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Santrumpos

AIF — apoptoze skatinantis veiksnys (angl. apoptosis inducing factor)

AO/EB - akridino oranzinis/etidzio bromidas

Apaf-1 — apoptoze aktyvuojantis veiksnys 1

ASK1 — apoptozés signalg reguliuojanti kinazé 1 (angl. apoptosis signal-

regulating kinase 1)

Bcl — apoptoze reguliuojanciy baltymy Seima

Bcl-2, Bel-xL — apoptoze slopinantys Bcl-2 Seimos baltymai

Bcl-xS, Bax, Bad, Bid, Bak — apoptoze skatinantys Bcl-2 Seimos baltymai

Cit ¢ — citochromas ¢

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle o terpé

ERK - ekstralgstelinio signalo reguliuojma proteinkinazé

DOX — doksrubicinas (doxorubicin)

FasL — Fas receptoriaus ligandas

FB — fosfatinis buferis

FGF — fibroblasty augimo veiksnys (ang. fibroblast growth factor)

FVS — fetalinis verSeliy serumas

HGF - hepatocity augimo veiksnys

IGF — j insuling panasiis augimo veiksniai (angl. insulin-like growth factor)

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

IMDM - Iscove o modifikuota Dulbecco terpé

JNK — ¢-Jun N-galin¢ kinaze

JSA —jaucio serumo albuminas

MAPK — mitogeny aktyvinamos proteinkinazes

MEF2 — miocitus stiprinantis veiksnys (angl. myocyte enhancer binding factor-
2)

MNF — miocity branduolio veiksnys (angl. myocyte nuclear factor)

MHC — miozino sunkioji grandiné (angl. myosin heavy chain)

MRF - miogeniniai reguliatoriniai veiksniai (angl. myogenic regulatory
factors)

NO - azoto oksidas (angl. nitric oxide)

NOC-18 — azoto oksido donoras (angl. diethylenetriamine/nitric oxide adduct,

DETA/NO)

p38 — MAP kinazé

PDGF — trombocity augimo veiksnys (angl. platelet-derived growth factor)

PI3K - fosfotidilinozitol-3 kinaze (angl. phosphatidylinositide 3-kinase)

pRb — retinoblastomos baltymas (angl. retinoblastoma protein)

RPMI — terpé lasteliy auginimui

TNF — naviky nekrozés veiksnys (angl. tumor necrosis factor)

TRAIL - naviky nekrozes veiksnio receptorius ligandai



Ivadas

Siandien, gydant jvairius susirgimus, tarp jy ir véZinius, medicinoje vis
placiau taikoma biologine (kitaip taikiniy) terapija. Baltymy kinaziy inhibitoriai
— tai nauja prie§véziniy vaisty klasé. Sios molekulés yra labiau specifigkos ir
maziau toksiSkos nei dabar naudojamos tradicinés (plataus spektro)
chemoterapinés medziagos (Ventura ir Nebreda, 2005). JAV Maisto ir vaisty
valdyboje 2009 metais jau buvo patvirtinti 11-os kinaziy slopikliai (Zhang ir kt.,
2009). Siuo metu daugiau nei 30 skirtingy kinaziy moduliatoriy pasieké
klinikiniy tyrimy I-3jg stadija, o ne klinikoje dar tiriama vir§ 80 selektyviy
mazamolekuliniy junginiy, slopinanciy jvairiy kinaziy aktyvuma.

Ivairaus lygio klinikiniuose tyrimuose jau naudojami vaistai-slopikliai,
kuriy taikiniai — mitogenais aktyvinamos baltymy kinazés (MAPK). MAPK
signalo perdavimo kelig sudaro trijy kinaziy kaskada — MAPK kinazés kinaze
(MAP3K arba MAPKKK), fosforilinanti ir aktyvinanti dvigubo specifisSkumo
MAPK kinaze¢ (MKK arba MEK), o pastaroji jau aktyvina pacias MAPK,
fosforilindama konservatyviuose motyvuose esancias treonino ir tirozino
liekanas, atskirtas viena amino riig§timi. Svarbiausi MAPK taikiniai —
transkripcijos veiksniai, reguliuojantys jvairiy geny raiska (Pearson ir kt.,
2001).

Svarbu pazyméti, kad gydant vézj, be véziniy lasteliy taip pat yra
veikiamos ir sveikos viso organizmo Igstelés. Jy gyvybingumo iS§saugojimas yra
viena i§ taikomos terapijos s€¢kmes salygy. Ypac svarbu taikant jvairias gydymo
strategijas iSsaugoti kamienines lgsteles, kurios uZtikrina normaly Zmogaus
organizmo funkcionavimg. Iki §iol triiksta duomeny apie kamieniniy lgsteliy
zuties mechanizmus, jy atsaka j kombinuotg chemo-/taikiniy terapijos gydyma.
Pastaruoju metu gausiai organizuojamos konferencijos ir simpoziumai, skirti
vaisty veikimo, toksiSkumo mechanizmy tyrimams panaudojant kamienines
lasteles rodo, kad Siai sriCiai netolimoje ateityje bus skiriamas deramas

démesys.



Kamieninés lastelés, pasizymincios neribotu dauginimosi ir saves
atgaminimo potencialu bei geb¢jimu diferencijuotis skirtingomis kryptimis, yra
alternatyva esamiems Igsteliniams tyrimo modeliams bei pasizymi reik§mingais
privalumais, lyginant su somatinémis lastelémis toksikologiniuose (vaisty
potencialiy toksiniy efekty) bei susirgimy mechanizmy tyrimuose. Visos
didziausios farmacinés kompanijos | savo gamybos ir mokslinius tyrimus
jtrauké kamieniniy lgsteliy modelius (Jensen ir kt., 2009).

Molekuliniy  mechanizmy tyrimai, paveikus chemoterapinémis
medZiagomis suaugusio organizmo kamieniniy Igsteliy linijas, yra svarbis ir dél
veéziniy-kamieniniy lgsteliy  ziities/dauginimosi mechanizmy nustatymo.
Veézines-kamieninés Igstelés — tai dauginimosi ir diferenciacijos reguliacijos
sutrikimus turin¢ios kamieninés lgstelés, imlios naujoms mutacijoms. Jos yra
laitkomos véziniy susirgimy priezastimi ir véziniy lgsteliy Saltiniu, taciau jy
mazas kiekis ir sudétingas identifikavimas navike neleidzia atlikti tokiy tyrimy.

Siais tyrimais bandomi paZinti fundamentiniai kamieniniy lasteliy
funkcionavimo aspektai, nes naujos Zinios apie Sias lgsteles atveria platesnes jy
panaudojimo galimybes. Kamieniniy lgsteliy gyvybingumo iSsaugojimas po
lasteliy terapijos/transplantacijos, kai jos atkabinamos nuo natyviy substraty ir
perkeliamos ] paZeista audinj, biity Ziniy apie kamieniniy Igsteliy Zities

mechanizmus panaudojimo pavyzdys regeneracingje medicinoje.

Darbo tikslas — nustatyti suaugusio organizmo raumens skirtingos
diferenciacijos kamieniniy Igsteliy Zities ir iSgyvenimo signalinius

mechanizmus.

Darbo uZdaviniai:

. [vertinti 1§ suaugusio organizmo raumens gauty linijy lasteliy
diferenciacijos galimybes.

. Palyginti diferencijuoty ir proliferuojanciy kamieniniy lgsteliy

jautruma apoptoziniams poveikiams.



. Nustatyti Akt kinazés vaidmen; diferencijuoty raumens kamieniniy
linijy lgsteliy apoptozes reguliavime

. IStirti mitogeny aktyvinamy kinaziy (MAPK) - ERK, JNK, p38
raiskos ir fosforilinimo pobiidj po citotoksiniy medziagy poveikio.

. [vertinti MAP kinaziy vaidmenj reguliuojant diferencijuoty lgsteliy
Zities/ iSgyvenimo procesus.

. Nustatyti galimg streso kinazés JNK vaidmen; reguliuojant iSorinj
ir vidinj apoptozés kelius bei Akt kinazés aktyvumg
diferencijuotose ir proliferuojanciose raumens kamieninése

lastelése.

Mokslinis naujumas

Kamieniniy lgsteliy iSgyvenimo/Ziities mechanizmy tyrimai yra svarbis,
siekiant iSsaugoti organizme esanCiy endogeniniy kamieniniy Igsteliy
gyvybingumg jvairiy terapijy metu bei transplantuoty kamieniniy lgsteliy
1Sgyvenima recipiento audinyje.

Signaliniy keliy, regulivojanéiy apoptozés programas suaugusio
organizmo kamieninése 1gstelése jvairiose jy vystymosi stadijose, paZinimas yra
svarbus Zingsnis ] taikiniy terapijos s€¢kmingg naudojimg tiek derinant ja su
tradiciniais vézio ir kity susirgimy gydymo metodais, tiek ir siekiant padidinti
lasteliy regeneracinj potencialg 1gsteliy transplantacijy atvejais.

Nustatyta, kad suaugusio organizmo raumenings kilmés kamieniniy Myo
linijy lastelés, pasizymincios neribotu proliferaciniu potencialu in vitro, gali
diferencijuotis miogenine, adipogenine, osteogenine ir neurogenine kryptimis.
Lasteliy daugiagaliSkumas iSlieka lgsteléms ilgg laikg besidauginant kultiiroje.
Todél raumens kilmés kamieniniy lgsteliy linijos gali biiti patogus, santykinai
lengvai gaunamas, nesunkiai padauginamy suaugusio organizmo kamieniniy
lasteliy Saltinis griauciy, Sirdies raumens, ortopedinio audinio regeneracijai, taip
pat neurologiniy susirgimy gydymui.

Siame darbe parodéme, kad diferenciacijos metu kamieniniy linijy

lastelés tampa  atsparesnés apoptozés induktoriams palyginus su



proliferuojanciomis lgstelémis. Tiriant Igsteliy Zities/iSgyvenimo mechanizmus
kamieninése lgstelése buvo nustatytos MAP kinaziy - ERK, p38, JNK, Akt
kinazes bei transkripcijos veiksnio c-Jun raiSkos ir aktyvinimo charakteristikos
diferencijuotose lastelése po prieSveéziniy vaisty - cisplatinos, doksorubicino
bei azoto monoksido donoro NOCI18, poveikiy bei palygintos su anksc¢iau
iStirtomis proliferuojanciy Myo lasteliy charakteristikomis. Ivertintas minéty
kinaziy vaidmuo reguliuojant diferencijuoty lasteliy Zitj. Nors literatiiroje yra
iSkelta hipotezé bei gauti ja patvirtinantys duomenys apie ry$j tarp MAP
kinaziy aktyvinimo pobiidZio ir jy vaidmens reguliuojant lgsteliy ziit; (Ventura
ir kt., 2006; Mansouri ir kt., 2003; Zanotto ir kt., 2009; Wullaert ir kt., 2007),
misy duomenys nepatvirtina Sio teiginio. Misy gauti rezultatai rodo, kad
palaipsnis ir ilgalaikis MAP kinaziy fosforilinimas (aktyvinimas) Myo lastelése
gali biiti susijes tiek su proapoptoziniu, tiek ir su antiapoptozinu $iy kinaziy
veikimu. Taigi, galima teigti, kad signaliniy molekuliy ERK, p38 ir JNK
aktyvinimo kinetika po apoptozés induktoriy poveikio neatspindi jy vaidmens
reguliuojant kamieniniy lgsteliy Ziit].

Nustatyta, kad apoptoze reguliuojancio JNK signalinio kelio vaidmuo
diferenciacijos proceso metu gali keistis 1§ proapoptozinio ] antiapoptozinj.
Gauti rezultatai leidzia daryti i§vadg, kad derinant taikiniy terapijg nukreipta i
atskiras signalines molekules kartu su Igsteliy terapija, yra svarbu atsizvelgti i
lasteliy diferenciacijos stadija.

Aiskinantis JNK veikimo diferencijuotose Myo Iastelése mechanizmus,
nustatyti galimi jos antiapoptozinio veikimo taikiniai - parodyta, kad JNK
apsauginis vaidmuo gali pasireik$ti per mitochondrinio apoptozés iniciacijos
kelio slopinimg bei i§gyvenimo kinazés Akt aktyvinima.

Naujy molekuliniy taikiniy, susijusiy su kamieniniy lgsteliy i§gyvenimo
reguliavimu jvairiose jy diferenciacijos stadijose, iSaiSkinimas suteikia naujas
galimybes  sukurti gydymo  strategijas, padidinsiancias  skirtingos
diferenciacijos kamieniniy lgsteliy i§gyvenimo audinyje galimybe, Siam tikslui

panaudojant farmakologines bei genetines priemones.



Ginamieji teiginiai:

o Raumens linijy lgstelés, pasiZymincios neribotu dauginimosi
potencialu in vitro, yra daugiagalés ir geba diferencijuotis miogenine,
adipogenine, osteogenine bei neurogenine kryptimis;

o Diferenciacijos metu keifiasi raumens kamieniniy lasteliy
jautrumas proapoptoziniams poveikiams;

o Skirtingas Akt fosforilinimo lygis proliferuojanciose ir
diferencijuotose Iastelése gali lemti nevienoda lasteliy jautrumg apoptozes
induktoriams;

o MAP kinaziy aktyvinimo kinetika po apoptozés induktoriy
poveikio neatspindi jy vaidmens reguliuojant kamieniniy lgsteliy Zitj;

o Raumeninés kilmés kamieniniy lgsteliy diferenciacijos metu
baltymy kinazés JNK vaidmuo gali keistis 1§ proapoptozinio j antiapoptozinj;

o Streso kinazés JNK apsauginis vaidmuo diferencijuotose Iastelése
gali pasireikSti per mitochondrinio apoptozés iniciacijos kelio slopinimg bei

1Sgyvenimo kinazés Akt aktyvinimag
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Kamieninés lastelés

Kamieninémis lastelémis vadinamos lastelés, kurioms yra budingas
ilgalaikis atsinaujinimas, neribotas proliferacinis potencialas bei gebéjimas
diferencijuotis j jvairiy tipy lasteles. Ankstyvoje embriono vystymosi stadijoje,
vadinamoje blastocista (3-5 dienos po apvaisinimo), kamieninés lastelés
intensyviai dalinasi suformuodamos daugybe specializuoty lagsteliy, kurios,
savo ruoztu, toliau formuoja organizmo audinius ir organus. Postnataliniame
periode suaugusio organizmo kamieninés lgstelés uZtikrina normaly augimg ir
vystymgsi, dalyvauja serganio, paZeisto ar nusidévéjusio organo
regeneracijoje, taciau pasizymi mazesniu diferenciaciniu potencialu. Kadangi
zmogaus embrioniniy Igsteliy panaudojima riboja etinés problemos bei galimas
teratomy formavimasis, paskutiniu laiku vis daugiau démesio skiriama
suaugusio organizmo kamieniniy lgsteliy tyrimams. Autologinés kamieninés
lastelés nesukelia imuninio atsako, lengvai prieinamos ir nekelia etiniy
problemy. Be to, nemazai tyrimy demonstruoja, kad tam tikromis sglygomis,
gavusios specifinius signalus, Sios lgstelés geba diferencijuotis | jvairiy tipy
lasteles. Kamieninés lgstelés randamos jvairiuose suaugusio organizmo
audiniuose ir organuose — kauly cCiulpuose, skeleto ir Sirdies raumenyje,
kraujyje, smegenyse, plauciuose, kepenyse, virSkinimo trakte, odoje ir kituose
organuose. Jos lokalizuojasi tam tikrose niSose, kurias sudaro kaimyninés
lastelés, t.y. fibroblastai, endotelio lastelés bei stromos komponentai.
Kamieniniy lasteliy niSa tiesiogiai arba netiesiogiai, per tirpius specifinius
veiksnius, reguliuoja $iy negalutinés diferenciacijos lasteliy veikla. Kol kas
néra vieningos nuomones dé¢l skirtinguose organuose esanciy lasteliy kilmes.
Be to, nesutariama, ar Sios lgstelés yra kilusios 1§ vienos bendros lgstelés-
pirmtakeés, kuri cirkuliuoja kiine ir esant reikalui keliauja | audinj, ar atskiros
lasteliy populiacijos vis gi yra skirtingos kilmeés (Wu ir kt., 2010; Appasani ir
Appasani, 2011).
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1.2. Raumens kamieninés lastelés

Griau¢ily raumuo yra lengvai prieinamas, pastoviai atsinaujinantis ir
gausus kamieniniy lgsteliy Saltinis. Pastaryjy mety darbai parode, kad
suaugusio organizmo raumenyje egzistuoja maziausiai trys kamieniniy lgsteliy
populiacijos. Tai satelitinés Igstelés, raumeninés kilmés kamieninés lastelés
(angl. muscle-derived stem cells (MDSC)) bei Salutinés populiacijos lastelés.
Satelitines lgsteles pirmasis aptiko ir apras¢é A. Mauro dar 1961 metais,
elektroniniu mikroskopu tirdamas varlés raumens miofibriles (Mauro, 1961).
Veéliau Sios lgstelés buvo nustatytos pauksciy ir zinduoliy raumenyse.

Raumens kamieninés Igstelés yra smulkios vienbranduolés Iastelés,
1SsidésCiusios 1Silgai diferencijuoty raumeniniy skaiduly tarp pamatinés
laminos ir raumeninés skaidulos plazminés membranos. Tokia jy buvimo vieta
raumenyje ir nulém¢ jy pavadinimg. Sveikame organe Sios lgstelés
nesidaugina, taciau atsiradus pazeidimui jos migruoja ] zaizdos vieta,
aktyvinasi proliferacijai ir galiausiai susilieja su paZeistomis raumeny
miofibrilémis arba viena su kita, suformuodamos naujas daugiabranduoles
raumeny lasteles. Suaugusiame raumenyje ramybés biisenoje esanciy
satelitiniy lgsteliy kiekis iSlieka gana pastovus d¢l Siy Igsteliy gebéjimo save
atgaminti — 2-5%. Saves atgaminimas — kamieniniy lgsteliy savybé. Yra
pasiiilyti du kamieniniy Igsteliy saves atgaminimo mechanizmai. Pirmasis —
asimetrinis dalijimasis, kuriuo metu viena dukterin¢ Igstelé tampa miogeniniu
pirmtaku, o kita — atsinaujinusia kamienine lIgstele. Alternatyvaus
atsinaujinimo proceso metu individuali Igstelé kamieniniy lgsteliy populiacijoje
diferencijuojasi arba atsinaujina (Jankowski ir kt., 2002). Néra zinoma, ar visos
satelitines lgsteles, ar tik jy dalis geba atsinaujinti. Yra duomeny, kad
organizmui senstant atsirenka didesniu atsinaujinimo potencialu pasizymincios
miogeniniy lasteliy populiacijos (Biressi ir Rando, 2010).

Vieny autoriy duomenimis, satelitinés lgstelés uZtikrina suaugusio
raumens regeneracijg ir gali diferencijuotis tik miogenine kryptimi (Wu ir kt.,

2010; Jankowski ir kt., 2002). Kity moksliniy grupiy tyrimy duomenimis,
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satelitinés lastelés yra daugiagalés kamieninés lastelés, gebancios
diferencijuotis ne tik miogenine, bet ir osteogenine bei adipogenine kryptimis
(Asakura, 2001).

Manoma, kad kita suaugusio organizmo raumenyje aptinkama lasteliy
populiacija, t.y. raumens kilmés kamieninés lgstelés arba kitaip vadinamos
raumens kamieninés lgstelés, yra satelitiniy lgsteliy pirmtakai. [vairiy tyrimy
duomenimis, Sioms Igsteléms biidingas didesnis regeneracinis potencialas,
geresnis i1§gyvenimas po transplantacijos ir gebéjimas diferencijuotis j jvairiy
tipy lasteles (Danisovic ir kt., 2011). Jvairiose publikacijose Sios lgstelés,
priklausomai nuo skyrimo metodikos ir apraSyty savybiy, taip pat gali buti
vadinamos griauciy raumeny Salutinés populiacijos (angl. skeletal muscle side
population (SMSP)) lastelémis arba raumeninés kilmés hematopoetinémis
lastelémis (angl. muscle-derived hematopoietic stem cells (MD-HSCs)). Kol
kas néra aiSku, ar Sios skirtingai vadinamos Iastelés priklauso tai paciai
populiacijai, ar vis dél to tai yra skirtingos lasteliy grupés (Lee ir kt., 2003;
Asakura ir kt., 2002; McKinney-Freeman ir kt., 2002).

Raumenyje be satelitiniy ir raumeninés kilmés kamieniniy lgsteliy
aptinkamos ir kitos lgsteliy populiacijos. Tai — su skeleto raumeny
kraujagyslémis susij¢ pericitai ir mezoangioblastai, o taip pat i§ kity organy
atklydusios kamieninés lastelés (Peault ir kt., 2007; Gussoni ir kt., 1999;
Tavian ir kt., 2005; Usas ir Huard, 2007).

1.3. Raumens kamieniniy lasteliy identifikavimas ir

charakterizavimas

Ivairlis in vivo ir in vitro tyrimai rodo, kad tiek satelitinés, tiek ir
raumenings kilmés kamieningés lgstelés pasizymi heterogeniskumu. Atskiros Siy
lasteliy populiacijos skiriasi savo biologinémis ir biocheminémis savybémis.
Satelitiniy lasteliy populiacijos gali biiti skirstomos atsizvelgiant 1 jy
proliferacijos greitj, geb¢jima susilieti ir migruoti, veikiant augimo veiksniams
(Baroffio ir kt., 1996; Beauchamp ir kt., 1999; Schultz ir kt., 1996; Rouger ir
kt., 2007).
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Pastaruoju metu atlickama nemazai tyrimy, siekiant charakterizuoti
suaugusio raumens kamienines lgsteles pagal joms biidingus Zymenis — Igstelés
pavirSiaus baltymus ir transkripcijos veiksnius. Tadiau standartiniy Zymeny
truikumas, jvairios lgsteliy skyrimo metodikos bei skirtingi baltymy analizés
metodai komplikuoja tiesioginj populiacijy palyginimg. Be to, yra zinoma, kad
in vitro daugelio zymeny, ypatingai Igsteliy pavirSiaus baltymy raiSka, gali buti
nuslopinta arba padidinta. Tai lemia auginimo kultiiroje in vitro salygos ir
lasteliy biiklé: ramybés biisena, proliferacija, diferenciacija arba apoptozé
(Jankowski ir kt., 2002; Burdzinska ir kt., 2008).

Satelitings lastelés gali biiti identifikuojamos pagal pavirSiaus Zymenis:
M-kadhering, c-met ir CD34. [vairiy tyrimy duomenimis, M-kadherino raiska
yra budinga tiek ramybés biisenoje esancioms, tiek ir aktyvintoms satelitinéms
lasteléms, taCiau neaptinkama diferencijuotose miofibrilése. Manoma, kad $i
nuo kalcio jony priklausoma adhezijos molekulé palaiko satelitines lgsteles jy
niSoje ir palengvina migracijg | raumens pazeidimo vieta (Wernig ir kt., 2004;
Beauchamp ir kt., 2000). Dalyje lasteliy gali biiti aptinkamas ir hematopoetiniy
kamieniniy lgsteliy Zymuo CD34, taciau jo raiSka gali biti susijusi su specifine
satelitiniy lgsteliy populiacijos biisena ir stadija. Todél CD34, kaip Zymuo §iy
lasteliy charakterizavimui, tiiréty biiti vartojamas atsargiai (Beauchamp ir kt.,
2000; Shi ir kt., 2006; Lee ir kt., 2000). Literatiiros duomenimis, hepatocity
augimo veiksnio receptorius c-met taip pat galéty biiti naudojamas Zymeniu
satelitiniy Iasteliy aptikimui. Sio baltymo raiska nustatyta ramybés biisenoje
esanciose lgstelése in vivo, bei proliferuojanciose ir besidiferencijuojanciose
satelitinése Igstelése in vitro (Cornelison ir Wold, 1997).

Transkripcijos veiksnys Pax7 yra laikomas pagrindiniu ,.tipinés®
satelitinés lastelés baltymu. Sio veiksnio raiska yra budinga tiek ramybés
biisenoje esancioms satelitinéms lgsteléms, tiek ir jy miogeniniams pirmtakams
— mioblastams. Yra Zinoma, kad Pax7 geno raiSka néra biitina raumeny
formavimuisi ir vystymuisi prenataliniame periode, taCiau biitina satelitiniy
lasteliy populiacijos palaikymui suaugusiame raumenyje. Be to, yra duomenuy,

kad vykstant suaugusio organizmo raumens regeneracijai, Pax7 atlieka svarby

14



vaidmenj satelitiniy lgsteliy miogeninés diferenciacijos reguliavime (Zammit ir
kt., 2006; Seale ir kt., 2000; Oustanina ir kt., 2004; Relaix ir kt., 2006).

Desminas yra ankstyvas miogeniniy lasteliy Zymuo.
Besidauginanc¢iuose mioblastuose desmino raiska yra nedidele, taciau didéja
lasteliy diferenciacijos proceso metu. Sis tarpiniy filamenty baltymas yra
svarbus miofibriliy stabilumui bei mitochondrijy funkcionavimui (O'Brien ir
kt., 2002; Goldfarb ir kt., 2004).

Ivairlis tyrimai rodo, kad raumens kilmés kamieninés lastelés yra
unikali Igsteliy populiacija, kurios savybés — Zymeny profiliai, proliferacijos ir
diferenciacijos kinetika, regeneracinis potencialas — skiriasi nuo satelitiniy
lasteliy. Taciau iki Siol néra standartiniy Zymeny, kurie leisty patikimai atskirti
S1g lgsteliy populiacijg nuo kity raumenyje aptinkamy lgsteliy. Dabartiniu metu
raumens kilmés kamieniniy lagsteliy populiacijos dazniausiai iSskiriamos,
remiantis jy adhezinémis savybémis, taikant nuoseklaus pers¢jimo metodika
(angl. preplate technique). Parodyta, kad Sioms, ankstyvose diferenciacijos
stadijose esanCioms Igsteléems, bidinga vélesne¢ adhezija, lyginant su
satelitinémis lgstelémis, kurios miogenine kryptimi yra pazengusios toliau
(Rouger ir kt., 2007; Wu ir kt., 2010; Chirieleison ir kt., 2012). Raumens
kilmés kamieninés lgstelés in vivo ir in vitro gali biiti charakterizuojamos pagal
tam  tikrus  kamieniniy  lgsteliy  Zymenis  imunocitochemijos  ir
imunofluorocitochemijos metody pagalba. Tyrimai rodo, kad Sioms Igsteléms
bidinga Sca-1, Bcl-2 ir 1§ dalies CD34 raiSka, taciau nebiidinga miogeninio
reguliatorinio veiksnio (MRF) raiska (Deasy ir kt., 2001; Jankowski ir kt.,
2002). Raumens kamieniniy lgsteliy kilmé ir giminingumas satelitinéms
lasteléms kol kas néra pilnai iSaiSkinti. Nustatyta, kad bent dalis Siy Igsteliy yra
kilusios 1§ raumeniniy ir neraumeniniy kraujagysliy sieneliy. Iki Siol néra
zinoma, ar $ios miogeninés lgstelés, gebancios diferencijuotis ] kitas
mezodermings linijos Igsteles, raumens regeneracijoje dalyvauja nuolat, ar yra

pasitelkiamos tik tam tikrais kritiniais atvejais (Peault ir kt., 2007).
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1.4. Raumens kamieniniy lasteliy plastiSkumas

Ilga laikg buvo manoma, kad suaugusio organizmo audiniy kamieninés
lastelés geba diferencijuotis tik i to paties audinio Igsteles. Taciau paskutiniy
mety tyrimai rodo, kad daugumoje audiniy aptinkamos kamieninés Igstelés
pasiZzymi plastiSkumu — in vivo jos geba diferencijuotis ] jvairiy tipy lasteles
(Payne ir kt., 2005; Tang ir kt., 2005; Cao ir kt., 2003).

C2C12 miogeniniy lgsteliy linjjos tyrimais nustatyta, kad kauly
morfogenetinis baltymas (angl. bone morphogenetic protein, BMP) aktyvina
osteogeniniy Zymeny raiSka, o adipogeniniai induktoriai, t.y. riebiosios riigstys
ir tiazolidindionai, Siose Igstelése lemia adipogeninei diferenciacijai bidingy
baltymy indukcijg (Teboul ir kt., 1995). Taip pat parodyta, kad i§ vienos
raumenings fibrilés kilusioje lgsteliy kultiiroje dalis satelitiniy Igsteliy gali
spontaniSkai diferencijuotis i adipocitus ir osteocitus (Asakura ir kt., 2001), be
to, yra duomeny, kad organizmui senstant mioblasty adipogeninis potencialas
did¢ja (Taylor-Jones ir kt., 2002). Faktas, kad mioblasty kultiiroje
nediferencijuotos lastelés gali ekspresuoti keleta pagrindiniy miogeneze,
osteogeneze ir adipogenezg reguliuojanciy veiksniy — MyoD, Runx2 ir PPARYy
— patvirtina hipoteze, kad Sios Igstelés, priklausomai nuo aplinkos salygy, gali
pasizymeti daugiagaliSkumu (Wada ir kt., 2002; Kook ir kt., 2006). Yra Ziniy,
kad Wnt signalinis kelias gali buiti svarbus palaikant fiziologing pusiausvyra
tarp miogeninio ir adipogeninio satelitiniy lgsteliy potencialo, nes pelés,
neturin€ios funkcionuojan¢io wntl0b geno, pasizymi padidinta riebaly
infiltracija raumenyse. Be to, Sis fenomenas stebimas fiziologinio sen¢jimo
metu, kuomet wntl0b geno raiSka yra slopinama (Vertino ir kt., 2005).

Raumens kamieniniy lgsteliy plastiSkumas taip pat parodytas tyrimuose
ex vivo. Peliy raumens kamieninés lastelés, transplantuotos j distrofinj raumen;,
dalyvauja miofibriliy regeneracijoje bei aptinkamos tarp diferencijuoty
kraujagysliy ir nerviniy lasteliy populiacijy (Qu ir kt 1998). Nustatyta, kad
raumens kilmeés kamieninés lastelés, turincios jvesta BMP geng ir

ekspresuojancios mioblasty Zymenis — desming ir MyoD, po transplantacijos in
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vivo gali visiSkai atstatyti kaukolés defektus(Lee ir kt., 2000). Taip pat yra
duomeny, kad jos geba atstatyti mirtinai apSvitinty peliy kauly ¢iulpus (Cao ir
kt., 2003). Naujausi tyrimai rodo, kad suaugusio raumens kamieninés lgstelés
gali diferencijuotis ne tik mezenchimine, bet ir neurogenine kryptimi
(Alessandri ir kt., 2004). Sios suaugusio organizmo miogeniniy kamieniniy
lasteliy savybés praplecia jy terapinj potencialg ir galimg panaudojima, gydant

Jvairius susirgimus.
1.5. Lastelés ciklas

Ivykiy seka, kai lgstelé padvigubina savo genomg, auga ir pasidalija j
dvi dukterines lgsteles, yra vadinama lgstelés ciklu, kuris skirstomas j keturias
fazes. Po pasidalijimo atsiradusios dukterinés lastelés yra G1 ciklo fazéje. Sioje
faz¢je padidéja mitozés metu sumazéjes lastelés biosintetinis aktyvumas,
lastelé ruosiasi DNR sintezei. Cia vyksta pagrindiné lasteliy proliferacijos
reguliacija, dalyvaujant mitogenams arba augimo veiksniams ir, jei lastelei
privalu diferencijuotis — prasideda diferenciacija. S fazé¢je vyksta DNR sinteze,
genetiné medziaga padvigubéja. Toliau lgstelés pereina ;] G2 fazg, kurios metu
tikrinamas replikacijos tikslumas, 1gstelé toliau auga ir ruosiasi dalijimuisi. M
fazéje vyksta chromatino kondensacijos kitimas, citoskeleto struktiiros
persitvarkymas, chromosomy jud¢jimas link vidurio plokS§tumos, o véliau ir
lastelés poliy link, Igstelés pasidalijimas ; dvi dukterines Igsteles. Lasteliy,
esanCiy GO, t.y. ramybes, stadijoje, ciklas laikinai sustoja, ir lgstelé kurj laikg
nesidalija, taiau mitogeniniai signalai gali ciklg atnaujinti bei vél priversti
lasteles dalintis.

