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SANTRUMPOS

Apaf-1 — apoptozinis proteaze aktyvuojantis faktorius 1 (angl. apoptotic protease activating factor 1)
BAX — apoptozg inicijuojantis BCL-2 Seimos baltymas

BAK — BCL-2 homologinis antagonistas/zudikas (angl. Bc/-2 homologous antagonist killer)

BDNF — smegeny kilmés neurotrofinis faktorius (angl. brain-derived neurotrophic factor)

BCL2 — apoptoze slopinantis BCL-2 Seimos baltymas

Brn3a — smegenims specifinis baltymas 3a (angl. brain-specific homeobox/POU domain protein 34)
CNTF - ciliarinis neurotrofinis faktorius (angl. ciliary neurotrophic factor)

DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindolas (angl. 4',6-diamidino-2-phenylindole)

GAPDH - gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenazé (angl. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
GDNF - glijos neurotrofinis faktorius (angl. glial cell line-derived neurotrophic factor)

IVT — intravitrealiné injekcija (angl. intravitreal injection)

JNK — c-Jun N-galiné kinazé (angl. c-Jun N-terminal kinase)

MAPK — mitogenu aktyvuota baltymy kinazé (angl. mitogen-activated protein kinase)

MYOC — miocilinas (angl. myocilin)

NEFL — neurofilamenty lengvoji grandiné (angl. neurofilament light chain)

NGF - nervy augimo faktorius (angl. nerve growth factor)

Noxa — forbol-12-miristato-13-acetato suzadintas baltymas 1 (angl. phorbol-12-myristate-13-acetate-
induced protein 1)

NT-4/5 — neurotrofinas-4/5 (angl. neurotrophin-4/5)

NTF-3 — neurotrofinas-3 (angl. neurotrophin-3)

OPTN - optineurinas (angl. optineurin)

p75NTR — p75 neurotrofino receptorius (angl. p75 neurotrophin receptor)

PI3K — fosfoinozitido 3-kinaze (angl. phosphoinositide 3-kinase)

PLC-y — fosfolipaz¢ C-y (angl. phospholipase C-gamma)

POU-IV — Pit-1, Oct-1 ir Unc-86 transkripcijos faktoriy IV klasés domenas (angl. the class IV domain
of Pit-1, Oct-1 and Unc-86 transcription factors)

RBPMS — RNR surisantis baltymas su daugybiniu splaisingu (angl. RNA-binding protein with multiple
splicing)

SMAC - antrasis mitochondrijy kilmés kaspaziy aktyvatorius (angl. second mitochondria-derived

activator of caspase)



STAT3 — signalo perdavimo ir transkripcijos aktyvatorius 3 (angl. signal transducer and activator of
transcription 3)

TBKI1 — kinaze-1, suriSanti su TNF receptoriumi susijusj NF-kappa-B aktyvatoriy (angl. TANK-binding
kinase 1)

TrkA — tropomiozino receptoriy kinazé A (angl. tropomyosin receptor kinase A)

TrkB — tropomiozino receptoriy kinazé B (angl. tropomyosin receptor kinase B)

TrkC — tropomiozino receptoriy kinazé C (angl. tropomyosin receptor kinase C)

TNF — naviky nekrozés faktoriai (angl. tumour necrosis factor)

6-FAM — 6-karboksifluoresceinas (angl. 6-carboxyfluorescein)



IVADAS

Tinklainés ganglinés lastelés yra regos sistemos neuronai, atsakingi uz signaly perdavima regos
nervu j smegenis. Sios lastelés yra bitinos vaizdinés informacijos apdorojimui, o jy praradimas sukelia
negrjztamg aklumg. Optinés neuropatijos, tokios kaip glaukoma, yra antra pagrindiné aklumo priezastis
pasaulyje. Vienas i§ pagrindiniy minétos ligos rizikos veiksniy yra padidéjes akispiidis, kuris gali sukelti
apoptotinj gangliniy lasteliy praradimg ir regos nervo skaiduly degeneracija (Lambuk et al., 2022). Ligos
vystymosi metu, tinklainés gangliniy lgsteliy iSsaugojime dalyvauja neurotrofiniai faktoriai. Vienas jy —
smegeny kilmés neurotrofinis faktorius (angl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF), kurio didzioji
dalis ekspresuojama smegenyse ir regos nervu perduodama tinklainés ganglinéms Igsteléms.
Neurotrofinis faktorius jungiasi prie tropomiozino receptoriy kinazés B (angl. tropomyosin receptor
kinase B, TrkB) receptoriaus ir aktyvuoja apoptoze slopinancius signalinius kelius tinklainés ganglinése
lastelése (Osborne et al., 2018).

Vienas i§ patikimiausiy gyviiny modeliy, tiriant glaukomos sukeliamus neurodegeneracinius
procesus, yra mechaninis regos nervo pazeidimas (angl. optic nerve crush). Jis sukelia regos nervo

aksony degeneracijg, ko pasekoje prasideda tinklainés gangliniy 1gsteliy apoptozeé.

Tiriamojo darbo tikslas — post-mortem tyrimais jvertinti BDNF neuroprotekcinj poveikj ziurkiy

mechaninio regos nervo pazeidimo modelyje.
Tikslui jgyvendinti buvo iskelti Sie uzdaviniai:

1. Tinklainés gangliniy lgsteliy imunohistocheminio dazymo kiekybinés analizés metodu jvertinti
mechaninio regos nervo pazeidimo modelio indukcija ir BDNF neuroprotekcini poveiki
tinklainés ganglinéms lasteléms.

2. Geny raiSkos tyrimy metodais jvertinti modelio indukcijos ir BDNF neuroprotekcinj poveikj
pasirinkty, tinklainés gangliniy lgsteliy strukttura palaikanciy ir apoptoze reguliuojanciy, geny

raiSkos pokyciams.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Tinklainés ganglinés Iastelés

1.1.1. Funkcija ir svarba

Tinklainés ganglinés Igstelés sudaro vidinj tinklainés sluoksnj ir yra nervinio tinklo lastelés, kurios
paskutinés gauna vaizdinj stimulg (angl. visual stimulus) akyje (Fudalej et al., 2021). Morfologiniu
pozitiriu Sios lastelés susideda 1§ lastelés kiino, sudétingos dendritinés struktiiros ir vieno aksono.
Pagrindiné dendrity funkcija yra gauti sinapsémis perduodamus signalus i§ bipoliniy ir amakrininiy
lasteliy, kurios yra tarpiniai neuronai, atsakingi uz fotoreceptoriy sukurty signaly gavimg ir perdavima
(1.1 pav.) (Feng et al., 2023).
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1.1 pav. Tinklainés struktiira. Sis paveikslélis apibadina tinklainés lasteliy i§déstyma branduoliniuose ir
pleksiforminiuose sluoksniuose. Gangliniy lasteliy kiinai yra gangliniy lasteliy sluoksnyje, o jy aksonai tesiasi
nerviniy skaiduly sluoksnyje ir sudaro regos nerva (Boia et al., 2020).



Aksonai sudaro regos nerva, kuris perduoda vaizdine informacija impulsais j smegenis. Sios
hierarchinés lasteliy grandinés buvimas leidzia tinklainés ganglinéms lasteléms jsitraukti j sudétingg
fotoreceptoriy signaly integravima ir apdorojima, vedantj prie veikimo potencialy susidarymo. Sie
potencialai sklinda impulsais tinklainés gangliniy lasteliy aksonais, kol pasiekia lateralinio kelinio
branduolio (angl. lateral geniculate nucleus) sinapses, esan¢ias smegeny gumbure. Vaizdiné informacija
sinapsémis perduodama j pirming regos zieve (angl. primary visual cortex), kurioje atlickamas aukstesnio
lygio vaizdinés informacijos apdorojimas ir integravimas. Taigi, tinklainés ganglinés lastelés atlieka
svarby vaidmenj, sujungiant pradinj Sviesos aptikimg tinklainé¢je su vaizdiniu suvokimu smegenyse

(Vernazza et al., 2021).

1.1.2. Morfologiné klasifikacija ir tipai

Morfologiné klasifikacija yra biitina siekiant suprasti gangliniy lasteliy struktiiring jvairove bei
funkcines savybes tinklaingje. Didelés ganglinés lastelés turi gana greitg atsakg ir daugiausiai susijusios
su greity regos pokyc¢iy, tokiy kaip judesys ar mirgéjimas, aptikimu. Tuo tarpu mazos ganglinés lastelés
gali turéti ilgalaikj atsaka ir specializuotis smulkiy erdviniy detaliy bei spalvy informacijos apdorojime.
Morfologinio klasifikavimo pagrindas yra lgstelés kiino dydis ir dendrity morfologija — uzimamos erdvés

dydis, i$sisluoksniavimas, forma ir tankumas (1.2 pav.) (Kim et al., 2021).
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1.2 pav. Morfologinis tinklainés gangliniy lasteliy klasifikavimas pagal 1gstelés kiino dydj ir dendrity
morfologija (Kim et al., 2021).

Labiausiai paplite ir iSskiriami trys pagrindiniai morfologiniai gangliniy lasteliy tipai — maZo
dendritinio lauko (angl. midget), skéCio formos (angl. parasol) ir dendritinio dvisluoksnio (angl.
bistratified). Mazo dendritinio lauko ganglinés lastelés, kuriy pavadinimas ir atsirado dél joms buidingo

mazo dendrity tinklo lauko spindulio, yra gausiausias gangliniy lIgsteliy tipas. Sios lastelés pasizymi
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tankiu dendrity tinklu. Jos labai svarbios didelio aStrumo ir raudonos-zalios spalvy regéjimui. Lastelés
gauna signalg i$ kolbeliy fotoreceptoriy ir yra atsakingos uz iSsamios informacijos apie vaizdinius
dirgiklius perdavimg. Déka Siy lasteliy atliekamos centrinio regéjimo uzduotys — tokios kaip smulkiy
detaliy atpazinimas ir skaitymas. PrieSingai nei mazo dendritinio lauko ganglinés lgstelés, skécio formos
lastelés turi aiskiai didesnj dendritinio tinklo lauka. Jos dalyvauja Zemo astrumo ir nespalvoto regéjimo
apdorojime. Lastelés gauna signalg i§ abiejy — lazdeliy ir kolbeliy — fotoreceptoriy ir yra ypac jautrios
kontrasto bei judesio pokyciams. Taigi, Sios Igstelés yra labai svarbios mazo vaizdinio kontrasto regéjimo
apdorojimui.

