
serumo). lasteks JNK inhibitoriumi SP600125 buvo veikiamos 30 manksiau nei cisplatina.
Poveikio trukn¢ — 24 val. Santykinisakteliy kiekis - hsteliy skatiaus po poveikio, santykis su
lasteliy skatiumi medziag pridéjimo diem. Skatiuotos tik gyvos dsteks; gyvybingumas
vertintas tripano @lio testu Grafikuose vaizduojamas maZiausiai teksperiment vidurkis +
standartinis nuokrypis.
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Cisplatinos poveikio laikas, val.
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35 pav.JNK fosforilinimas proliferuoja¢iose Mio26 4stekse po cisplatinos (2@/ml) poveikio.
Lasteks augintos proliferacijos tesje (IMDM + 10 % FBS). JNK molekuli fosforilinimas buvo
nustatytas panaudojus specifinius aimiks pries fosforilintas JNK formas (Zr. Metpskyriy).

Apoptozs reguliacijos mechaniamtyrimai parod, kad MAP kinazs - ERK, p38 ir
JNK - apsaugoabkteles nuo apoptég induktori; - cisplatinos, daunorubicino ir NOC-18
- poveikio kamienini linijy lasteliy miogenires diferenciacijos metu. Nustatyta, kad
kamieniniy lasteliy diferenciacijos proceso metu JNK vaidmuo gali #isis
proapoptoziniop antiapoptozify nors JNK aktyvinimo kinetika po apoptszinduktoriy
poveikio proliferuojagiose ir diferencijuotose astekse nesiskiria. JNK vaidmens
pasikeitimo greitis priklauso nuadteliy kontakt; trukmés.

Taigi, norint padidinti transplantuojajmkamieniniy lasteliy iSgyvenina patologiniame
zidinyje panaudojant MAP kinagisignaliniy keliy aktyvinimo ar slopinimo strategijas

reikia atsizvelgti lasteliy diferenciacijos stadijju prigijimo organizme proceso metu.
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ISVADOS

e IS raumens iSskirtos kamiers lasteks, pasizymitios neribotu proliferaciniu
potencialu in vitro, gali diferencijuotis miogenini lasteliy kryptimi.
Diferenciacijos metu jose aktyvinima miozino sugii granding (MHC),
transkripcijos veiksnio miogenino raiska; susifoojaudaugiabrandués lasteks.

e Miogenires diferenciacijos metu m&ga plysines jungtis tarms$teliy sudaratio
baltymo koneksino Cx43 raiska.

e Diferenciacijos metu miogenis lastebs tampa atsparessm apoptozs
induktoriams.

e Diferencijuotose ir kontaktiise hstekse genotoksis medziagos — cisplatina ir
daunorubicinas, bei oksidagistrea Sirdyje imituojanti medziaga - azoto oksido
donoras NOC-18, indukuoja palaipsnilgalaikj streso aktyvinamMAP kinaziy
- p38 ir INK - fosforilinimo padiéjima.

e MAP kinazs - ERK, p38 ir JNK - dalyvauja apsaugant diferpratas
kamienines miogeninegdteles nuo apoptég.

e Proliferuojartioms kamieniams kstekms diferencijuojantis miogeninilasteliy
kryptimi, streso aktyvinimos kinag JNK vaidmuo apoptége reguliacijoje gali

keistis iS proapoptozinipantiapoptozin

Darly atliko:
Darbo vadoy:
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SANTRAUKA

Kamieniniy lasteliy apoptoz ar iSgyvenim salygojantys signaliniai keliai
yra potencialus taikinys tobulinant kardiomioplasti metod. Siame darbe, pagal
specifinius baltymus - Zymenis ir morfologinius po#us patvirtinome i$ triuSio
raumens gautlasteliy, pasizymigiy neribotu proliferaciniu potenciala vitro, gelgjima
diferencijuotis miogenine linkme. Tg&me hstely Zzati/iSgyvenimy slygojartius
mechanizmus,abtekms atsakani genotoksini medziag, bei fiziologinio apoptozs
induktoriaus — azoto oksido donoro — NOC-18 poyvdilustatéme didesipdiferencijuoty
lasteliy, palyginus jas su proliferuoja@iomis, atsparumminétoms medziagoms. Tyrimai
parod¢ apsaugipn ERK, JNK ir p38 MAP kinazi vaidmen lasteliy diferencijuoty
miogenine kryptimi apopt@pe. Buvo nustatytas JNK vaidmens pasikeitimas & pr
antiapoptotif, priklausomai nuoakteliy diferenciacijos stadijos in$teliu kontaktavimo
trukmes.
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SUMMARY

Studies of muscle-derived stem cell death and galrmhechanisms during their
proliferation and differentiation

Stem cell apoptosis/survival signaling pathways potential gains in the
development of cardiomyoplasty method. During tiMsrk, by specific myogenic
protein and morphology there was demonstrated tymgemic origin of cells derived
from rabbit muscle and their ability to differenigainto muscle cells. There were
studied molecular mechanisms governing the deathysli pathways of primary
myogenic cells in response to treatment with gexotdrug cisplatin, daunorubicin
and nitric oxide donor NOC-18. Differentiated selappeared to be more resistant to
the above subtances as compared to proliferatiflg. c8he study has proved the
protective role of ERK, JNK ir p38 MAP kinases iifferentiated muscle stem cell
apoptosis. There was observed a change of JNKifum@tom pro- to antiapoptotic

depending on cell differentiation stages and amfitact duration.
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