In vivo, o taip pat ir Igsteliy kultiroje, didzioji dalis Iasteliy yra Gl
fazéje. Kultiroje normaliy lgsteliy dauginimasis priklauso nuo augimo
veiksniy, lasteliy tankio ir sgveikos su substratu. Augimo veiksniai yra biitini
lastelés peréjimo per G1 faze paskatinimui ir palaikymui; juos pasalinus | S
faze lasteleés pereiti negali. Vélyvoje G1 fazéje nustatytas restrikcijos (R)
taSkas, kur; praéje lastelés tampa nepriklausomos nuo iSoriniy augimo

veiksniy. Siame taske lastelés gali sustoti ir grjztamai pereiti j GO faze, kurioje,
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jei reikia, vyksta DNR pazaidy atitaisymas. Pasibaigus genetinio vientisumo
atstatymui ir Igstelei gavus mitogeninius signalus, §i sugrizta i cikla. Atsiradus
neatstatomiems DNR paZeidimams, R prasideda lgsteliy programuota Zziitis —
apoptozeé. Be to, Siame taske gali vykti ir Igsteliy diferenciacija, po kurios
lastelés negrjztamai sustoja cikle (Blagosklonny, 1999, Berndt, 2002).

Judéjimas ciklo fazémis ir peré¢jimai i§ vienos fazés | kitg reguliuojami
tam tikrose ciklo vietose, vadinamose kontrolés taskais (angl. checkpoints). Tai
yra reguliaciniai keliai, kurie uztikrina DNR replikacijos, chromosomy
1§siskyrimo ir kity lgstelés procesy tikslumg. Atsiradus paZeidimui, kontrolés
taskuose lastelés ciklas gali biiti sustabdomas, indukuojant transkripcijg geny,
reikalingy DNR paZzaidy reparacijai. Kontrolés taSky netekimas sukelia
genetinj nestabiluma ir yra susijes su normaliy lasteliy virtimu véZinémis. Sie
taskai nustatyti peréjime 1§ G1 j S faze ir i§ G2 1 M fazg, taip pat S ir M fazése
(Elledge, 1996).

Lasteles ciklo procesus kontroliuoja proteinkinaziy kompleksai, kuriy
reguliaciniai subvienetai vadinami ciklinais, o katalitiniai — nuo cikliny
priklausomomis kinazémis (Cdk). Cdk lygis lasteles ciklo metu iSlieka
pastovus, tuo tarpu cikliny lygis keiciasi (Vermeulen ir kt., 2003). Kiekviena
Cdk gali sgveikauti su skirtingais ciklinais. Lastelés ciklo metu, nuosekliai
sintetinami keturi pagrindiniai ciklinai — D, E, A, B. Lastelés S faze valdo
ciklinai D ir E. D ciklinai pradeda kauptis G1 fazés viduryje, o ciklinas E
atsiranda véliau, prie§ pat pereinant ;| S fazg (Blagosklonny ir kt., 1999).
Ciklinai D pasiZzymi jautrumu augimo veiksniams, reguliuojantiems jy raiska,
perneSimg ] branduolj, stabilumg ir sgveika su katalitiniais subvienetais.
Branduolyje, ciklino D/Cdk4 (arba Cdk6) kompleksui fosforilinus
retinoblastomos baltyma (pRb), yra iSlaisvinama histony deacetilaz¢ (HDAC),
kuri dalyvauja chromatino remodeliavime. pRb fosforilinimag tgsia ciklino
E/Cdk2 kompleksas. [vykus dvigubam pRb fosforilinimui, yra iSlaisvinamas
E2F Seimos transkripcijos veiksnys, reikalingas baltymy, biiting G1 ir S fazése,
sintezei. Tolesn¢je ciklo eigoje ciklinai A ir B palaiko pRb hiperfosforilintoje

bisenoje. pRb defosforilinamas, kai lgstelé baigia mitoze ir pereina | G1 faze.
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Defosforilintas pRb jungiasi su transkripcijos veiksniu E2F ir slopina lgstelés

dalijimasi (Kato, 1999).
1.6. Miogeninés diferenciacijos iniciacija ir Iastelés ciklo reguliacija

Diferenciacijos metu mioblastuose vyksta raumenims specifiniy geny
aktyvinimas, lagstelés negriZztamai sustabdo cikla, ir galiausiai susilieja,
suformuodamos  daugiabranduoles raumenines lasteles. Mioblastams
nebesidalinant, juose slopinama cikliny raiSka, iSimtis — ciklinas D3, kurio
raiSka miogeniniy lgsteliy diferenciacijos metu padid¢ja ir lemia ciklo
sustabdyma. Be to, ciklinas D3 taip pat yra reikalingas galutinés diferenciacijos
zymeny raiSkai ir miovamzdeliy formavimuisi. Nustatyta, kad ciklinas D3
dideliais kiekiais aptinkamas ne tik besidiferencijuojanc¢iy mioblasty linijose,
bet ir vélyvose peliy vaisiaus vystymosi stadijose in vivo, bei ankstyvajame
postnataliniame periode ramybés biisenoje esanciose raumeny lgstelése
(Bartkova ir kt., 1998).

Ankstyvose miogeniniy Igsteliy diferenciacijos stadijose transkripcijos
veiksnys MyoD skatina raumenims specifiniy geny raiSkg bei lastelés ciklo
sustabdyma, indukuodamas nuo cikliny priklausomy kinaziy slopikliy (CKI)
raiSkg. CKI jungiasi su Cdk arba su Cdk-ciklino kompleksu ir tokiu budu
reguliuoja jy aktyvuma. p21 kartu su kitais CIP1/KIP1 Seimos baltymais — p57
bei p27 — slopina daugel; nuo cikliny priklausomy kinaziy, reikalingy lastelés
ciklo slink¢iai. Mioblasty diferenciacijos metu p21 indukuojamas prasidéjus
miogenino raiSkai ir yra reikalingas lgstelés palaikymui pomitozinéje biisenoje.
Zinoma, kad ektopiné p21 raiska gali aktyvinti raumenims specifiniy geny
raiSkg net esant dideléms augimo veiksniy koncentracijoms in vitro (de la
Serna ir kt., 2001; Berndt ir kt., 1999).

MRF Seimos transkripcijos veiksniai indukuoja baltymo pRb raiska,
kuris yra neigiamas G1 fazés reguliatorius (Martelli ir kt., 1994). In vitro
tyrimy duomenimis, MyoD ir miogeninas per bHLH domeng jungiasi prie pRb,
blokuodami jo fosforilinimg, o tai yra svarbu lgsteliy per¢jimui ; pomitozing

buseng. IS kitos pusés, MyoD skatina galuting diferenciacijg, aktyvindamas
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MEF2 transkripcines funkcijas. Taip pat parodyta, kad pRb, tiesiogiai
sgveikaudamas su ciklinu D3, apsaugo ji nuo GSK-3B atlickamo Thr283
liekanos fosforilinimo, eksporto 1§ branduolio ir tolesnio skaidymo
citoplazmoje. Galutinai diferencijuotose miovamzdeliuose ciklinas D3 sudaro
netirpius branduolinius kompleksus su Cdk4, p21 ir PCNA, bei lemia jy
sgveikg su hipofosforilintu pRb. Be to, ciklinas D3 specifiSkai indukuoja
lamino A/C pertvarkymg branduolyje ir padidina branduolio afiniSkumg pRb
(De Santa ir kt., 2007).

1.7. Raumens kamieniniy lasteliy diferenciacijos procesas ir jo

reguliacija

Miogenezés procesa reguliuoja MyoD Seimos transkripcijos veiksniai —
MyoD, Myf5, miogeninas ir reguliatorinis veiksnys-4 kartu su MEF2 (angl.
myocyte enhancer binding factor-2). MyoD Seimos baltymai (dar vadinami
miogeniniais reguliatoriniais veiksniais — MRF) pasizymi 80% homologija
spiralé-kilpa-spirale (HLH) motyve. Si baltymo molekulés dalis reikalinga
dimerizacijai ir sgveikai su daugelio raumenims specifiniy geny promotoriuose
esanCia seka CANNTG (E dézute). MRF prisijungus prie konsensinés
CANNTG DNR sekos, yra aktyvuojama raumenims specifiniy geny raiSka,
slopinama lgstelés ciklo slinktis ir indukuojama raumens lgsteliy diferenciacija
(Kaneko ir kt., 2002). MyoD, Myf5, Pax7 transkripcijos veiksniai ir baltymas
desminas randami proliferuojan¢iuose mioblastuose, tuo tarpu miogeninas ir
miozino sunkioji grandin¢ (MHC) yra diferencijuoty raumeny lgsteliy Zymenys
(1.1 pav.) (Asakura ir kt., 2001; Zammit ir kt., 2006; Bergstrom ir kt., 2001).
Miogeniniy lgsteliy kultiroje serumo pasalinimu sukeltos diferenciacijos metu
vyksta Pax7 raiSkos mazéjimas. Manoma, kad Pax7 gali reguliuoti satelitiniy
lasteliy dauginimasi ir atsinaujinimg. Be to, Sis baltymas yra svarbus raumens
kamieniniy lasteliy diferenciacijai miogenine linkme (Olguin ir kt., 2004;
Zammit, 2004; Oustanina ir kt., 2004). MyoD transkripcijos metu jungiasi prie
DNR homodimerinéje formoje, taCiau stabilesni kompleksai susidaro MyoD

heterodimerizuojantis su kitais bHLH baltymais (E2A, E12 ir E47). MyoD
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aktyvuma neigiamai reguliuoja diferenciacijos slopikliy Seimos baltymai, kuriy
transkripcija skatina mitogenai. Sie baltymai su MyoD arba E12/E47 sudaro
neaktyvius, prie DNR nesiriSanc¢ius heterodimerinius kompleksus.

Vélyvuose miogenezés stadijose kartu su MRF pradeda veikti MEF2
Seimos transkripcijos veiksniai, skatinantys raumenims specifiniy struktiiriniy
baltymy raiskag. MEF2 transkripcijos veiksniy grupe sudaro MADS (angl.
MCMI, agamous, deficiens, serum response factor) dézutés transkripcijos
veiksniai. MEF2 baltymy homo- arba heterodimerai jungiasi prie raumenims
specifiniy geny promotoriuose esancios konsensinés AT turtingos sekos
(MEF2 srities). Miogeniniai bHLH ir MEF veiksniai sinergetiSkai aktyvuoja
specifing transkripcijg (Zhenguo ir kt., 2000; Jones ir kt., 2004; Cornelison ir
kt., 1997). Padidéjusi miogenino raiska ir proteinkinaziy slopiklio p21WV*"¢P!
indukcija rodo, kad lastelés yra negriztamai nustojusios dalintis ir pradéjusios
diferenciacijos programa (Haotum ir kt.,1998; Guo ir kt., 1995; Hawke ir kt.,
2001).

Satellite Cell Myoblast Myofiber
'

-_,;;,g{_,)ﬂ, - 47 -4

Quiescent Activated Proliferative  Commitment to  Fusion into  Maturation into
differentiation myotube myofiber

— CD34

MyoD

..... —_ MHC —

1.1 pav. Satelitiniy lasteliy diferenciacijos stadijos ir miogeniniai Zymenys
(pagal Zammit ir kt., 2006).
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Signalai, nulemiantys satelitiniy lgsteliy aktyvinimg raumens pazeidimo
metu, kol kas néra pilnai identifikuoti. Buvo nustatyta, kad tirozinkinazés
receptoriaus c-met ligandas HGF/SF yra svarbus satelitiniy Igsteliy
aktyvinimui. Kiti mitogenai — EGF, FGF, IGF ir PDGF — skatina mioblasty
diferenciacijg, taCiau satelitiniy Igsteliy aktyvinti negali. Neseniai buvo
nustatyta, kad azoto oksidas (NO) gali dalyvauti satelitiniy Igsteliy aktyvinime,
indukuodamas HGF/SF i§laisvinimg 1§ tarplgstelinio uzpildo, taciau kol kas dar
néra nustatyta, kaip tai vyksta. Rasoma, kad in vitro NO sintetinamas atsakant |
fibriliy tempima, o NOS-1 slopinimas maZina tempimo metu atpalaiduojamo
HGF kiekj. In vivo azoto oksido sintazés-1 (NOS-1) slopinimas susilpnina
satelitiniy lgsteliy aktyvinima (Anderson, 2000; Tatsumi ir kt; 2002).

Mioblastams diferencijuojantis in vitro, didelé jy dalis Ziista apoptozes
biidu, taciau galutinai diferencijuotos lastelés pasizymi didesniu atsparumu
jvairiems jas veikiantiems stresams. Mioblasty atsparumas apoptozei yra

WAF1
1

sigjamas su CDK slopiklio p2 indukavimu ir Rb baltymo

hipofosforilinimu (Ostrovsky ir kt., 2003).
1.8. Apoptoziné lasteliy Zuties forma

Terminas “apoptoze” yra kiles 1§ graiky kalbos zodzio, reiSkiancio “lapy
kritimg”. Tai yra genetiSkai kontroliuojamas, energijos reikalaujantis,
fiziologinis, evoliucijos eigoje nedaug tepakitgs procesas, svarbus
embriogenezéje, ontogenezeéje, brestant imuninés sistemos lgsteléems ir kitur.
Lastele apoptozes biidu gali ziti del dviejy priezasCiy: kai tai reikalinga
normaliam organo ar audinio vystymuisi, arba kai reikia sunaikinti lgsteles,
kurios kelia grésme visam organizmui. Pavyzdziui, viruso infekuotos lastelés
yra sunaikinamos po sgveikos su citotoksiniais T limfocitais, kurie skatina
infekuotas lgsteles apoptuoti. PanasSiai apoptozg patiria Igstelés, turinc¢ios DNR
pazaidy.

Apoptozés metu suaktyvinami i§ anksto uzprogramuoti Igstelés
mechanizmai, kuriy veikimg lemia tam tikry geny produktai. Apoptuojanti

lastel¢ praranda ry§) su gretimomis lgstelémis, jvyksta seka morfologiniy ir
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biocheminiy pokyciy. Bidingas apoptuojancios lgsteles poZymis yra
branduolio bei pacios lastelés tirio sumazéjimas, nes slopinama Na', K, CI
jony transporto sistema, skysCiai iSteka ] iSore, lastelés pavirSius tampa
puslétas. Vyksta lastelés membranos rauksl¢jimasis bei tolygi chromatino
kondensacija (Sgonc ir kt., 1998; Ortiz ir kt., 1996). Branduolio poky¢iai turi
vykti santykinai ankstyvoje apoptozés stadijoje, kol yra pakankamai energijos
vykti chromatino kondensacijai. Branduolys skyla j atskirus, branduolio
membrana apgaubtus fragmentus, kuriy viduje yra kondensuotas chromatinas.
Bene ankstyviausioje apoptozés stadijoje fosfatidilserinas, normaliai esantis
vidinéje plazminés membranos puséje, yra perneSamas j lastelés iSore. Sio
proceso déka apoptoziniai kiineliai in vivo greit atpaZjstami, fagocituojami ir
degraduojami lizosomose. Plazminé membrana iSlieka vientisa iki proceso
pabaigos, todél uzdegiminé reakcija nekyla. In vitro apoptoziniai kiineliai
isbrinksta ir lizuojasi. Si galin¢ lasteliy Zities fazé in vitro vadinama “antrine
nekroze”. Lastelés apoptozé trunka nuo 6 iki 24 valandy, $is laikas priklauso
nuo lastelés tipo (Gabrieli ir kt., 1992).

Apoptoze skiriasi nuo kity lgstelés mirties formy. Neapoptozinés mirties
pavyzdys yra nekrozé — kai lgsteliy grupés zuna dé¢l iSorinio paZeidimo,
deguonies trukumo ar citotoksiniy cheminiy medziagy poveikio. Skirtingai nuo
apoptozés, tai — pasyvus procesas, kurio metu lagstelé praranda galimybe
kontroliuoti jony transporta, padidéja membranos laidumas, prasideda vandens
ir ekstralgsteliniy jony difuzija | lasteliy vidy, sukelianti Igstelés, o ypac
mitochondrijy brinkima. To pasekmé — Igstelées lizé. Ziistandios lastelés
citoplazmos turinys patenka j tarplastelinj skystj ir sukelia uzdegiminj procesa.
Branduolyje poky€iai nezymis, chromatinas iSlieka nepakites, vyksta
atsitiktiné DNR degradacija. Energija Siuo atveju nereikalinga (Al Rubeai ir

kt., 1998; Franklin ir kt., 2000).
1.9. Apoptozés iniciacija ir reguliacija

Apoptoze susideda i§ keliy nuosekliy etapy: 1) sprendimo fazes, kai

vyksta daugybés pro- ir antiapoptoziniy uzlgsteliniy ir vidulgsteliniy signaly
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derinimas; 2) vykdymo fazés, kai yra aktyvinama negrjZztama cisteino proteaziy
(kaspaziy) kaskada; 3) apoptoziniy kiineliy fagocitavimo fazes.

“Mirties programos” vykdytojos kaspazes yra cisteino proteazés, kurios
lasteléje saugomos neaktyvioje busenoje. Jos atpazjsta keturiy amino rigsciy
fragmenta ir specifinius substratus skaido ties asparto riigStimi, esancia j C-
galo pus¢ nuo atpazjstamo fragmento. Kaspazés skaido ir inaktyvina baltymus,
svarbius lgstelés citoskeleto palaikymui, DNR atstatymui, signalo perdavimui
ir lagstelés ciklo kontrolei (Laken ir Leonard, 2001). Veikiant kaspazéms,
atsiranda lgsteliy struktiiros poky¢iy, biidingy apoptozei, todél jos ir vadinamos
pagrindinémis apoptozés vykdytojomis. Eukarioty lgstelése yra 14 skirtingy
kaspaziy. Tai — konstitutyvieji fermentai, kuriy kiekis lasteléje yra pastovus
visg jos gyvavimo laikotarpj. Kaspazés 5, 8 ir 9 yra “virSiininés”, kurios,
kirpdamos kitas prokaspazes, jas aktyvina. Taip susidaro kaspaziy aktyvinimo
kaskada, stiprinanti apoptozinio signalo perdavimg j mitochondrijas, branduolj
ir kitas Igsteliy strukttiras (Hirata ir kt., 1998; Bjelakovic ir kt., 2005).

Apoptozinis signalas perduodamas dviem kelias — vidiniu ir iSoriniu (2
pav.). ISorinis arba kitaip vadinamas receptorinis kelias svarbus jvairiy audiniy
bei imuninés sistemos homeostazés palaikymui (Danial ir kt., 2004). Sis kelias
prasideda nuo receptoriy, kuriuos dazniausiai aktyvina naviky nekrozés
veiksnys (TNF) ar Fas ligandas. Ligando prisijungimas prie $iy receptoriy
sukelia jy trimerizacijg ir mirties domeny adaptoriniy molekuliy — FADD ir
TRADD (su Fas ar TNF-o receptoriumi asocijuoti mirties domenai) —
pritraukimg. Taip susiformuoja mirt] indukuojantis signalo perdavimo
kompleksas — DISC. Sio komplekso formavimasis pritraukia ,,iniciatoring
kaspaze — kaspaze-8, kuri aktyvinama autoproteolizés biidu. Aktyvi kaspazeé-8
skaido ir aktyvina ,,egzekucing* kaspaze-3 (Medema ir kt., 1997; LeBlanc ir
kt., 2003).

Vidin; arba mitochondrinj apoptozés kelia indukuoja jvairis
ekstralgsteliniai ir vidulgsteliniai signalai: augimo veiksniy stygius, hipoksija,
oksidacinis stresas bei spinduliuotés arba toksiniy cheminiy medziagy sukeltos

DNR pazaidos. [vairiis proapotoziniai signalai sglygoja vidinés mitochondrijy
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membranos pakitimus ir jos pralaidumg. D¢l to prarandamas mitochondrijy
potencialas, o jose esantys proapoptoziniai baltymai iSlaisvinami ] citoplazma
(Saelens ir kt., 2004). ISlaisvintas citochromas c (cit c¢), proapoptozinis
Smac/DIABLO baltymas bei serino proteaz¢ HtrA2/Omi aktyvina nuo
kaspaziy priklausomg mitochondrinj apoptozés kelig (Du ir kt., 2000; Garrido
ir kt., 2006). Cit c jungiasi su apoptoz¢ aktyvinaciu veiksniumi-1 (Apaf-1). To
pasekoje aktyvinama kaspaze-9. Apaf-1, cit ¢ ir kaspaze-9 sudaro kompleksg —
apoptosomg, kuri aktyvina kaspaz¢-3 (Franklin ir kt., 2000). Nustatyta, kad
Smac/DIABLO ir HtrA2/Omi skatina apoptoze¢, slopindami IAP (apoptozes
baltymy slopikliai) Seimos baltymus, kurie jungiasi prie kaspaziy ir jas slopina
(Schimmer, 2004). V¢lesnése apoptozes stadijose vyksta apoptoze
indukuojancio veiksnio (AIF), endonukleaziy G ir CAD iSlaisvinimas 18
mitochondrijy. Flavoproteinas AIF btina tarpmembraninéje mitochondrijy
ertméje, normaliy lgsteliy mitochondrijose jis pasizymi oksidoreduktazés
sgvybémis ir veikia kaip antiapoptozinis veiksnys. Tuo tarpu apoptuojancioje
lastel¢je jis perneSamas ] branduolj, kuriame lemia specifini DNR skaidymg i
50-300 kb fragmentus ir periferinio branduolio chromatino kondensacija.
Endonukleazé G taip pat translokuojasi i branduolj ir skaido chromating
oligonukleosominius DNR fragmentus. AIF ir endonukleaz¢ G funkcionuoja
nepriklausomai nuo kazpaziy, tuo tarpu véliau iSlaisvinama endonukleazé
CAD yra skaidoma ir aktyvinama kaspazés-3 (Joza ir kt., 2001; Li ir kt., 2001;
Enari ir kt., 1998).

Apoptozé — genetiSkai kontroliuojama lgstelés Zzuties forma, kuriai
reikalinga tam tikry geny raiSka arba slopinimas. Bcl-2 Seimos baltymai Zinomi
kaip apoptozes reguliatoriai. Lastel¢je identifikuoti 25 genai, koduojantys Bcl-
2 Seimos baltymus. Viena pagrindiniy Bcl-2 baltymy funkcijy yra reguliuoti
mitochondrijy membranos vientisumg ir cit ¢ i3laisvinima. Sie baltymai
pasiZzymi dvejopu veikimu: jie gali apoptoze skatinti (Bcl-xg, Bax, Bid, Bim,
Bak, Bad) arba slopinti (Bcl-2, Bel-x; Bag). Bcl-2 Seimos baltymai tarpusavyje
sudaro homo- arba heterodimerinius kompleksus. Lastelés likimas jvairiy

stresu metu priklauso nuo pro- ir antiapoptoziniy baltymy santykio Siuose
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kompleksuose. Nustatyta, kad fosforilintas Bad perneSamas | mitochondrijas ir
lemia cit ¢ iSlaisvinimg. Be to, jis gali skatinti apoptoze, sudarydamas
heterodimerinius kompleksus su antiapoptoziniais Bcl-x; bei Bcel-2 ir
neutralizuodamas jy apsauginj efekta. Laisvi Bcl-2 ir Bel-x; baltymai slopina
cit ¢ iSlaisvinimg 1§ mitochondrijy bei reguliuoja kaspaziy aktyvinima (Cory ir
Adams, 2002).

Be Bcl-2 Seimos baltymy, apoptozei yra svarbus p53 genas, koduojantis
transkripcijos veiksnj p53 — Zinoma véZio supresoriy. Sis transkripcijos
veiksnys skatina lgstelés oksidacijos-redukcijos potencialg reguliuojanciy geny
raiSkg ir lemia reaktyviy deguonies junginiy gamybg. D¢l to sutrinka
mitochondrijy reguliacija, pakinta elektrony transportas, vyksta oksidacinis
fosforilinimas, ATP sinteze¢, iSlaisvinami kaspazes aktyvinantys baltymai
(Schuler ir Green, 2001). Parodyta, kad proapoptoziniai Bcl-2 §eimos baltymai
Puma ir Noxa yra svarbiis p53 baltymo sukeliamoje apoptozéje. In vitro
tyrimy duomenimis, padid¢jusi Puma raiSka lemia Bax baltymo raiskos
padidéjimg, jo konformacinius pokycius, perneSimg ] mitochondrijas, cit ¢
iSlaisvinimg ir mitochondrijy potencialo maz¢jima (Liu ir kt., 2003). Kitais
duomenimis, mitochondrijose Noxa baltymo sgveika su antiapoptoziniais Bcl-2
Seimos baltymais lemia kaspazés-9 aktyvinimg (Oda ir kt., 2000). p53
baltymas taip pat gali indukuoti iSorinj apoptozés kelig, aktyvindamas Fas
receptoriaus geno raisSkg (Blatt ir Glick, 2001).

Vidinis ir iSorinis keliai susitinka ties efektorinés kaspazés-3
aktyvinimu egzekucingje apoptozes fazeje (1.2 pav.). Egzekucinés kaspazes -3,
-6 ir -7 aktyvina citoplazmines endonukleazes ir proteazes, dalyvaujancias
branduolio ir citoskeleto baltymy skaidyme, taip pat skaido jvairius kitus
substratus: citokeratinus, polimeraz¢ PARP, plazminés membranos citoskeleto
baltyma o fodring, branduolio baltymg NuMA ir kt., Tai lemia charakteringy
morfologiniy ir biocheminiy apoptozés pozymiy atsiradimg (Slee ir kt., 2001).
Pagrindine egzekucine kaspaze laikoma kaspazé-3 specifiSkai aktyvina
endonukleaze CAD, kuri proliferuojanciose lastelese sudaro kompleksg su

savo slopikliu ICAD, nes biudama aktyvi, CAD branduolyje skaido
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chromosoming DNR, taip sukeldama negrjZztamas pazaidas, ir salygoja
chromatino kondensacija. Apoptuojanciose Igstelése aktyvinta kaspaze-3 kerpa
ICAD ir iSlaisvina endonukleaze CAD, tuo paciu lemia citoskeleto

reorganizacijg ir apoptotoziniy kiineliy susidaryma (Sakahira et al., 1998).

Vidinis kelias ISorinis kelias
Vidulgstelinis stresas ' Mirties ligandai
1
Bex gy l
Bas i { l
2 e, T u{
D it ik 2 -
- Citochromas ¢ Prokaspazé-8 l]
if W \ ‘ DISC
¥ ‘ — U kompleksas
Kaspazée-8 u ) N
/ i |
Prokaspazé-9 / 8 ;
— Prokaspazé-3

p 8/
S |
Apaf-1.@ - * - ] ﬁ:ﬁ:g: ‘ Apoptozé

Kaspazée-9 Kaspazé-3

1.2 pav. Vidinio ir iSorinio apoptozés iniciacijos keliy schema. Mirties
ligandy (TNF ir Fas ligandas) susijungimas su specifiniais receptoriais (iSorinis
apoptozes kelias) lemia mirties signalo perdavimo komplekso DISC susidarymg ir
kaspazés-8 aktyvinimg. Aktyvinant apoptozg¢ vidiniu keliu, cit ¢ iSlaisvinimas i$
mitochondrijy lemia apoptosomos susidarymg ir kaspazés-9 aktyvinimg. Iniciatorinés
kaspazés-8 ir -9 aktyvina egzekucine kaspaze-3 (pagal Favaloro ir kt., 2012).

Vidinis ir iSorinis apoptozeés keliai néra visiSkai nepriklausomi vienas
nuo kito. Kai kuriose Iastelése kaspazés-8 aktyvinimas salygoja
mitochondrinio kelio indukcija. Siuo atveju kaspazé-8, be kity baltymuy, skaido
ir aktyvina proapoptozinj baltymg Bid, kuris padidina mitochondrijy
membrany pralaidumg ir lemia kaspaziy kaskados aktyvinimg (Kaufmann ir

kt., 2012; Esposti, 2002; Elmore, 2007).
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1.10. Vidulasteliniai signaliniai keliai, reguliuojantys lgsteliy

iSgyvenimg ir Ziitj

1.10.1. Mitogenu aktyvinamuy proteinkinaziy (MAPK) signalo

perdavimo keliai

Zinduoliy lasteléms atsakant j iSorinius poveikius, lasteléje yra
jjungiama biocheminiy jvykiy kaskada, kuri perduoda informacijg nuo lastelés
pavirSiaus receptoriy ] branduolio transkripcijos aparatg. Taip yra kei¢iamas
specifiniy transkripcijos veiksniy aktyvumas, aktyvinama arba slopinama tam
tikry geny raiSka. Vieni iSoriniai signalai skatina lgstelés augimg ir dalijimasi,
tuo tarpu kiti sukelia diferenciacijg arba programuotg lasteliy zit] — apoptoze
(Minden ir kt., 1997). Eukariotinése lastelése vienas pagrindiniy signaly
perdavimo keliy yra mitogeny aktyvinamy proteinkinaziy (MAPK) kelias, kurj
sudaro trijy MAP kinaziy kaskada. Ivairlis augimo veiksniai, citokinai,
protoonkogenai aktyvina mazg GTP suriSant] baltyma Ras, kuris savo ruoztu
aktyvina Ser/Thr kinaze Raf (MAPKKK). Si kinazé toliau fosforilina ir
aktyvina MAPK kinaz¢ (MEK), o ji fosforilina ir aktyvina MAPK (Guan,
1994; Edmunds ir kt., 2004). Zinduoliy lastelése randamos maZiausiai keturios
MAPK grupés (/.3 pav.): iSorinio signalo reguliuojama proteinkinaze
(ERK1/2), c-Jun N-galiné kinaz¢ (JNK1/2/3), p38 (p38a/p/y/d) ir ERKS. MAP
kinazés yra labai konservatyvios serino/treonino kinazés. Jos fosforilina ir
reguliuoja daugel; lastelés baltymy — augimo veiksniy receptorius,
transkripcijos veiksnius, citoskeleto baltymus, fosfolipazes ir kt., Visoms
MAP kinazéms biidinga tai, kad jos aktyvinamos fosforilinant Thr-X-Tyr
motyvg (X = Glu — ERK, Pro — JNK ir Gly — p38) (Hommes ir kt., 2003;
Chuang ir kt., 2000; Davis 2000). ERK kaskadg aktyvina augimo veiksniai, ji
svarbi lgsteliy proliferacijai. JNK ir p38 signalinius kelius stimuliuoja
genotoksinés medziagos ir fiziniai poveikiai, citokinai. Sios kinazés lemia
atsakg ] stresg, dél to yra slopinamas Iasteliy augimas ir inicijuojamas
apoptozés procesas. Taciau yra duomeny, kad skirtingose 1asteliy linijose $ios

MAP kinazés gali pasizymeéti skirtingomis funkcijomis. Pavyzdziui, ERK
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skatina neurony, raumeny ir T lasteliy diferenciacija, o fibroblastuose ji
dalyvauja mitogeniniy signaly perdavime. Streso aktyvinamos JNK ir p38
MAPK jvairiuose modeliuose lemia ne tik apoptozés pradéjima, bet ir lasteliy
iSgyvenima, transformacijg, proliferacija, pasiZzymi anticitotoksiniu,

antiapoptoziniu veikimu (citavimai tolimesniuose skyriuose).
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1.3 pav. MAP kinaziy signalo perdavimo keliai (pagal Bruce ir kt., 1997).