Dendritinio dvisluoksnio lgstelés turi dendritus, kurie vidiniame pleksiforminiame sluoksnyje
i§siskirsto j du sluoksnius — vidinj ir i$orinj. Sios Igstelés daugiausiai signaly gauna i§ bipoliniy lasteliy,
kurios signalus gauna i$ abiejy fotoreceptoriy tipy, ir dalyvauja mélynos-geltonos spalvos regéjimo
apdorojime. Jos taip pat svarbios vaizdinés informacijos, susijusios su kontrastu ir judesiu, apdorojimui
(Griinert, Martin, 2021; Kim et al., 2021).

Be regéjima formuojanéiy gangliniy Iasteliy taip pat yra ir regéjimo neformuojanéios Igstelés. Siose
lastelése yra fotopigmento melanopsino, todél jos yra jautrios Sviesai net ir negaudamos signaly i$
fotoreceptoriy. Pagrindinés minéty lasteliy funkcijos yra cirkadinio ritmo ir vyzdzio Sviesos reflekso

(angl. pupillary light reflex) reguliavimas (Do, 2019).
1.1.3. Pagrindiniai molekuliniai Zymenys

Gangliniy lasteliy Zymens tinkamumas tyrimui priklauso nuo to, ko ieSkome. Jei tikslas yra
atpazinti visy tipy lasteles, Zymuo turéty pasiZyméti raiSka visose arba bent jau daugumoje gangliniy
lasteliy. Morfologiniams tyrimams tinkamiausi Zymenys, kuriy baltymai randami visoje ganglinéje
lastel¢je (lastelés kiinas, aksonai ir dendritai). Tuo tarpu kiekybiniam lgsteliy jvertinimui labiausiai
tinkami branduoliniai arba citoplazminiai Zymenys. Visais atvejais galioja trys pagrindinés taisyklés: 1)
Zymuo turi biti specifinis — jo raiSka tinklaing¢je arba bent jau gangliniy Iasteliy sluoksnyje turi apsiriboti
ganglinémis lgstelémis; 2) po paZeidimo Zymuo neturéty pakeisti savo raiSkos modelio; 3) tai turéty biiti
gyvybingumo zymuo, o jo raiSka turéty mazéti lgsteléms Zistant. Tai ypatingai svarbu atliekant
gyvybingumo ir neuroprotekcijos tyrimus (Nadal-Nicolas et al., 2023).

DaZniausiai naudojami ir kartais net auksiniu standartu laikomi du Zymenys — RBPMS ir Brn3a
(Corral-Domenge et al.,, 2022). RNR suriSantis baltymas su daugybiniu splaisingu (RBPMS) yra
konservatyvus RNR suriSantis baltymas su vienu RNR sekos atpaZzinimo motyvu. DidZiausia RBPMS
raiSka yra pastebima tinklaingje, Sirdyje, kepenyse ir inkstuose; daug mazesné — smegenyse, plauciuose

ir plonojoje zarnoje. Tinklainéje Sis baltymas gausia raiSka pasizymi tik ganglinése Iastelése ir dél to yra
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tinkamas Zymuo atskirti minétas lasteles nuo kity neurony tinklainéje (Pereiro et al., 2020). Zinduoliy
tinklain¢je daugiausiai RBPMS aptinkama gangliniy lasteliy kiinuose, esanciuose gangliniy lgsteliy
sluoksnyje, ir tik labai retai baltymas pastebimas dendrituose. Vidutinis RBPMS zymety lasteliy
skersmuo pelése ir zitrkése atitinkamai yra 17,9 ym £ 3,6 um ir 16,9 um + 3,5 pum (standartiniai
nuokrypiai, SD). Minétuose gyvunuose tik 0,2 % RBPMS Zyméty lasteliy yra maZzesnés nei 10 pm
(Rodriguez et al., 2014). Vienos lastelés transkriptominé analizé parod¢, jog RBPMS geno raiska yra
panasi visuose gangliniy lasteliy tipuose. Tai patvirtina, kad minétas Zymuo yra tinkamas visy tipy
tinklainés ganglinéms Igsteléms. Specifinis antikiiny prie§ RBPMS baltymg veikimas parodo, jog Zymuo
gali biiti naudojamas kiekybinei gangliniy Igsteliy analizei (Rodriguez et al., 2014; Rheaume et al., 2018).

Brn3a zymuo kartu su Brn3b ir Brn3c priklauso POU-IV nervy sistemos transkripcijos faktoriy
klasei. Sie baltymai labai svarbiis gangliniy lasteliy vystymuisi, diferenciacijai ir aksony ilgéjimo
procesuose (Ghinia et al., 2019; Parmhans et al., 2021). Brn3a dalyvauja neurony i§gyvenamumo
procesuose, aktyvuodamas apoptoze slopinanciy geny raiska ir slopindamas apoptoz¢ inicijuojanciy
geny raiska. Jis slopina p53 signalinio kelio aktyvuoty, apoptozg inicijuojanciy BAX ir Noxa geny raiskg
(Hudson et al., 2016). Brn3a raiska tinklain¢je maz¢ja, kai ganglinés lastelés inicijuoja apotozg. Tai
parodo, jog Sis baltymas yra geras lasteliy gyvybingumo Zymuo (Sanchez-Migallon et al., 2016). Taciau
verta paminéti, jog Brn3a raiska pasizymi tik regéjima formuojancios ganglinés lastelés, kai tuo tarpu
RBPMS raiska pasizymi visy tipy ganglinés lgstelés — tiek regéjimg formuojancios, tiek regéjimo
neformuojancios. Dél Sios prieZasties RBPMS Zymeéty gangliniy lasteliy kiekis jprastai yra didesnis nei
Brn3a (Nadal-Nicolas et al., 2012; Sanchez-Migallon et al., 2018; Masin et al., 2021). Taciau atlikus
tyrimg su pelémis buvo pastebéta, jog senstant skirtumas tarp RBPMS ir Brn3a Zymenimis Zyméty
gangliniy Igsteliy skai¢iaus mazgja ir neatitikimas tarp abiejy Zymeny tampa maziau rySkus. Svarbu
paminéti, jog minéto tyrimo optinés neuropatijos modelyje nebuvo pastebéta RBPMS geno raiskos
pokyc¢io, bet Brn3a geno raiSka Zenkliai padidéjo. Tai parodo, jog RBPMS yra nuoseklesnis ir
patikimesnis gangliniy lasteliy Zymuo (Meng et al., 2023).

1.2. Glaukoma
1.2.1. Vystymasis

Glaukoma yra viena i§ pagrindiniy aklumo prieZasciy pasaulyje, kuri paveikia milijonus Zmoniy
(Kaushik et al., 2024). Apskaiciuota, kad 2010 metais glaukoma sirgo 60,5 mIn. Zmoniy. Tac¢iau 2020
metais §is skaicius iSaugo iki 79,6 mln. (Zhang et al., 2021). Prognozuojama, jog iki 2040 mety glaukoma
serganiy zmoniy skai¢ius gali iSaugti iki 111,8 mln. (Kaushik et al., 2024). Si liga yra degeneraciné

optiné neuropatija, atsirandanti dél tinklainés gangliniy lasteliy aksony pazeidimo ir laipsnisko nykimo.
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Pazeidus aksonus prasideda ir Igstelés kiiny apoptozé. Dél Siy priezasciy atsiranda biidingas regos nervo
susitraukimas (angl. optic nerve cupping) ir kiti regéjimo lauko defektai, matomi atlickant oftalmoskopija
(Hsu, Desai, 2023). Stebimi ryskis regos disko, sudaryto i§ nervinio, kraujagyslinio ir jungiamojo
audiniy, poky¢iai (1.3 pav.). Glaukominés optinés neuropatijos metu vyksta regos nervo disko audiniy ir
akytosios plokstelés (lot. lamina cribrosa) pazeidimas ir persitvarkymas. Nykstant gangliniy Igsteliy
aksonams akytoji plokstelé pasislenka ir plongja, dél to regos nervo disko puodelis (angl. optic nerve disc
cup) gil¢ja ir stumiasi prie regos nervo krasto. Dél iy priezas¢iy sutrinka signalo perdavimas aksonais i
ir 1§ gangliniy lgsteliy kiny (Weinreb et al.,, 2014). Minétos regos nervo patologijos daznai yra
padidéjusio akisptidzio priezastis (Hsu, Desai, 2023).

A. Normali anatomija B. Glaukominé optiné neuropatija
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1.3 pav. Regos nervas normaliomis (A) ir glaukominés optinés neuropatijos (B) salygomis (Weinreb et al.,
2014).

1.2.2. Akispiidzio poveikis

Akispudis yra akyje esancio skyscio slégis. Ji lemia priekinés kameros skysCio susidarymo ir
istekéjimo pusiausvyra (1.4 pav.). Sis skystis, kurj gamina krumplynas (angl. ciliary body), yra svarbus
ne tik normalaus akispiidzio palaikymui, bet ir maistiniy medziagy tiekimui avaskulinéms akies priekinio
segmento struktiiroms. Krumplyno iSskirtas priekinés kameros skystis teka uz rainelés ir per vyzd]

patenka j prieking kamerg, kurioje paSalinamas Siais keliais:
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1. Didzioji dalis priekinés kameros skyscio per trabekulinj tinklg nuteka (angl. trabecular
meshwork) j Slemo kanalg (angl. Schlemm°‘s canal), kuriame patenka j episkleros venas;

2. Mazas priekinés kameros skyscio kiekis uveaskleriniu keliu (angl. uveoscleral pathway)
praeina j supragyslainineg ertme (angl. suprachoroidal space) ir patenka j krumplyno, gyslainés
ir odenos vening kraujotaka;

3. Dar mazesnis priekinés kameros skyscio kiekis praeina per rainele ir atgal j uzpakaling kamera

(1.4 pav).