Literatiros duomenimis, laikina ERK aktyvacija lemia proliferacijg, o
pastovi — lgsteliy augimo sustabdymg ir diferenciacijg. Tuo tarpu laikina JNK
ir p38 indukcija skatina lgsteliy iSgyvenima, o pastovi — apoptoze (Chuang ir
kt., 2000).
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1.10.1.1. ERK 1/2 MAP kinazés

ERK1 ir ERK2 yra atitinkamai 44 ir 42 kDa dydZzio baltymai,
pasizymintys 85% homologija. Dvi fosfoakceptoriy vietos, tirozinas ir
treoninas, yra atskirtos glutamino rtigSties liekana ir aktyvinimo kilpoje sudaro
TEY motyva (Payne DM ir kt., 1991). Abi formos yra placiai paplitusios, nors
ju santykiné raiska atskiruose audiniuose skiriasi. ERK yra aktyvinamos
plataus spektro ligandy bei jvairiy lastelés pokyciy (Lewis ir kt., 1998).
Pavyzdziui, fibroblastuose ja aktyvina serumas, augimo veiksniai, citokinai,
stresas, su G baltymais susijusiy receptoriy ligandai bei transformuojantys
augimo veiksniai (TGF). ERK1/2 molekules aktyvina MEK1/2. Pastargsias
fosforilina MEKK c-Raf, o S§ig reguliuoja augimo veiksniy receptoriai ir
tirozino kinazés, perduodancios signalg per Ras. Translokuotos i branduolj
ERK, priklausomai nuo poveikio, fosforilina jvairius substratus: transkripcijos
aktyvintojus p90 ir S6, kinazes RSK ir MSK, MAPKAP-K1, fosfolipaz¢ A,,
transkripcijos veiksnius Elk-1, Etsl, Sapla, Myc, STAT, adaptorines
molekules Sos, augimo veiksniy bei estrogeny receptorius (Denhardt ir kt.,
1996). ERK signalinio kelio aktyvinimas yra svarbus lasteliy dalijimuisi,
migracijai, lgstelés skeleto reorganizacijai, diferenciacijai ir i1Sgyvenimui,
taiau yra duomeny, kad ERK dalyvauja streso atsake bei lgstelés Ziities
procese (Werlen ir kt., 2003).

ERK baltymai gali biiti aktyvinti keliais signaliniais keliais. ERK
aktyvinimo mechanizmy jvairove nulemia daugybeé G klasés baltymy, kai kuriy
receptoriy geb¢jimas aktyvinti daugiau nei vieng G baltymy klase bei
specifiniai 1gsteliy mechanizmai. Vienas i§ G baltymy signalo perdavimo biidy
yra s3glygojamas cAMP kiekio padid¢jimo. Nuo cAMP priklausoma baltymy
kinaze A (PKA) gali fosforilinti Rapla, kuris, aktyvindamas B-Raf, aktyvina ir
ERK. Kitas biidas — kai PI3K kelio kinazés aktyvina Src Seimos kinazes.
Pastarosios toliau gali fosforilinti tirozino kinaziy receptorius, baltymus PYK2,
FAK ir tokiu budu sukurti suri§imo vietas adaptoriniams baltymams, kurie

formuoja baltyminius kompleksus, aktyvinanc¢ius Ras ir Rafl. Egzistuoja dar
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vienas kelias, kuriame G baltymo efektorius PLC aktyvina PKC, o $i — Rafl
(Dikic ir kt., 1996).

Bene geriausiai iStirtas ERK kelias prasideda receptoriais,
pasizyminciais tirozino kinaziniu aktyvumu. Ligandui stimuliuojant receptoriy,
didéja  pastarojo  katalitinis  aktyvumas, vyksta tirozino liekany
autofosforilinimas, susidaro baltyminiai kompleksai, kuriy sudétis lemia
tolimesnius jvykius. Prie receptoriaus fosforilinty tirozino liekany per savo
SH2 domenus jungiasi adaptoriniai baltymai Shc ir Grb2. Toliau prie
susidariusio komplekso jungiasi guanino nukleotidy keitimo veiksnys (GEF)
Sos. Jis jau gali aktyvinti Ras, pakeisdamas GDP j GTP. Ras-GTP sgveikauja
su jvairiais efektoriais, taip pat ir su Rafl. Ras sgveika su Rafl skatina
pastarojo konformacinius poky¢€ius, kurie didina jo kinazinj aktyvuma. Rafl
lokalizacija prie membranos sudaro salygas kitoms kinazéms (Src, PKC) toliau
modifikuoti Rafl ir didinti jo aktyvumg. Rafl aktyvumo padidéjimas
indukuoja MEK-ERK modul;j (Chaudhary ir kt., 2000).

Ivairts MEK farmakologinio slopinimo tyrimai rodo, kad ERK gali
moduliuoti mitochondrinj apoptozes kelig. Pavyzdziui, nustatyta, kad paSalinus
gliukoze astrocity kultiiroje, ERK signalinis kelias skatina mitochondrinés
ATP sintazés veikimg, palaiko membraninj potencialg, apsaugo lgsteles nuo cit
c i8laisvinimo ] citoplazma, bei slopina proapoptozinio Bad baltymo raiska
(Yung ir kt., 2004; Lee ir kt., 2004; Jin ir kt., 2002). Taciau kity tyrimy
duomenimis, neuronuose MEK/ERK kelias skatina proapoptozinio Bax
perneSimg ] mitochondrijas ir jy vakuolizacijg (Isobe ir kt., 2003; Ishikawa ir
kt., 2003). Taip pat parodyta, kad cisplatina didina aktyvintos ERK1/2 ir PKCa
kiek; inksty Igsteliy mitochondrijose, lemia mitochondrinio potencialo
didéjimg ir oksidacinio fosforilinimo mazéjimg bei skatina kaspazés-3
aktyvinimg ir apoptozing Igsteliy zutj (Nowak ir kt., 2002). Taip pat pastebéta,
kad jvairiy neurodegeneraciniy susirgimy atveju degeneruojanciy neurony
mitochondrijose smarkiai padid¢ja aktyvintos ERK kiekis (Alonso ir kt., 2004;
Zhu ir kt., 2003). Zinoma, kad véZinése storosios Zarnos lastelése ERK skatina

autofagosomy susidaryma, todél manoma, kad ERK MAPK signalo perdavimo
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kelias gali dalyvauti mitochondrijy funkcijy reguliacijoje (Ogier-Denis ir kt.,
2000). IS kitos puses, ERK aktyvumas gali biti reguliuojamas
mitochondriniame lygmenyje. Pavyzdziui, ERK gali biti aktyvinamas
susidarant reaktyviems deguonies dariniams (RDD) mitochondrijose (Samavati
ir kt., 2002). ERK aktyvumg taip pat gali reguliuoti mitochondrijy fosfataze
PP2A. Sis mitochondriniam potencialui jautrus fermentas apsaugo lasteles nuo
ERK indukuojamo Bcl-2 fosforilinimo (Foley ir kt., 2004; Tamura ir kt.,
2004). Kitais duomenimis, padidinta antioksidacinémis  sgvybémis
pasizymin¢ios mangano superoksiddismutazés (MnSOD) raiska peliy
fibroblastuose sumazina patologinj ERK fosforilinimg. Taigi, ERK signalinis
baltymas ne tik dalyvauja ekstralgsteliniy signaly perdavime ; mitochondrijas,
bet ir gali lemti tam tikrg lgsteliy atsaka ] mitochondrijy metabolizmo poky¢ius

(Horbinski ir Chu, 2004).

1.10.1.2. p38 MAP Kkinazé

p38 MAP kinaziy Seima pirmiausiai buvo identifikuota kaip
lipopolisacharidy (LPS) aktyvinamos kinazés. Siuo metu yra Zzinomos keturios
p38 kinaziy izoformos: p38a, p38PB, p38y (arba ERK6, SAPK3) ir p38d
(SAPK4). Daugelyje audiniy randama p38a yra geriausiai apibiidinta. p38y
gausiau yra skeleto raumenyse, o p38d — plauciuose, inkstuose, seklidése ir
kasoje. Literatiiros duomenimis, jvairios p38 izoformos atlieka skirtingas
funkcijas. Daugumoje uzdegiminiy lgsteliy p38a yra pagrindiné aktyvuota
izoforma. p38 MAP kinazes aktyvina dvigubo specifiSkumo MAP kinaziy
kinazés (MKK3/4/6/7), fosforilinan¢ios Thr-Gly-Tyr motyva, biidingg visoms
p38 MAP kinazéms. Nustatyta, kad skirtingos MAPK kinazés selektyviai
aktyvina skirtingas p38 izoformas (Ono ir kt., 2000; Enselen ir kt., 1997).

p38 MAP kinazés signalo perdavimo kelig gali aktyvinti jvairQs
ekstralgsteliniai stimulai: citokinai (IL-1, IL2, IL7, IL17, IL18, TGF-B, TNF-
o), Jvairiis patogenai, augimo veiksniai, Silumos Sokas, UV spinduliuote,
deguonies radikalai ir kita. p38 reguliuoja lasteliy proliferacijg, diferenciacijg ir

apoptoze. Nustatyta apie 100 geny, kuriuos reguliuoja p38 signalo perdavimo
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kelias. Potencialiis p38 taikiniai yra MNK1 ir MAPKAP2 (MK?2), kuris, savo
ruoztu, fosforilina ir aktyvina Siuos: Hsp25 bei Hsp27, keleta transkripcijos
veiksniy — ATF-2, ATF-1, MEF-2, STATI, ELK-1, CHOP ir Max/Myc; p38
taip pat lemia NFkB aktyvacijag (Hommes, 2002; Rincon, 1998).

Nustatyta, kad p38 kinazé gali skirtingai reguliuoti lasteliy proliferacija
bei i§gyvenima, priklausomai nuo lasteliy rasies ir poveikio stiprumo. Gy ir S
faziy riboje, p38 MAPK aktyvacija gali skatinti arba slopinti peréjimg lastelés
ciklu. Nustatyta, kad peréjimui 1§ Gy ] G; fazg reikalingas p38 slopinimas
(Ambrosino ir kt., 2001). Manoma, kad p38a teigiamai reguliuoja vienas
lasteles ciklo stadijas, o neigiamai veikia kitas (Ono ir kt.,1999).

Literatiiros duomenimis, aktyvi p38 lemia programuotg diferencijuoty
PCI12 lasteliy ziitj, bet apsaugo ziurkiy pirminius kardiomiocitus nuo
anizomicino indukuotos apoptozés. Kaspaziy slopikliai gali slopinti p38

aktyvinimg (Ono ir kt., 2000).

1.10.1.3. c-Jun N-galo kinazé

JNK MAP kinazes aktyvina jvairiis iSoriniai poveikiai — UV
spinduliuoté, uzdegiminiai citokinai, tam tikri mitogenai. JNK yra aktyvinama
kinaziy kaskados, kurig sudaro mitogeny aktyvinama ekstralgstelinio atsako
kinaz¢ 1 (MEKK 1) ir mitogeny aktyvinamos proteinkinazes 7 ir 4 (MKK7/4).
Pastarosios kinazés aktyvina JNK, fosforilindamos Thr183 ir Thr185 in vivo ir
in vitro. Be JNK, MKK4 taip pat fosforilina ir aktyvina p38 MAPK. Toks
MKK4 specifiSkumas aktyvinti Sias dvi MAP kinazes lemia jy suderintg
veikimg, atsakant ] aplinkos ar citokiny poveikius. Tac¢iau tai stebima ne visais
atvejais. Pavyzdziui, JNK aktyvacija kepenyse koreliuoja su sumaz¢jusiu p38
MAP kinazés aktyvumu. MKK7 daZzniausiai yra aktyvinama citokiny (TNF,
IL-1), 0o MKK4 — aplinkos stresy (Minden ir kt., 1997; Tournier ir kt., 1997).

JNK proteinkinazes koduoja trys genai: jnk-1, jnk-2 ir jnk-3. jnk-1 ir
jnk-2 genai yra placiai ekspresuojami daugelyje audiniy, tuo tarpu jnk-3 —
daugiausia neurony audinyje ir Sirdies miocituose. Vykstant alternatyviam

sukirpimui susidaro 10 JNK izoformy. Aktyvios JNK fosforilina transkripcijos

33



veiksnius c-Jun, JunD ir ATF2, kurie dalyvauja AP-1 komplekso sudaryme ir
aktyvacijoje. Siy veiksniy fosforilinimas padidina jy transkripcinj aktyvuma.
JNK vaidmuo gali buti proapoptozinis, antiapoptozinis arba neutralus,
priklausomai nuo lgsteliy rtSies ir poveikio stiprumo. Vienas i§ galimy
proapoptozinio JNK veikimo taikiniy yra vézio supresorius p53. Streso
paveiktose lastelése aktyvios JNK fosforilina p53 ir apsaugo ji nuo
degradacijos. Kiti eksperimentai parodo, kad JNK gali dalyvauti c-Myc
stimuliuotoje apoptozéje. Ivairiy tyrimy duomenimis, stresinio poveikio
nulemtas JNK aktyvumas reikalingas proapoptoziniy molekuliy iSlaisvinimui
1§ mitochondrijy, taciau tikslus §io proceso mechanizmas kol kas néra pilnai
iStirtas. Potencialiis JNK taikiniai, kurie gali reguliuoti cit c iSlaisvinimg 1§
mitochondrijy, priklauso Bcl-2 grupés baltymams. Parodyta, kad JNK
tiesiogiai fosforilina Bcl-2 bei Bcl-xL baltymus ir tokiu budu slopina jy
antiapoptozing funkcijg (Soh ir kt., 2003; Dunn ir kt., 2002; Burke, 2007). Yra
duomeny, kad JNK taip pat lemia proapoptozinio Bad baltymo fosforilinimg ir
oligomerizacija, indukuoja Smac iSlaisvinimg ] citoplazmg bei skatina
kaspazés-9 aktyvinimg (Chauhan ir kt., 2003; Bhakar ir kt., 2003). Nustatyta,
kad iSemijos-reperfuzijos saglygomis apoptuojan¢iy neurony mitochondringje
membranoje padidéja aktyvintos JNK kiekis (Zablocka ir kt., 2003). Sirdies
miocity tyrimai rodo, kad iSemijos-reperfuzijos salygomis padidinta JIP-1
baltymo raiSka apsaugo Iasteles nuo apoptozes, o Zinoma, kad JIP-1 jungimasis
prie JNK slopina jo perneSimg ] mitochondrijas. Taigi, JNK lokalizacija
mitochondrijose skatina apoptozés reguliatoriy fosforilinimg ir lemia
proapoptoziniy baltymy iSlaisvinimg. Yra duomeny, kad JNK atlieckamas Bad
fosforilinimas gali turéti ir teigiama poveik] 1gsteliy iSgyvenimui: parodyta, kad
Bad baltymo Thr201 liekanos fosforilinimas slopina jo saveikg su
antiapoptoziniu Bcl-xLL baltymu, o véliau ir proapoptozini jo veikima.
Manoma, kad Sis fosforilinimas gali slopinti Bad translokacijg 1§ citozolio (Yu
ir kt., 2004). Kity tyrimy duomenimis, hematopoetinése Iastelése po

interleukino-3 poveikio aktyvinta JNK ir Bcl-2 lokalizuojasi mitochondrijy
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membranoje; JNK fosforilina Ser70 Bcl-2 grandingje ir padidina jo
antiapoptozinj veikimg (Deng ir kt., 2001).

Tiek fiziologinémis, tiek ir patologinémis sglygomis JNK aktyvumas
gali biti reguliuojamas priklausomai nuo RDD susidarymo mitochondrijose
bei keiiantis mitochondrijy membrany pralaidumui (Cassarino ir kt., 2000;
Nemoto ir kt., 2000). Taigi, kaip ir ERK kinazé, JNK gali veikti abiem
kryptim — reguliuoti mitochondrijy funkcijas, bei perduoti mitochondrinius
signalus Igstelei (Horbinski ir Chu, 2004).

Daugelis citokiny (pvz. TNF) lemia tik laiking JNK aktyvacija, kuri
nesukelia apoptozés (Davis, 2000). Yra duomeny, kad c-Jun, esant stresui,
aktyvina tam tikrus DNR reparacijos genus ir tokiu budu lemia lgsteliy
1Sgyvenimg esant DNR pazeidimui (Dunn ir kt., 2002).

Idomu, kad JNKI1 ir JNK2 atlieka skirtingas funkcijas Iasteliy
proliferacijos reguliacijoje. Parodyta, kad jnkl-/- fibroblastams ir
eritroblastams yra biidingas sumazg¢jes fosforilinto c-Jun ir ciklino D1 lygis bei
sutrikusi proliferacija. juk2-/- 1asteléms atvirksciai — yra budinga intensyvesné
proliferacija, padidéjgs fosforilinto c-Jun ir ciklino D1 lygis. Tokiu bidu,
JNK1 yra teigiamas lasteliy proliferacijos reguliatorius, reikalingas c-Jun
fosforilinimui ir aktyvacijai, o JNK2 neigiamai reguliuoja c-Jun stabilumg ir
proliferacijg. Neaktyvios JNK2 pasizymi didesniu giminingumu c-Jun, todé¢l
nestimuliuotose Igstelése dauguma c-Jun molekuliy yra susiriSusios su JNK2,
bet c-Jun néra fosforilinamas. Tyrimai in vitro neparodé ryskiy JNK1 ir JNK2
kinazinio aktyvumo skirtumy. Abi Sios formos gali fosforilinti c-Jun bei kitus
taikinius (Sabapathy, 2004).

Nustatyta, kad JNK MAPK signalo perdavimo kelias yra aktyvuotas kai
kuriy risiy vézinése lastelése. Tai rodo, kad jis yra svarbus kancerogenezés
proceso raidai. Be to, JNK yra svarbios imuninio atsako reguliavime. Pelés,
neturin¢ios JNK1 ir JNK2, yra morfologiSkai normalios, taciau dél sutrikusios

T lasteliy funkcijos joms yra biidingi imuninio atsako defektai (Bennett, 2001).
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Identifikuoti keturi neigiamai JNK reguliuojantys veiksniai: MAP
kinaziy fosfataz¢ MKP7, Siluminio Soko baltymas Hsp72, onkoproteinas Evi 1

ir azoto oksidas (Hommes ir kt., 2003).

1.10.1.4.Transkripcijos veiksnys c-Jun

Transkripcijos veiksnys c-Jun yra vienas i§ pagrindiniy JNK MAP
kinazés aktyvinamy taikiniy. c-Jun buvo identifikuotas pagal jo homologijg v-
Jun, atrasta pauksciy sarkomos viruse 17 (Avian Sarcoma Virus 17). Be to, c-
Jun nepriklausomai buvo nustatytas kolagenazés gene kaip UV spinduliavimo
indukuojamas 39 kDa baltymas (Angel ir kt., 1988; Wisdom ir kt., 1999). Tiek
c-Jun, tiek v-Jun turi transkripcijos aktyvacijos domenus, esancius netoli N-
galo, ir DNR suri$ancius bei atsakingus uZ dimerizacija domenus. Sie DNR
suriSantys ir dimerizacijos domenai turi biidingg struktiira, kuri vadinama
leucino uZtrauktuku. DNR suriSimui yra bitinas C-gale esanCiy serino ir
treonino liekany fosforilinimas. Transkripcinés c-Jun veiklos reguliavimui
labai svarbus yra delta domenas, esantis N-gale (Karin ir kt., 1997; Vogt ir kt.,
2001).

c-Jun yra ankstyvojo atsako geny produktas, reguliuojamas
transkripcijos lygmenyje. Daugelyje Iasteliy c-jun raiSka nedidelé ir padidéja,
atsakant ] mitogenus arba jvairius stresinius poveikius. Kaip ir kity ankstyvyjy
geny, c-jun transkripcija inicijuojama greitai, nepriklausomai nuo de novo
baltymy sintezés. c-Jun aktyvumas taip pat gali buti reguliuojamas baltymo
lygmenyje, fosforilinant N-gale esancius Ser 73 ir Ser 63 bei Thr 91 ir/arba Thr
93. Tai stabilizuoja c-Jun, padidina jo geb¢jima susiriSti su DNR ir aktyvinti
taikininiy geny transkripcija (Leppa ir kt., 1998). Pagrindinis c-Jun
aktyvintojas yra JNK, kuri sgveikauja su c-Jun baltymo delta domene esancia
JNK suriSancia sritimi. Be to, c-Jun gali buti tiesiogiai arba netiesiogiai
aktyvinamas ir p38 MAP kinazés (Minden ir Karin, 1997; Kolbus ir kt., 2000).

Transkripcijos veiksnys c-Jun yra pagrindinis AP-1 transkripcijos
komplekso komponentas. c-Jun sudaro homodimerus arba heterodimerus su

kitais AP-1 komponentais: JunB ir JunD, arba Fos Seimos baltymais — c-Fos,
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Fra-1, Fra-2 ir FosB. Taip pat c-Jun gali dimerizuotis su aktyvinancio
transkripcijos veiksnio ATF Seimos baltymais (ATFF2, ATF3/LRF1, B-ATF).
Ivairlis c-Jun dimerai pasiZymi skirtingomis transkripcinémis sgvybémis ir
biologinémis funkcijomis: reguliuoja lasteliy proliferacijg, diferenciacija,
transformacijg bei apoptoze.

c-Jun vaidmuo lgsteliy apoptozéje nevienareikSmis. [vairiy tyrimy
duomenimis, c-Jun/AP-1 kompleksas dalyvauja apoptozés reguliavime, taciau,
priklausomai nuo poveikio ir Igsteliy tipo, jo veikimas gali buti tiek pro-, tiek ir
antiapoptozinis (Karin ir kt., 1997; Lieberman ir kt., 1998). Buvo nustatyta,
kad ziurkiy simpatiniuose neuronuose padidéjes c-Jun mRNR lygis yra susij¢s
su apoptozeés indukcija (Ham ir kt., 1995). Tuo tarpu in vivo tyrimy
duomenimis, peliy embriony kepeny Iastelése c-Jun atlieka apoptoze
slopinancias funkcijas. Be to, in vitro c-Jun apsaugo fibroblastus nuo TNFa ir
UV spinduliavimo indukuotos Ziities (Wisdom ir kt., 1999). Priklausomai nuo
lasteliy tipo, c-Jun vaidmuo apoptozeje gali biti ir neutralus. Parodyta, kad
padidéjusi c-Jun geno raiSka sukelia apoptoze peliy NIH 3T3 lgstelése, tuo tapu
BALB/c peliy lasteliy linijose didelé c-Jun raiSka apoptozés neindukuoja
(Bossy-Wetzel ir kt., 1997). Molekuliniai mechanizmai, apsprendZiantys
skirtingas c-Jun funkcijas apoptozeje, kol kas néra aiskis, todé¢l vertinant c-Jun
vaidmenj bitina atsizvelgti j lasteliy tipg ir poveiki.

Vienas 1§ galimy proapoptozinio c-Jun veikimo mechanizmy yra
tiesioginis apoptoze skatinanCiy geny transkripcijos aktyvinimas. Parodyta, kad
padidéjusi c-Jun raiSka lemia specifinj branduolio baltymo PARP skaidyma,
kaspaziy kaskados aktyvinimg, proapoptozinio Fas ligando transkripcijos
indukcijg. Kita vertus, c-Jun gali slopinti apoptoze indukuojantj transkripcijos
veiksniy p53 ir skatinti lgsteliy iSgyvenimg (Le-Niculescu ir kt., 1999;
Schreiber ir kt., 1999; Kolbus ir kt., 2000). Parodyta, kad fibroblasty
1Sgyvenimui po apSvitinimo UV spinduliais reikalingas c-Jun Ser63 ir Ser73
fosforilinimas, tuo tarpu TNF-a poveikyje apsauginiam c-Jun veikimui
reikalinga jo sgveika su NF-kB. Taigi, skirtingi biocheminiai mechanizmai

lemia skirtingas c-Jun funkcijas (Wisdom ir kt., 1999).
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Manoma, kad mitogeny poveikyje c-Jun aktyvina ankstyvojo atsako
genus, reikalingus lgstelés ciklo progresijai. Parodyta, kad 3T3 fibroblastai,
neturintys funkcionalaus c-jun alelio, pasiZzymi létesne proliferacija ir
sumazéjusiu CDK bei E2F aktyvinimo lygiu, todel uzsilaiko G1 fazéje. IS kitos
pusés, c-Jun gali skatinti fibroblasty peréjimg Gl ciklo faze, tiesiogiai
aktyvindamas cikliny D1 ir D3 raiSkg ir transkripciniame lygmenyje
slopindamas p53. Vézio supresorius pS53 yra neigiamas lgsteliy augimo
reguliatorius. Jo raiSkai sumazg¢jus, slopinama Cdk slopiklio p21 raiSka. Visa

tai skatina lgsteliy proliferacijg (Wisdom ir kt., 1999; Schreiber ir kt., 2013).

1.10.1.5. MAP kinaziy vaidmuo miogeniniy lasteliy apoptozés

reguliacijoje

Apoptozés reiskinys placiai tiriamas tiek sveikame organizme, tiek ir
jvairiy ligy atvejais. Pastaruoju metu intensyviai vykdomi tyrimai, siekiant
i$siaiSkinti lgsteliy ziit; salygojancius molekulinius mechanizmus pazeistoje
Sirdyje bei identifikuoti apoptoze reguliuojancius kelius, savitus Sirdies
lasteléms. Apoptozés mechanizmy reguliacijos iSaiSkinimas leisty patobulinti
kardiomioplastijos metoda bei pritaikyti naujas Sirdies ligy gydymo strategijas.
[vairiis tyrimai rodo MAP kinaziy aktyvinimg patologiniame Sirdies zidinyje,
taCiau iki Siol neaiSku, kokj vaidmenj patologinio proceso metu ¢ia atlieka
MAP kinaziy kaskady aktyvinimas.

ERK  MAP kinazes vaidmuo sirdyje. Nustatyta, kad

1Semijos/reperfuzijos, oksidacinio streso ir hipoksijos metu kardiomiocituose
vyksta ERK aktyvinimas. [vairiy tyrimy duomenimis, MEK-ERK kelias
apsaugo lasteles nuo apoptozés. Insulino augimo (IGF-1), kardiotrofino,
serotonino ir katecholaminy apsauginis efektas kardiomiocituose yra susij¢s su
ERK signalinio kelio aktyvinimu, o $io kelio slopinimas padidina Igsteliy
apoptoz¢ daunorubicinu paveiktoje Sirdies miocity kultiiroje. Skilvelio
miocituose per P;-adrenerginj receptoriy perduodami apoptoziniai signalai taip
pat yra susij¢ su ERK1/2 slopinimu, tuo tarpu, kai 3,-adrenerginio receptoriaus

salygotas lgsteliy 1§gyvenimas yra susijes su ERK1/2 aktyvinimu. Apsauginis
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ERK1/2 vaidmuo yra nustatytas ir H,O, bei lipopolisacharidais paveiktoje
kardiomiocity kultiiroje (Baines ir kt., 2004).

Apsaugin; ERK signalinio kelio vaidmen;j patvirtina ir kardiomiocity
apoptozés tyrimai in vivo. Transgeninéms peléms, kuriy Sirdyje pastoviai
ekspresuojamos aktyvios MEK formos, yra biidingas didesnis atsparumas
infarktui, lyginant su laukinio tipo pelémis.

Taciau kol kas triiksta iSsamesniy duomeny apie tiesioginius ERK
apsauginius mechanizmus. Sirdies miocituose ciklooksigenazé-2 (COX-2) ir
ANF yra vieni 1§ galimy ERK apsauginiy signaly perdavimo mediatoriy. Kitas
ERK1/2 antiapoptozinio veikimo mechanizmas yra siejamas su ERK geb¢jimu
sgveikauti su PKCe. Mitochondrijose ERK1/2 sudaro kompleksa su PKCe ir
palengvina proapoptozinio Bcl-2 Seimos baltymo Bad fosforilinimg ir
inaktyvinimg. Literatiiros duomenimis, ERK1/2 tiesiogiai fosforilina RSK
(angl. p90 ribosomal S6 kinase), kuri savo ruoztu tiesiogiai fosforilina ir
inaktyvina BAD ir padidina Igstelés gyvybingumg. Neseniai buvo nustatyta,
kad ERK, tiesiogiai fosforilindama proapoptozinj BimEL veiksnj, pagreitina jo
degradacijg ir apsaugo lastele nuo apoptozés. Be to, ERK1/2 aktyvinimas
stabdo kaspazés-8 skaidymag ir tokiu biidu slopina iSorin; apoptozes kelia.
GenetiSkai modifikuoty peliy tyrimai rodo, kad tiesioginé Sio kelio aktyvacija
gali turéti gydomajj efekta, sergant jvairiomis kardiomiopatijos formomis ir
timaus miokardo infarkto atveju (Baines ir kt., 2004).

JNK MAP kinazés vaidmuo Sirdyje. Ivairiis stresai (hiperosmotinis

Sokas, hipoksija/reoksigenacija, baltymy sintezés slopikliai  (pvz.
anizomicinas), RDD ir uzdegiminiai citokinai) aktyvina JNK Sirdies miocity
kultiiroje. Taciau $io kelio vaidmuo kardiomiocituose yra priestaringas. [vairiy
tyrimy duomenimis, Sirdies miocituose JNK atlieka tiek pro-, tiek ir
antiapoptozinj vaidmenj. Pavyzdziui, tyrimuose su azoto oksidu buvo
nustatytas antiapoptozinis S$io kelio vaidmuo. Taciau daugumoje kity
eksperimentiniy modeliy dominuoja proapoptozinis JNK veikimas. Nustatyta,
kad oksidacinio streso metu kardiomiocity mitochondrijose padidéja aktyvintos

JNK kiekis, kuri fosforilina ir inaktyvina antiapoptozinius Bcl-2 ir Bel-xp
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baltymus bei lemia proapoptozinio Bax perneSimg 1§ citoplazmos |
mitochondrijas ir proapoptoziniy molekuliy — cit ¢ ir AIF — iSlaivinimg (Aoki ir
kt., 2002). Yra duomeny, kad JNK1 slopinimas iSemijos saglygomis apsaugo
lasteles nuo apoptozes, tuo tarpu kai JNK2 slopinimas neturi reikSmés Igsteliy
1Sgyvenimui (Baines ir kt., 2004). Tok;j prieStaringg JNK vaidmen; miocituose
gali paaiskinti skirtingas eksperimenty modeliavimas ir Igsteliy specifiSkumas.
Be to, yra zinoma, kad aktyvios JNK Iastel¢je fosforilina jvairius baltymus, 1§
kuriy vieni nulemia apoptozeg, tuo tarpu kiti yra atsakingi uz Iasteliy
1Sgyvenimg. Kadangi dauguma eksperimentiniy tyrimy liudija apie
proapoptozini JNK kelio vaidmenj in vivo, yra tikétina, kad Sio kelio
farmakologinis slopinimas miokarde galéty turéti gydomaj; efekta timiy Sirdies
pazeidimy salygomis (He ir kt., 1999; Andreka ir kt., 2000; Dougherty ir kt.,
2002; Kaiser ir kt., 2005).

p38 MAP kinazés vaidmuo Sirdyje. Sirdies lastelése yra randamos a-, y-

ir 0-p38 baltymo izoformos, taciau néra patikimy jrodymy apie B-p38 MAPK
raiSka. p38, kaip ir kity MAP kinaziy, vaidmuo Sirdies miocituose yra
priestaringas. Zinomas tiek apsauginis, tiek ir proapoptozinis p38 veikimas
kardiomiocituose. Nustatyta, kad Sirdies miocity kultiiroje farmakologinis p38
MAP kinazés slopinimas sumazina iSemijos ir doksorubicino indukuotg
apoptoz¢. Kity tyrimy duomenimis, Sirdies miocituose aktyvinta p38
perneSama ] mitochondrijas, kur tiesiogiai fosforilina ir inaktyvina
antiapoptozinj Bcl-2 baltyma. Be to, p38 aktyvinimas yra susij¢s su kaspazes-3
skaldymu. Jvairtis farmakologiniai (panaudojant Sio kelio slopiklius) bei
genetiniai tyrimai in vivo taip pat patvirtina proapoptozinj Sio kelio veikima.
Kity autoriy duomenimis, p38 MAPK aktyvinimas S$irdies miocituose gali
turéti ir apsauginj efekta. Tai gali biiti siejama su apsauginio Saperono o-B-
kristalino fosforilinimu. Tokius skirtingus tyrimy rezultatus galéty paaiskinti
tai, kad p38 MAP kinazés, priklausomai nuo lgsteliy tipo, poveikio ir kity
signaliniy keliy jtakos, gali turéti dvejopa itaka Iastelei (Schulz ir kt., 2003) .

40



1.10.1.6. MAP kinaziy vaidmuo miogeniniy lasteliy

diferenciacijoje

Nors ir yra nustatyti jvairGis augimo veiksniai ir hormonai,
regulivojantys raumeny lgsteliy augimg ir diferenciacija, iki S$iol triiksta
duomeny apie vidulgstelinius signalinius kelius, reguliuojan¢ius miogeniniy
lasteliy proliferacijos ir miogenezés procesus. MAPK signaliniy kaskady
vaidmuo miogenezgje veélgi yra priestaringas. Vieny autoriy nuomone, MAPK
signalinis kelias slopina raumens lgsteliy diferenciacija, tuo tarpu kiti autoriai
teigia, kad Sis kelias nedalyvauja diferenciacijos proceso reguliacijoje. Taip pat
yra duomeny apie MAP kinaziy teigiamg poveik] miogeninei diferenciacijai
(Gredinger ir kt., 1998; Engel ir kt., 2005; Jones ir kt., 2005).

ERK MAPK signalinis kelias. Duomenys apie ERK kinazés vaidmenj

miogenezeje labai prieStaringi. Yra duomeny tiek apie slopinantj, tiek apie
skatinant] ERK poveik] miogeninei diferenciacijai. Manoma, kad ERK kinazg,
priklausomai nuo lasteliy diferenciacijos stadijos, gali atlikti prieSingas
funkcijas. Parodyta, kad ankstyvoje miogenezés stadijoje aktyvinta ERK
pasizymi diferenciacija  slopinan¢iu veikimu, tuo tarpu galutinése
diferenciacijos stadijose ERK aktyvumas reikalingas miovamzdeliy
formavimuisi. Sumazinus serumo koncentracijg mioblasty kultiiroje, Iastelése
stebimas ERK aktyvumo mazé¢jimas. Dél to krenta ciklino D1 lygis ir padidéja
CDK slopiklio p21 raiska — mioblastai sustabdo lastelés cikla. Sioje stadijoje
padidinus ERK aktyvuma, diferenciacijos programa prislopinama (Wu ir kt.,
2000; Gredinger ir kt., 1998; Keren ir kt., 2006).

p38 MAPK signalinis kelias. Paskutiniy mety tyrimai rodo, kad p38 yra

vienas 1§ pagrindiniy miogenezeés procesg reguliuojanciy signaliniy keliy.
Nustatyta, kad p38a ir p38p izoformos skatina satelitiniy lgsteliy aktyvinima
bei regulivoja miogening diferenciacija, fosforilindamos MEF2C ir MEF2A
transkripcijos veiksnius (Jones ir kt., 2005). Tuo tarpu p38y vaidmuo
miogenezéje kol kas néra gerai iStirtas. Nustatyta, kad §i izoforma specifiskai ir

dideliais kiekiais gaminama skeleto raumenyse, taip pat jos raiska padidé¢ja
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C2C12 Iastelése miogeninés diferenciacijos metu. Taciau in vitro tyrimai rodo,
kad p38y pasizymi labai silpnu geb¢jimu fosforilintit MEF2C bei MEF2A ir tik
nezymiai padidina jy transkripcinj aktyvumg in vivo. Yra duomeny, kad p38y
gali epigenetiSkai modifikuoti miogeniniy reguliatoriy promotoriuose esantj
chromating ir lemti laiking bei tikslingg diferenciacijai specifiniy geny raisSka
(Gillespie ir kt., 2009; Wu ir kt., 2000).

Taigi, p38 MAPK signalo perdavimo kelias pasizymi dvejopu poveikiu
miogeninei diferenciacijai: indukuoja diferenciacijg ankstyvuose stadijose, o
vélesnése diferenciacijos stadijose, vykstant lasteliy suartéjimui ir susiliejimui,
jos aktyvumas turi buti slopinamas. Diferenciacijos pradzioje aktyvinta p38
kinazé slopina mioblasty lgstelés ciklo slinkt;, sukeldama nuo cikliny
priklausomy kinaziy slopiklio p21™" raiska. Besidiferencijuojandiuose
mioblastuose p38 aktyvina MEF2C ir MEF2A, kurie toliau skatina daugelio
efektoriniy miogenezés geny raiska (Keren ir kt., 2006). Zinoma, kad p38
kinaze¢ fosforilina tris MEF2C aktyvinimo domene esancias liekanas — T293,
T300 ir S387. Raumeny lgstelese T293 fosforilinimas yra svarbus MEF2C
transkripciniam aktyvumui, tuo tarpu S387 fosforilinimas gali biiti reikalingas
sgveikai su miogeniniais bHLH veiksniais — MyoD, Myf5, MRF4 ir
miogeninu. Nustatyta, kad p38 gali reguliuoti MyoD transkripcinj aktyvumg ir
nuo MEF2 nepriklausomu keliu, fosforilindama E47 baltymg, sudarantj
funkcionalius heterodimerus su MyoD bei chromating modifikuojanciais
SWI/SNF Seimos baltymais (Wu ir kt., 2000; Lluis ir kt., 2006; Wang ir kt.,
2008; Gillespie ir kt., 2009).

JNK kinazé ir transkripcijos veiksnys c-Jun. Yra duomeny, kad JNK

kinazés aktyvumas ne tik svarbus griau¢iy raumeny lasteliy diferenciacijai, bet
ir lemia jy 18gyvenimg diferenciacijos metu (Khurana ir Dey, 2004). Priimta
manyti, kad pagrindinis JNK signalinio kelio taikinys — transkripcijos veiksnys
c-Jun — slopina raumeniniy lgsteliy diferenciacijg. Taciau yra duomeny ir apie
jo teigiamg vaidmenj miogenezeje. Parodyta, kad c-Jun vaidmuo gali keistis
priklausomai nuo mioblasty diferenciacijos stadijos. Dar neprasidéjus

diferenciacijai, c-Jun neleidzia lététi proliferuojanciy mioblasty lgstelés ciklui,
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tuo tarpu DbesidiferencijuojanCiose lastelése jis svarbus galutinése
diferenciacijos stadijose. Skirtingg c-Jun poveikj lgsteliy diferenciacijai lemia
jo saveika su kitais AP-1 komplekso komponentais. c-Jun slopinantis poveikis
mioblasty diferenciacijai pasireiskia jam sgveikaujant su Fos (c-Fos ir Fra2)
Seimos transkripcijos veiksniais. Serumo paSalinimo indukuotos diferenciacijos
metu c-Jun stimulivoja mioblasty i8¢jimg 1§ lgstelés ciklo ir tolesng
diferenciacijg sgveikaudamas su ATF2. Buvo nustatyta, kad c-Jun/ATF2
sgveika padidina miogenino transkripcijg ir skatina mioblasty galuting
diferenciacijg. Kity tyrimy duomenimis, vykstant lgsteliy diferenciacijai, gali
keistis ir c-Jun vaidmuo apoptoz¢je. Tiriant PCI12 Igsteliy nerving
diferenciacija buvo parodyta, kad c-Jun raiSka apsaugo nediferencijuotas
lasteles nuo apoptozes, tuo tarpu diferencijuotuose Igstelése jis atsakingas uz

apoptozes prasidéjimg (Leppa ir kt., 2001).

1.10.2. PI3K/AKkt signalinis kelias ir jo vaidmuo Igsteliy

iSgyvenimo/Zities reguliacijoje

Akt protoonkogeno koduojama serino treonino kinazg¢, taip pat zinoma
kaip proteinkinazé B (PKB), buvo atrasta dar 1977 metais. Lastel¢je Akt
atlicka daugybe jvairiy funkcijy: reguliuoja lasteliy augima, proliferacija,
migracija, transkripcija, baltymy sintez¢ bei salygoja lasteliy iSgyvenima.
Zinduoliy lastelése nustatytos trys skirtingy geny koduojamos Akt izoformos —
Aktl/PKBa, Akt2/PKBP ir Akt3/PKBy. Aktl dideliais kiekiais randama
visuose audiniuose, iSskyrus inkstus, kepenis ir bluznj. Akt2 raiSka kinta
priklausomai nuo audinio tipo ir daugiausia aptinkama raumenyse, zarnyne bei
reprodukciniuose audiniuose. Akt3 kinaz¢ labiausiai paplitusi smegenyse ir
séklidése. Visos trys Akt izoformos yra panaSiai aktyvinamos ir vienodu
specifiSkumu fosforilina savo substratus in vitro. Akt kinazés priskiriamos
AGC kinaziy Seimai (PKA, PKG ir PKC giminingos kinazés), kuriai yra
budingas centrinis kinazés domenas ir C-galinis hidrofobinis motyvas (Franke,

2008; Song ir kt., 2005).
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Ivairtis ekstralgsteliniai signalai aktyvina Akt per fosfotidilinozitol-3-
kinaze (PI3K). Lipidiniai PI3-kinazés reakcijos produktai — fosfatidilinozitol
3.,4,5-trifosfatas (PIP3) ir fosfatidilinozitol 4,5-bifosfatas (PIP2) aktyvina Akt,
sgveikaudami su jos plekstrino homologijos domenu (PH) arba aktyvindami
Akt fosforilinancias proteinkinazes. Pilnam Akt aktyvinimui reikalingas dviejy
amino rugsciy liekany fosforilinimas: netoli katalitinés srities esancioje T
kilpoje Thr308, o C-gale esanc¢iame hidrofobiniame motyve — Ser473.
Aktyvinta Akt kaupiasi branduolyje, kuriame fosforilina savo substratus ir
reguliuoja geny raiSka. Be to, aktyvi Akt skatina gliukozés transporta,
glikogeno ir baltymy sintezg¢ bei dalyvauja lastelés ciklo reguliavime (Burke,
2007; Franke, 2008).

Siuo metu Zzinomi ir kiti, PI3K nepriklausomi, Akt aktyvinimo
mechanizmai. Forskolinas, prostaglandinas-E1 ir 8-bromo-cAMP aktyvina
Akt/PKB per proteinkinaze A (PKA) — Siuo atveju fosforilinamas Thr308.
Kitais duomenimis, Akt in vitro gali fosforilinti Ca**/kalmodulino priklausoma
kinazg ber MAPKAPK-2, kuri atlieka vélesny Akt Serd73 liekanos
fosforilinimg (Clifton ir kt., 1993; Perez-Garcia ir kt., 2004).

Pagrindinis Akt slopintojas yra lipidy-baltymy fosfatazé PTEN, kuri
veikia prieSingai PI3K ir defosforilina PIP2 ir PIP3. Be to, Siuo metu lgstel¢je
nustatyti kiti neigiami Akt reguliatoriai, kuriy prisijungimas prie Akt sumazina
Thr308 bei Ser473 liekany fosforilinimg ir lemia jos aktyvumo slopinimg. Akt
aktyvumas taip pat gali buti slopinamas defosforilinant jg pacig — tai atlieka
endogening¢ fosfataze (Song ir kt., 2005).

Akt signalinis kelias slopina apoptoze jvairiuose lastelés lygmenyse,
reguliuvodamas signalinius kelius, transkripcijos veiksnius bei vidin] apoptozes
kelig (Fujio ir kt., 1999; Burke, 2007). Yra duomeny, kad Akt slopina JNK
signalinj kelig, fosforilindama jj aktyvinancio Racl baltymo Ser71 liekang, o
tai sumaZzina Racl geb¢jimg jungtis su GTP (Kwon ir kt., 2000). Parodyta, kad
Akt taip pat neigiamai reguliuoja ir kity Zzemiau esanciy JNK signalinio kelio
kinaziy aktyvinimg — MLK3, MKK7 bei MKK4 (Barthwal ir kt., 2003; Park ir
kt., 2002). Akt antiapoptozinio veikimo taikiniu gali biti ir ASK1 — MAPKK
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kinaze, aktyvinanti JNK ir p38 kinazes: Akt jungiasi su ASK1, fosforilina jos
Ser83 liekang ir sumaZina fermento kinazinj aktyvumag (Kim ir kt., 2001).

Fosforilindama jvairias signaliniy keliy kinazes, Akt slopina c-Jun
transkripcijos veiksnio aktyvinimg ir lemia lasteliy iSgyvenimg. Be to,
parodytas jos gebéjimas tiesiogiai fosforilinti Forkhead Seimos (FoxO)
transkripcijos veiksnius: T32, S253 ir S315 liekany fosforilinimas slopina
FoxO perneSimg j branduol; ir proapoptoziniy geny FasL bei Bim raiska
(Brunet ir kt., 1999; van der Heide ir kt., 2006). Dar vienas Akt taikinys yra
transkripcijos veiksnys NF-kB. Daugeliu atvejy jo aktyvumas priklauso nuo
IkB kinazés (IKK) komplekso fosforilinimo ir tolesnio IkB, kuris yra NFkB
slopiklis, skaidymo. Parodyta, kad Akt gali tiesiogiai ir netiesiogiai fosforilinti
IKK, tokiu biidu reguliuodama jos aktyvumg. Branduolyje aktyvintas NFkB
skatina i§gyvenimg lemianciy geny — Bcl-xL, kaspaziy slopikliy, c-Myb ir kity
— transkripcijg. Kitas svarbus Akt/PKB signalinio kelio taikinys yra
transkripcijos  veiksnys p53, lemiantis lasteliy apoptoze atsiradus
nepataisomoms DNR pazaidoms: Akt fosforilina ubikvitino ligaz¢ Mdm?2, kuri
yra translokuojama j branduolj, kur inaktyvina bei nukreipia skaidymui p53
baltymg (Barket ir kt., 1999; Song ir kt., 2005).

Akt kinazé slopina apoptozg ir potranskripciniame lygmenyje,
fosforilindama tokius propoptozinius baltymus kaip Bad ir kaspaze-9 (Datta ir
kt., 1997; Zhou ir kt., 2000).

Priklausomai nuo lgsteliy tipo, Akt gali translokuotis ] mitochondrijas ir
reguliuoti jy funkcijas. Mitochondrijose aktyvinta Akt fosforilina ATP sintazés
B subvieneta bei glikogeno sintazés kinazg 3B (GSK3p), kuri slopina
mitochondrijy piruvato dehidrogenazés aktyvumg ir skatina lgsteliy apoptoze
(Hoshi ir kt., 1996). Parodyta, kad Akt signalinio kelio slopinimas padidina
GSK3p aktyvumg ir Igsteliy jautrumag apoptozés induktoriams, ir kad Akt
slopina GSK3p aktyvuma, fosforilindama jos Ser9 liekang. Yra duomeny, kad
Akt daugiausia lokalizuojasi mitochondrijy membranoje, o mitochondrijy
matrikse aptinkami tik nedideli jos kiekiai (Bijur ir kt., 2003; Meggs ir kt.,
2003).
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1.10.3. PI3K/Akt vaidmuo miogeniniy lasteliu diferenciacijoje

Ivairiy tyrimy duomenimis, PI3K-Akt signalinis kelias svarbus miocity
iSgyvenimui diferenciacijos metu, pasiZzymi raumens augimg ir regeneracijg
skatinan¢iu veikimu. Parodyta, kad lasteléms pereinant ; GO ciklo fazg, vyksta
Akt aktyvinimas ir dél to padidéja atsparumas apoptozei (Fujio ir kt., 1999).
Pelés, neturincios akt! ir akt2 geny, pasizymi raumeny hipoplazija, tuo tarpu
padidinta Akt raiSka sukelia peliy ir ziurkiy raumeny hipertrofijg. In vitro
tyrimy duomenimis, aktyvi Akt tiesiogiai fosforilina ir slopina transkripcijos
veiksn] FoxO, tokiu btidu blokuodama atrofijg skatinanciy ubikvitino ligaziy
indukcija. Yra duomeny, kad Akt izoformos gali skirtingai reguliuoti raumeny
geny aktyvinimg: ankstyvuose miogeninés diferenciacijos stadijose veikia
Aktl, kuri skatina miogenino ir troponino-T raiSka, tuo tarpu Akt2 veikimas
reikalingas vélesnése diferenciacijos stadijose (Wilson ir Rotwein, 2007).
Pastebéta, kad raumens lgstelés, neturinCios funkcionuojanéio akt? geno,
pasizymi Zemesniu susiliejimo indeksu ir, priklausomai nuo lgsteliy linijos,
diferencijuojantis formuoja trumpesnes arba plonesnes miofibriles. Parodyta,
kad Akt kinaz¢ reguliuoja miovamzdeliy formavimasi aktyvindama mTor ir
FoxOl1 taikinius. Zinoma, kad mTor kinazé dalyvauja jvairiy baltymy sintezés
reguliavime: C2C12 linijos miocitai, ekspresuojantys neaktyvy mTor baltyma,
diferencijacijos metu formuoja mazesnius miovamzdelius, lyginant su laukinio
tipo lastelémis (Park ir kt., 2005).

Duomenys apie kito Akt taikinio — transkripcijos veiksnio FoxO1l —
vaidmen] miogeniniy lasteliy diferenciacijoje yra gana prieStaringi. Vieny
tyrimy duomenimis, padidinta FoxOl1 raiska pagreitina lgsteliy susiliejimg ir
miovamzdeliy susidarymg, tuo tarpu kiti tyrimai rodo slopinant] FoxOl

poveiki miogeninei diferenciacijai (Bois ir Grosveld, 2003; Hribal ir kt., 2003).
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1.11. Cisplatina — veikimo mechanizmas ir pagrindiniai taikiniai

Iasteléje

Cisplatina  (cis-diaminodichloroplatina, cis-DDP) — alkilinantis
junginys, stabdantis lgsteliy proliferacija/diferenciacija ir indukuojantis
apoptoze daugelyje lasteliy rtsiy. Cisplatina naudojama vézio gydymui nuo
1978 m., bet biocheminis jos veikimo mechanizmas iki §iol néra galutinai
1SaiSkintas. Tai yra mazas neutralus neorganinis junginys, kuris lgsteléje yra
aktyvinamas jo cis-chloro ligandus pakei¢iant vandens molekulémis.
Hidratuotoje formoje cisplatina pasizymi dideliu reaktyvumu nukleofiliniams
jvairiy biomolekuliy centrams. Sio junginio citotoksiskumas pasireiskia jam
jungiantis su branduolio DNR ir sutrikdant transkripcijos ir/arba replikacijos
procesus. Cisplatina yra labai efektyvi gydant kai kuriuos navikus, taciau ji
sukelia sunkius pasalinius efektus, o kai kurie navikai jai yra atspariis. Apie
90% cisplatinos kraujyje susiriSa su plazmos baltymais, tode¢l didelé vaisto
dalis yra inaktyvinama. Nors branduolio DNR yra pagrindinis §ios medZiagos
biologinis taikinys, cisplatina gali jungtis su fosfolipidais (pvz. fosfatidilserinu
membranoje), taip pat su mikrofilamentais, peptidais, RNR. Su DNR cisplatina
sudaro struktiiriSkai skirtingas sarySas: 60-65% sarySy susiformuoja tarp
grandiniy, 20-25% — toje pacioje grandinéje. Pasitaiko ir DNR-cisplatina-
baltymas sarysy (Gonzalez ir kt., 2001).

Ivairiy tyrimy duomenimis, MAP kinazés yra pagrindiniai lgsteliy
atsako ] cisplating reguliatoriai. Taciau iki Siol truksta duomeny apie
cisplatinos indukuotus MAP kinaziy aktyvinimo mechanizmus ir jy pasekmes
lasteléms. Zinoma, kad MAP kinazés, priklausomai nuo lasteliy tipo bei
aktyvinamy taikiniy, gali pasizyméti tiek pro-, tiek ir antiapoptoziniu veikimu.
[vairiis baltymai nulemia MAP kinaziy aktyvinimg po cisplatinos poveikio:
PKC, Ras Seimos baltymai, epiderminio augimo veiksnio receptorius (EGFR),
sfingozino-1-fosfatas (S-1-P), Akt signalinio kelio baltymai bei c-Abl.
Cisplatinos poveikyje padidéjes streso kinaziy — JNK ir p38 — aktyvumas

paprastai yra siejamas su apoptozes indukcija. Naujesniais duomenimis, JNK
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aktyvumas gali biiti reikalingas DNR pazaidy reparacijai ir lemti Igsteliy
1Sgyvenimg. Nors dauguma tyrimy rodo apsauginj ERK signalinio kelio
vaidmenj cisplatinos indukuotoje lasteliy apoptozéje, yra ir prieSingy duomeny.
Priklausomai nuo Iasteliy tipo, Sis kelias gali pasizyméti ir proapoptoziniu
veikimu, pavyzdziui, peliy fibroblastuose bei osteosarkomos, neuroblastomos
ir gliomos linijy Igstelése cisplatinos aktyvintas ERK skatina programuotg ziitj
(Wang ir kt., 2000; Jung ir kt., 2002; Woessmann ir kt., 2002).

Cisplatinos poveikio salygojama lasteliy apoptozé gali biiti inicijuojama
keliais budais. Zinoma, kad cisplatina gali indukuoti lasteliy Zitj per p53
baltyma, kuris, tiesiogiai skatindamas slopiklio p2 1 WVAFVCPL raixka, stabdo
lastelés cikla bei apoptozeg, reguliuvodamas Bcl-2 Seimos baltymy aktyvuma
(Seifrtova ir kt., 2001). Zmogaus gliomos lasteliy tyrimai parodé, kad
cisplatina padidina proapoptozinio Bax baltymo raiska ir lemia mitochondrijy
membraninio potencialo mazéjima, cit ¢ iSlaisvinimg | citoplazma, kur jvyksta
kaspaziy aktyvinimas (Lee ir kt., 2005). Kity tyrimy duomenimis, cisplatina
gali sukelti apoptoze aktyvindama Fas receptoriy nuo Fas ligando
nepriklausomu mechanizmu (per DISC komplekso formavimasi ir tolesnj
kaspaziy kaskados aktyvinima) (Huang ir kt., 2010).

I.Sanchez-Perez su bendradarbiais nagrinéjo kitg platinos darinj — trans-
DDP, kuris 20 karty maZiau toksiskas nei cisplatina. Sis junginys nesudaro cis-
alkilinantiems junginiams tipiSky 1,2-1,3 d(purinas-fosfatas-purinas) DNR
adukty, kurie, manoma, trukdo replikacijai ir nuraSymui. Taciau, naudojant
tirozino fosfataziy slopikl] ortovanadata, buvo pasiektas toks pat citotoksinis
efektas, kaip ir cisplatinos. Fenomenas buvo paaiSkintas ilgesniu JNK
aktyvumu, kur] nepavojingos trans-DDP pazaidos atveju turi numalSinti
MAPK fosfatazés, taciau jas nuslopinus to nejvyksta. Tai rodo, kad ne pazaida,
o kryptingas signalo transformavimas lemia Igstelés zitj (Sanchez-Perez ir kt.,
1998).

Nors apoptozeé ir nekrozeé yra dvi skirtingos lgstelés mirties formos,

kartais paveiktos cisplatina vienos populiacijos Igsteles gali Ziti ir apoptozes, ir
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nekrozés biidu. Kokiu keliu nueis lgstel¢, lemia lgstelés bikle, pvz., ATP kiekis
lastel¢je (Fuertes ir kt., 2003; Gonzalez ir kt., 2001).

1.12. Doksorubicinas

Doksorubicinas, dar Zinomas adriamicino pavadinimu, yra antracikliny
Seimos antibiotikas, Zudantis eukariotines lasteles. D¢l efektyvaus prieSveézinio
veikimo peliy modeliuose, nuo 1970 mety Sis junginys pradétas taikyti
chemoterapijoje, taciau Siuo metu dé¢l didelio kardiotoksiSkumo jis skiriamas
tik kritiniais atvejais (Konorev ir kt., 2008). ISskirtinis doksorubicino poveikis
Sirdies raumeniui aiSkinamas tuo, kad Sirdies lgstelése yra maZziau katalazés
fermento, lyginant su kitais raumenimis (Minotti ir kt., 2004). Didel¢ dalis
tyréjy mano, kad pagrindinis doksorubicino toksiSkumo mechanizmas susijes
su RDD (deGraff ir kt., 1994; Kang ir kt., 2000), jiems pritaria ir autoriai,
nustate Sio chinoidinés struktiiros vaisto savybe kauptis lgstelése ir sudaryti
laisvus radikalus, tokiu budu destabilizuojant vidulasteling red-oks sistema.
Kita dalis tyréjy teigia, kad pagrindinis Sio junginio poveikis susijes su DNR
topoizomerazeés slopinimu, sudarant stabily, neaktyvy erdvinj kompleksa
(Swift ir kt., 2006). Bet kuriuo atveju, jvairiuose lasteliy modeliuose
doksorubicinas aktyvuoja vidinj arba iSorinj apoptozés kelius, dalyvaujant
tokioms signalo perdavimo molekuléms kaip p53, NF-kB, MAPK, Bcl-2, o
apsaugoti nuo Sio proceso gali Akt signalinis kelias (Kotamraju ir kt., 2000;

Yamaoka ir kt., 2000).

1.13. Azoto oksido donoras NOC-18

Oksidacin] stresg imituojanti medziaga NOC-18 yra gryno azoto
monoksido donoro pavyzdys. NO organizme atlieka dvi pagrindines funkcijas
— mazos jo koncentracijos, susidare¢ pastoviai veikiant NO sintazei, atlicka
signalinés molekulés vaidmenj, o didelés NO koncentracijos, veikiant
indukuojamai NO sintazei (iNOS), yra citotoksinés. Sirdyje mazos NO

koncentracijos gali veikti kraujagysles atpalaiduojanciai ir Sirdies
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susitraukimus stimuliuojan¢iai, o didelés koncentracijos susilpnina Sirdies
susitraukimus. Manoma, kad NO yra vienas 1§ iSemijg sglygojanciy veiksniy,
taciau mazos NO ar iNOS koncentracijos gali slopinti iSemijos sukeltg Sirdies
lasteliy zaty. IS kitos pusés, NO gali sukelti apoptoze ir net nekroze, kuriy
mechanizmai dar néra visiSkai iSaiSkinti (Arstall ir kt., 1999). NO, kaip
apoptozés induktoriaus, veikimas greiCiausiai pasireiskia reaguojant su
mitochondriniais superoksido radikalais, todél atsiranda vidiniy lgstelés
komponenty pazaidos, salygojancios apoptoz¢. Duomenys apie MAPK
vaidmenj NO indukuotos lgsteliy zuties reguliacijoje yra priestaringi: ERK1/2
aktyvinimas, padidéjus NO koncentracijai Sirdies miocituose, gali biti
apsauginis arba neutralus, priklausomai nuo Igsteliy riisies ir stresg sukeliancio
faktoriaus, lygiai kaip ir JNK bei p38 aktyvinimas oksidacinio streso metu gali
ir apsaugoti, ir paskatinti miocity zuvimg (Choukroun ir kt., 1999; Andreka ir

kt., 2004).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Naudotos medziagos

Lasteliy auginimui buvo naudotos terpés ir jy priedai i§ Invitrogen/Life
Technologies (JAV): Iscov'e modifikuota Dulbecco terpé¢ (IMDM), Dulbecco's
modifikuota Eagle's terpé¢ (DMEM), DMEM/F12 ir N2 priedas, fetalinis
verSelio serumas (FVS) ir arklio serumas (AS). Penicilino-streptomicino
miSinys (atitinkamai 100 vnt./ml ir 100 pg/ml) ir 0.25% tripsino-EDTA
tirpalas pirkti i§ Biological Industries (Izraelis). Paraformaldehidas, PVDF
(polivinilideno fluorido) membrana pirkti 1§ Carl Roth GmbH&Co KG
(Vokietija). Oil Red O ir Alizarin Red S dazai gauti 1§ Sigma Aldrich (JAV).
Lasteliy auginimui naudoti indai 1§ Orange Scientific (Belgija).

Antriniai antikiinai konjuguoti su krieny peroksidaze (ozkos pries pelés
ir ozkos prie$ triusio pirminius antikiinus) gauti i§ BioRad Laboratories Inc.
(JAV). Tyrimuose naudoti antikiinai prieS: CD34-PE, Sca-1-PE, GADPH
(Abcam (DB)); M-kadhering, c-Jun, FasL (BD, Inc. (JAV)); Akt fosfo-T308
(Life technologies (JAV)); beta-Ill-tubuling (Chemicon (JAV)); ozkos
antikiinai prie§ pelés IgG, konjuguoti su AlexaFluor 488 (Invitrogen/Life
Technologies(JAV)); miogening (Sigma Aldrich (JAV)); p38, fosfo-p38, Akt,
fosfo-c-Jun, ERK, fosfo-ERK, JNK, fosfo-JNK (Cell Signalling Technology
(JAV)). Antikiinai skiesti pagal gamintojo rekomendacijas.

Tyrimuose buvo naudotos genotoksinés/chemoterapinés medziagos
cisplatina (10 mg/ml, fosfatiniame buferyje (FB)), doksorubicinas (1 mM,
vandenyje) ir NO donoras — NOC-18 (dietilentriamin/azoto oksidas,
DETA/NO) (1M, vandenyje) i§ Sigma-Aldrich (JAV).

Signaliniy molekuliy slopikliai: UO126, SP600125, SB203580,
Ly294002 pirkti i§ CalbioChem/MERCK.
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2.2. Miogeniniy lasteliy iSskyrimas, pirminiy raumens lasteliy liniju

gavimas ir auginimas

Miogeninés Igstelés buvo skiriamos i§ triuSio griau¢iy skersaruozio
raumens (LR Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas naudoti
laboratorinius gyvinus mokslo tiriamajam projektui Nr. 0121, 2004-07-09 bei
Nr. 0171, 2007-10-31). Triusiui buvo atliekama pilna anestezija ketaminu (30-
50 pg/kg) ir diazepamu (5 pg/kg). IS kairés kojos Slaunies buvo paimamas
raumens gabalélis ir perneSamas | DMEM terpe su penicilino/ streptomicino
miSiniu (atitinkamai 300 vnt./ml ir 300 pg/ml). Raumeninis audinys buvo
sukarpomas ir veikiamas fermenty miSiniu (kolagenaz¢ (1 mg/ml) ir
hialuronidaz¢ (0.3 mg/ml)) paruostu 0.125% tripsino ir 0.1% EDTA tirpale.
Toliau inkubuojama 10-15 min., purtant 37°C temperatiiroje. Gauta suspensija
praskiesta IMDM terpe su 10% FVS ir centrifuguota 1-2 min., 100xg.
Nuosédos du kartus plautos IMDM terpe ir centrifuguotos 2x10 min., 200xg.
Surinktos lgstelés praskiestos IMDM terpe su 10% FVS ir antibiotikais -
penicilinu (100 vnt./ml) bei streptomicinu (100 pg/ml) (toliau — proliferacijos
terpe) ir iSsétos 1 auginimo indus. Po dviejy pary pakeiiama proliferacijos
terpe, paSalinamos neprilipusios lastelés. Prilipusios lgstelés 1-2 savaiciy
bégyje suformavo pilng monosluoksn; Gauta pirminiy lasteliy kultiira buvo
pers¢jama 2 kartus per savaitg, suardant monosluoksnj iki individualiy 1gsteliy
0.25% tripsino-EDTA tirpalu. Tokiu biidu gaunama pirmin¢ Igsteliy linija

toliau auginama proliferacijos terpéje, 37°C termostate, su 5% CO,.

2.3. Lasteliy diferenciacija

Lasteliy diferenciacija buvo indukuojama naudojant specifines
diferenciacijos terpes. Lygiagreciai lgstelés buvo auginamos proliferacijos
terpéje. Tokios lastelés vadinamos kontaktuojanCiomis arba kontaktinio

augimo kultiira. Tyrimuose buvo naudojamos 20 — 60 pasazy lastel¢s.
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2.3.1. Miogeninés diferenciacijos indukcija ir nustatymas

Lastelés isséjamos 10 last./cm® tankiu ir auginamos proliferacijos
terpéje. Lasteléms pasiekus apie 70-80% tankj, proliferacijos terpé pakeiiama
DMEM terpe su 2 % arklio serumo, penicilinu (100 U/mL) ir streptomicinu
(100 pg/mL). Inkubuota 4-14 pary periodiskai kei¢iant diferenciacijos terpe.