Priekiné

plyno» epitelis
raumenys

«— Skyscio tekéjimo kelias

< Skyscio paSalinimas iprastu keliu

4~ Skyscio padalinimas nejprastu (uveaskleriniu) keliu

1.4 pav. Priekinés kameros skyscio tekéjimo schema (Crawley et al., 2012).

TeoriSkai akisptidj galima nustatyti pagal Goldmano lygt] (angl. Goldmann equation), kuri yra:

akispudis = (F/C) + P, kur F reiskia priekinés kameros skyscio tekéjimo greitj, C — skyscio iStekéjimo

greit] ir P reiskia episkleros veny slégj. Bet kurio i§ §iy parametry pasikeitimas nei§vengiamai pakeicia

akispiidj (Hsu, Desai, 2023; Machiele et al., 2022).

Priklausomai nuo akisptidZio padidéjimo, esant atviram ar uzdaram kampui tarp rainelés ir ragenos

(priekinés kameros kampui), glaukoma skirstoma j atviro ir uzdaro kampo (1.5 pav.). Kaip jau zinome,

Siame kampe yra priekinés kameros skys€io paSalinimui kritiSkai svarbus trabekulinis tinklas (Hsu,

Desai, 2023).
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1.5 pav. Atviro kampo (kair¢) ir uzdaro kampo (desiné) glaukoma (Wiggs, Pasquale, 2017).

Atviro kampo glaukoma atsiranda tuomet, kai yra padidéjes trabekulinio tinklo pasiprieSinimas
skyscio jtekéjimui, taciau priekinés kameros kampas nebiina pakites arba netrukdo pasiekti trabekulinj
tinkla. Sergant §ia glaukoma, sutrinka trabekulinio tinklo arba Slemo kanalo funkcija ir dél to pakyla
akispiidis. Viena i$ priezasc¢iy gali biti kietyjy daleliy patekimas j smulkias trabekulinio tinklo angas, kas
sumazina trabekulinio tinklo pralaidumag (Mahabadi et al., 2022). Galimi keli jvairts kietyjy daleliy
atsiradimo keliai:

1. LeSiuko baltymai. Kataraktos operacijos metu didelés molekulinés masés baltymai, iSsiskyre
fakolizés® (angl. phacolysis) metu, gali patekti j trabekulinj tinklg ir sumaZinti jo pralaiduma
(Calugaru et al., 2016);

2. Eritrocitai. Trauminio akies suZalojimo atveju senstantys raudonieji kraujo kiineliai gali
jsitvirtinti trabekuliniame tinkle (Alamri et al., 2016);

3. Pigmento granulés. Pigmentas gali atsiskirti nuo rainelés epitelio ir jsitvirtinti trabekuliniame
tinkle (Calugéru et al., 2016);

4. Naviko dalelés. Nekroziniy naviky dalelés taip pat gali uzkimsti trabekulin} tinklg
(Mcmenamin, Lee, 1986);

5. Kortikosteroidai. Bet kokios ruSies steroidy terapija gali padidinti akispiidj (Distelhorst,
Hughes, 2003).

Atviro kampo glaukoma siejama ir su jvairiais genais ar jy mutacijomis. Teigiama Seimos istorija

yra rizikos veiksnys 4-16 % Sios ligos atvejy, kai liga pasireiskia daugeliui tos pacios Seimos nariy. Dél

to manoma, jog §i liga gali biiti paveldima (Drewry et al., 2018). Genominiy tyrimy metu aptikti net 127

! Lesiuko irimas, kurio metu leSiuko baltymai patenka j prieking kamerg.
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genetiniai lokusai, susije su atviro kampo glaukoma (Gharahkhani et al., 2021). Siuo metu labiausiai su
liga siejamos trijy geny mutacijos — MYOC (miocilinas), OPTN (optineurinas) ir TBK1 (kinazé-1,
suriSanti su TNF receptoriumi susijusj NF-kappa-B aktyvatoriy). Visy Siy geny koduojami baltymai labai
svarbiis normaliai trabekulinio tinklo veiklai. Kiekvieno i§ S§iy geny mutacijos gali sukelti
patofiziologinius ir funkcinius trabekulinio tinklo pokycius (Sears et al., 2019).

Uzdaro kampo glaukoma siejama su jvairiais anatominiais faktoriais, jskaitant padidéjusj lgsiuko
stor], sumazéjusj priekinés kameros gylj, pasikeitusig prieking lgSiuko-rainelés diafragmos padéti bei
susiaur€jusj j€jima j prieking kamerg (Liu et al., 2017). Negilus priekinés kameros kampas sukelia platy
rainelés ir leSiuko kontakta, trukdantj priekinés kameros skysciui tekéti 1§ uzpakalinés kameros j prieking
kamera, dél ko susidaro slégiy skirtumas tarp kamery, Zinomas kaip vyzdzio blokas. Vyzdzio blokavimo
mechanizmas skatina rainelés rietimasi, o tai dar labiau susiaurina priekinés kameros kampa. Sis
nuolatinis procesas iSlaiko vis didé¢jant] akisptidi (Suwan et al., 2017). Uzdaro kampo glaukoma
dazniausiai pasireiskia nuo 55 mety iki 65 mety amziaus zmonéms. Tikétina, kad §i patologija vystosi
dél su amziumi didé¢jancio lesiuko storio ir mazéjancio priekinés kameros gylio (Jonas et al., 2015).
Taciau traumos, uzdegimai, navikai ar kitos sisteminés buklés, turincios jtakos akies strukttiroms, irgi
gali biti uzdaro kampo glaukomos susidarymo prieZastys (Annadurai, Vijaya, 2014).
glaukoma daznai progresuoja — regos nervo pazeidimas tesiasi. Kadangi tinklainés ganglinés Iastelés
negali dalintis ir atsinaujinti, regos nervo pazeidimas yra negrjztamas. Todél neuroprotekciniai vaistai,
skirti tinklainés gangliniy lasteliy ir regos nervo aksony strukturai ir funkcijai i§saugoti, yra svarbi tyrimy

sritis (Vishwaraj et al., 2022).

1.3. Tinklainés gangliniy Igsteliy neuroprotekcija

1.3.1. Neuroprotekcijos tikslai

Vystymosi metu tinklainés ganglinés lastelés prailgina savo aksonus iki sinapsiy tikslinése
smegeny srityse. Grauzikuose daugiausiai lgsteliy ztsta 2—5 dienos po gimimo, uztikrinant, kad
1Sgyventy tik tos lgstelés, kurios pasieké smegeny taikinius. Gangliniy lgsteliy gebéjimas prailginti savo
aksonus maz¢ja su amziumi, o gebéjimas atnaujinti aksonus prarandamas ankstyvame vystymosi etape
(Boia et al., 2020).

Neuroprotekcijos metodu siekiama iSsaugoti nerviniy lgsteliy struktiirg ir funkcijas.
Neuroprotekcija glaukomos atveju reikSty gangliniy lgsteliy i§saugojima nepriklausomai nuo kintancio

akisptidzio (Kuo, Liu, 2022). Nemazai tyréjy atrado citotoksinius dirgiklius, kurie, sergant glaukoma,
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prisideda prie gangliniy lasteliy zities, jskaitant neurotrofiniy faktoriy netekimg, glutamato
citotoksiSkuma, mitochondrijy disfunkcija, glijos Iasteliy aktyvacija, endoplazminio tinklo stresa, iSemija
ir oksidacinj stresg (Almasieh et al., 2012; Almasieh, Levin, 2017). Terapiniu poziiiriu, kiekvienas i§ Siy
mechanizmy gali biiti potencialiai patraukli intervencijos strategija neuroprotekcijai pasiekti. Todél
neuroprotektantai, galintys blokuoti signalinius kelius lgstelése, kuriuos sukelia jvairiis citotoksiniai
dirgikliai, yra placiai tiriami, siekiant panaikinti arba sulétinti regos nervo degeneracijg. Nors ir

pastebétas teigiamas $iuo metu tiriamy neuroprotekciniy medziagy poveikis gyviiny glaukomos

1.3.2. Neurotrofiniai faktoriai

Nervy augimo faktorius (NGF) buvo pirmasis 1951-ais metais nustatytas augimo faktorius,
pasizymintis trofiniu (iSgyvenima ir augima skatinanciu) poveikiu jutiminiams ir simpatiniams
neuronams. Veéliau, 1982-ais metais, buvo atrastas antrasis neurotrofinj poveikj turintis smegeny kilmés
neurotrofinis faktorius (BDNF), kuris buvo izoliuotas ir iSgrynintas i§ kiauliy smegeny. Buvo jrodyta,
jog jis skatina neurony subpopuliacijos iSgyvenimg dorsaliniy Sakneliy ganglijuose (angl. dorsal root
ganglion). Po NGF ir BDNF atradimo buvo aptikti ir kiti neurotrofiniai faktoriai, tokie kaip
neurotrofinas-3 (NTF-3), neurotrofinas-4/5 (NT-4/5), ciliarinis neurotrofinis faktorius (CNTF) ir glijos
neurotrofinis faktorius (GDNF). Jie sintetinami kaip proneurotrofinai — nesubrend¢ pirmtakai, kurie po
proteolitinio skilimo virsta subrendusiais baltymais. Sios molekulés jungiasi prie tropomiozino
receptoriy kinazes (Trk) ir p75 neurotrofino receptoriaus (p75NTR). Kiekvienas neurotrofinis faktorius
selektyviai jungiasi prie specifiniy Trk receptoriy: NGF specifiskai jungiasi prie TrkA receptoriaus, NT-
4/5 ir BDNF aktyvuoja TrkB, o NTF-3 jungiasi prie TrkC (1.6 pav.).
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1.6 pav. Neurotrofiniy faktoriy sgveika su atitinkamais receptoriais ir signaliniy keliy aktyvacija tinklainés
ganglinése lastelése (Lambuk et al., 2022).

Giminingumas kiekvienam 1§ Siy receptoriy priklauso nuo neurotrofiniy faktoriy brandumo.
Brandiis neurotrofiniai faktoriai turi didelj gimininguma Trk receptoriams, o tai lemia lgsteliy i§gyvenima
ir augimg. Tuo tarpu proneurotrofinai turi didelj gimininguma p75NTR receptoriui, kuris daugiausia
sukelia lgsteliy apoptoze. Kiekvienas receptorius po aktyvacijos reguliuoja keletg signaliniy keliy, kurie
yra bitini gangliniy lasteliy vystymuisi ir funkcijai. Trk receptoriai labiausiai reguliuoja tris signalinius
kelius, kurie tarpininkauja gangliniy lasteliy diferenciacijai ir i§gyvenimui — mitogenu aktyvuotos
baltymy kinazés (MAPK), fosfoinozitido 3-kinazés (PI3K) ir fosfolipazés C-y (PLC-y) signalinius kelius
(Claes et al., 2019; Kuo, Liu, 2022; Lambuk et al., 2022).

1.3.3. BDNF neurotrofinis faktorius

Lastelése pagamintas BDNF gali biiti aktyvuotas dvejomis formomis: aktyvioji pirmtako forma
(prodomenas, pro-BDNF) ir po proteolitinio skilimo gautas subrendes BDNF (mBDNF). Pro-BDNF
didziausiu giminingumu pasiZymi p75 receptoriui, d¢l to gali aktyvuoti ir neurony Ziities signalinius

kelius. Tuo tarpu mBDNF didZiausig gimininguma turi TrkB receptoriui, kuris aktyvuoja neurony
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1Sgyvenimo signalinius kelius. D¢l prieSingy giminingumy, BDNF vidulgstelinis arba ekstralgstelinis
skilimas tampa svarbiu veiksniu reguliuojant BDNF signalinj poveikj (Kutsarova et al., 2021).

Prisijungdamas prie TrkB receptoriaus, BDNF inicijuoja jo dimerizacijg ir tirozino liekany
fosforilinimg. dél kurio sukuriamos vidulgstelinés signaliniy molekuliy prijungimo vietos (Kowianski et
al., 2018). Gali biiti aktyvuojami 1.3.2. skyriuje paminéti signaliniai keliai:

1. MAPK signalinis kelias. Sio kelio aktyvavimas sukelia ekstralastelinés signalo reguliuojamos
kinazés (ERK) fosforilinimg ir aktyvacija. Fosforilinta ERK gali biiti pernesta j branduolj ir
reguliuoti transkripcijos faktoriy, atsakingy uz apoptoze slopinanciy, Iasteliy diferenciacijg ir
proliferacijg skatinan¢iy geny raiska, aktyvumag (Moustardas et al., 2023);

2. PI3K signalinis kelias. Sis signalinis kelias skatina Iasteliy i$gyvenima, slopindamas apoptoze.
PI3K fosforilina ir aktyvina baltymy kinazg B (Akt). Aktyvuota Akt fosforilina ir inaktyvuoja

Vo=

reguliuoja jvairius lgsteliy procesus, jskaitant baltymy sinteze ir lasteliy proliferacija (Xi et al.,
2022);

3. PLC-y signalinis kelias. Aktyvuota PLC-y katalizuoja fosfatidilinozitolio 4,5-bisfosfato (PIP2)
hidroliz¢ i inozitolio 1,4,5-trifosfata (IP3) ir diacilgliceroli (DAG). IP3 mobilizuoja kalcio jonus
1§ vidulasteliniy atsargy, tokiy kaip endoplazminis tinklas. Padidé¢jes kalcio kiekis gali sukelti
Ivairius procesus lgstel¢je, jskaitant baltymy kinaziy aktyvavimg ir jony kanaly aktyvumo
reguliavimg. DAG kartu su kalcio jonais gali aktyvuoti baltymy kinaz¢ C (PKC). Tuomet PKC
gali fosforilinti jvairius tikslinius baltymus ir keisti jy aktyvuma. Taip reguliuojamas lasteliy
1§gyvenamumas ir proliferacija (Rajala, 2021).

Tinklain¢je BDNF gali biiti gaminamas ganglinése Igstelése ir astrocituose, i§ kuriy parakrininiais
ir autokrininiais lgsteliy signaliniais keliais jis perneSamas ] tikslines vietas. Galimi retrogradinis (angl.
retrograde) ir anterogradinis (angl. anterograde) aksoniniai BDNF transportavimo biidai. Retrogradinis
biidas pasizymi tuo, jog BDNF pagaminamas tikslinése srityse, pavyzdZiui smegenyse, ir
transportuojamas ] gangliniy Igsteliy kiinus. Tuo tarpu anterogradinis biidas apima BDNF, pagaminto
pacioje tinklainéje, transportavimg ] tikslines smegeny sritis. Pagal §j scenarijy BDNF gali palaikyti
gangliniy lasteliy iSgyvenamuma, paveikdamas tikslines smegeny sritis, o ne tiesiogiai ganglines lgsteles.
Taciau mokslininkai vis dar nesutaria, kuriuo transportavimo biidu BDNF palaiko gangliniy lasteliy
1Sgyvenamuma viso vystymosi metu ir ar Sie budai iSlieka po lgstelés vystymosi. Negincijama yra tai,
jog BDNF skatina neurony iSgyvenamumg, aksony valdyma ir reguliuoja suzadinimo ir slopinimo

sinapsinj signalg regos sistemoje (Maday et al., 2014; Lambuk et al., 2022). BDNF yra svarbus nuo
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neurony aktyvumo priklausomam neurony augimui ir Sakojimuisi viduriniy smegeny virSutinio kalnelio
(angl. superior colliculus) srityje, kuri yra labai svarbi vaizdinés informacijos apdorojime. Taip pat BDNF
yra svarbus gangliniy lgsteliy aksony strukttiros ir jungciy pokyciams, reaguojant  jvairius dirgiklius ir
vystymosi procesus (Marler et al., 2014).

Eksperimentiniai glaukomos tyrimai rodo, jog neurotrofiniai faktoriai veiksmingai skatina neurony
Geny terapijos metu padidéjusi BDNF raiska padéjo iSsaugoti ganglines lasteles ziurkiy glaukomos
modelyje, palyginus su negydyta kontrole (Martin et al., 2003). Toliau, siekiant jrodyti BDNF
neuroprotekcinj poveikj, buvo pastebéta, kad egzogeniSkai naudojamas BDNF slopina gangliniy lasteliy
praradimg ir regos nervo pazeidima jvairiuose imings ir 1étinés glaukomos modeliuose (Mohd Lazaldin
et al., 2020; Fudalej et al., 2021). Jveikdamas smegeny—kraujo barjera, BDNF gali patekti ir j krauja.
Atlikus tyrimg su pacientais, serganciais ankstyva ir vidutinio sunkumo glaukoma, buvo pastebéta, kad
BDNF koncentracija serume statistiskai reik§mingai sumazéjo, palyginus su sveika kontrole. Tai parodo,
jog BDNF gali biiti taip pat tiriamas kaip potencialus biologinis zymuo ankstyvam glaukomos nustatymui

(Oddone et al., 2017).

1.3.4. BDNF trukumo teorija

Manoma, jog glaukomos vystymosi metu sutrikes gangliniy lasteliy gynybos mechanizmas
atsiranda dé¢l pazZeisto neurotrofiniy faktoriy transportavimo aksonais j lasteliy kiinus (Feng et al., 2023).
BDNF i tinklaing daugiausiai perneSamas retrogradiniu biidu. Sutrikusi perneSimo sistema galimai
neleidzia gangliniy lasteliy kiinuose pagamintam BDNF anterogradiniu biidu pasiekti ir prisijungti prie
aksony galuose esanciy TrkB receptoriy. Neurotrofinio faktoriaus trikumas lasteliy kiinuose ir aksony
galuose gali suaktyvinti apoptoze inicijuojancius signalinius kelius (Dekeyster et al., 2015; Kimura et
al., 2016). BDNF trukumas aktyvuoja c-Jun N-galinés kinazés (JNK) tarpininkaujamg apoptoze
inicijuojant] signalinj kelig, kurio metu aktyvuojami BCL2 Seimos apoptoz¢ inicijuojantys baltymai ir
sukeliama mitochondrijy disfunkcija. Atsizvelgiant | BDNF vaidmen;j ganglinéms Igsteléms, organizmo
nattraliy BDNF gamybos endogeniniy procesy slopinimas sukelia didelj pazeidima lgsteléms. Jvairiuose
tyrimuose jrodyta, jog nepakankamas BDNF-TrkB signalinio kelio aktyvavimas yra susijes su gangliniy

lasteliy praradimu (Iwabe et al., 2007; Osborne et al., 2018).
1.4. Glaukomos gyviiny modeliai

Siekiant geriau suprasti ligas, iStirti jy pagrindinius mechanizmus ir i§bandyti galimus gydymo
biidus, daznai naudojami ligos modeliai gyviinuose. | ligas panasioms salygoms imituoti ir jy poveikiui

18



tirti naudojamos jvairios gyviiny riiSys, taciau dazniausiai naudojami grauzikai. Norint suprasti sudétingg
glaukomos patologija ir analizuoti naujus gydymo biidus, $iuo metu naudojami jvairiis glaukomos
modeliai (Agarwal et al., 2023; Loo et al., 2024). Nemazai glaukomos modeliy, ypa¢ zinduoliuose, yra
pagristi létiniu akispiidZio padidéjimu ir vadinami akiy hipertenzijos modeliais. Siuo atveju mokslininkai
dirbtinai sukelia padidéjusj akisptuidj gyviinams, blokuodami priekinés kameros skyscio iStekéjimo takus,
suleisdami tokias medziagas kaip hipertoninis fiziologinis tirpalas arba sukurdami genetinj pakitima,
kuris blokuoja skyscio iStekéjimg (Biswas, Wan, 2019; Mead, 2023; Ramirez et al., 2023).