Miogenine diferenciacija buvo vertinama pagal miogenino raiska,
naudojant Western blot'o metoda. Taip pat buvo nustatomas Igsteliy susiliejimo
indeksas, t.y. santykis tarp branduoliy esanciy daugiabranduolése Igstelése ir
bendro branduoliy skaiciaus tiriamoje kultiiroje. Tuo tikslu diferencijuotos
lastelés du kartus plaunamos FB ir 30 min. fiksuojamos 0.1 % kristalo violetu,
kurio tirpalas paruoSiamas 20 % etanolyje ir plaunamos vandeniu. Susiliejimo
indeksas buvo nustatomas suskaiCiuojant maziausiai 1000 branduoliy trijose
atskirose lasteliy kulttirose, naudojant Sviesinj mikroskopa Nikon Eclipse TS

100.

2.3.2. Adipogeninés diferenciacijos indukcija ir nustatymas

Lastelés uzauginamos proliferacijos terpéje. Adipogeniné diferenciacija
buvo indukuojama dviem budais:

1. Lastelems pasiekus mazdaug 80 % tankj, proliferacijos terpé
keic¢iama j adipogeninés diferenciacijos terp¢: DMEM, 10% FVS, 100 uM y-
linoleninés riigSties, penicilinas/streptomicinas (100 vnt./ml ir 100 pg/mL).
Inkubuota 4 paras (Wada ir kt., 2002; Hashimoto ir kt., 2006);.

2) Lastelems pasiekus pilng monosluoksn;j proliferacijos terpé keiciami |
adipogeninés diferenciacijos terpe: DMEM, 10% FVS, 1 mM deksametazono,
0.5 mM 3-izobutil-1-metilksantino, 10 mg/ml insulino, 100 mM indometacino,
penicilinas/streptomicinas (100 vnt./ml ir 100 pg/mL). Lastelés
diferencijuojamos 7 - 14 pary periodiskai pakei¢iant diferenciacijos terpg.

Adipogenin¢ lgsteliy diferenciacija buvo nustatoma pagal vidulgsteliniy
riebaliniy laseliy susidaryma, remiantis metodika aprasyta. Ramirez—Zacarias

ir kt, 1992. Lastelés buvo plaunamos FB ir fiksuojamos 4% paraformaldehidu
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(15 min., KT). Fiksuoti preparatai plaunami vandeniu ir 10 min. daZzomi Oil
Red O dazu. Nudazytos lastelés plaunamos vandeniu ir analizuojamos

Sviesiniu mikroskopu.

2.3.3. Osteogeninés diferenciacijos indukcija ir nustatymas

Lastelés uzaugintos proliferacijos terpéje. Lasteléms pasiekus mazdaug
80 % tankj, proliferacijos terpé pakei¢iama osteogeninés diferenciacijos terpe
(IMDM terpé praturtinta 10% FVS, kurioje pridéta 5x10°° M deksametazono,
160 mM L-askorbo rugsties 2-fosfatas, 10 mM [-glicerofosfato,
penicilino/streptomicio (100 vnt./ml ir 100 pg/mL) (Blum ir kt., 2004).
Inkubuota 7 paras periodiskai keiciant diferenciacijos terpg.

Osteogenin¢é lasteliy diferenciacija buvo nustatoma pagal kalcio
sankaupy susidaryma. Po diferencijuojancio poveikio osteogenine kryptimi,
lastelés buvo du kartus plaunamos FB ir 15 min. kambario temperatiiroje
(toliau KT) fiksuojamos 4% paraformaldehido tirpalu (paruoStu FB),
plaunamos vandeniu ir 5 min. daZzomos Alizarin Red dazu (1% vandeninis
tirpalas, pH 4,1-4.3). NudaZyti preparatai plaunami distiliuotu vandeniu ir

analizuojami Sviesiniu mikroskopu.

2.3.4. Neurogenezés indukcija

Lastelés auginamos proliferacijos terpéje iki 40 - 60% tankio.
Neurogenin¢ diferenciacija indukuojama proliferacijos tepe pakeiciant
neurogeninés diferenciacijos terpe (DMEM/F12 su 2 mM L-gliutamino bei N2
priedu ir turincia 1,5 uM trans-retinoinés rugsties). Diferencijuojama 5 paras.

Lasteliy diferenciacija vertinama pagal pakitusig jy morfologija arba
naudojant imunocitochemijos bei imunoblotingo metodus nervinéms lgsteléms
budingy baltymy NeuN ir beta-III-tobulino raiSkos nustatymui (Park ir kt.,
2007).
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2.4. Lasteliy Ziities analizé

Lasteliy gyvybingumas vertintas naudojant su DNR besijungianciy dazy
miSinj: akridino oranzg (AO) - 100pg/ml ir etidZio brobidg (EB) — 100 pg/ml.
Abu tirpalai ruosti FB (1:1).

Po 24 arba 48 val. poveikio lgstelés surenkamos ir centrifuguojamos (5
min., 200xg). Po centrifugavimo supernatantas paSalinamas, lastelés
suspenduojamos terpés lase ir 25 pl lgsteliy suspensijos sumaiSomi su 1 pl
dazy misinio. Svelniai sumaiSoma. Analizuojama fluorescenciniu mikroskopu
(bangos ilgis 500 nm). AO jungia gyvos ir negyvos lastelés. Sis daZas
interkaliuojasi | dvigrande DNR ir nudazo branduol; zaliai. EB jungia tik
negyvos lastelés, nes gyvy lasteliy membrana nepraleidzia §io dazo. EB
sgveikauja su DNR ir nudazo branduolj oranzine, RNR — silpnai oranZine
spalva. Tokiu budu, negyvos lastelés turi ryskiai oranzinj chromating, o
citoplazmos likuéiai atrodo tamsiai rusvi. Siuo biidu nudazyty lasteliy maséje
galima i8skirti penkiy rasiy lasteles: 1) gyvas neapoptozines (G - rySkiai zalias
chromatinas); 2) gyvas apoptozines (GA — kondensuotas ar fragmentuotas
rySkiai Zalias chromatinas); 3) negyvas apoptotines (NA — kondensuotas ar
fragmentuotas ryskiai oranzinis chromatinas); 4) nekrozines (N- oranZinis
chromatinas); 5) be chromatino (BCH - Iastelés, netekusios DNR, daZosi
silpnai oranzine spalva) (Mercille ir Massie, 1994). Kiekviename pavyzdyje
skai¢iuota 3 kartus po 100 lgsteliy. Lasteliy pasiskirstymas populiacijoje

iSreiSkiamas procentais.

2.5. Lasteliy proliferacijos ir gyvybingumo jvertinimas MTT testu

Tai kolorimetrinis metodas, paremtas gyvy lasteliy mitochondrijy
fermenty geb¢jimu tirpy geltonos spalvos MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio bromidas) redukuoti i violetinés spalvos netirpius formazano
kristalus. Gyvy lasteliy skaiCius yra tiesiogiai proporcingas susidariusio
produkto — formazano kiekiui, kuris jvertinamas spektrofotometri§kai 570 nm

bangos ilgyje, gautus netirpius produktus iStirpinus etanolyje. Tiriamoms
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lasteléms paSalinama augimo terpé, o lasteliy monosluoksnis uZpilamas
jvertinimui naudotu 0,2 mg/ml MTT tirpalu, paruostu FB. Inkubuojama 1 val.,
susidariusios nuosédos tirpinamos etanolyje. Susidariusio spalvoto tirpalo
absorbcija matuojama prie 570 nm bangos ilgio.

Gauti rezultatai iSreiSkiami santykiniu gyvybingumu t.y., santykiu
optinio tankio, iSmatuoto po tam tikro poveikio su optiniu tankiu iSmatuotu
pries lasteliy poveikj. Abiem atvejais optinis tankis yra tiesiogiai proporcingas

gyvy lasteliy skaiciui.
2.6. Gyvybingumo jvertinimas tripano mélio testu

Metodas pagristas dazo patekimu ] negyvas lasteles, kurios dazosi
melyna spalva. Lastelées dazomos 0,4% tripano melio tirpalu, paruoStu FB,
lygiomis dalimis ji sumaiSant su lasteliy suspensija. SkaiCiuota Sviesiniu
mikroskopu, naudojant Goriajevo kamera.

Gautas gyvy lasteliy skaiCius iSreiSkiamas lasteliy skai¢iumi viename

mililitre santykiniu gyvybingumu.
2.7. Tékmés citometrijos metodas

Lasteliy ~ monosluoksnis ~ suardomas  tripsino-EDTA tirpalu.
Suspenduojama Saltame FB (pH 7.4). ParuoSiama suspensija, kurios tankis
1x10° last./ml. Lastelés centrifuguojamos (10 min., 200xg), supernatantas
nupilamas, lastelés plaunamos FB ir vél centrifuguojamos. Supernatantas
nupilamas, Igstelés fiksuojamos Saltu 70% etanoliu, 1 val. blokuojamos 2 %
jaucio verSelio serumu (paruostu FB) ir 60 min. inkubuojamos su pirminiais
antikiinais (37°C). Lastelés plaunamos FB ir 1 h inkubuojamos su antriniais
ozkos antikiinais, konjuguotais su AlexaFluor 488 (10 ug/ml 1% jaucio serumo
albumino (JSA)/FB/ozkos serumo tirpale, +4°C). Analizuojama BD
FACSCanto ™ II tékmés citometru.
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2.8. Imunofluorocitocheminis metodas

Lastelés iSs¢jamos 1 ploksStele su dengiamaisiais stikliukais dugne ir
diferencijuojamos. Diferencijuotos lastelés du kartus plaunamos FB ir
fiksuojamos 4% paraformaldehidu paruostu FB (15 min., KT). Fiksuotos
lastelés du kartus plaunamos FB, 15 min. permeabilizuojamos 0.2% Triton X-
100/FB ir blokuojamos 1% JSA/FB tirpale, 1val. Tada inkubuojama su
pirminiais antikiinais (60 min., 37°C). Lastelés plaunamos 1% JSA/FB tirpalu
ir inkubuojamos su antriniais antikiinais konjuguotais su Alexa Fluor 594
(1:250) 30 min., 37°C temperatiiroje. Dar karta plaunama FB. Pavyzdziai

analizuojami florescenciniu mikroskopu.

2.9. Lasteliy transfekcija

Transfekcijai naudota plazmide pBabe-puro-Akt, kontrolei naudota
pBabe-puro-Vekt., turinfios atsparumo geneticinui geng (von Gise ir kt.,
2001).

Lasteles IMDM terpéje su 10%FBS, be antibiotiky iSs¢jamos | 24
Sulinéliy plokstele, 5x10” last./cm” tankiu. Kiekvienai transfekeija 0,5 pg DNR
praskiedziama su 25 ul OPTI-MEM terpés be serumo. 25 ul OPTI-MEM terpé
be serumo praskiedziama 2pl lipofektamino reagento (LIPOFECTAMINE ™
2000). INKUBUOJAMA 5 min. kambario temperatiroje, kad susiformuoty
DNR-lipofektamino kompleksai. | miSinj jpilama 150 pl OPTI-MEM terpés be
serumo. I§ Sulin¢liy su lgstelémis pasalinama auginimo terp¢ ir jpilama 200 pl
IMDM terpés be serumo su transfekcijos misiniu. Inkubuojama 6 val., 37°C.
Tasa uzpilama 400ul IMDM terpés su 20% FvS. Po trijy pary lasteles
pers¢jamos IMDM terp¢je su 10% FVS ir 0,3 mg/ml geneticino. Auginamos

geneticinui atsparios lgsteliy kolonijos.

2.10. Lasteliy lizavimas

Lastelés lizuojamos lizés buferiu: 10Mm TrisHCI, pH 7,4; 50 mM
NaCl; 5 mM NaF; 0,1%BSA; 1% Triton X-100. PieS buferio naudojima
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pridedama 20 pg/ml aprotinino, 1 mM PMSF, 2 mM Na3VO4. Tirpalo pH turi
buti 7,2. Milijonui lgsteliy imamas 0,5 ml lizés buferio. Laikoma lede 20 min.,
po to centrifuguojama 0-4°C 20 000 g 15 min. Supernatantas lygiomis dalimis
sumaiSomas su pavyzdzio buferiu. Baltymai denattiruojami inkubuojant 5 min.
verdan¢iame vandenyje.

Pavyzdzio buferiui sumaiSoma 2,5 ml 4xTrisHCl/natrio dodecilsulfato
buferio (NDS) pH 6,8; 2 ml glicerolio; 0,2 ml B-merkaptoetanolio; 0,1 mg
bromfenolio mélio dazo ir pripilama dejonizuoto vandens iki 10 ml. Laikoma -

20°C temperatiiroje.

2.11. Baltymuy elektroforezé

ParuoSiami tirpalai:

1. 1.4x Akrilamido/Bis-akrilamido tirpalas: 30% akrilamido; 0,8% bis-
akrilamido. 100 ml tirpalo reikia 30 g akrilamido ir 0,8 g bis-akrilamido.

2. 4x TrisHCI/NDS tirpalas: 1,5 M TrisHCI, pH 8,8; 0,4% NDS. 500 ml
tirpalo reikia 91 g Tris bazinio, 2 g NDS, 300 ml bidestiliuoto vandens. 1N
HCI nustatoma tirpalo pH 8,8 ir pripilama vandens iki 500 ml, filtruojama per
0,45 pm pory dydzio filtrg. Laikoma 4°C temperatiroje.

3. 4x TrisHCI/NDS tirpalas: 0,5 M TrisHCI, pH 6,8; 0,4%NDS. ] 80 ml
bedestiliuoto vandens pridedama 12,1 g Tris bazinio; 0,8 g NDS. 1IN HCI
nustatoma tirpalo pH 6,8 ir pripilama vandens iki 200 ml. Filtruojama ir
laikoma 4 °C temperatiroje.

4. 4x elektrodinis buferis. 5000 ml buferio reikia 15,1 g Tris bazinio, 72
g glicino, 5 g NDS. Buferio pH 8,3.

5. 10% (NH4)2S208 (AP) — 1ml.

6. Tetrametiletilendiaminas (TEMED).

10% skiriamojo gelio 10 ml gamybai imama: Akril/Bis - 3,3 ml; 4x
TrisHCI/NDS pH 8,8 - 2,5 ml; H20 — 4,2 ml; AP — 100 pl; TEMED — 15,6 pl.
Viskas gerai sumaiSoma ir polimerinama poliakrilamido gelio paruo$imo

gardeléje. Kad poliakrilamido gelio pavirSius bty lygus, pries polimerizacija
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uzsluoksniuojama butanolio, kuris po polimerizacijos nupilamas ir plaunama

destiliuotu vandeniu.

4% koncentruojamojo gelio 5,08 ml gamybai imama: Akril/Bis — 0,65
ml; 4x TrisHCI/NDS pH 6,8 — 1,27 ml; H20 — 3,1 ml; AP - 50 ul; TEMED —
10 pl. Gerai iSmaiSoma ir uZpilama ant skiriamojo 10% poliakrilamido gelio
pavirSiaus. Idedamos “Sukos”. Geliui susipolimerinus, “Sukos” atsargiai
iSimamos.

I elektroforezés aparata pripilame elektrodinio buferio. | “kiSenéles”
ineSama po 40 pl paruosty lasteliy lizaty. Jjungiama elektros srove. Sroveés
stiprumas padidinamas, kai bromfenolio mélio daZas jeina j skiriamajj gelj. Kai

bromfenolio melio dazas pasiekia skiriamojo gelio pabaiga, srové i§jungiama.
2.12. Imunoblotingas

Baltymai i§ poliakrilamidinio gelio perneSami ant PVDF membranos.
Tuo tikslu gelis dedamas ant membranos, 1§ abiejy pusiy uzdedama po 4
sluoksnius vatmano ir suspaudziama. Dedama ] perneSimo aparaty, pilamas
perneSimo buferis (500 ml buferio reikia: 1,5 g Tris bazinio; 7,2 g glicino; 100
ml metanolio; 0,5 g NDS ir vandens iki 500 ml). [jungiama 80 mA/h srove,
laikoma 2,5 val.

Po perneSimo membranos merkiamos | “bloto” tirpalg (5% neriebaus
pieno milteliai; 0,05% Tween 20; 0,01% NaN3 ) ir laitkoma 1 val. [§¢mus 1S Sio
tirpalo plaunama plovimo tirpalu (10mM TrisHCI, pH 7,5; 50 mM NaCl; 0,1%
Tween 20) 3 kartus po 5 min. Tada paveikiama pirminiais antikiinais ir
inkubuojama 4° C temperatiiroje per naktj. Po to nusiurbus pirminius
antikiinus, plaunama plovimo tirpalu 3 kartus po 5 min. Tada uzpilami antriniai
antikiinai, konjuguoti su krieny peroksidaze, ir vel inkubuojama 1 wval.
kambario temperatiiroje. Po inkubavimo plaunama 3 kartus po 5 min. plovimo
tirpalu. Imunoblotas iSrySkinamas ECL (sustiprinta chemoliuminiscencija)

metodu pagal Thermo Scientific Pierce protokola.
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2.13. Baltymo kiekio nustatymas Bradford metodu

Metodas pagristas specifine baltymo saveika su dazu Kumasi
briliantinio meliu ir susidariusios komplekso koncentracijos matavimu
spektrofotometriskai, esant 595 nm bangos ilgiui.

Kalibracinés tiesés sudarymas: ] 6 mégintuvéelius pilama po 0, 1, 2, 5,
10, 15 ir 20 pl 1 mg/ml jaucio serumo albumino (Sigma-Aldrich) tirpalo bei
distiliuoto vandens iki 1 ml. Tada j visus mégintuvéelius pilama po 500 pl
Bradford reagento. Méginiai skubiai sumaiSomi. Po 15-20 min. optinis tankis
matuojamas spektrofotometru, esant bangos ilgiui 595 nm. Remiantis optinio
tankio reikSmémis, bréziamas grafikas — Sviesos sugerties priklausomybé nuo
baltymo koncentracijos priklausomyb¢s. Gaunama kalibraciné baltymy kiekio
nustatymo tiese.

Nezinomos baltymo koncentracijos matavimas: Imama 1-5 pl tiriamojo
baltymo tirpalo, pripilama H20 iki 1 ml ir atliekamos visos anks¢iau paraSytos

operacijos. Gautieji rezultatai lyginami su kalibracine tiese.

2.14. Statistiné rezultaty analizé

Duomenys pateikti kaip  vidurkis=SN(standartinis = nuokrypis),
apskaiCiuotas 1§ maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty. Patikimumas
vertintas lyginant nesuporuoty, dviejy nuokrypiy Student t-testg. Duomenys

laikomi patikimais, kai P yra maZesnis nei 0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Disertacinio darbo metu buvo siekiama charakterizuoti 1§ suaugusio
triuSio raumens gautas kamieniy lasteliy linijas, jvertinti Igsteliy
diferencijacijos galimybes, jautruma apoptozés induktoriams ir identifikuoti
signalinius kelius, reguliuojancius Siy lagsteliy Ziit] bei iSgyvenima, lasteléms
atsakant i jvairius streso poveikius jy proliferacijos ir diferenciacijos metu.
Apoptozei indukuoti buvo naudojami prieSvéziniai vaistai — cisplatina ir
doksorubicinas bei oksidacinio streso induktoriai NOC-18 ir vandenilio
peroksidas. Siame darbe tyrimai buvo atliekami su 20 - 60 pasazy Myo9,
Myoll, Myo26 ir Myo28 Iasteliy linijomis, gautomis 1§ skirtingy gyviiny.
Pagrindiniai tyrimai vykdyti naudojant Myo9 linijos lgsteles (toliau vadinamos
Myo). Kity triusio raumens kamieniniy linijy lgstelés buvo zZymimos linijos
numeriu (pvz. Myo26).

Griau¢iy raumuo yra patrauklus ir lengvai prieinamas kamieniniy
lasteliy Saltinis regeneracinei terapijai. I$ literatiiros Zinoma, kad i§ suaugusio
raumens i8skirtos Igstelés gali pasizymeti daugiagaliSkumu (Asakura ir kt.,
2001; Wada ir kt., 2002; Kook ir kt., 2006; Yada ir kt.,2006). Priklausomai nuo
diferenciacijg indukuojancio signalo, Sios lastelés gali pasirinkti skirtingg
galutinés diferenciacijos kelig. Manoma, kad raumens kamieninése Igstelése
gali biiti indukuota daugelio lasteliy likimg nulemianciy geny, kuriy déka jos
tampa daugiaverciais pirmtakais, raiSka. Nustatyta, kad griau€iy raumens
satelitiniy lgsteliy virtimas ] kitas, pvz. mezenchimingés diferenciacijos, lasteles
gali biiti ir atsitiktinis procesas in vitro, tuo tarpu in vivo tai gali jvykti nesant
pakankamai miogeniniy signaly (Dellavalle ir kt., 2007; Inagawa-Ogashiwa ir
kt., 2002). DaugiagaliSkumo savybé prapleCia raumens kamieniniy Igsteliy

panaudojimo regeneracingje terapijoje galimybes
3.1. Triusio raumens kamieniniy lasteliy charakterizavimas

Tyrimuose naudojome kelias raumeninés kilmés Myo lasteliy linijas,

taCiau iSsamesnius tyrimus atlikome su Myo9 linijjos lgstelémis. Ankstesni
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tyrimai parod¢, kad misy tiriamos lastelés pasizymi neribotu dauginimosi

potencialu in vitro (Bukelskiene ir kt., 2005), ekspresuoja tarpiniy filamenty

baltyma desming bei aktyvintoms satelitinéms lgsteléms biidingg transkripcijos

veiksnj MyoD. Diferencijuojantis miogenine kryptimi, $ios lastelés susilieja,

suformuodamos daugiabranduoles lgsteles, ekspresuojancias miozino sunkigjg

grandine (MHC) (Bukelskien¢ ir kt., 2005; Baltriukiené, 2009). Siame darbe

atlikome iSsamesnj Myo9 lasteliy linijos charakterizavimag tékmeés citometrijos

metodu (/ lentelé). Analizavome 20-60 pasazo lasteles.

1 lentelé. Myo9 linijos lasteliy pasiskirstymas populiacijoje pagal
desmino, M-kadherino bei pavirSiaus Zymeny CD34, Sca-1, CD45 raiska.

Analizuojamas Lasteliy pasiskirstymas Kity autoriy nustatyti Zzymenys

Zymuo

populiacijoje (%)

raumens kamieninése lgstelése

Desminas

CD34

M-kadherinas

Sca-1

CD45

87 6

65+6

54+7

13+6

neturi

Lee ir kt., 2000; Paulin ir Li.,
2004; Baquero-Perez ir kt.,
2012; Jankowski ir kt., 2001.

Beauchamp ir kt., 2000;
Gussoni 1r kt., 1999; Torrente
ir kt., 2001.

Cornelisosn ir Wold, 1997;
Irintchev ir kt., 1994; Qu-
Petersen ir kt., 2002.

Jackson ir kt., 1999; Lee ir kt.,
2000; Gussoni ir kt., 1999;
Torrente 1ir kt., 2001; Qu-
Petersen ir kt., 2002.

Deasy ir kt., 2001; Gussoni ir
kt., 1999; Qu-Petersen ir kt.,
2002.

Tyrimai parodé, kad nustatyty Zymeny raiska gali Siek tiek varijuoti

lasteliy kultivavimo metu.
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3.2. Triusio raumens linijy lasteliy diferenciacijos tyrimai
3.2.1. Miogeniné¢ diferenciacija

Diferenciacijos metu miogeninése lastelése aktyvinama raumenims
specifiniy geny raiska, lastelés priartéja viena prie kitos, susilieja ir suformuoja
daugiabranduoles raumens lgsteles. Transkripcijos veiksnys miogeninas yra
diferenciacijos programg pradéjusiy kamieniniy miogeniniy lasteliy baltymas -
zymuo. Jo raiSka aktyvinama ankstyvose diferenciacijos stadijose ir yra
reikalinga kity miogenezés procesg reguliuojanciy geny ekspresijai (Kaneko ir
kt., 2002). Misy tyrimai parodé¢ padidéjusia miogenino raiSkg jau pirmag
lasteliy augimo diferenciacijos terp¢je parg. Lasteléms diferencijuojantis

ilgesnj laika (iki 96 val.) miogenino raiSka beveik nekito (3.7 pav.).

Diferenciacijos trukmé, paromis

K 1 2 3 4

B — . s <«— miogeninas
& L ¥ . -

baltymas

3.1 pav. Miogenino rai§ka miogenine kryptimi diferencijuotose Myo9 lgstelése.
Lastelés buvo keturias paras diferencijuojamos miogeninés diferenciacijos terpéje (zr.
Medziagy ir metody sk.). K — kontrolinés, proliferuojancios lastelés (24 val. po
i$séjimo). Miogenino raisSka analizuota imunoblotingo metodu. Kartu pateikiamas
dazyto gelio vaizdas, rodantis bendra baltymy kiekj takeliuose.

Miogening Myo lasteliy diferenciacijg vertinome ir pagal lasteliy
susiliejimo indeksa, kuris parodo santyki tarp branduoliy esanciy
daugiabranduolése lgstelése ir bendro branduoliy skai¢iaus tiriamoje kultiiroje.
Gauti duomenys rodo, kad jau po keturiy auginimo miogeninés diferenciacijos
terp¢je pary didele dalis lagsteliy susilieja ir suformuoja daugiabranduoles
lasteles (3.2 pav.).

Paskutiniy mety tyrimai rodo, kad tam tikromis salygomis raumens
kamieninés Igstelés gali diferencijuotis ne tik miogenine kryptimi, bet ir  kitas

mezenchiminés linijos lgsteles. Siekdami jvertinti musy tiriamy i§ triusio
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3.2 pav. Myo9 lasteliy miogeniné diferenciacija. A - Miogeninés diferenciacijos
terpéje augintos lgstelés susilieja, suformuodamos daugiabranduoles lasteles. Mastelis
50 pm. B - kontroliniy, proliferacijos terp¢je auginamy, ir miogenine kryptim
diferencijuoty Myo9 Iasteliy susiliejimo indeksas. Susiliejimo indeksas buvo
nustatomas po 4 diferenciacijos pary, suskai¢iuojant maziausiai 1000 branduoliy
trijose atskirose lgsteliy kultiirose.

raumens gauty linijy lgsteliy diferenciacin; potencialg, naudojome augimo
terpes su jvairiais diferenciacijos induktoriais. Lasteliy diferenciacija buvo
vertinama pagal tipinius besidiferencijuojanéiy lasteliy morfologinius
pozymius bei specifiniy diferenciacijos Zymeny raiska.

3.2.2. Adipogeniné diferenciacija

In vivo tyrimy duomenimis, fiziologinis senéjimas lemia padidintg
riebaly infiltracijg raumenyse. Sené¢jimo nulemtas raumens kamieniniy Igsteliy
adipogeninio potencialo didéjimas buvo patvirtintas ir tyrimuose in vitro
(Vertino ir kt., 2005; Taylor-Jones ir kt., 2002). Lasteliy kultiiroje adipogening
diferenciacijg gali skatinti riebiosios rigstys, tiazolidinedionai, Wnt signalinj
kelig slopinantys agentai bei adipogeniniy induktoriy miSiniai (Teboul ir kt,
1995; Ross ir kt., 2000; Asakura ir kt., 2001). Siame darbe adipogeninés
miogeniniy lasteliy diferenciacijos indukcijai naudojome dvi skirtingas
diferenciacijos terpes: DMEM terpe su y-linolenine riig§timi ir DMEM terpg su
adipogeniniy induktoriy miSiniu - deksametazonu, 3-isobutil-1-metilksantinu,
insulinu ir indometacinu (Zr. MedZiagy ir metody sk.). Viena adipogeniniy

lasteliy savybiy yra gebéjimas kaupti lipidus Igstelés viduje (Fernyhough ir kt.,
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2008). I8 3.3 paveikslo matome, kad misy tiriamos triusio raumens lgstelés,
auginamos adipogeninéje diferenciacijos terpéje, diferencijuojasi j lipidinius
laSelius turinCias lgsteles. Tuo tarpu kontrolinés, lygiagreciai proliferacijos
terpéje auginamos lastelés, lipidiniy laSeliy nesuformuoja. Taciau palyging
naudoty dviejy diferenciacijos terpiy efektyvumg, nustatéme skirtumus.
Auginant lgsteles DMEM terpéjé su y-linolenine riigstimi, dauguma jy jau
ketvirtag auginimo parg tur¢jo lipidinius laSelius. Tuo tarpu diferencijuojant
lasteles antruoju metodu — terpe su adipogeniniy induktoriy miSiniu, pilna

kultiiros diferenciacija buvo pasiekiama tik dviejy savaiciy laikotarpyje.

Kontrolinés, nediferencijuotos lastelés Diferencijuotos lasteles

Kontrolinés, nediferencijuotos lastelés Diferencijuotos lastelés

3.3 pav. Adipogeniné Myo lasteliy diferenciacija. A — Myo9 lastelés, 7 paras
diferencijuotos terp¢je su adipogeniniy induktoriy miSiniu (zr. Medziagy ir metody
sk.). Matomi ryskiai raudona spalva Oil Red dazu nudazyti adipogeninéms lgsteléms
budingi riebaly laseliai. B — Igstelés, 4 paras diferencijuojuotos terpéje su y-linolenine
rugstimi. Kontrolinés Iastelés, 7 arba 4 paras augintos proliferacijos terpéje. Mastelis
50 pum.
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3.2.3. Osteogeniné diferenciacija

Osteogeninés diferenciacijos metu lastelés sudaro mineralizuotg
matriksa, susidedantj i§ kolageno, kalcio, fosfaty bei kity mineraly, reikalingy
naujy kauly formavimuisi. Siekdami jvertinti misy gauty linijy Iasteliy
osteogeninés diferenciacijos galimybes, analizavome kalcio sankaupy
susidarymg, augindami Igsteles osteogeninés diferenciacijos terpéje, turincioje
B-glicerofosfata, kurj lastelés naudoja fosfaty jony Saltiniu (zr. Medziagy ir
metody sk.). Osteogeninéms lgsteléms biidingas kalcio sankaupas nustatéme
jau septintg auginimo diferenciacijos terpéje dieng, dazydami lgsteles Alizarin
Red S dazu. Kontrolinése, proliferacijos terp¢je augintose Myo lastelése,

mineralizuoto kalcio sankaupos nustatytos nebuvo (3.4 pav).

Kontrolinés, nediferencijuotos lastelés Diferencijuotos lastelés

A B
3.4 pav. Osteogeniné Myo lasteliy diferenciacija. A — kontrolinés,
nediferencijuotos lastelés; B — lastelés, 7 paras diferencijuotos osteogeninés

diferenciacijos terp¢je. Diferencijuoty lasteliy kulttiroje matomos Alizarin Red S dazu
raudonai nudazytos mineralizuoto kalcio sankaupos (zr. Medziagy ir metody sk.).
Mastelis 50 um.

3.2.4.Neurogeniné¢ diferenciacija

Pastaryjy mety darbai rodo, kad suaugusio raumens kamieninés lgstelés
sugeba perzengti savo linjjos barjerg ir diferencijuotis nerviniy Igsteliy
kryptimi. Nerviné $iy lasteliy diferenciacija buvo parodyta Zmogaus, pelés bei

ziurkiy Iasteliy modeliuose (Alessandri ir kt., 2004; Schultz ir kt., 2006; Zhang
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ir kt., 2006; Tamaki ir kt., 2007). Siekiant patvirtinti miisy gauty ir ilgg laikg in
vitro kultivuoty lasteliy transdiferenciacinj potencialg, Iastelés buvo auginamos
specifingje nervinés diferenciacijos terpéje (zr. Medziagy ir metody sk).
Nustatéme, kad Myo lastelés, veikiamos neurogeniniy induktoriy, jau ketvirtg -
SeStg auginimo dieng jgyja nervinéms lgsteléms bidingg morfologijg bei

pradeda ekspresuoti specifinj Siy lgsteliy baltymag — beta-I1I-tubuling (3.5 pav.).
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3.5 pav. Neurogeniné Myo lasteliu diferencija. A — kontroliniy, nediferencijuoty ir
6 paras neurogenine kryptimi diferencijuoty (zr. Medziagy ir metody sk.) lasteliy
morfologija. Mastelis 400 um. B — neurogeninés diferenciacijos terpéje Myo lastelés
jgyja neuronams budingg morfologija ir turi beta-IlI-tubulino baltyma. Teigiamai
kontrolei naudotos pastoviai beta-I1I-tubuling turin¢ios neuroblastomos N2A Igstelés.
B-III-tubulino raiska taip pat nustatyta imunoblotingo metodu. Kartu pateikiamas
dazyto gelio vaizdas, rodantis bendra baltymy kiekj membranoje.

N2A lgstelés ekspresuojancios
beta-III-tubuling
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3.2.5. Klonuoty Myo lasteliy liniju plastiSkumo tyrimai

Zinoma, kad raumenyje aptinkamy kamieniniy lasteliy populiacija yra
nevienalyté. [vairiy tyrimy duomenimis, raumens kamieninés Igstelés skiriasi
savo biologinémis ir biocheminémis savybémis. Be to, Sios lastelés gali
pasizymeti skirtingu diferenciaciniu potencialu. Norédami patvirtinti miisy
tiriamy triusio raumens lgsteliy daugiagaliSkuma, mes i§skyréme Myo28 linijos
individualiy Iasteliy klonus. Lastelés buvo padaugintos ir diferencijuotos
miogenine, adipogenine, osteogenine bei neurogenine kryptimis. Tiriant Siuos
lasteliy klonus nustatéme, kad i§ vienos lastelés kilusi linija iSlaiko
daugiagaliSkumo savybe ir sugeba diferencijuotis miogenine, adipogenine,

osteogenine bei neurogenine kryptimis (3.6 pav).

kryptimi diferencijuotos lastelés dazytos kristalo violetu (matosi daugiabranduolés
lastelés); B — lastelés, 3 paras diferencijuotos adipogenine kryptimi, naudojant terpe

C — osteogenine kryptimi 7 paras diferencijuotos lastelés, turincios kalcio sankaupas.
Lasteles dazytos Alizarin Red S dazu (matosi raudonai nusidaziusios mineralizuoto
kalcio sankaupos); D — neurogenine kryptimi diferencijuotos, ataugas turincios
lastelés, ekspresuojancios beta-I1I-tubuling. Lastelés diferencijuotos kaip aprasyta
Medziagy ir metody sk. Mastelis 50pm.
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Taigi, misy 1§ suaugusio organizmo raumens gauty linijy Igstelés,
galinCios neribotai daugintis in vitro bei diferencijuotis miogenine kryptimi,
yra daugiagalés t.y. ilgg laika augintos in vitro, jos geba diferencijuotis
riebalinio, kaulinio bei nervinio audinio kryptimis. Tai dar karta patvirtina

misy gauty linijy kamiening prigimtj (Kalvelyte ir kt., 2013).

3.3. Raumens kamieniniy l13steliy linijy Ziities tyrimai

Chemoterapinio gydymo metu be véziniy lgsteliy veikiamos ir visos
kitos organizmo lgstelés. 50% vézio atvejy pacientams vystosi raumeny atrofija
bei kiti su tuo susij¢ simptomai, kurie bendrai vadinami vézio kaheksija.
Parodyta, kad cisplatina tiesiogiai lemia raumeny atrofija, veikdama
diferencijuoty raumens lgsteliy baltymy apykaitg (Damrauer ir kt., 2008). Taip
pat yra Zinomas kardiotoksinis Sios medziagos veikimas (Tassinari ir kt.,
1997). Taciau kol kas yra mazai zinoma apie chemoterapiniy medziagy poveikj
raumens kamieninéms Igsteléms. Tod¢l tolimesnéje darbo dalyje siekéme
jvertinti cisplatinos poveik] miisy tiriamoms raumens kamieninéms lgsteléms
Ju diferenciacijos metu. Diferencijuoty lgsteliy Zities pobiidis buvo vertinamas
po 24 ir 48 poveikio valandy pagal apoptozei biidingy morfologiniy pokyc¢iy
atsiradima (3.7 pav.). Apoptozines lgsteles nustatéme jau po 24 cisplatinos (10-
20 pg/ml) poveikio valandy, taCiau Siuo metu apoptozés biidu Ziistancios
lastelés sudaré tik nedidelg populiacijos dalj. Diferencijuoty lasteliy kultiiroje
didesnis apoptoziniy lgsteliy kiekis buvo stebimas tik po 48 poveikio valandy
poveikio. Nekrozinés Iastelés cisplatina poveiktoje diferencijuoty lasteliy
kultiiroje sudar¢ nedidele dal; ir nedaug skyrési nuo kontrolés.

Diferencijuoty Myo lasteliy apoptozés tyrimuose taip pat naudojome
kita chemoteraping medziaga — doksorubicing, bei oksidacin] stresa
indukuojancias medziagas — vandenilio peroksidg ir azoto oksido donorg —
NOC-18. Anks¢iau esame nustate, kad Sios medziagos, priklausomai nuo
koncentracijos, gali slopinti Myo linijy lasteliy augima ir/arba indukuot]

apoptozing jy ziit] (Baltriukiené ir kt., 2008; Baltriukiene, 2009).
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A

3.7 pav. Cisplatinos sukeliamos lasteliy Ziities pobuidZio jvertinimas. A -
kontroliné lgsteliy kulttira; B - apoptuojanciy lasteliy kulttira. Tiriamos miogenine
kryptimi diferencijuotos lgstelés buvo 48 val. veiktos cisplatina (15 pg/ml), dazytos
AO/EB ir analizuotos fluorescenciniu mikroskopu. Mastelis S0um.

Siame darbe lyginome jvairiomis kryptimis diferencijuoty ir
proliferuojanciy lasteliy jautruma apoptozés induktoriams. Diferencijuotos
lastelés buvo veikiamos tokiomis medziagy dozémis, kurios ankstesniuose
proliferuojanciy lasteliy tyrimuose po 24 poveikio valandy sukeldavo 40-60%
lasteliy populiacijos apoptozing ziit] (Baltriukiene, 2009; Stulpinas ir kt.,
2012). Proliferuojan¢iy bei diferencijuoty lasteliy gyvybingumas po 24
cisplatinos poveikio valandy buvo vertinamas MTT metodu (zr. Metody
skyriy). Gauti rezultatai rodo, kad miogeninés, adipogeninés bei osteogeninés
diferenciacijos metu lgstelés tampa atsparesnés apoptozés induktoriams,
lyginant su proliferuojan¢iomis lgstelémis. Tuo tarpu neurogenings
diferenciacijos metu lasteliy jautrumas apoptozés induktoriams padidé¢ja.
Literatiroje taip pat yra duomeny apie sumaz€jusj neurogenine kryptimi

diferencijuoty lgsteliy gyvybingumg (Zhang ir kt., 2007) (3.8 pav.).

70



Miogeniné diferenciacija

e 12 BProlif 1.2 B Prolif 1,2 H Prolif.
£ > w > w
£ aDif ;ﬂ 1 aDif E o1 @Dif
£ E =
£ E £
5 5 5
“ 15 20 “ “ 2 3
CisPt koncentracija, pg/ml DOX koncentracija, uM H202 koncentracija, mM,
Adipogeniné¢ diferenciacija
z 124 B Prolif é 1,2 EProlif é 1,2 B Prolif
g . o : .
L 1 @Dif 1 : aDif 1 aDif
2 2 [ 2 r
) = 08 5 0,8
: 2 06+ £ 06 |
£ 04 é 0,4
£ £ 02+ w027
15 20 2 3 4 2 3
CisPt koncentracija, pg/ml DOX koncentracija, pM H202 koncentracija, mM
. . . . (X3
Osteogeniné diferenciacija
5 12 B Prolif 5 12 B Prolif i 1,2 B Prolif
=1 mDif 51 @Dif 1 @Dif
£ 5 £ 08
=
% % % 0,6 -
& i w 041
£ £ k=
E £ £ 02
3 g g o-
P 3
CisPt koncentracija, pg/ml DOX koncentracija, pM H202 koncentracija, mM
Neurogeniné diferenciacija
@ 12 - WProlif é 1.2 EProlif = 1,2 B Prolif
?n 1 aDif g 1 @Dif Eﬂ 1 @Dif
£ £ os o
6 5 06 to
£ g 04 R
‘%‘ *’%. 0,2 0
@ 0 0 - 5
10 15 20 1 2 3
CisPt koncentracija, j1g/ml DOX koncentracija, pM H202 koncentracija, mM

3.8 pav. Diferencijuoty ir proliferuojan¢iy Myo Igsteliu atsparumas
apoptoziniams poveikiams. Prolif — proliferuojancios lastelés, veiktos 24 valanda po
i§s¢jimo, Dif — jvairiomis kryptimis diferencijuotos Myo lastelés. Diferencijuotos
lastelés pries poveiki buvo auginamos specialiose diferenciacijos terpése (Zr.
Medziagy metody skyriy). Lasteliy gyvybingumas vertintas MTT metodu, gauti
iSreiksti Pateikiamas maziausiai trijy

rezultatai santykiniu  gyvybingumu.

nepriklausomy eksperimenty vidurkis+SN, p<0,05.

71



3.4. Signaliniy molekuliy, reguliuojan¢iy raumens kamieniniy linijy

lasteliy iSgyvenimo/Ziities procesus, tyrimas

Lastel¢je jvairiy stresy poveikio metu aktyvinami signaliniai keliai,
kurie perduoda informacija nuo lgstelés pavirSiaus receptoriy i branduolio
transkripcijos aparatg. Dél to kinta specifiniy transkripcijos veiksniy
aktyvumas, skatinama arba slopinama tam tikry lastelés zitj arba iSgyvenima
lemianciy geny raiSka. Eukariotinése Igstelése vieni i§ geriausiai iStirty signalo
perdavimo keliy yra PI3/Akt bei mitogeny aktyvinamy proteinkinaziy (MAPK)
signalo perdavimo keliai, tarp jy — ERK, p38, JNK kinaziy kaskados. Akt, taip
pat Zinoma kaip baltymy kinaz¢ B, yra svarbi lgsteliy proliferacijos,
diferenciacijos ir iSgyvenimo reguliacijai. [vairiose 1gsteliy sistemose PI3K/Akt
signalinis kelias paprastai laikomas Igsteliy i§gyvenimg nulemianciu keliu. Akt
kinazés slopinimas paprastai stabdo lasteliy augima, indukuoja apoptoze,
lastelés tampa jautresnés jvairiy iSoriniy veiksniy poveikiui. Sie jvairis
iSoriniai signalai aktyvina Akt per fosfotidilinozitol-3-kinaze¢ (PI3K), kurios
aktyvumas priklauso nuo receptoriniy tirozino kinaziy arba nuo su G baltymais
susijusiy receptoriy (Martindale ir kt., 2002). Akt funkcionuoja kaip
antiapoptozinis veiksnys, slopinantis “mirties” molekules. Aktyvi Akt yra
perneSama ] citoplazmg arba ] branduolj, kur yra dauguma Sio baltymo
substraty. Akt substratai tiesiogiai dalyvauja apoptozeés reguliacijoje: neigiamai
reguliuoja pro- ir teigiamai — antiapoptoziniy geny transkripcijg (Song ir kt.,
2005; Barthwal ir kt., 2003; Sandeep ir kt., 1997; Cardone ir kt., 1998 Song ir
kt., 2010).

ERK MAPK kaskadg aktyvina augimo veiksniai, ji yra svarbi lasteliy
proliferacijai bei 1Sgyvenimui. JNK ir p38 MAPK signaliniai keliai, aktyvinami
lasteléms atsakant ] jvairius stresinius poveikius, paprastai yra siejami su
apoptozes indukcija Igstelése (Minden ir kt., 1997; Laethem ir kt., 2004; He ir
kt., 2010). Taciau yra duomeny, kad Sios MAP kinazés, priklausomai nuo
lasteliy tipo bei diferenciacijos stadijos, gali pasizyméti skirtingu vaidmeniu

apoptozés reguliacijoje (Junttila ir kt., 2008).
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3.4.1. PI3 kinazés/Akt signalinio kelio vaidmuo diferencijuoty raumens

kamieniniy lasteliy apoptozés reguliacijoje

Siekdami jvertinti PI3K/Akt signalinio kelio vaidmen; Myo Iasteliy
iSgyvenimo procese jy diferenciacijos metu, tyréme Akt kinazés raisSkg ir
fosforilinimg po cisplatinos poveikio. Ankstesni duomenys rodo, kad
proliferuojancios raumens kamieninés lastelés turi pastoviai fosforilintg fosfo-
Akt baltyma, kurio lygis kiek mazé¢ja apoptozinio proceso metu (Baltriukiene,
2009; Stulpinas ir kt., 2012). Nustatéme, kad mio-, osteo- bei adipogenine
kryptimi diferencijuotose lastelése Akt fosforilinimo lygis padidéja, lyginant su
proliferuojanciomis lgstelémis. Tuo tarpu neurogeninés diferenciacijos metu

buvo nustatytas Akt fosforilinimo mazéjimas (3.9 pav.).
Osteo Adipo Neuro

Mio
K Dif i i

K bif K Dif K Dif

pAKkt

3.9 pav. Akt kinazés fosforilinimo kitimas Myo lasteliuy diferenciacijos metu. K —
kontrolinés, proliferuojancios lastelés (24 val. po iSsé¢jimo), Dif — diferencijuotos
lastelés. Lastelés buvo diferencijuojamos specifinése diferenciacijos terpése, kaip
aprasSyta Medziagy ir metody sk. Akt molekuliy fosforilinimas nustatytas
imunoblotingo metodu, panaudojus specifinius antikiinus (pThr308) (zr. Medziagy ir
metody sk.). Pateiktas tipinis vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris nepriklausomus
eksperimentus.

Akt kinazés vaidmuo jvairiomis kryptimis diferencijuoty Myo Iasteliy
apoptozéje buvo tiriamas panaudojant specifinj Akt aktyvinancios kinazés —
PI3K, slopiklj Ly294002. Sio inhibitoriaus veikima diferencijuotose lastelése
patvirtinome imunoblotingo metodu, kuris diferencijuotose, cisplatina

paveiktose lgstelése parodé Akt fosforilinimo slopinima (3.10 pav.).
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3.10 pav. PI3K/Akt signalinio kelio slopiklio - Ly294002 jtaka Akt kinazés
fosforilinimui jvairiomis kryptimis diferencijuotose Myo lastelése. Lastelés buvo
veikiamos cisplatina (15 mg/mL) pragjus 15 min. po slopiklio (20 uM) poveikio. Akt
molekuliy fosforilinimas nustatytas imunoblotingo metodu, panaudojus specifinius
antikiinus prie$ fosforilintg baltymo forma (pThr308). Pateiktas tipinis vaizdas, gautas
atlikus maziausiai tris nepriklausomus eksperimentus.

Atlike tolimesnius lgsteliy ziities tyrimus, nustatéme, kad Akt kinazés
slopinimas padidina lasteliy zuvima po cisplatinos poveikio (3.11 pav.). Tokie
patys rezultatai buvo gauti ir panaudojus kitus Akt signalinio kelio slopiklius -

Akt inhibitoriy VIII ir vortmaning (duomenys nepateikti).
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3.11 pav. PI3K/Akt signalinio kelio slopinimo jtaka cisplatinos indukuotai
diferencijuoty Myo lasteliy Ziuciai. Slopikliu Ly294002 (20uM) lastelés buvo
veikiamos 15 min. prie§ poveikj cisplatina (15 pg/ml). Lasteliy gyvybingumas buvo
vertinamas po 24 poveikio valandy tripano mélio testu (zr. Medziagy ir metody sk.).
Gauti rezultatai iSreik§ti santykiniu gyvybingumu. Pateikiamas maziausiai trijy
nepriklausomy eksperimenty vidurkis£SN, p<0,05.

Matome, kad diferencijuotose Myo lastelése PI3K inhibitorius
Ly294002 slopino Akt fosforilinimg (aktyvuma) ir didino lasteliy zati. Tai
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patvirtina antiapoptozinj Akt kinazés vaidmenj diferencijuotose lgstelése po
prieSvézinio vaisto cisplatinos poveikio. AnksCiau esame nustatg, kad
proliferuojanciose lgstelése Akt kinazés vaidmuo cisplatinos poveikio atveju
gali biiti proapoptozinis (Baltriukiené, 2009). Sie miisy tyrimy rezultatai rodo,
kad Akt aktyvinimo lygis skirtingomis kryptimis diferencijuotose Myo
lastelése gali lemti nevienoda S$iy Igsteliy jautruma apoptozés induktoriams.
Padid¢jes Akt kinazés fosforilinimo lygis mio-, osteo- bei adipogenine
kryptimi diferencijuotose lgstelése gali salygoti didesni jy atsparumg
citotoksiniams poveikiams.

Antiapoptozinj Akt vaidmenj diferencijuotose Myo lastelése parodéme
ir genetiniais metodais. Siekdami padidinti Akt raiskg tiriamuose lgstelése, 1
Sias lgsteles jvedéme plazmide puroBabe-Akt. Palyginimui buvo naudojamos
puroBabe-vekt plazmide transfekuotos lgstelés. Nustatéme, kad Myo lastelés
su padidinta Akt raiSka, diferencijuotos miogenine kryptimi, buvo atsparesnés
prieSvéziniy vaisty cisplatinos ir doksorubicino poveikiui uz tus¢iu vektoriumi
transfekuotas lgsteles (3.12 pav.). Taigi, Akt kinaz¢ diferencijuotas Myo linijy

lasteles apsaugo nuo apoptozes sukeléjy poveikio.

mvekt. [ 3.12 pav. Padidintos
makt [ Akt  raiSkos  jtaka
miogenine kryptimi
diferencijuoty Myo
Igsteliy gyvybingumui.
Lastelés su jvesta
plazmide puroBabe-Akt
(Akt) bei kontrolinés
lastelés su Jvesta
plazmide puroBabe-vekt
(Vekt) (zr. Medziagy ir metody sk.) buvo veikiamos cisplatina (15 pg/ml, CisPt) ir
doksorubicinu (2,5 uM, DOX). Poveikio trukmé - 24 val. Lasteliy gyvybingumas
vertintas MTT metodu, gauti rezultatai iSreikSti santykiniu gyvybingumu.
Pateikiamas maZiausiai trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkis+SN, p<0,05.

1.2

Santykinis gyvybingumas

CisPt DOX
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3.4.2. MAPK kinaziy vaidmuo diferencijuoty raumens kamieniniy lgsteliy

apoptozés reguliacijoje

Sioje darbo dalyje tyréme MAP kinaziy raidka ir aktyvinimo kinetika
miogenine kryptimi diferencijuotose lgstelése po citotoksiniy medziagy
poveikio. Tyrimuose su diferencijuotomis lgstelémis naudojome tokias
apoptozés induktoriy koncentracijas, kurios po 24 poveikio valandy
proliferuojanciose Igstelése paprastai sukelia 20 — 60 % lasteliy zit.
Proliferuojancios lastelés buvo tiriamos 24 valandg po jy i8séjimo,
diferencijuotos — 4 — 6 parg nuo diferenciacijos pradZios. Palyginimui
naudojome kontaktines lgsteles, kurios lygiagreciai diferencijuotoms lasteléms
buvo auginamos proliferacijos terpéje. Jei besidiferencijuojanciy lgsteliy
dauginimasis po paros sustodavo, tai proliferacijos terpéje lastelés nustodavo
daugintis tik atsiradus glaudiems kontaktams tarp lasteliy. Kurj laika kulttiroje,
iki bandymo pradzios jos biidavo kontaktinio stabdymo biisenoje. Tod¢l Sig

populiacijg ir pavadinome kontaktinémis lgstelémis.

3.4.2.1. ERK MAPK vaidmuo miogenine kryptimi diferencijuoty lasteliy

apoptozés reguliacijoje

ERK signalinio kelio aktyvinimas yra svarbus lgsteliy dalijimuisi,
migracijai, lasteles skeleto reorganizacijai, diferenciacijai ir lasteliy
1Sgyvenimuti, taciau yra duomeny, kad §i kinaz¢ taip pat dalyvauja streso atsake
bei Igstelés zuties procese (Werlen ir kt., 2003). Siekdami iSsiaiskinti ERK
kinazés vaidmenj cisplatinos indukuotoje apoptozeje, tyréme ERK molekuliy
raiSka ir fosforilinimg, kuris koreliuoja su Sios kinazés aktyvinimu. Gauti
duomenys pateikiami 3.13 pav., A.

Palyging ERK raiSkg diferencijuotose ir kontaktinése Myo lastelése po
cisplatinos poveikio, matome, kad ji iSlieka pastovi visg tyrimo laikotarpj
abiejose tirtose lgsteliy populiacijose. Taciau cisplatina sukelia vélyva, tik po
24 valandy nuo poveikio pradzios stebimg, ERK baltymy fosforilinimo lygio

padidéjimg tiek diferencijuotose, tiek ir kontaktinés Igstelése. Anksciau atlikti
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ERK fosforilinimo tyrimai proliferuojanciose lastelése rodé¢ panaSius ERK
fosforilinimo poky¢ius po cisplatinos poveikio (Baltriukiene, 2009).

MAP kinaz¢ ERK dazZniausiai aktyvinama po mitogeny poveikio bei
paprastai siejama su lastelés proliferacija ir i§gyvenimu, taciau yra duomeny ir
apie jos proapoptozinj veikimg. Siekiant nustatyti, kokj vaidmen; ERK MAPK
signalinis kelias atlicka miogeniniy lasteliy apoptozés reguliacijoje jy
diferenciacijos bei kontaktinio augimo metu, Igsteles veikéme specifiniu ERK
signalinio kelio slopikliu — UO126. Sis slopiklis netiesiogiai veikia ERK
kinazés aktyvinimg, slopindamas MEKI1/2, kuri aktyvina ir fosforilina
ERK1/2. Anks¢iau yra parodyta, kad Myo lastelese 20 puM UOI126
koncentracija efektyviai slopina ERK fosforilinimg, stebimg 8 valandg nuo
poveikio pradzios (Stulpinas, 2008; Baltriukiené, 2009). Misy tyrimai, atlikti
su miogenine kryptimi diferencijuotomis lgstelémis rodo, kad ERK signalinio
kelio slopiklis UO126 (20 uM) skatina cisplatinos (15 pg/ml) indukuota
apoptoze (3.13 pav., B).

Taigi, cisplatina paveiktoje Myo lasteliy kultiiroje nustatéme vélyva
Sios kinazes fosforilinimo padidéjima bei gana auksta nuolatinj ERK aktyvuma
kontrolinése lastelése. Daugelyje kity lgsteliy linijy taip pat yra stebimas
nuolatinis ERK aktyvumas, ta¢iau ERK vaidmuo skirtingose lgsteliy sistemose
daznai skiriasi. PC12 Igsteliy tyrimai rodo, kad stiprus, bet greitai praeinantis
ERK aktyvinimas vercia lgsteles daugintis, o uzsitesgs - nukreipia lgsteles
diferenciacijos kryptimi. Sis skirtumas yra pasickiamas membraniniy
receptoriy lygyje, kai Ras/Raf kelig aktyvina skirtingi receptoriai (pvz. EGFR
ir NGFR), dalyvaujant cikliniam AMP (O’Neill ir Kolch, 2004). Proliferacija
skatinantis ERK vaidmuo yra siejamas su padidinta D1 ciklino raiska, kurig
sukelia Ras/Raf signalinio kelio nuolatinis aktyvumas. Ciklinas D1 aktyvina
Cdk4 ir Cdk6, kurios skatina Igstelés jud¢jimg ciklo fazémis. Taciau nustatyta,
kad lgstelés dauginasi tik tada, kai Ras/Raf kelias yra pastoviai, taciau silpnai
aktyvuotas: suintensyvéjus signalo perdavimui Ras/Raf keliu, Igstelés nustoja
daugintis ir pradeda diferencijuotis. Sio reiskinio priezastimi gali bati CDK

slopiklio p21 raiskos/aktyvumo padidéjimas, vykstantis dél uzsitesusio ERK
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3.13 pav. ERK MAPK vaidmuo diferencijuotose ir kontaktinése lastelése po
cisplatinos poveikio. A - ERK kinazés raiSka ir fosforilinimas miogenine kryptimi
diferencijuotose (a) ir kontaktinése (b) lastelése po cisplatinos (15 pg/ml) poveikio
tirti imunoblotingo metodu, panaudojus specifinius antiktinius prie§ ERK baltyma bei
fosforilintas ERK formas (zr. Medziagy ir metody sk.). Pateiktas tipinis vaizdas,
gautas atlikus maziausiai tris nepriklausomus eksperimentus. B - MEK1/2 kinazés
slopiklio UO126 jtaka miogenine kryptimi diferencijuoty ir kontaktiniy lgsteliy
gyvybingumui po cisplatinos poveikio. Lastelés slopikliu UO126 (20 uM) paveiktos
15 min. anks¢iau nei cisplatina (15 pug/ml). Poveikio trukmé - 24 val. Lasteliy
gyvybingumas vertintas MTT metodu, gauti rezultatai iSreikSti santykiniu
gyvybingumu. Pateikiamas maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty
vidurkis+SN, p<0,05.

aktyvinimo (Kerkhoff ir Rapp, 1998). [vairts MEK farmakologinio slopinimo
tyrimai rodo, kad ERK taip pat gali reguliuoti mitochondrinj apoptozés
inicijacijos kelig. Parodyta, kad astrocituose aktyvinta ERK kinaz¢ skatina
mitochondrinés ATP sintazés veikimg, palaiko mitochondrijy membraninj
potencialg, apsaugo Igsteles nuo cit ¢ iSlaisvinimo ] citoplazmg bei slopina
proapoptozin] Bad baltymag (Yung ir kt., 2004; Lee ir kt., 2004; Jin ir kt.,
2002). Taciau kity tyrimy duomenimis, aktyvinta ERK gali turéti ir neigiama
poveiki Igsteliy i§gyvenimui. Pavyzdziui, neuronuose MEK/ERK kelias skatina
proapoptozinio Bax translokacijg j mitochondrijas ir jy vakuolizacijg (Isobe ir
kt., 2003; Ishikawa ir kt., 2003). Naujesniais duomenimis, transkripcijos
veiksnio c-Fos transkripcijos aktyvacijos domenas yra ERK kinazés
aktyvacijos trukmés jutiklis. Kadangi c-Fos jeina j transkripcijos komplekso

AP-1 sudéty, jo kiekio kitimas gali keisti 1gsteliy atsaka (Chalmers irkt., 2007).
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Apibendrinus gautus rezultatus galima teigti, kad miogeninés
diferenciacijos metu ERK kinazés signalinis kelias apsaugo raumens
kamienines Igsteles nuo citotoksinio cisplatinos poveikio. Todél ERK
signalinio kelio aktyvintojai, panaudoti chemoterapijos metu, galéty apsaugoti

miogenines lgsteles nuo apoptozes.

3.4.2.2. p38 MAP kinazés vaidmuo diferencijuoty lasteliu apoptozés

reguliacijoje

Ivairty tyrimy duomenimis, p38 MAP kinaziy signalinis kelias yra
svarbus eukariotiniy Igsteliy proliferacijos, diferenciacijos bei apoptozes
reguliatorius. p38 vaidmuo miogeniniy lasteliy  apoptozéje yra
nevienareikSmis. Yra duomeny tiek apie proapoptozinj (Zhu ir kt., 1999;
Meldrum ir kt., 1998), tiek ir apie antiapoptozinj Sios kinazés veikima (Zechner
ir kt.,1998; Craig ir kt., 2000; Hoover ir kt., 2000). Parodyta, kad p38 apsaugo
pirminius Zziurkés kardiomiocitus nuo anizomicino indukuotos apoptozés
(Zechner et al., 1998). Kiti tyrimai nurodo skirtingas p38 a ir B formy funkcijas
lasteliy iSgyvenime: kardiomiocituose, Jurkat bei Hela Iastelése p38a
indukuoja apoptoze, o p38p - lemia iSgyvenimg (Mackay ir Mochly-Rosen,
1999; Wang ir kt., 1998; Nemoto ir kt., 1998). Manoma, kad Sios kinazes
vaidmuo perduodant apoptozinj ar iSgyvenimo signalg priklauso nuo Igsteliy
tipo, jy diferenciacijos stadijos bei poveikio.

Sioje darbo dalyje tyréme p38 baltymo raiska ir fosforilinima
diferencijuotose ir kontaktinése Myo lagstelese (3.14 pav., A). 1S pateikty
duomeny matome, kad kontaktinése ir diferencijuotose lastelése p38 MAPK
raiSka po cisplatinos poveikio nesikeiCia, bet fosforilinimas pradeda didéti po
poveikio ir pasiekia maksimumg ketvirta poveikio valanda. Kontaktuojanciose
ir diferencijuotose lastelése aukstas fosfo-p38 lygis islieka iki dvideSimt
ketvirtos valandos.

Paprastai ilgalaikis p38 MAP kinazés aktyvinimas yra siejamas su
apoptozés indukcija. Siekdami nustatyti p38 MAP kinazés signalinio kelio

vaidmen]  cisplatinos,  sukeltoje = miogeniniy  lasteliy  apoptozéje,
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kontaktuojancias ir diferencijuotas lasteles veikéme p38 kinazés specifiniu
inhibitoriumi SB203580. Kaip ir daugelis kity kinaziy inhibitoriy, SB203580
blokuoja ATP prisiriS§img. Gauti duomenys pateikiami 3.14 paveiksle, B. Miisy
gauti rezultatai rodo, kad p38 MAPK slopinimas didina Igsteliy zuvimag po

cisplatinos poveikio.

Poveikio trukmé, val.
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3.14 pav. p38 MAPK vaidmuo diferencijuotose ir kontaktinése lastelése po
cisplatinos poveikio. A - p38 MAPK kinazés raiska ir fosforilinimas miogenine
kryptimi diferencijuotose (a) ir kontaktinése (b) lastelése po cisplatinos (15 pg/ml)
poveikio buvo nustatyti imunoblotingo metodu, panaudojus specifinius antikiinius
pries p38 baltyma bei fosforilintas p38 formas (zr. Medziagy ir metody sk.). Pateiktas
tipinis vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris nepriklausomus eksperimentus. B -
MAP kinazés p38 slopiklio SB203580 jtaka miogenine kryptimi diferencijuoty ir
kontaktiniy lasteliy gyvybingumui po cisplatinos poveikio. Lastelés slopikliu
SB203580 (20 uM) paveiktos 15 min. anksc¢iau nei cisplatina (15 pg/ml). Poveikio
trukmé - 24 val. Lasteliy gyvybingumas vertintas MTT metodu, gauti rezultatai
iSreik$ti  santykiniu gyvybingumu. Pateikiamas maZiausiai trijy nepriklausomy
eksperimenty vidurkis+=SN, p<0,05.

Tai leidzia manyti, kad miogeniniy Igsteliy diferenciacijos ir kontaktinio
augimo metu streso kinazé p38 apsaugo Iasteles nuo cisplatinos indukuojamos
apoptozes. Ir, nors literatiiros duomenimis ilgalaikis streso kinaziy aktyvinimo
padidé¢jimas paprastai siejamas su jy dalyvavimu apoptozés indukcijoje, miisy
duomenys apie p38 kinazés palaipsnj ir ilgalaikj fosforilinimo/aktyvinimo

did¢jimg raumens kamieninése lastelése ir jos slopinimo metu padidéjusia
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lasteliy Zzutj, nepatvirtina Sio teiginio. Taigi, p38 MAP kinazés vaidmuo
apoptozés reguliacijoje gali skirtis priklausomai nuo Igsteliy rtsies.