Kaip jau zinome, glaukoma yra kompleksiné ir multifaktoriné liga, o padidéjes akispiidis néra
vienintelis patologinis veiksnys. Todél labai svarbu atsizvelgti ir j kitus veiksnius, tokius kaip genetinés
mutacijos, kraujagysliy pokyc€iai ir neurodegeneraciniai procesai (Tsai et al., 2024). Vienas i$
patikimiausiy modeliy, tiriant gangliniy lasteliu iSgyvenamumga ir regeneracijg arba, kitaip tariant,
glaukomos neurodegeneracinius procesus, yra mechaninis regos nervo pazeidimas (angl. optic nerve
crush) (Ahmed, 2023). Procediira apima anestezuoto gyviino regos nervo kontroliuojamg mechaninj
suspaudimg, dél kurio susidaro pazeidimas. Siekiant optimizuoti pazeidimo sunkumg gali bati
regulivojama suspaudimo jéga ir trukmé (Cammalleri, 2022). Tyrimai rodo, jog gangliniy lasteliy
skaiCiaus sumaZz¢jimas koreliuoja su regos nervo suspaudimo jégos impulsu ir trukme (Liu et al., 2020;
Norat et al., 2021). Po pazeidimo, gangliniy Igsteliy Zitis prasideda gana greitai — praéjus vienai savaitei
zusta apie 50 % lasteliy (Cammalleri, 2022). Taigi, Sis modelis puikiai tinka tirti neuroprotekciniy
medZiagy poveik] gangliniy lgsteliy ir jy aksony regeneracijai glaukomos vystymosi metu (Gokoffski et

al., 2020).
1.5. Nuo mitochondrijy priklausoma gangliniy lasteliy Ziitis

Neuronai yra ypatingai jautriis mitochondrijy funkcijos poky€iams, nes jiems reikia daug ATP
energijos, kad iSlaikyty elektrocheminius gradientus, biitinus optimaliam signalo perdavimui (Jassim et
al., 2021). D¢l didelio energijos poreikio labai svarbu, kad tinklainés neuronai turéty tinkama
mitochondrijy skai¢iy ir kad jos tinkamai funkcionuoty (Osborne et al., 2016). Buvo pastebéta, kad
padidéjusio akisptidzio glaukomos modelyje farmakologinis atsakas ] ATP iSgyvenusiose ganglinése
lastelése sumazéjo (Niittykoski et al., 2010). Transplantavus i§ kepeny izoliuotas mitochondrijas |
ganglines lasteles po mechaninio regos nervo pazeidimo, pastebétas padidéjes gangliniy lasteliy kiiny ir
aksony iSgyvenamumas (Nascimento-dos-Santos et al., 2020). Taip pat pastebéta, kad glaukoma
serganCiy pacienty ATP kiekis kraujyje ir priekinés kameros skystyje yra zenkliai mazesnis nei
kontrolinés grupés (Nucci et al., 2013). Apoptoze inicijuojancio BAX geno slopinimas létina gangliniy

lasteliy ziitj mechaninio regos nervo pazeidimo modelyje (Donahue et al., 2020). Tuo tarpu apoptoze
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slopinan¢iy BCL2 ir BCL2L1 baltymy raiskos padidéjimas skatina gangliniy lgsteliy iSgyvenamuma
mechaninio regos nervo pazeidimo modelyje (Donahue et al., 2021). Tai parodo, jog gangliniy lasteliy
zitis gali vykti nuo mitochondrijy priklausomu apoptozés budu. Iniciavus Igsteliy apoptoze, BAX
baltymas patiria konformacinius poky¢ius ir yra perkeliamas j iSorine mitochondrijy membrana. Sioje
membranoje BAX sudaro heterodimerus su BCL-2 homologiniu antagonistu/zudiku (BAK) baltymu arba
homodimerus su kitomis BAX baltymo molekulémis. Dimerizacija palengvina BAX oligomery
susidaryma, kurie padidina mitochondrijy iSorinés membranos laiduma. Tai sukelia citochromo c, antrojo
mitochondrijy kilmés kaspaziy aktyvatoriaus (SMAC), apoptozés proteazg aktyvuojancio faktoriaus 1
(Apaf-1) baltymy iSsiskyrimg j citozolj. | citozolj iSsiskyres citochromas c ir Apaf-1 su prokaspaze-9
suformuoja apoptosoma, kurioje prokaspazeé-9 virsta aktyvia iniciacijos kaspaze-9. Minéta kaspazé
aktyvuoja kaspaze-3, katalitiSkai suskaldydama jos aktyvacijos domeng. Aktyvuota kaspazé-3 atlieka
ivairiy lastelés baltymy proteolitinj skaldyma ir sukelia Iasteliy Ziiti (Thomas et al., 2017; Risner et al.,
2022; Maes et al., 2023).
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2. TYRIMU MEDZIAGA IR METODAI
Naudoti tirpalai ir reagentai

2.1.

2.1 lentelé. Audiniy fiksavimui ir imunohistocheminiam dazymui naudoti tirpalai ir reagentai

Pavadinimas Komponentai Gamintojas Katalogo nr.
4 % paraformaldehidas | 4 % Paraformaldehidas Paraformaldehidas — Merck | Paraformaldehidas —
0,1 M fosfatiniame 0,1 M fosfatinis buferis goup 8.18715.1000
buferiniame tirpale (NaH2PO4 x H20, NaH.PO4 x H,O — Merck NaH.PO, x H,0 —
Na;HPQO, x 2H,0) group 1.06346.1000
Dejonizuotas vanduo Na;HPO4 x 2H,0 — Merck Na;HPO, x 2H,0 —
group 1.06580.1000

70 % etanolis

70 % nedenattruotas etilo

alkoholis
Dejonizuotas vanduo

Nedenatiruotas etilo
alkoholis — Vilniaus degtiné

Nedenaturuotas etilo
alkoholis — 309.262110

Tris buferinis natrio
chlorido tirpalas

0,661 % Tris-HCI
0,096 % Tris bazé
0,9 % NaCl
Dejonizuotas vanduo

Tris-HCI — Carl Roth
Tris bazé — Merck group
NaCl — Thermo Fisher
Scientific

Tris HCI - 9090.2
Tris bazé — T1503-
1KG

NaCl — 10428420

Blokavimo tirpalas

10 % ozkos serumas
0,5 % Triton X-100
Tris buferinis natrio
chlorido tirpalas

Ozkos serumas — Biowest
Triton X-100 — Merck group

Ozkos serumas —
S2000-500
Triton X-100 —
T9284-100ML

Plovimo tirpalas

1 % ozkos serumas

Ozkos serumas — Biowest

Ozkos serumas —

0,1 % Triton X-100 Triton X-100 — Merck group | S2000-500
Tris buferinis natrio Triton X-100 —
chlorido tirpalas T9284-100ML
Pirminis triusio kilmés | Netaikoma Phosphosolution 1830-RBPMS
polikloninis antikiinas
pries RBPMS
Antrinis ozkos kilmés | Netaikoma Thermo Fisher Scientific A11036
polikloninis antikiinas
pries triu§j, Zymétas
fluorescencine zyme
Alexa Fluor 568
100 ng/ml DAPI 100 ng/ml DAPI DAPI — Carl Roth DAPI - 6843.1
Tris buferinis natrio
chlorido tirpalas
,,Fluoroshield* klijai Netaikoma Merck group F6937-20ML
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2.2 lentelé. Geny raiskos tyrimams naudoti tirpalai ir reagentai

Pavadinimas Komponentai Gamintojas Katalogo nr.
Trizol™ reagentas Netaikoma Thermo Fisher Scientific | 15596026
Chloroformas Netaikoma Thermo Fisher Scientific | 10122190

70 % etanolio
tirpalas be nukleaziy

70 % nedenatiuruotas etilo
alkoholis
Vanduo be nukleaziy

Nedenatiaruotas etilo
alkoholis — Vilniaus
degtiné

Vanduo be nukleaziy —
Thermo Fisher Scientific

Nedenatiruotas etilo
alkoholis — 309.262110
Vanduo be nukleaziy -
R0582

PureLink™ RNR Naudoti komponentai: Thermo Fisher Scientific | 12183025
Mini rinkinys RNR Pirmasis plovimo tirpalas
gryninimui Antrasis plovimo tirpalas
Deoksiribonukleaziy | Vienam méginiui 80 pl: Thermo Fisher Scientific | 12185010
tirpalas 8 pl 10X deoksiribonukleaziy
reakcijos buferis |
10 ul deoksiribonukleaziy
tirpalas
62 pl vanduo be nukleaziy
Kopijinés DNR 10X atvirkstinés transkriptazés | Thermo Fisher Scientific | 4374966
atvirkstinés buferis
transkripcijos 25X deoksinukleotidy miSinys
rinkinys (100 mM)
10X atvirkstinés transkriptazés
atsitiktiniai pradmenys
MultiScribe atvirkstiné
transkriptazé
Ribonukleazés inhibitorius
2X TagMan Fast Netaikoma Thermo Fisher Scientific | 4444963

Advanced kPGR
reakcijos miSinys

20X TagMan Pazyméti 6-FAM dazu: Thermo Fisher Scientific | NEFL, BAX, STAT3 —

tiriamyjy geny Ziurkés NEFL, BAX, STAT3 4331182

pradmeny misinys Pazyméti VIC dazu: | tipo kolagenas,
Ziurkés I tipo kolagenas, kaspazé 3, BCL2 —
kaspaze 3, BCL2 4448489