Ankstesni tyrimai parodé, kad Sio kelio aktyvumas taip pat reikalingas
lasteliy  dauginimuisi bei proliferuojanciy lgsteliy  iSgyvenimui po
kardiotoksiniy poveikiy (Baltriukien¢, 2009). Taigi, p38 MAPK kelio, kaip ir
ERK kinazés aktyvinimas, galéty buti taikomas siekiant sumazinti

chemoterapiniy medziagy sukeliamg paSalinj poveik].

3.4.2.3. JNK MAP kinazés vaidmuo diferencijuoty lasteliy apoptozés

reguliacijoje

c-Jun N-galo kinaz¢ (JNK) priklauso streso aktyvinamy baltymy
kinaziy grupei ir paprastai sicjama su apoptozés indukcija lastelése. Zinoma,
kad jvairiis veiksniai - hiperosmotinis Sokas, hipoksija/reoksigenacija, baltymy
sintezés slopikliai (pvz. anizomicinas), reaktyvis deguonies junginiai (ROS),
uzdegiminiai citokinai ir kt., aktyvina Sig kinaze Sirdies miocity kulttiroje bei
kitose Igstelése, taciau zinios apie $io kelio vaidmenj yra gana prieStaringos.
Ivairiy tyrimy duomenimis, Sirdies miocituose JNK MAP kinaz¢ gali atliekti
tiek pro-, tiek ir antiapoptozinj vaidmenj (Aoki ir kt., 2002).

Sioje darbo dalyje tyréme JNK kinazés raiska ir fosforilinima
miogenine kryptimi diferencijuotose ir kontaktinése Myo lastelése po
cisplatinos poveikio. Miogenine kryptimi diferencijuotose lastelése cisplatina
indukavo palaipsnj ir ilgalaikj JNK1/2 fosforilinimg. Tuo tarpu JNK raiSka po
cisplatinos poveikio nekito. IStyre JNK aktyvinima kontaktinése Myo lgstelése,
paveiktose cisplatina, gavome panasius duomenis - po cisplatinos poveikio taip
pat buvo indukuojamas palaipsnis ir ilgalaikis JNK1/2 aktyvinimas. Kaip ir
diferencijuotose, taip ir kontaktinése lgstelése JNK raiSka nekito, o iSliko

pastovi visg tyrimo laikotarpj (3.15 pav.).
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Poveikio trukmé, val. Poveikio trukmé, val.
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3.15 pav. MAP kinazés JNK raiSka ir fosforilinimas miogenine Kkryptimi
diferencijuotose ir kontaktinése lastelése po cisplatinos poveikio. A — JNK kinazés
raiSka ir fosforilinimas miogenine kryptimi diferencijuotose (A) ir kontaktinese (B)
lastelése po cisplatinos (15 pg/ml) poveikio buvo nustatyti imunoblotingo metodu,
panaudojus specifinius antikiinius prie§ JNK baltyma bei fosforilintas JNK formas
(zr. Medziagy ir metody sk.). Pateiktas tipinis vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris

+— fosfo-JNK172 —3

+— JNK12

nepriklausomus eksperimentus.

Vienas 18§ pagrindiniy JNK taikiniy lastel¢je yra transkripcijos veiksnys
c-Jun. Jo aktyvumas gali biiti reguliuojamas transkripciniame ir
potranskripciniame lygmenyje fosforilinant N-gale esanc¢ius Ser73 ir Ser63
(mazesniu laipsniu) bei Thr91 ir/arba Thr93. Tai stabilizuoja c-Jun, padidina jo
gebéjima susiristi su DNR ir aktyvinti geny-taikiniy transkripcija (Leppa ir kt.,
1998). Tode¢l jvertinome kaip kinta c-Jun fosforilinimas miogenine kryptimi
diferencijuotose ir kontaktinése lgstelése po cisplatinos poveikio. Nustatéme,
kad cisplatina indukuoja palaipsnj ir ilgalaikj c-Jun fosforilinimo didé€jima,
kuris koreliuoja su JNK fosforilinimo kinetika Siose lastelése (3.16 pav.). Tai
rodo galimg JNK vaidmenj fosforilinant c-Jun. Analogiski tyrimy rezultatai
buvo gauti veikiant proliferuojancias Myo lasteles cisplatina bei kita
chemoterapine medziaga — daunorubicinu (Baltriukiene, 2009; Stulpinas ir kt.,
2012).

JNK streso kinazés aktyvinimas dazniausiai yra stebimas Iastelei
atsakant ] vidulgstelinius ir uzlgstelinius stresinius poveikius. JNK signalinio
kelio vaidmuo reguliuojant lgsteliy zutj néra vienareikSmis. Priklausomai nuo
lasteliy tipo bei poveikio jis gali ir skatinti apoptoze, ir ja stabdyti (Tourner ir
kt., 2000; Aoki ir kt., 2002). Taciau yra iSkelta hipotezé, kad ilgalaikis JNK
aktyvinimas veda lgstelés Ziities link, tuo tarpu trumpalaikis aktyvinimas lemia

lastelés i8gyvenimg (Lou ir kt., 2005, Mansouri ir kt., 2003). Mes nustatéme
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3.16 pav. c-Jun fosforilinimo kitimas miogenine kryptimi diferencijuotose ir
kontaktuojanciose lastelése po cisplatinos poveikio. C-Jun fosforilinimas (pSer63)
diferencijuotose (A) ir kontaktinése (B) lgstelése po cisplatinos (15 pg/ml) poveikio
buvo analizuojamas imunoblotingo metodu. Pateiktas tipinis vaizdas, gautas atlikus
maziausiai tris nepriklausomus eksperimentus. Kartu pateikiamas dazytas gelis,
rodantis bendrg baltymy kiek; takeliuose.

laipsniska ir ilgalaikj JNK kinazes ir jos taikinio — c-Jun fosforilimo didéjima.
Tolimesniuose tyrimuose siekéme nustatyti, kokj vaidmen; JNK aktyvinimas
atlicka miogenine kryptimi diferencijuotose ir kontaktuojanciose lastelése. Tuo
tikslu, lygiagre€iai su apoptozés induktoriais, lgstelés buvo veikiamos
specifiniu JNK kinazés slopikliu SP600125. Sis inhibitorius, jungdamasis prie
ATP prisirisSimo vietos JNK molekuléje, slopina jos fosforilinimg ir sutrikdo
JNK taikiniy aktyvinimg. Norédami patvirtinti slopiklio veikimg miogenine
kryptimi diferencijuotose ir kontaktinés kultiiros Igstelése, tyréme JNK taikinio
c-Jun fosforilinimg po cisplatinos poveikio. Imunoblotingo metodu parodéme,
kad diferencijuotose ir kontaktuojanciose Myo lastelese JNK slopiklis

SP600125 mazina cisplatinos indukuotg c-Jun fosforilinimo lygj (3.17 pav.).

- = ow + SP600125 3.17 pav. JNK slopiklio
+ + + + cisplatina SP600125 itaka c-Jun

fosforilinimui miogenine
i i fosfo-c-Jun  pryntimi  diferencijuotose ir

kontaktinése Myo lastelése po
cisplatinos poveikio. Miogenine
Dif Kontakt kryptimi diferencijuotos (Dif) ir
kontaktinés (Kontakt) lastelés
slopikliu SP600125 (40 uM) paveiktos 30 min. anks¢iau nei cisplatina (15 pg/ml).
Poveikio trukmé - 8 val. Kartu pateikiama dazyta membrana, rodanti bendrg baltymy
kiekj takeliuose.

baltymas
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Taigi, miisy tiriamoje lgsteliy sistemoje SP600125 efektyviai slopina
JNK kinazés veikimg. Toliau tirdami JNK vaidmen;j cisplatinos indukuotoje
lasteliy apoptozéje gavome gana netikétus rezultatus. Kiek anksCiau misy
laboratorijoje buvo nustatytas proapoptozinis JNK kelio vaidmuo cisplatina
paveiktose proliferuojanciose Myo lgstelése (Baltriukiené, 2009). Tuo tarpu
Siame darbe parodéme, kad JNK slopiklis SP600125 stabdé proliferuojanciy ir
didino diferencijuoty bei kontaktiniy lgsteliy zuvimg po cisplatinos poveikio
(3.18 pav., A). Be to, ijvertinome kaip kinta diferencijuoty lasteliy Ziities
pobiidis po cisplatinos ir SP600125 poveikio. IS 3.18 paveiksle, B pateikty
duomeny matome, kad JNK kinazés slopinimas padidina apoptozés budu
zuvusiy lasteliy dalj nuo 13% 1ki 35%, t.y. daugiau nei du kartus. Tai reiskia,
po cisplatinos poveikio JNK pasizymi antiapoptoziniu veikimu miogenine

kryptimi diferencijuotose lastelése.
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3.18 pav. JNK MAPK Kkinazés vaidmens tyrimas Myo lastelése po cisplatinos
poveikio. A - JNK kinazés slopiklio SP600125 (40uM) ijtaka proliferuojanciy,
miogenine kryptimi diferencijuoty ir kontaktiniy Igsteliy gyvybingumui po cisplatinos
(15 pg/ml) poveikio. K24 —proliferuojancios lastelés, cisplatina veiktos 24 val. po
i1$s¢jimo, Dif — miogenine kryptimi diferencijuotos Igstelés, Kontakt — kontaktinés
lastelés lygiagreciai augintos proliferacijos terpe¢je. Poveikio trukmé - 24 val. Lasteliy
gyvybingumas vertintas MTT metodu, gauti rezultatai iSreikSti santykiniu
gyvybingumu. Pateikiamas maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty
vidurkis+=SN, p<0,05. B - miogenine kryptimi diferencijuoty lasteliy pasiskirstymas
kultiiroje pagal nusidazyma AO/EB (Zr. Medziagy ir metody sk.): Lastelés slopikliu
SP600125 (40 uM) paveiktos 30 min. anksciau nei cisplatina (15 pg/ml). Poveikio
trukmé - 24 val.

84



Gautus rezultatus apie JNK vaidmens pasikeitimg miogenine kryptimi
diferencijuotose lagstelése patvirtinome ir kity Myo linijy lastelése. 3.79
paveiksle pateikti duomenys rodo, kad Myol1l, Myo26, Myo28, kaip ir Myo9
linijos atveju, JNK slopiklis stabdo proliferuojanciy, bet didina diferencijuoty

lasteliy Ziit] po citotoksinio cisplatinos poveikio.

B Be SP600125

Myol1

ESu SP600125

Santykinis gyvybingumas

K24 Dif Kontakt

BBe SP600125
@Su SP&00125

Myo26

Santykinis gyvybingumas

Kontakt

EBe SP600125
BE8u 8P600125

Myo28

Santykinis gyvybingumas

K24 Dif Kontakt

3.19 pav. JNK kinazés slopiklio SP600125 jtaka skirtingu Myo liniju lasteliy
gyvybingumui po cisplatinos poveikio. K24 —proliferuojancios lgstelés, cisplatina
veiktos 24 val. po i8séjimo. Dif — miogenine kryptimi diferencijuotos lastelés.
Kontakt — kontaktinés Iastelés lygiagreciai auginamos proliferacijos terpéje. Lastelés
slopikliu SP600125 (40uM) paveiktos 30 min. anks¢iau nei cisplatina (15 pg/ml).
Poveikio trukmé - 24 val. Lasteliy gyvybingumas vertintas MTT metodu, gauti
rezultatai iSreikSti  santykiniu gyvybingumu. Pateikiamas maziausiai trijy
nepriklausomy eksperimenty vidurkis+SN, p<0,05.

Tolesnis misy tikslas buvo nustatyti, ar §is JNK vaidmens pasikeitimas

lasteléms diferencijuojantis yra buidingas tik cisplatinos poveikiui, ar tai
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griauc¢iy kamieniniy Igsteliy savybé. Tod¢l analogiSkus tyrimus atlikome su
kita chemoterapine/genotoksine medziaga — doksorubicinu bei oksidacinj
stresg imituojanciu azoto oksido donoru NOC-18.

Paveike misy tiriamas diferencijuotas lasteles doksorubicinu (2,5 pM),
nustatéme tokig pat JNK fosforilinimo eiga, kaip ir cisplatinos atveju - 3.20
paveiksle, A matome palaipsnj ir ilgalaikj JNK1/2 fosforilinima. Siuo atveju,
taip pat, nustattme JNK vaidmens pasikeitimg 1§ proapoptozinio
proliferuojanciy lasteliy atveju, | antiapoptozinj diferencijuotose Myo lastelése

(3.20 pav., B).

@ ! B Be SP600125
g @ESu SP600125
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g
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3.20 pav. JNK MAPK Kkinazés fosforilinimo bei vaidmens tyrimas miogenine
kryptimi diferencijuotose lgstelése po doksorubicino poveikio. A — JNK

fosforilinimo kitimas po DOX (2,5 uM) poveikio nustatytas imunoblotingo metodu.
Kartu pateikiama dazyta membrana, rodanti bendrg baltymy kiekj takeliuose. B —
JNK kinazés slopiklio SP600125 jtaka Igsteliy gyvybingumui po DOX poveikio. K24
proliferuojancios lgstelés, doksorubicinu veiktos 24 val. po i§s¢jimo, Dif — miogenine
kryptimi diferencijuotos lastelés. Lastelés slopikliu SP600125 (40uM) paveiktos 30
min. anksCiau nei doksorubicinu (2,5 uM). Poveikio trukmé - 24 val. Lasteliy
gyvybingumas vertintas MTT metodu, gauti rezultatai iSreikSti santykiniu
gyvybingumu. Pateikiamas maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty
vidurkis£SN, p<0,05.

Tokig pat INK MAPK fosforilinimo tendencija nustatéme ir tirdami
JNK aktyvinimg diferencijuotose lgstelése po azoto monoksido donoro NOC-

18 poveikio (3.21 pav.).
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3.21 pav. JNK fosforilinimo

Poveikio trukmé, val. kitimas miogenine kryptimi

K 05 1 2 4 8§ 24 diferencijuotose lastelése po NOC-
A . . 18‘ poveikio. JNK fosforilin%n?o

- b kitimas po DOX (2,5 uM) poveikio
haltymas nustatytas imunoblotingo metodu (Zr.

Medziagy ir metody sk.). Kartu
pateikiama dazyta membrana, rodanti
bendra baltymy kiekj takeliuose.

Misy duomenys, gauti tiriant NOC-18 vaidmenj proliferuojanciose
Myo lastelése parodé, kad jose NOC-18 sukelia MAP kinaziy ERK, p38 ir
JNK fosforilinimg bei indukuoja lgsteliy Zziit] apoptozés biidu (Bironaite ir kt.,
2009). NOC-18 paveiktose miogenine kryptimi diferencijuotose Myo lastelése
JNK fosforilinimas indukuojamas palaipsniui - ilgéjant poveikio laikui fosfo-
JNK kiekis didéja. Literatiros duomenimis, azoto oksidas, priklausomai nuo
dozées, gali sukelti ir apoptozing, ir nekrozing lgsteliy zut] (Arstall ir kt., 1999).
Siame darbe diferencijuotas Myo lasteles veikéme tokia NOC-18
koncentracija, kuri sukelia apie 40 — 60% proliferuojanciy lasteliy ziiti. Mes
esame parode, kad JNK, kaip ir ERK bei p38 kinazés, dalyvauja apsaugant
proliferuojancias lasteles nuo apoptoze sukelian¢io NOC-18 poveikio
(Bironaité ir kt., 2009). Nuslopinus JNK kinaze¢ diferencijuotose lgstelése, taip
pat nustatéme antiapoptozinj jos veikimg. JNK slopiklis SP600125 skatino tiek
proliferuojanciy, tiek ir diferencijuoty lasteliy Ziitj po NOC-18 poveikio (3.22
pav., A). 3.22 paveiksle, B pateikti duomenys rodo, kad JNK slopinimas didina
apoptozes budu Zistanciy lgsteliy kiekj diferencijuoty (a) ir proliferuojanciy (a)
lasteliy populiacijoje. Taigi, INK MAP kinazés signalinis kelias apsaugo Myo
lasteles nuo NOC-18 indukuotos apoptozeés tiek jy proliferacijos, tiek ir
diferenciacijos metu. Literatliroje yra gana prieStaringy duomeny apie JNK
vaidmen] lastelése oksidacinio streso metu. Yra duomeny, kad JNK atlieka
proapoptozin] vaidmen;j lasteléms atsakant | oksidacinj stresga. Nustatyta, kad
oksidacinio streso veikiamuose Sirdies miocituose ilgalaikis JNK aktyvinimas
skatina proapoptoziniy molekuliy - cit ¢ ir AIF, iSlaisvinimg i§ mitochondrijy

(Aoki ir kt., 2002). Tuo tarpu kituose literatiros Saltiniuose nurodomas
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3.22 pav. JNK Kkinazés slopiklio SP600125 jtaka Igsteliy gyvybingumui po NOC-
18 poveikio. A - Iasteliy skaiCiaus kitimas po cisplatinos poveikio. K24 —
proliferuojancios lagstelés paveiktos 24 val. po i$séjimo, Dif — miogenine kryptimi
diferencijuotos lastelés. Poveikio trukmé - 24 val. Lasteliy gyvybingumas vertintas
MTT metodu, gauti rezultatai iSreikSti santykiniu gyvybingumu. Pateikiamas
maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkis£SN, p<0,05. B - lasteliy
pasiskirstymas kultiiroje pagal nusidazyma AO/EB: Cia: (a) - diferencijuotos lastelés,
(b) proliferuojancios lastelés. Lastelés slopikliu SP600125 (40 uM) paveiktos 30 min.
anksciau nei cisplatina (15 pg/ml). Poveikio trukme - 24 val.

antiapoptozinis Sios kinazés vaidmuo oksidacinio streso metu (Dougherty ir
kt., 2002; Andreka ir kt., 2001).

Zinoma, kad JNK aktyvinimo kinetika nulemia biologinj lastelés atsaka
1 streso poveiki: trupalaikis, iki 1 val., JNK aktyvinimas paprastai yra susijes su
lastelés 1§gyvenimo signalo perdavimu, o vélesnis ir ilgiau iSliekantis (1-6 val.)
- perduoda apoptozinj signalg (Ventura ir kt., 2006). Tafiau misy gauti
rezultatai to nepatvirtina.

Apibendrinant gautus rezultatus galima daryti iSvada, kad stresy

aktyvinamos JNK kinazés vaidmuo raumens kamieniniy linijy Iasteliy
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apoptozes indukcijoje skiriasi priklausomai nuo Igsteliy diferenciacijos laipsnio
bei apoptozes induktoriaus.

Tolimesniuose tyrimuose vertinome JNK vaidmenj reguliuojant kitomis
kryptimis diferencijuoty lasteliy zitj apoptozés biidu. Pradzioje iStyréme JNK
ir jos pagrindinio taikinio transkripcijos veiksnio c-Jun fosforilinimg bei JNK
raiSka po cisplatinos poveikio adipogenine, neurogenine, osteogenine linkme
diferencijuotose lastelése (3.23 pav.). Imunoblotingo metodu gauti rezultatai
rodo kad veikiant osteo-, adipo-, bei neurogenine kryptimi diferencijuotas
lasteles cisplatina, JNK fosforilinimas, priklausomai nuo poveikio laiko,
laipsniskai didé¢ja, taciau bendra baltymo raiSka nekinta. Be to, jau 4 cisplatinos
poveikio valandg pradedamas aktyvinti JNK taikinys - c-Jun. Kaip ir
miogeninés diferenciacijos atveju, osteogenine, adipogenine ir neurogenine
linkme diferencijuotose lgstelése cisplatinos indukuojamas c-Jun fosforilinimas

koreliuoja su JNK kinazés aktyvinimu.

Poveikio trukmé, val. Poveikio trukmé, val. Poveikio trukmé, val.
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3.23 pav. JNK MAP Kkinazés ir fosfo-c-Jun fosforilinimo kitimas osteogenine,
adipogenine ir neurogenine Kkryptimi diferencijuotose Myo lastelése po
cisplatinos poveikio. Diferencijuotos lastelés bus veikiamos cisplatina (15
pug/ml).Pries poveikj lastelés buvo auginamos specifinése diferenciacijos terpése (Zr.
Medziagy ir metody sk.). JNK fosforilinimas registruotas imunoblotingo metodu,
naudojant specifinius antikiinius prieS JNK bei fosforilintas JNK ir c-Jun baltymy
formas. Kartu pateikiama dazyta membrana, rodanti bendrg baltymy kiekj takeliuose.
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Siekdami patvirtinti, kad Siose lastelése c-Jun yra aktyvinamas JNK
kinazés, naudojome JNK slopikl; SP600125. 3.24 paveiksle pateikti duomenys
rodo, kad SP600125 slopina cisplatinos indukuojamg c-Jun fosforilinimg
osteogenine, adipogenine ir neurogenine kryptimi diferencijuotose lastelése.
Anksciau esame parodg, kad proliferuojanciose Myo Igstelése c-Jun dalyvauja
JNK proapoptozinio signalo perdavime po cisplatinos, daunorubicino ir
doksorubicino poveikio (Baltriukiene, 2009; Stulpinas ir kt., 2012). Taciau
Siame darbe cisplatinos poveikio atveju nustatéme antiapoptozin; JNK

vaidmenj miogenine kryptimi diferencijuotose Igstelése.

- + - + - + SP600125
+ + + + + + cisplatina
i “4— fosfo-c-Jun

baltymas
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3.24 pav. JNK slopiklio SP600125 jtaka c-Jun fosforilinimui osteogenine (Osteo),
adipogenine (Adipo) ir neurogenine (Neuro) kryptimi diferencijuotose Myo
lastelése. Lastelés slopikliu SP600125 paveiktos 30 min. anksc¢iau nei cisplatina (15
pg/ml). Poveikio trukmé - 8 wval. c-Jun fosforilinimas (Ser73) registruojamas
imunoblotingo metodu, kartu pateikiama dazyta membrana, rodanti bendra baltymy
kiekj takeliuose.

Panaudodami JNK slopikl] SP600125 tyréme kokj vaidmen; aktyvinta
JNK atlieka osteo-, adipo- ir neurogenine kryptimis diferencijuoty Myo lasteliy
zuties reguliacijoje. IS 3.25 paveiksle pateikty duomeny matome, kad JNK
slopiklis mazina gyvy lasteliy kiekj po cisplatinos poveikio. Taigi, osteogenine,
adipogenine bei neurogenine kryptimis diferencijuotose lastelése, kaip ir
miogeninés diferenciacijos atveju, JNK kinazé pasiZzymi antiapoptoziniu

veikimu.
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3.25 pav. JNK Kkinazés slopiklio SP600125 jtaka osteogenine (Osteo), adipogenine
(Adipo) bei neurogenine (Neuro) kryptimi diferencijuoty lasteliu gyvybingumui
po cisplatinos poveikio. Lastelés slopikliu SP600125 (40 uM) paveiktos 30 min.
anksciau nei cisplatina (15 pg/ml). Poveikio trukmé - 24 val. Lasteliy gyvybingumas
vertintas MTT metodu, gauti rezultatai iSreikSti santykiniu gyvybingumu.
Pateikiamas maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkis+SN, p<0,05.

3.4.3. Apoptozés iniciacijos keliy tyrimas miogenine kryptimi

diferencijuotose lastelése po cisplatinos poveikio

Zinoma, kad apoptoze reguliuojantys signalai lasteléje paleidZia
apoptozés vykdymo/egzekucijos masinerijg, kurios pagrindiniai komponentai
yra kaspazes. Siekdami iSsiaiSkinti apoptozinio signalo perdavimg miogenine
kryptimi diferencijuotose lgstelése tyréme iSorinio (receptorinio) ir vidinio
(mitochondrijy) apoptozés iniciacijos keliy dalyvavimg lagsteléems atsakant j
citotoksinj cisplatinos poveikj. Tyrimuose naudojome specifinius kaspaziy 3, 8
ir 9 inhibitorius. Kaspaze¢ 8 yra iSorinio apoptozes kelio signalo perdavéja, o
kaspaze 9 perduoda mitochondrinio kelio signalg. ISorinis bei vidinis apoptozés
signaliniai keliai susikerta ties kaspaze 3. Nustatéme, kad misy sistemoje
apoptozeés signalo perdavime dalyvauja visos trys kaspazes (3.26 pav.). Taigi,
miogenine linkme diferencijuotose, kaip ir proliferuojanciose Myo lastelése,
cisplatina skatina apoptoz¢ dalyvaujant tiek ,,mirties receptoriams®, tiek ir

mitochondrijoms.
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3.26 pav. ISorinis ir vidinis apoptozés iniciacijos keliai dalyvauja cisplatinos
indukuotoje proliferuojanciy ir miogenine kryptimi diferencijuoty Myo lasteliy
apoptozéje. Kaspaziy slopikliy c3i, c8i ir ¢91 (20 uM) jtaka Igsteliy gyvybingumui po
cisplatinos poveikio vertinta triplno meélio testu. Poveikio trukmé 24 val. Gauti
duomenys iSreiksti santykiniu gyvybingumu, t.y. gyvy lasteliy skaiciaus po poveikio
su cisplatina ir inhibitoriais santykiu su gyvu lgsteliy skai¢iumi po poveikio cisplatina
be inhibitoriy. Pateikiamas maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty
vidurkis£SN, p<0,05.

3.4.3.1 JNK vaidmuo reguliuojant iSorinj apoptozés kelia Myo

Iastelése po cisplatinos poveikio

Pagrindinis iSorinio apoptozés kelio tarpininkas po cisplatinos poveikio
gali buti Fas ligandas (Mansouri ir kt., 2003). Yra Zinoma, kad FasL genas yra
aktyvinamas apoptozés iniciacijos metu, o jo produktas — baltymas, i§skiriamas
i lastelés iSore. Sio geno raiska kontroliuoja transkripcijos kompleksas AP-1.
Su FasL raiskos indukcija paprastai siejamas MAP kinazés JNK ilgalaikis
aktyvinimas, nes biitent §i kinazé ir fosforilina AP-1 komplekso narj, c-Jun, jo
aktyvacijos domene — N-gale. Tokia jvykiy seka veda link apoptozés iSoriniu —
nuo ,,mirties receptoriy* priklausomu keliu. Gali biiti, kad JNK/c-Jun signalinis
kelias skirtingai reguliuoja FasL raiSka proliferuojanciose ir diferencijuotose
lastelése. Tirdami apoptozeés veiksnio FasL raiSka cisplatinos nustatéme, kad
FasL baltymo kiekis diferencijuotose lastelése po cisplatinos poveikio nesikeité

(3.27 pav.).
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Poveikio trukmé, val. 3.27 pav. FasL raiSka miogenine

K 05 1 2 4 8 24 kryptimi diferencijuotose
lastelése po cisplatinos poveikio.

SO s e < FasLo Fagl raiska lastelése po cisplatinos

(15  pg/ml) poveikio  buvo
baltymas  analizuota imunoblotingo metodu
(zr. Medziagy ir metody sk.).
Pateiktas tipinis vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris nepriklausomus
eksperimentus. Kartu pateikiama dazyta membrana, rodanti bendrg baltymy kiekj
takeliuose.

Anksciau esame parodg, kad FasL raiSka nesikeicia ir proliferuojanciose
Myo lastelése po cisplatinos arba doksorubicino poveikio. Taciau patikring
FasL receptoriaus, Fas (CD95), raiSka lgstelése, nustatéme laipsniSka jo

baltymo kiekio did¢jima (3.28 pav.).

Poveikio trukmé, val. 3.28 pav. FAS raiska Myo

K 05 1 2 4 8 24 lastelesewpo msplatl.no.s“povelklo.
Fas raiskos padid¢jimas po

_47 Fas cisplatinos (15 pg/ml) poveikio
nustatytas imunoblotingo metodu

(zr. Medziagy ir metody sk.).
Pateiktas tipinis vaizdas, gautas
atlikus maziausiai tris

nepriklausomus eksperimentus. Kartu pateikiama dazyta membrana, rodanti bendra
baltymy kiekj takeliuose.

baltymas

ISorinio FasL/Fas kelio dalyvavimg cisplatinos indukuotoje apoptozeje
diferencijuotose lastelése patvirtinome panaudodami FasL imituojancius
antikinus (anti-Fas, Jo2), kurie sgveikaudami su Fas receptoriais juos
oligomerizuoja, ir, tokiu biidu imituodami ligando poveikj, sukelia Igsteliy zt;.
IS 3.29 paveiksle pateikty duomeny matome, kad anti-Fas didina tiek
proliferuojanciy, tiek ir diferencijuoty cisplatina paveikty lgsteliy zitj. Taciau
analogi6kas anti-Fas poveikis nekeicia kontroliniy, cisplatina neveikty, lasteliy

gyvybingumo (nepateikti duomenys). Taigi, prieSveézZinis vaistas cisplatina, tiek
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proliferuojanciose, tiek diferencijuotose Myo lastelése, sukelia apoptoze,

panaudodamas Fas/FasL kelig.

3.29 pav. Anti-Fas antikiiny

—
=2

fa—y

jtaka miogenine kryptimi
diferencijuoty lasteliy

=
jes]

gyvybingumui. Jo2 antikiiny jtaka

=}
I

Santykinis gyvybingumas
= =)
2 Lo}

lasteliy gyvybingumui po
cisplatinos (15 pg/ml) poveikio
vertinta MTT metodu, gauti

duomenis  iSreikSti  santykinio
gyvybingumo vidurkiu£SN,

0 _ _ apskaiCiuotu 1§ maziausiai trijy
Prolif Dif nepriklausomy eksperimenty,
EKontrolé Banti-Fas P<0.05 (zr. Medziagy ir metody

sk.).

Kitas miisy uzdavinys buvo i$siaiSkinti, ar FasL/Fas apoptozés kelio

reguliavime dalyvauja cisplatinos aktyvinta JNK. Tuo tikslu naudojome JNK

inhibitoriy SP600125. Imunoblotingo metodu iStyr¢ pagrindinio JNK taikinio

c-Jun fosforilinimg esame parode, kad misy tiriamoje lasteliy sistemoje

SP600125 yra efektyvus JNK aktyvumo slopiklis (3./8 pav.). Taciau Sioje

darbo dalyje gauti duomenys rodo, kad JNK slopinimas Myo Igstelése nekeicia

FasL raiskos po cisplatinos poveikio (3.30 pav.). Taigi, Myo lastelése JINK

nedalyvauja FasL raiSkos reguliavime.

- + SP600125

+ +  cisplatina

B sl

baltymas

3.30 pav. JNK slopiklio SP600125 jtaka
FasL raiskai diferencijuotose Myo lastelése.
FasL raiska buvo analizuota imunoblotingo
metodu (Zr. Medziagy ir metody sk.). Lastelés
slopikliu SP600125 (40 puM) paveiktos 30
min. anksCiau nei cisplatina (15 pg/ml).
Poveikio trukmé - 8 wval. Pateiktas tipinis
vaizdas, gautas atlikus maziausiai tris
nepriklausomus eksperimentus. Kartu
pateikiama dazyta membrana, rodanti bendrg
baltymy kiekj takeliuose.
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Literatiiroje yra duomeny, kad JNK taikiniu gali biiti Fas receptorius,
todel iStyréme Fas raiSka po cisplatinos poveikio esant SP600125. IS 3.3/
paveiksle pateikty duomeny matyti, kad JNK slopiklis mazina Fas kiek;j

proliferuojanciose Iastelése, taciau neslopina Fas raiSkos diferencijuotose

lastelése.
3.31 pav. JNK slopiklio SP600125 jtaka
. + - + SP600125 Fas raiSkai proliferuojanciose ir
+ + * +  cisplatina miogenine kryptimi diferencijuotose

:i* - Iastelése po cisplatinos poveikio. FasL
"% Fas raiSka proliferuojanciose ir miogenine
'. kryptimi diferencijuotose Myo lastelése
- buvo  analizuiojama  imunoblotingo

baltymas metodu. Lastelés slopikliu SP600125 (40

uM) paveiktos 30 min. anks¢iau nei

Prolif Dif cisplatina (15 pg/ml). Poveikio trukmé -

8 val. Kartu pateikiamas dazytas gelis,
rodantis bendra baltymy kiek; takeliuose.