60X TagMan Ziurkés GAPDH, pazymétas Thermo Fisher Scientific | CCU001S

kontrolinio geno ABY dazu

pradmeny misinys
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2.2. Pagrindiné naudota jranga

2.3 lentelé. Pagrindiné tyrimy metu naudota jranga ir jos paskirtis

Pavadinimas Gamintojas, $alis Paskirtis

Analitinés svarstyklés RADWAG, Lenkija Geny raiskos tyrimams skirty
tinklainiy svérimas

Sulinéliy ploksteliy purtykleé PSU- | Biosan, Latvija Imunohistocheminio dazymo

2T mini-shaker Sulinéliy plokstelése esanciy
skys¢iy maiSymas

Leica DM6 B mikroskopas su Leica Microsystems, Imunohistocheminio dazymo

DFC3000 G kamera Vokietija budu nudazyty tinklainiy
vaizdinimas

Purtyklé Vortex-Genie 2 Scientific Industries, JAV Geny raiskos tyrimai

Centrifuga 5430 R Eppendorf, Germany RNR gryninimo procedira

NanoDrop OneC Thermo Fisher Scientific RNR koncentracijos matavimas

spektrofotometras

Realaus laiko polimerazés Thermo Fisher Scientific Geny raiskos tyrimai

grandininés reakcijos sistema
QuantStudio 3

2.3. Mechaninis regos nervo pazeidimas

Tyrimai su laboratoriniais gyviinais buvo atlikti gavus Lietuvos bandomyjy gyviiny naudojimo
etikos komisijos prie Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidima, atlikti bandymo su gyviinais
procediiry projekta nr. G2-216. Mechaninio regos nervo pazeidimo procediirg atliko kolegos 18 in vivo
komandos jmonéje UAB ,,Experimentica®.

Sesiy-8 savai¢iy ziurkiy patinams mechaninis regos nervo pazeidimas atliktas desinéms akims, o
kairés akys paliktos kaip kontrolé (nepazeistos). Anestezuotoms ziurkéms temporalingje akies dalyje
zirklutémis jkerpama odena ir savaime uzsidaranciu chirurginiu pléstuku j gylj prapleciami aplink akj
esantys audiniai — raumenys ir jungiamasis audinys. Akies audiniai plec¢iami, kol yra atidengiamas regos
nervas. Galiausiai, atidengus regos nerva, jis 3 sekundes mechaniSkai suspaudziamas 2-3 milimetry

atstumu nuo akies (Kalesnykas et al., 2012).
2.4. Tyrime naudotos eksperimentinés grupés

Procediirg atliko kolegos i$ in vivo komandos jmonéje UAB ,,Experimentica‘.
Brimonidinas (teigiama kontrolé, AbbVie, JAV) ir 0,9 % NaCl tirpalas (neigiama kontrolé,

izotoninis tirpalas, B Braun, Vokietija) buvo lasinami j deSing akj 3 kartus per dieng deSimt dieny:
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gydymas pradétas trys dienos pries regos nervo pazeidimg (-3-¢ia tyrimo diena) ir tgsiamas iki septintos

dienos po regos nervo pazeidimo (7-ta tyrimo diena). BDNF (Alomone labs, Izraelis) ir izotoninio tirpalo

intravitrealinés injekcijos (IVT) atliktos po mechaninio regos nervo pazeidimo, ta pacig dieng (0-iné

diena). Antros ir Sestos grupés gyviinams papildomai atlikta intravitrealiné injekcija 3-Cig dieng po regos

nervo pazeidimo.

Tyrime naudotos Sios grupés:

e | grupé:
e 2 grupé:
e 3 grupé:
e 4 grupé:
e 5 grupé:
e 6 grupé:
e 7 grupé:
e 8 grupe:

izotoninis tirpalas, IVT, audiniy rinkimas 3-¢ig diena;
izotoninis tirpalas, IVT, audiniy rinkimas 7-ta diena;
Brimonidinas, lasinimas, audiniy rinkimas 3-Cig diena;
Brimonidinas, lasSinimas, audiniy rinkimas 7-tg dieng;
BDNF IVT, audiniy rinkimas 3-Cig dieng;

BDNF IVT, audiniy rinkimas 7-tg dieng;

izotoninis tirpalas, lasinimas, audiniy rinkimas 3-Cig dieng;

izotoninis tirpalas, laSinimas, audiniy rinkimas 7-tg diena.

Kiekvienoje grupéje buvo naudoti 8-9 gyviinai, kuriy akiy tinklainés buvo nudazytos

imunohistocheminiu biidu, ir 3 gyviinai, kuriy tinklainés buvo paskirtos geny raiskos tyrimams.

Trecia (1,

2.5. Audiniy rinkimas

3, 5 ir 7 grupés) arba septintg (2, 4, 6 ir 8 grupés) tyrimo dieng po mechaninio regos

nervo pazeidimo Ziurkés buvo eutanizuojamos. Audiniai surenkami pagal Sias procediras:

e Imunohistocheminiam dazymui skirty gyviny akys buvo iSimtos ir fiksuojamos 4 %

paraformaldehido tirpale. Pra¢jus 30 minuciy buvo paruoSiamos akiy tinklainiy isklotinés ir

fiksuojamos iki kitos dienos ryto.

e Geny raiSkos tyrimams skirty gyviiny akys buvo iSimamos su steriliais instrumentais.

Laboratorijos stalo pavirS§ius nuvalomas 70 % etanolio tirpalu. Su steriliais instrumentais

iSimamos akiy tinklainés, jdedamos j i§ anksto pasvertus kriomeégintuvélius ir uzsaldomos

skystame azote. Kriomégintuveliai su tinklainémis laikomi -80 °C temperatiiroje.

Gyvunus

eutanizavo ir akiy audinius surinko kolegos i§ in vivo komandos jmon¢je UAB

»~EXperimentica®.
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2.6. Tinklainiy iSklotiniy imunohistocheminis daZymas ir analizé

Po fiksavimo tinklainiy iSklotinés 5-6 valandas 4 °C temperatiiroje buvo plaunamos Tris buferiniu
natrio chlorido tirpalu, kuris plovimo metu pakeiCiamas keletg karty. Audiniai blokuojami kambario
temperattiroje 30 min., naudojant blokavimo tirpala, susidedantj 1§ 10 % ozkos serumo, 0,5 % Triton X-
100 ir Tris buferinio natrio chlorido tirpalo. Audiniai plaunami plovimo tirpalu, susidedanciu i§ 1 %
ozkos serumo, 0,1 % Triton X-100 ir Tris buferinio natrio chlorido tirpalo, 10 min. kambario
temperatiiroje. Audiniai inkubuojami su 200 karty plovimo tirpalu skiestu pirminiu triusio kilmés
antikiinu prieS RBPMS per naktj 4 °C temperattroje. Po to audiniai praplaunami plovimo tirpalu 3 kartus
po 10 min. kambario temperatiiroje. Audiniai inkubuojami su 500 karty plovimo tirpalu skiestu antriniu
ozkos kilmés antikiinu prie§ triusj, zZymétu fluorescencine zyme Alexa Fluor 568, 3 val. 4 °C
temperattiroje. Audiniai praplaunami plovimo tirpalu 3 kartus po 10 min. kambario temperatiiroje.
Audiniai inkubuojami su Tris buferiniame natrio chlorido tirpale paruostu 100 ng/ml koncentracijos
DAPI tirpalu (lastelés branduoliy zymuo, besijungiantis priec DNR) 30 min. kambario temperatiiroje.
Audiniai praplaunami plovimo tirpalu 2 kartus po 10 min. Tinklainés isklojamos ant objektiniy stikliuky
ir uzdengiamos dengiamaisiais stikliukais naudojant ,,Fluoroshield* klijus. Stikliukai laikomi tamsoje 4
°C temperatiiroje.

Atlikus imunohistocheminj dazyma, tinklainés buvo vaizdinamos fluorescenciniu mikroskopu 12-
oje skirtingy viety (4 periferijoje, 4 viduryje ir 4 centrinéje tinklainés vietose) (2.1 pav.). Padarius
nuotraukas, RBPMS antiklinu Zymétos ganglinés lastelés skaiciuotos rankiniu biidu naudojant ImageJ
(NIH, JAV) programing jrangg. Lasteliy skai¢ius buvo jvertintas kaip visy 12 nuotrauky vidurkis ir

perskai¢iuojamas |} lasteliy kiekj kvadratiniame milimetre.
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2.1 pav. Tinklainés isklotiné, pazyméta RBPMS antikiinu. Lasteliy kiekio jvertinimui buvo padarytos nuotraukos
12-oje skirtingy tinklainés viety (mélyni kvadratai).

2.7. RNR iSskyrimas i§ tinklainiy

Prie§ RNR i8skyrimg, kriomégintuvelis su uzSaldyta tinklaine yra pasveriamas. Ant audinio
uzpilama 200 pl Trizol™ reagento ir turinys yra perkeliamas i§ kriomégintuvélio | mégintuvélj su
aStriakampiais akmenukais (angl. garnet beads), skirtais audiniy lizei. Audinys homogenizuojamas
maiSant ant purtyklés 5 min. arba kol suyra. Homogenatas surenkamas j naujg mégintuvelj. AStriakampiai
akmenukai uZpilami 100 pl Trizol™ reagentu, siekiant uztikrinti pilng RNR surinkimg, ir maiSomi dar
apie 1-2 minutes. Homogenatas surenkami ] tg pati mégintuveli. Ant homogenato uzpilama chloroformo
santykiu 1:5. MiSinys maiSomas rankose 15 sek. ir inkubuojamas 3 min. kambario temperatiiroje.
MiSinys centrifuguojamas 15 min. 4 °C temperatiiroje 11 000 G jéga. Po centrifugavimo, supernatantas
surenkamas ir uzpilamas toks pat kiekis 70 % etanolio tirpalo be nukleaziy. Toliau RNR gryninimas yra
atlickamas su PureLink™ RNR Mini rinkiniu. Mégintuvélio turinys sumaiSomas ir visas misinys
perkeliamas ant centrifuginés gryninimo kolonélés membranos. Kolonélé centrifuguojama 15 sek. 12
000 G jéga. Supernatantas iSpilamas, membrana jstatoma atgal | mégintuvél]j ir ant jos uzpilama 350 pl
pirmojo plovimo tirpalo (angl. Wash Buftfer I). Centrifuguojama 15 sek. 12 000 G jéga. Membrana
Jjstatoma ] naujg surinkimo meégintuvel] ir ant jos uZpilama 80 upl deoksiribonukleaziy tirpalo.