Taigi, JNK vaidmuo reguliuojant receptorinj Fasl./Fas apoptozés kelig
skiriasi proliferuojanciose ir diferencijuotose lastelése - diferencijuotose

lastelése JNK nedalyvauja Fas raiskos aktyvinime.

3.4.3.2. JNK kinazés vaidmuo vidinio (mitochondrinio) apoptozés

kelio reguliacijoje

Ivairiy tyrimy duomenimis, JNK kinazé be receptorinio apoptozes
iniciacijos kelio taip pat gali dalyvauti ir mitochondrinio apoptozés kelio
reguliacijoje, kontroliuodama Bcl-2 Seimos geny raiska tiek transkripciniame,
tiek ir potransliaciniame lygmenyje (Soh ir kt., 2003; Dunn ir kt., 2002; Burke,
2007; Deng ir kt., 2001). Viena pagrindiniy Bcl-2 baltymy funkcijy yra
reguliuoti mitochondrijy membranos vientisuma ir cit ¢ i$laisvinima. Sie
baltymai pasizymi dvejopu veikimu: jie gali apoptoze skatinti (Bcl-xg, Bax,

Bid, Bim, Bak, Bad) arba slopinti (Bcl-2, Bcl-x; Bag) (Adams ir kt., 1998).
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JNK kinaze, skirtingai fosforilindama Bcl-2 Seimos baltymus, gali lemti jy
aktyvinimg arba slopinimg, o taip pat didinti arba mazinti Siy baltymy kiekj
lasteléje, juos stabilizuodama arba nukreipdama degradacijos keliu. Parodyta,
kad oksidacinio streso metu kardiomiocituose aktyvinta JNK fosforilina
proapoptozinj Bax baltymg ir skatina jo translokacijg ; mitochondrijas. D¢l to,
vyksta proapoptoziniy molekuliy — cit ¢ bei AIF, iSlaisvinimas j citoplazmg bei
kaspaziy 9 ir 3 aktyvinimas (Aoki ir kt., 2002). Proapoptozinis JNK veikimas
taip pat pasireiSkia jai fosforilinant ir iSaktyvinant antiapoptozinius Bcl-2 bei
Bcl-Xy baltymus. IS kitos pusés, fosforilindama Bcl-2 baltymo Ser-70 liekana,
JNK sustiprina jo antiapoptozinj veikimg, stabilizuoja, apsaugo nuo
degradacijos ir lemia lgsteliy i§gyvenimg Todél specifinis amino riig8¢iy
liekany fosforilinimas gali skatinti arba slopinti apoptozines/antiapoptozines
Bcl-2 Seimos baltymy funkcijas. Be to, fosforilinimas kei¢ia Bcl-2 baltymy
stabilumg bei sgveikg su kitais Sios Seimos nariais (Ito ir kt., 1997). Bcl-2 ir
Bax baltymai pasiZymi antagonistiniu veikimu. Sudarydami heterodimerus Sie
baltymai slopina vienas kito funkcijas. Yra duomeny, kad Bax ir Bcl-2 baltymy
santykis lasteléje lemia jos jautruma apoptozés induktoriams (Oltvai ir kt.,
1993).

Siekdami jvertinti JNK kinazés vaidmenj vidinio apoptozes kelio
reguliavime, tyréme reguliatoriniy vidinio apoptozés kelio baltymy -—
proapoptozinio Bax ir antiapoptozinio Bcl-2 — raiSka diferencijuotose ir
proliferuojanciose Myo lastelése. Miisy gauti rezultatai rodo, kad JNK slopiklis
SP600125 po cisplatinos poveikio maZina proapoptozinio Bax baltymo kiekj
proliferuojanciose lgstelése ir padidina diferencijuotose lastelése. Ir atvirkS¢iai,
SP600125 padidina antiapoptozinio baltymo Bcl-2 kiekj proliferuojanciose ir
sumazina diferencijuotose Myo lastelése (3.32 pav.). INK slopiklio nulemtas
Bax ir Bcl-2 baltymy raiskos pokytis cisplatina paveiktose proliferuojanciose ir
jvairiomis kryptimis diferencijuotose Myo Igstelése koreliuoja su JNK

vaidmeniu apoptozés reguliavime.
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- + spsoo12s  3.32 pav. JNK Kkinazés slopiklio SP600125 jtaka
csplatina  Bax ir Bcl-2 baltymy raiSkai diferencijuotose ir

proliferuojanciose  lastelése po  cisplatinos
poveikio. Proliferuojancios bei osteogenine (Osteo),
—_— —— adipogenine (Adipo), neurogenine (Neuro) ir

baltymas miogenine (Mio) kryptimis diferencijuotos Myo

lastelés buvo veikiamos JNK slopikliu (40 uM) 30
Bel-2 min. prie§ cisplating (15 pg/ml). Poveikio trukmé 8

val. Proapoptozinio Bax ir antiapoptozinio Bcl-2
~ baltymas Dbaltymo raiSka buvo analizuojama imunoblotingo
metodu. Salia pateikiamas dazytos membranos arba
gelio vaizdas, rodantis bendrg baltymy kiekj
takeliuose arba B-aktino raiska.

e

Prolif

Taigi, proliferuojanciose lasteléese JNK kinazé skatina apoptoze,
didindama santykj tarp proapoptozinio Bax ir antiapoptozinio Bcl-2 baltymo.
Tuo tarpu, diferencijuotose lgstelése antiapoptozinis JNK veikimas yra
nulemtas jos geb¢jimo reguliuoti Bax/Bcl-2 baltymy kiekio santykj Iasteliy
1Sgyvenimo kryptimi.

3.4.3.3. JNK vaidmens reguliuojant Akt kinazés signalinj kelia tyrimas

Perduodama antiapoptozinius signalus JNK gali panaudoti kitus uz
lasteliy 18gyvenimg atsakingus signalinius kelius ar molekules. Literattiroje yra
duomeny apie dviejy signaliniy keliy, JNK ir Akt, rysj (Kamada ir kt., 2007).
Padid¢jes Akt aktyvumas gali slopinti JNK kelig ir tai gali biiti Akt nulemiamo
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iSgyvenimo efekto priezastimi (Cerezo ir kt., 1998; Barthwal ir kt., 2003). IS
kitos puses, JNK veikia per Akt ir lemia kardiomiocity i§gyvenimg kulttiroje
po hipoksijos (Shao ir kt., 2006). Yra nustatyta, kad JNK fosforilina Akt
kinazés Thr450 ir taip reguliuoja jos aktyvumg (Brazil ir Hemmings, 2001). Be
to, JNK ir PI3K/Akt signaliniai keliai veikdami kartu skatina plauciy vézio
lasteliy iSgyvenimg in vitro ir in vivo (Lee ir kt., 2005).

Akt kinazés vaidmenj apsaugant diferencijuotas lgsteles nuo Zziities
patvirtinome naudodami Akt signalinio kelio slopikl] L'Y294002 (3.11 pav.), o
taip pat Igsteles su padidinta Akt raiSka (3./2 pav.). Duomenys apie Akt
slopinant] LY294002 veikimg diferencijuotose Myo Iastelése pateikti (3.19
pav.). Lasteliy Zities tyrimy rezultatai rodo, kad diferencijuotose kamieninése
lastelése, veiktose cisplatina ir Akt slopikliu Ly294002, Zzuvimas padidéja
lyginant su lastelémis, kuriose Akt nebuvo slopintas (3.0 pav.). Sie duomenys
patvirtina, kad Akt dalyvauja apsaugant jvairiomis kryptimis diferencijuotas
lasteles nuo zuties.

Siekdami nustatyti galimg ry$] tarp JNK ir Akt signaliniy molekuliy,
tyréme Akt fosforilinimg cisplatina paveiktose diferencijuotose Myo lastelése
po JNK slopiklio SP600125 poveikio (3.33 pav.). Parodéme, kad
diferencijuotose Iastelése nuslopinus JNK fosforilinimg, maZz¢ja ir Akt
fosforilinimas. Proliferuojanciose lastelése tokio nuslopinimo nenustatéme.
Taigi, Sie rezultatai rodo, kad JNK dalyvauja Akt fosforilinimo reguliacijoje.

JNK ir Akt kinaziy rySiai buvo patvirtinti jvairiose sistemose, taciau jy
tarpusavio sgveikos labai jvairios. Pavyzdziui, jau minétas JNK kinazés
pakartotinis Akt aktyvinimas skatina kardiomiocity i§gyvenima po hipoksijos
(Shao ir kt., 2006), o insulino apsauginis efektas iSemijos/reperfuzijos
pazeistam miokardui taip pat yra bendro Akt ir JNK aktyvinimo pasekmé - Akt
fosforilinimo kilimas yra nulemiamas aktyvintos JNK, kuri yra atsakinga uz
miokardo pazeidimy slopinimg (Liu HT, Zhang HF ir kt., 2007). Kita vertus,
lasteles nuo zities apsauganti Akt funkcija gali buti aiSkinama ir JNK

iSaktyvinimu. Pavyzdziui, neuroapsauginis insulino poveikis smegeny
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9 + . +  SPG00125 3.33 pav. JNK slopiklio SP600125

+ o+ +  + cisplatina jtaka Akt Kkinazés fosforilinimui.
Proliferuojancios bei miogenine (Mio)

WSS e o« fosfo-Akt i peurogenine (Neuro)  kryptimi
diferencijuotos lgstelés buvo veiktos

SP600125 slopikliu (40 pM) 30 min

baltymas pries cisplating (15 pg/ml). Poveikio

trukmé 8 wval. Akt fosforilinimas

Prolif registruojamas imunoblotingo metodu,
naudojant specifinius antikiinius pries

-'7 nisitieihd Akt  fosforilintg  formg.  Kartu
pateikiamas  dazytos =~ membranos

B aktinas vaizdas, rodantis bendrg baltymy kiekj
takeliuose arba [-aktinas.

N euro

I
Semijos atveju ziurkés hipokampe vyksta aktyvintam PI3K/Akt signaliniam
keliui neigiamai reguliuojant JNK (Hui L, Pei DS ir kt., 2005). Be to, Akt
fosforilina ir neigiamai reguliuoja ASK baltyma, kuris aktyvina JNK (Kim AH,
Khursigara G ir kt., 2001). Dar vienas galimas indukuotos navikiniy Igsteliy
zuties reguliacijos mechanizmas - tai nuo JNK priklausomas Akt ir mTOR
slopinimas (Ho KK ir kt., 2009). Neseniai nustatyta, kad JNK-1 skirtingai
reguliuoja Akt fosforilinimg trumpos ir iStgstos reperfuzijos metu Tmaus
miokardo infarkto atveju (Wei J. ir kt., 2011).

Remiantis miisy gautais duomenimis, galime JNK antiapoptozinj
veikimg diferencijuotose lgstelése susieti su Akt signaliniu keliu, atsakingu uz
lasteliy iSgyvenima, t.y. JNK antiapoptozinis vaidmuo gali biiti paaiSkintas Akt

signalinés molekulés aktyvinimu.

3.5. Rezultaty apibendrinimas

Kamieniniy Igsteliy 1Sgyvenimo/Ziities mechanizmy tyrimai yra svarbiis
siekiant iSsaugoti organizme esan¢iy kamieniniy lgsteliy gyvybinguma
chemoterapijos metu bei taikant kamienines 1gsteles regeneracingje medicinoje,
siekiant atstatyti pazeisto organo veikla. Ypatingai svarbu suprasti i$siaiSkinti,

kaip kinta molekuliniai kamieniniy Iasteliy apoptozés reguliavimo
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mechanizmai lgsteliy diferenciacijos metu, nes kamieniniy Igsteliy virtimas
kitomis, diferencijuotomis lgstelémis yra nuolatinis procesas, vykstantis
organizme joms gavus diferenciacijos signala. Siame darbe buvo atlickami
suaugusio organizmo raumens kamieniniy lgsteliy zities ir iSgyvenimo
signaliniy mechanizmy tyrimai, lgsteliy proliferacijos ir diferenciacijos metu.
Didzioji tiriamy lasteliy dalis pasizyméjo ankstyvojo miogeniniy lasteliy
zymens — desmino ekspresija. Dalyje tiriamy lgsteliy buvo nustatyta M-
kadherino raiSka, kuri, literatiros duomenimis, yra biidinga tiek ramybés
busenoje esanioms, tiek ir aktyvintoms satelitinéms Igsteléms. Manoma, kad
§1 nuo kalcio jony priklausoma adhezijos molekulé palaiko satelitines lasteles
Ju niSoje ir palengvina migracijg ] raumens pazeidimo vieta (Wernig ir kt.,
2004; Beauchamp ir kt., 2000). Dalis miisy tiriamy lgsteliy pasizymeéjo
kamieniniy lgsteliy pavirSiaus antigeno Sca-1 ir hematopoetiniy kamieniniy
lasteliy Zymens CD34 raiSka. Paskutiniy mety darbai parodé, kad suaugusio
organizmo raumenyje gali buti aptinkamos satelitinés lgstelés, raumenines
kilmés kamieninés Igsteles (angl. muscle-derived stem cells (MDSC)), Salutinés
populiacijos lagstelés, su griauc¢iy raumeny kraujagyslémis susije¢ pericitai bei
mezoangioblastai, o taip pat 1§ kity organy atklydusios kamieninés lgstelés.
Visos jos pasizymi kamieninéms lgsteléms budingomis savybémis — saves
atgaminimu ir geb¢jimu diferencijuotis jvairiomis kryptimis (Peault ir kt.,
2007; Tavian ir kt., 2005; Usas ir kt, 2007). Pagal Sca-1 ir CD34 Zymeny
raiSkg bei kity autoriy duomenis (Usas ir Huard, 2007; Burdzinska ir kt., 2008;
Deasy ir kt., 2005) musy linijy lgstelés gali buati priskiriamos raumeninés
kilmés kamieninéms lastelems. Taciau skirtingu kultivavimo metu,
priklausomai nuo auginimo salygy, lastelés gal¢jo diferencijuotis, keistis jy
subrendimo laipsnis, tuo paciu keistis ir skirtingus Zymenis turinciy lasteliy
pasiskirstymas populiacijoje.

Pastaruoju metu pasirodo vis daugiau duomeny, rodan¢iy raumens
kamieniniy lgsteliy daugiagaliSkumg (Nitta ir kt., 2010; Lu ir kt., 2010;
Danisovic ir kt., 2013). Siekdami jvertinti miisy tiriamy kamieniniy lgsteliy

diferenciacinj potencialg, naudojome augimo terpes su jvairiais diferenciacijos
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induktoriais. Lasteliy diferenciacija  vertinome pagal charakteringus
diferencijuoty Igsteliy morfologinius pozymius bei pagal specifiniy Zymeny
raiSkg. Miogenine kryptimi besidiferencijuojaniose lastelése jau pirmg
diferenciacijos parg nustatéme transkripcijos veiksnio miogenino raiska.
Literatiiros duomenimis, S$io baltymo raiSka indukuojama ankstyvose
miogeniniy lasteliy diferenciacijos stadijose ir yra reikalinga kity miogenezés
procesa reguliuojanciy geny ekspresijai (Kaneko ir kt., 2002). Nustatéme, kad
miisy tiriamos 1§ raumens gauty linijy lastelés pasizymi daugiagaliSkumu ir
geba diferencijuotis ne tik miogenine, bet ir adipogenine, osteogenine bei
neurogenine krypimis. Sios lasteliy savybés islicka ilga laika kultivuojant
lasteles in vitro. Tai dar kartg patvirtina miisy gauty Myo linijy kamiening
prigimtj bei praple¢ia juy panaudojimo medicinoje galimybes. Sios lastelés yra
patogus suaugusio organizmo kamieniniy lasteliy Saltinis griauciy, Sirdies
raumens, ortopedinio audinio regeneracijai, neurologiniy susirgimy gydymui.
Zinoma, kad taikant chemoterapinj vézio gydyma, 50% pacienty vystosi
raumeny atrofija ir ja lydintys kiti simptomai. Parodyta, kad prieSvéZinis
vaistas cisplatina tiesiogiai sglygoja raumeny atrofija, veikdama diferencijuoty
raumens lgsteliy baltymy apykaita (Damrauer ir kt., 2008). Taip pat yra
zinomas kardiotoksinis Sios medziagos veikimas (Tassinari ir kt., 1997; El-
Awady ir kt., 2011). Taciau kol kas yra mazai duomeny apie chemoterapiniy
medziagy poveik] raumens bei kity audiniy kamieninéms lgsteléms.
Diferencijuoty miogeniniy lgsteliy Zities tyrimams be cisplatinos naudojome ir
kita chemoteraping medziagag — doksorubicing bei oksidacin} stresg
indukuojancias medziagas — vandenilio peroksidg ir azoto monoksido donorg
NOC-18. Gauti rezultatai rodo, kad miogeninés, adipogenings bei osteogeninés
diferenciacijos metu Igstelés tampa atsparesnés apoptoziniams poveikiams uz
proliferuojancias, 24 val. po iSs¢jimo paveiktas, lasteles. Tuo tarpu,
neurogenine kryptimi diferencijuotos Iastelés pasizymi didesniu jautrumu
citotoksiniams cisplatinos, doksorubicino bei vandenilio peroksido poveikiams.
Signaliniy keliy, reguliuojanciy suaugusio organizmo kamieniniy

lasteliy apoptozés programas jvairiose jy vystymosi stadijose, identifikavimas
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yra svarbus etapas, gerinant lgsteliy regeneracin] potencialg ir tobulinant
lasteliy panaudojimo terapijoje metodus. Siekiant nustatyti apoptozes
reguliavimo mechanizmus miogeniniy lgsteliy diferenciacijos metu, tyréme
PI3K/Akt signalinio kelio bei mitogeny aktyvinamy kinaziy vaidmenj
genotoksiniy bei oksidacinj stresg sukelianciy medziagy indukuojamoje
apoptozéje. Pladiai zinomas PI3K signalinio kelio bei mitogeny aktyvinamy
baltymy kinaziy (MAPK) kaskady dalyvavimas perduodant
zuvimo/iSgyvenimo signalus leidzia atskiras kinazes naudoti kaip taikinius
terapijoje (Ravingerova ir kt. 2003; Andreka ir kt., 2004, McCubrey ir kt.,
2008; Keri ir kt.,, 2006; Davies ir kt., 20012; Ihle ir kt., 2010). Nors
fiziologiniai MAPK aktyvinimo padariniai atskiriems Igsteliy tipams yra
skirtingi, tac¢iau tyrimai rodo, kad iSorinio signalo reguliuojama kinazé¢ (ERK)
paprastai pozityviai reguliuoja lastelés proliferacijg ir stabdo apoptozinio
signalo perdavimg (Hong ir kt., 2010). PrieSingai, streso aktyvinamy kinaziy
(SAPK) atstovés JNK ir p38 daugeliu atveju dalyvauja indukuojant apoptozine
lasteliy zit] (Laethem ir kt., 2004; He ir kt., 2010). Akt, taip pat Zinoma kaip
baltymy kinazé B, yra svarbi perduodant Igsteliy proliferacijos, diferenciacijos
ir 1Sgyvenimo signalus (Song ir kt., 2005; Burgering ir kt., 2003; Kim ir kt.,
2001; Boppart ir kt., 2011).

Misy gauti tyrimy rezultatai rodo, kad miogenine, adipogenine ir
osteogenine kryptimis diferencijuotos raumens kamieninés lgstelés pasizymi
didesniu Akt fosforilinimo (aktyvinimo) lygiu, lyginant su proliferuojanciomis
lastelémis. Taciau tai néra biidinga neurogenine kryptimi diferencijuotoms
lasteléms. Specifiskai nuslopinus Akt kinazés aktyvinimg parodéme, kad Sios
kinazés signalinis kelias apsaugo jvairiomis kryptimis diferencijuotas lgsteles
nuo apoptozes induktoriy poveikiy. Misy tyrimy rezultatai rodo, kad skirtingas
Akt fosforilinimo lygis diferencijuotose miogeninése lastelése gali lemti
nevienodg lgsteliy jautrumg apoptozeés induktoriams - padidéjes Akt kinazés
fosforilinimo lygis miogenine, osteogenine bei adipogenine kryptimi
diferencijuotose lastelése gali salygoti didesnj atsparumg citotoksiniams

poveikiams.
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Tiriant MAP kinaziy vaidmen; diferencijuoty lasteliy Zities
reguliacijoje buvo gauti duomenys apie MAP kinaziy raiska bei jy aktyvinimo
kinetika po tirlamy proapoptoziniy medziagy poveikio. Nustatyta, kad
diferencijuotose, kaip ir proliferuojanciose, 24 valandg po jy iSs¢jimo
paveiktose lgstelése, prieSveéziniai vaistai bei azoto monoksido donoras NOC-
18 skatino ilgalaikj Siy kinaziy fosforilinimo padidé¢jima.

ERK signalinio kelio aktyvinimas yra svarbus Igsteliy diferenciacijai ir
1Sgyvenimui, taciau yra duomeny, kad $i kinaz¢ taip pat dalyvauja streso atsake
bei lgstelés Ziities procese (Werlen ir kt., 2003, Cagnol ir kt., 2010; Pavlovic ir
kt., 2000). Misy rezultai rodo, kad miogeninés diferenciacijos metu ERK
kinazés signalinis kelias apsaugo diferencijuotas raumens kamienines nuo
apoptozinio cisplatinos poveikio.

Nustatéme, kad apsauginiu veikimu diferencijuotose raumens
kamieninése lastelése pasizymi ir kita mitogeny aktyvinama baltymy kinazé —
p38, nors ilgalaikis jos fosforilinimas/aktyvinimas, kurj mes nustatéme
tiriamose Myo lgstelése paprastai yra siejamas su apoptozes indukcija (Kim ir
kt., 2001; Mansouri ir kt., 2003). Tokj pat apsaugin] ERK ir p38 MAP kinaziy
vaidmen] ansk¢aiu esame nustate proliferuojanciose Myo lastelése. Taigi,
MAP kinaziy ERK ir p38 aktyvinimo kinetika bei vaidmuo reguliuojant
lasteliy zit] po chemoterapiniy medziagy poveikio proliferuojanciose ir
diferencijuotose Iastelése nesiskiria.

JNK streso kinazés aktyvinimas dazniausiai yra stebimas Iastelei
atsakant j jvairius vidulgstelinius ir ekstralgstelinius stresinius poveikius. JNK
signalinio kelio vaidmuo néra vienareikSmis: priklausomai nuo lgsteliy tipo bei
induktoriaus jis gali ir skatinti apoptoze, ir jg stabdyti (Tourner ir kt., 2000;
Aoki ir kt., 2002, Lamb ir kt., 2003). Siame darbe parodéme palaipsnj ir
ilgalaikj JNK ir jos taikinio c-jun fosforilinima/aktyvinimg diferencijuotose
lastelése po apoptoze Myo lastelése indukuojanéiy prieSvéziniy vaisty
cisplatinos ir doksorubicino bei azoto monoksido donoro NOC-18 poveikio.
Tirdami JNK kinazés vaidmenj; Myo lasteliy apoptozéje nustatéme, kad jos

veikimas gali skirtis priklausomai nuo apoptozés induktoriaus bei lgsteliy
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diferenciacijos  stadijos. Parodéme JNK vaidmens pasikeitimg iS$
proapoptozinio, proliferuojan¢iy Igsteliy atveju, 1 antiapoptozinj, lgsteliy
diferenciacijos bei kontaktinio augimo metu po chemoterapiniy medziagy
cisplatinos bei doksorubicino poveikiy. Tuo tarpu paveikus lgsteles oksidacinj
stresg indukuojanc¢iu NOC-18 JNK vaidmens pasikeitimy reguliuojant
apoptozés procesa nenustattme — tiek proliferuojanciose, tiek ir
diferencijuotose lastelése JINK kinazé pasizyméjo apsauginiu veikimu. Jvairiy
tyrimy duomenimis JNK kinazés aktyvinimo kinetika nulemia biologinj
lastelés atsakg 1 stresin] poveikj: trupalaikis, iki 1 val.,, JNK aktyvinimas
paprastai yra susijes su lastelés i§gyvenimo signalo perdavimu, o vélesnis ir
ilgiau iSliekantis (1-6 val.) - perduoda apoptozinj signalg (Ventura ir kt., 2006;
Mansouri ir kt., 2003; Zanotto ir kt., 2009; Wullaert ir kt., 2007). Miisy tyrimy
duomenys rodo, kad JNK vaidmuo apoptozé¢je néra nulemtas jos aktyvinimo
kinetikos. Tiek proliferuojanciose, tiek ir diferencijuotose Igstelése nustatéme
ilgalaikj JNK fosforilinimg. NevienareikSmiai duomenys apie Sios streso
kinazés vaidmen] miocity ir kardiomiocity iSgyvenimo reguliavime yra ir
literatiriniuose Saltiniuose. Autoriai teigia, kad tiek JNK signalinio kelio
slopinimas, tiek jo aktyvinimas gali biiti susijes su apoptozes indukcija (Kaiser
ir kt. 2005 Andreka ir kt., 2001; Remondino ir kt., 2003; Kaiser ir kt., 2005).
Misy rezultatai rodo, kad JNK signalinio kelio vaidmuo reguliuojant raumens
kamieniniy lasteliy apoptoze, gali keistis Igsteliy kontaktinio augimo bei
diferenciacijos metu. Zinoma, kad lasteliy kontaktai yra bitini lasteliy
diferenciacijai - kontaktuojanciy lgsteliy kultiiroje gali vykti spontaniné
diferenciacija.

JNK kinaz¢ Igstel¢je turi daugybe taikiniy, lemianciy tiek pro-, tiek ir
antiapoptozinj $ios kinazés veikima. Zinomas JNK gebéjimas reguliuoti
apoptozinio signalo perdavimg tiek iSoriniu (receptoriniu), tiek ir vidiniu
(mitochondriniu) keliu. Miisy tyrimai rodo, kad diferencijuotose lgstelése, taip
pat kaip ir proliferuojanciose, cisplatina indukuoja apoptoze dalyvaujant tiek
,mirties receptoriams®, tiek ir mitochondrijoms. Tafiau JNK vaidmuo

reguliuojant receptorinj FasL/Fas apoptozes kelig skiriasi proliferuojanciose ir
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diferencijuotose lastelése - diferencijuotose Ilgstelése JNK nedalyvauja Fas
raiSkos aktyvinime.

Ivairiy tyrimy duomenimis, JNK kinaz¢ reguliuoja mitochondrinj
apoptozés kelig, kontroliuodama Bcl-2 Seimos geny raiskg tiek
transkripciniame, tiek ir potransliaciniame lygmenyje (Soh ir kt., 2003; Dunn ir
kt., 2002; Burke, 2007; Deng ir kt., 2001; Davis ir kt., 2000). Bcl-2 Seimos
baltymai pasizymi dvejopu veikimu: jie gali apoptozg skatinti (Bcl-xg, Bax,
Bid, Bim, Bak, Bad) arba slopinti (Bcl-2, Bcl-x. Bag). Vieny tyrimy
duomenimis, JNK fosforilindama antiapoptozinj Bcl-2 baltymg jj 1Saktyvina ir
lemia apoptozing lasteliy ziiti (Yamamoto ir kt., 1999; Kharbanda ir kt., 1999;
Fan ir kt., 2000). Taciau yra duomeny, kad Bcl-2 fosforilinimas atvirksciai,
sustiprina jo antiapoptozinj veikimg (Ruvolo ir kt., 2001; Deng ir kt., 2001).
Parodyta, kad fosforilinimas stabilizuoja Bcl-2 ir apsaugo ji nuo degradavimo
(Dimmeler ir kt., 1999; Breitschopf ir kt., 2000). Bcl-2 ir Bax baltymai
pasiZzymi antagonistiniu veikimu. Sudarydami heterodimerus Sie baltymai
slopina vienas kito funkcijas. Yra duomeny, kad Bax ir Bcl-2 baltymy santykis
lasteléje lemia jos jautrumg apoptozés induktoriams (Oltvai ir kt., 1993).
Proliferuojanciose Igstelése JINK kinazé skatina apoptoze didindama santykj
tarp proapoptozinio Bax ir antiapoptozinio Bcl-2 baltymy. Tuo tarpu
diferencijuotose Igstelése antiapoptozinis JNK veikimas nulemtas jos gebéjimo
reguliuoti Bax/Bcl-2 baltymy kiekio santykj Igsteliy i§gyvenimo kryptimi.

Perduodama antiapoptozinius signalus JNK gali panaudoti kitus uz
lasteliy 1Sgyvenimg atsakingus signalinius kelius ar molekules. Literatiiroje yra
duomeny apie dviejy signaliniy keliy - JNK ir Akt, ry§j (Kamada ir kt., 2007).
Parodéme, kad diferencijuotose lastelése slopinant INK fosforilinimg maZzéja ir
Akt  fosforilinimas. Proliferuojanciose lgstelése tokio  nuslopinimo
nenustatéme. Taigi, Sie rezultatai leidzia manyti, kad JNK diferencijuotose
lastelése dalyvauja fosforilinant Akt. Remiantis Siais duomenimis, galime JNK
antiapoptozin] veikimg diferencijuotose Igstelése susieti su Akt signaliniu
keliu, atsakingu uz lagsteliy i§gyvenima, t.y. JNK antiapoptozinis vaidmuo gali

biiti paaiSkintas Akt signalinés molekulés aktyvinimu.
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Taigi, diferenciacijos metu raumens kamieninés Igstelés tampa
atsparesnés apoptozeés induktoriams uz proliferuojancias Igsteles. PI3K/Akt
signalinis kelias, ERK 1ir p38 MAPK kinazés apsaugo diferencijuotas
kamienines nuo apoptozg¢ indukuojanciy poveikiy. Apoptoze reguliuojancio
JNK signalinio kelio vaidmuo diferenciacijos proceso metu gali keistis 1§
proapoptozinio j antiapoptozinj. Tyrimy metu gautos Zinios apie kamieniniy
lasteliy iSgyvenimo mechanizmus jy diferenciacijos metu gali pasitarnauti
kuriant naujas gydymo strategijas, kuriose lasteliy terapija bus derinama su
taikinine bei geny terapija, atsizvelgiant } kamieniniy lgsteliy diferenciacijos
stadijg bei jos krypti. Gauti rezultatai gali biiti naudingi ir siekiant apsaugoti
kamienines lasteles bei jy diferencijuotus palikuonis nuo Salutinio toksinio

prieSveéziniy vaisty poveikio vézio gydymo metu.
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ISVADOS

I§ triuSio griauciy raumens gauty linijy lgstelés, pasizymincios neribotu
proliferaciniu potencialu, gali diferencijuotis miogenine, adipogenine,
osteogenine ir neurogenine kryptimis.

Miogeninés, adipogeninés ir osteogeninés diferenciacijos metu
kamieniniy linijy lastelés tampa atsparesnés apoptozés induktoriams uz
proliferuojancias lasteles. Baltymy kinaz¢ Akt dalyvauja apsaugant
diferencijuotas lgsteles nuo zuties.

MAP kinaziy ERK ir p38 aktyvinimo kinetika bei vaidmuo reguliuojant
lasteliy Ziit; po chemoterapiniy medZziagy poveikio diferencijuotose
lastelése nesiskiria nuo proliferuojan¢iy — ERK ir p38 pasizymi
apsauginiu veikimu Myo lastelése.

JNK vaidmuo atsakant j prieSveéziniy vaisty cisplatinos bei doksorubicino
poveiki keiiasi i§ proapoptozinio proliferuojanciose j antiapoptozini
diferencijuotose Iastelése.

Signaliniy molekuliy JNK aktyvinimo kinetika po apoptozés induktoriy
poveikio neatspindi jy vaidmens reguliuojant kamieniniy Myo linijy
lasteliy zut;.

Streso kinazés JNK apsauginis vaidmuo diferencijuotose lastelése gali
pasireiksti per mitochondrinio apoptozés kelio slopinimg bei iSgyvenimo

kinazés Akt aktyvinima
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