Meégintuvélis inkubuojamas 15 min. kambario temperatiiroje. Ant membranos uZpilama 350 pl pirmojo
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plovimo tirpalo ir centrifuguojama 15 sek. 12000 G jéga. Membrana jstatoma ] naujg surinkimo
meégintuvelj ir ant jos uzpilama 500 pl antrojo plovimo tirpalo (angl. Wash Bufter II). Centrifuguojama
15 sek. 12 000 G jéga. Supernatantas iSpilamas, membrana jstatoma atgal | mégintuvélj ir ant jos
pakartotinai uzpilama 500 pl antrojo plovimo tirpalo. Centrifuguojama 15 sek. 12 000 G jéga.
Supernatantas iSpilamas, membrana jstatoma atgal  mégintuvélj. Centrifuguojama 1 min. 12 000 G jéga,
siekiant i§dziovinti membrang. Kolon¢l¢ jdedama ] nauja mégintuvélj (angl. recovery tube). Ant
membranos uzlasinama 30 pl vandens be nukleaziy. Inkubuojama 1 min. kambario temperatiroje.

Centrifuguojama 2 min. 12 000 G jéga. Mégintuvélyje lieka iSgryninta RNR.

2.8. RNR kiekio nustatymas

RNR koncentracija iSmatuojama naudojant NanoDrop OneC spektrofotometrg (Thermo Fisher
Scientific). Ant matavimo platformos uzlaSinama 1 pl vandens be nukleaziy fono jvertinimui. Platforma
nuvaloma servetéle ir paeiliui po 1 pl uzlasSinama isskirta tinklainés RNR. Kiekvieno méginio matavimas
atlieckamas 2-3 kartus. Absorbcijos matavimai atlieckami ties 260 nm, 280 nm ir 230 nm bangos ilgiais.
Likes RNR kiekis mégintuvélyje (27-28 pl) uzSaldomas -80 °C temperatiiroje. Spektrofotometro
programa automatiskai paskaic¢iuoja RNR koncentracija (ng/pl) pagal absorbcijos duomenis. [vertinamas
RNR grynumas analizuojant 260/280 ir 260/230 absorbcijy santykius. Gryna RNR yra laikoma tuomet,
kai Sie santykiai yra apie 2,0. Apskai¢iuojami RNR koncentracijos ir grynumo aritmetiniai vidurkiai.

RNR koncentracija perskai¢iuojama j pg/pl.

2.9. Kopijinés DNR sintezé

RNR skiedziama iki 0,03 pg/ul koncentracijos su vandeniu be nukleaziy. ParuoSiamas reakcijos
misinys, kuris yra naudojamas kopijinés DNR (kDNR) sintezés reakcijai atlikti, sumaiSant iSvardintus
reagentus 1§ kopijinés DNR atvirkstinés transkripcijos rinkinio (kiekiai suraSyti vienam plokstelés
Sulinéliui uzpildyti): 10X atvirkstinés transkriptazés buferis — 2 pl, 25X deoksinukleotidy miSinys (100
mM) — 0,8 ul, 10X atvirk$tinés transkriptazés atsitiktiniai pradmenys — 2 pl, MultiScribe atvirkstiné
transkriptazé — 1 pl, ribonukleazés inhibitorius — 1 pl, vanduo be nukleaziy — 3,2 ul. Kaip kontrolé¢,
paruoSiamas reakcijos misinys be atvirkstinés tranksriptazés, kuriame reakcija turéty nevykti, sumaisant
iSvardintus reagentus i§ kopijinés DNR atvirkstinés transkripcijos rinkinio (kiekiai suraSyti vienam
plokstelés Sulineliui uzpildyti): 10X atvirkstinés transkriptazés buferis — 2 pl, 25X deoksinukleotidy
misinys (100 mM) — 0,8 ul, 10X atvirkStinés transkriptazés atsitiktiniai pradmenys — 2 pl, ribonukleazés

inhibitorius — 1 pl, vanduo be nukleaziy — 4,2 pl. Paruosti miSiniai iSpilstomi po 10 pl ;1 96 Sulinéliy
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plokstele. | atitinkamus Sulinélius, kuriuose yra reakcijos misinys, jpilama po 10 pul RNR skiedimy arba
vandens be nukleaziy neigiamai reakcijos kontrolei. Plokstelé uzklijuojama lipnia plévele. Plokstelés
turinys sumaiSomas ant purtyklés. Centrifuguojama 1 min. 2000 G jéga. Plokstel¢ jdedama i
QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific) instrumentg. PaleidZiamas protokolas, skirtas kopijinés DNR
sintezei. Protokolo etapai: pradmeny prilydymas 10 min. 25 °C, kDNR sintez¢ 2 val. 37 °C, fermenty
inaktyvacija 5 min. 85 °C, laikymas po reakcijos neribotai 4 °C. Po reakcijos, ploksteles turinys

perpilamas ] mégintuvélius ir uzsaldomas -80 °C temperatiiroje.

2.10. Realaus laiko kiekybinés polimerazés grandininés reakcijos atlikimas
(kPGR)

kDNR skiedziama iki 1 ng/ul su vandeniu be nukleaziy. Paruosiamas reakcijos misinys, kuris yra
naudojamas kDNR padauginimui, sumaisant iSvardintus reagentus (kiekiai suraSyti vienam plokstelés
Sulinéliui uzpildyti): 2X TagMan Fast Advanced Master Mix — 7,5 pl, 20X TagMan tiriamyjy geny
pradmeny misiniai — po 0,75 pl (iki 2 skirtingy), 60X TagMan kontrolinio geno pradmeny misinys — 0,25
ul, vanduo be nukleaziy — 0,75 arba 1,5 ul. Paruostas reakcijos misinys iSpilstomas po 10 pl j 96 Sulinéliy
plokstele. | Sulinélius su miSiniu jpilama po 5 pl kDNR skiedimy. Supilstoma po tris techninius
pakartojimus kiekvienam méginiui. Plokstel¢ uzklijuojama lipnia plévele. Plokstelés turinys sumaiSomas
ant purtyklés. Centrifuguojama 2000 G jéga 1 min. Plokstelé jdedama j realaus laiko kiekybinés
polimerazés grandininés reakcijos (kPGR) aparata (QuantStudio 3). Paleidziamas protokolas, skirtas
geny amplifikacijai. Protokolo etapai: inkubacija 2 min. 50 °C, fermenty aktyvacija 2 min. 95 °C, DNR
denatiiracija 1 sek. 95 °C ir pradmeny prilydymas/DNR amplifikacija 20 sek. 60 °C (40 cikly), laikymas
po reakcijos neribotai 4 °C. Gauti kPGR duomenys analizuojami Design and Analysis (Thermo Fisher
Scientific) programine jranga. Santykiniam realaus laiko PGR duomeny kiekybiniam jvertinimui

naudojamas 2*2“r metodas (Livak, Schmittgen, 2001).

2.11. Statistiné duomeny analizé

Statistiné analizé atlikta su GraphPad Prism 10 programine jranga (GraphPad Software, JAV).
Duomeny rinkiniams pritaikyta vieno faktoriaus dispersiné analizé (angl. One-Way ANOVA) ir atskiry
grupiy palyginimui pritaikytas Sidako daugybinio palyginimo (angl. multiple comparison) testas.
Lasteliy skaiciavimo ir geny raiSkos duomeny grafikuose pavaizduoti vidurkiai su standartiniais
nuokrypiais (angl. standard deviation, SD). ReikSmingi skirtumai identifikuoti tuomet, kai P verté

mazesné nei 0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Imunohistocheminis dazymas

S¢ékmingas mechaninio regos nervo pazeidimas sukelia gangliniy lasteliy skaiCiaus sumazéjimag
lyginant su sveikomis akimis. Siekiant jvertinti modelio indukcijos efektyvuma buvo lyginami sveiky
akiy ir neigiamos kontrolés izotoninio tirpalo gangliniy lasteliy skai¢iai (3.1 pav.). Praéjus 3 dienoms po
modelio indukcijos, dar nebuvo reikSmingo skirtumo tarp sveiky akiy ir neigiamos kontrolés izotoninio
tirpalo IVT grupiy (ANOVA ***P<0,001, Sidako daugybinio palyginimo testas P=0,63). Tuo tarpu,
izotoninio tirpalo lasinimo grupé¢je 3 dieng jau buvo matomas reikSmingas skirtumas lyginant su
sveikomis akimis (¥***P<0,0001, Sidako daugybinio palyginimo testas). Tai parodo, kad intravitrealiné
injekcija galimai suaktyvina imuninj atsaka trumpuoju 3 dieny laikotarpiu. ReikSmingg Iasteliy skaiciaus
sumaz¢jimg abejose izotoninio tirpalo grupése jau matome 7 dieng po mechaninio regos nervo
pazeidimo — skirtumas, palyginus su sveikomis akimis, yra statistiSkai reikSmingas (ANOVA

#*%%P<() 0001, Sidako daugybinio palyginimo testas ****P<0,0001).

Gangliniy Iasteliy skaicius 7 dieng
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3.1 pav. Skirtingy tyrimo grupiy gangliniy lasteliy skaicius 3-¢ig ir 7-tg dienomis po modelio indukcijos.
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Neurotrofinio faktoriaus BDNF neuroprotekcinis poveikis buvo jvertintas palyginus BDNF IVT
grupés lasteliy skaiCiy su sveiky akiy ir neigiamos kontrolés izotoninio tirpalo IVT grupiy gangliniy
lasteliy skaic¢iumi (3.1 pav.): lasteliy skai¢ius BDNF IVT grupéje statistiSkai nesiskyré nuo sveiky akiy
grupiy tiek 3 diena (P=0,8701, Sidako daugybinio palyginimo testas), tiek ir 7 diena (P=0,1712, Sidako
daugybinio palyginimo testas) po modelio indukcijos. Tuo tarpu Iasteliy skaicius neigiamos kontrolés
izotoninio tirpalo IVT grupéje (**P=0,0015, Sidako daugybinio palyginimo testas) ar brimonidinu
gydytoje grupéje (***P=0,0004, Sidak daugybinio palyginimo testas) statistiskai reik§mingai sumazéjo
7 diena po indukcijos lyginant su BDNF IVT. Sie rezultatai patvirtina, kad neurotrofinis faktorius BDNF
padeda iSsaugoti tinklainés ganglines lgsteles. Svarbu paminéti, jog $is tyrimas nesuteikia informacijos
apie lasteliy funkcine biikle ir gyvybinguma.

I$ 3.1 lentelés duomeny matome, jog 3-Cig iki 7-tg dieng po regos nervo pazeidimo lasteliy skaicius
izotoninio tirpalo IVT grup¢je sumazgjo atitinkamai 10 % ir 39 %. Neigiamos kontrolés, izotoninio
tirpalo laSinimo, grupéje Iasteliy Zitis prasideda anksciau, nes matome lgsteliy skai¢iaus sumaz¢jima net
44 % 7-ta dieng po modelio indukcijos. Tuo tarpu BDNF IVT grupés lasteliy skai¢ius sumazgéjo tik 14
% palyginus su sveikomis akimis ir iSliko beveik trec¢daliu (29 %) didesnis uz izotoninio tirpalo IVT
grupés lasteliy skaiciy.

3.1 lentelé. Skirtingy tyrimo grupiy gangliniy lasteliy skaiiaus sumazéjimas 3-Cig ir 7-tg dienomis po modelio
indukecijos, palyginus su sveikomis akimis. Duomenys pateikti kaip vidurkiai su + standartine vidurkio paklaida.

Tyrimo grupé
Iz_otonlnls Iz_otonlnls BDNF. Brimonidinas, _
tirpalas, tirpalas, wo s Sveikos akys
ve . VT laSinimas
IVT laSinimas
Gangliniy | 3-¢ig diena | 1032+36 | 739+49 | 1058 +80 937 + 70 1151 + 32
lasteliy .
skaitius/mm? | 7-ta diena | 69152 642 + 35 972 + 64 638 + 45 1135 + 45
ADSONIULUS | 5 ) dieng | -119 412 93 214 NT
skirtumas
nuo sveiky | 7 ¢ Gieng -444 -493 -163 -497 NT
akiuy
Santykinis | 3-¢ia diena 10 36 8 19 NT
skirtumas, % | 7-ta diena 39 44 14 36 NT

Apibendrinant, mechaninio regos nervo pazeidimo modelis buvo indukuotas s¢kmingai ir pasizymi
reikSminga gangliniy lgsteliy ztutimi. BDNF, kaip ir tikétasi, padéjo iSsaugoti tinklainés ganglines

lasteles. RBPMS imunohistocheminio dazymo pavyzdziai yra pristatyti 3.2 pav.
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Sveika akis Izotoninis tirpalas, laSinimas
| - -
BDNEF, IVT Izotoninis tirpalas, IVT

3.2 pav. Pavyzdinés, praéjus 7-ioms dienoms po mechaninio regos nervo pazeidimo, RBPMS antikiinu zyméty
gangliniy Igsteliy nuotraukos. A — mechaninio regos nervo pazeidimo modelio indukcijos efektyvumas, B —
BDNF neuroprotekcinis poveikis.

3.2. RNR koncentracija ir grynumas

Atlikus tinklainiy RNR iSskyrimg buvo apskai¢iuota RNR koncentracija (pg/pl) ir jvertintas
grynumas remiantis absorbcijos santykiy 260/280 nm ir 260/230 nm vertémis. RNR pasiZzymi didZiausia
absorbcija esant 260 nm bangos ilgiui. Tuo tarpu esant 280 nm bangos ilgiui didZiausia absorbcija
pasiZzymi baltymai, o 230 nm — tokios organinés medziagos kaip fenolis, guanidino tiocianatas ir
angliavandeniai. RNR laikoma gryna, kai santykiai 260/280 nm ir 260/230 nm yra apie 2,0.

I§ 3.2 lentelés duomeny matome, jog visy meéginiy 260/280 absorbcijos santykiai svyruoja nuo 2,1
iki 2,2. Tai parodo auk$ta méginiy grynumg nuo baltymy priemaiSy. Tuo tarpu jvertinus 260/230
absorbcijos santykius, 10-ame meéginyje pastebétas didelis uzterStumas kitais organiniais junginiais —
260/230 absorbcijos santykio verté lygi 1,20. Minétas méginys nebuvo atmestas, nes tolimesniuose
tyrimuose méginio rezultatai buvo panasiis ] kity tos pacios tiriamosios grupés méginiy rezultatus. Visi

kiti méginiai pasizymejo aukStu grynumu — absorbcijos santykiy vertés svyravo nuo 1,9 iki 2,4. Kadangi
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kopijinés DNR sintezei RNR skiedziama iki 0,03 pg/ul koncentracijos, visy RNR méginiy koncentracija

buvo pakankama tolimesniems tyrimams (koncentracija svyravo nuo 0,18 pg/pl iki 0,45 pg/pl).

3.2 lentelé. RNR koncentracija ir grynumas. Duomenys pateikti kaip 2-3 matavimy aritmetiniai vidurkiai.

Meéginio . ' RNR - 260/28_(_) 260/23_(_)
r. Tyrimo grupé koncentracija, | absorbci jos absorbci jos
pg/pl santykis santykis
1 Izotoninis tirpalas, IVT, 3-Cig dieng 0,280 2,137 2,304
2 Izotoninis tirpalas, IVT, 3-¢ig dieng 0,328 2,146 2,268
3 Izotoninis tirpalas, IVT, 3-¢ig dieng 0,327 2,146 2,312
4 Izotoninis tirpalas, IVT, 7-tg dieng 0,394 2,160 2,342
5 Izotoninis tirpalas, IVT, 7-ta dieng 0,321 2,151 2,011
6 Izotoninis tirpalas, IVT, 7-ta dieng 0,316 2,153 2,283
7 Brimonidinas, 3-Cig dieng 0,267 2,151 2,099
8 Brimonidinas, 3-Cig dieng 0,250 2,152 2,304
9 Brimonidinas, 3-¢ig dieng 0,176 2,151 2,286
10 Brimonidinas, 7-ta diena 0,390 2,173 1,203
11 Brimonidinas, 7-ta dieng 0,255 2,140 1,924
12 Brimonidinas, 7-tg dieng 0,259 2,146 2,106
13 BDNF IVT, 3-¢ig dieng 0,285 2,156 2,097
14 BDNF IVT, 3-¢ig dieng 0,313 2,147 2,244
15 BDNF IVT, 3-¢ig dieng 0,315 2,152 2,248
16 BDNF IVT, 7-ta diena 0,312 2,151 2,235
17 BDNF IVT, 7-ta diena 0,308 2,139 2,278
18 BDNF IVT, 7-ta diena 0,349 2,156 2,162
19 Izotoninis tirpalas, lasinimas, 3-¢ig dieng 0,191 2,127 2,048
20 Izotoninis tirpalas, laSinimas, 3-¢ig dieng 0,445 2,160 2,219
21 Izotoninis tirpalas, laSinimas, 3-Cia diena 0,378 2,141 2,351
22 Izotoninis tirpalas, laginimas, 7-tg diena 0,370 2,133 2,384
23 Izotoninis tirpalas, laginimas, 7-ta diena 0,357 2,129 2,366
24 Izotoninis tirpalas, laSinimas, 7-tg dieng 0,360 2,131 2,333
25 Sveikos akys 0,252 2,124 2,036
26 Sveikos akys 0,201 2,118 2,414
27 Sveikos akys 0,177 2,107 2,347
28 Sveikos akys 0,331 2,132 2,381
29 Sveikos akys 0,390 2,136 2,301

3.3. Geny raiskos tyrimai
3.3.1. Pasirinkti genuy Zymenys

Siekiant jvertinti regos nervo pazeidimo ir vélesnio BDNF gydymo poveik] geny raiskai buvo

pasirinkti Zymenys, dalyvaujantys apoptozés inicijavimo, apoptozes slopinimo ir neurony struktiiros

palaikymo procesuose. Buvo pasirinkti du apoptoze inicijuojantys geny zZymenys — BAX ir kaspaze 3,

du apoptoze slopinantys geny zymenys — BCL2 ir STAT3, ir du neurono struktiiros palaikyme
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dalyvaujantys geny zymenys — NEFL ir I tipo kolagenas. ISsamesnis pasirinkty geny koduojamy baltymy

apraSymas pateiktas 3.3 lenteléje.

3.3 lentelé. Pasirinkty geny koduojamy baltymy funkcijos.

Baltymas Funkcijos

Apoptoze inicijuojantis BCL-2 Seimos baltymas. Po aktyvacijos BAX baltymai
persikelia i§ citozolio j mitochondrijy iSorine membrang. Sioje membranoje BAX
sudaro heterodimerus su BCL-2 homologiniu antagonistu/zudiku (BAK) baltymu
BAX arba homodimerus su kitomis BAX baltymo molekulémis. Dimerizacija palengvina
BAX oligomery susidaryma, kurie padidina mitochondrijy iSorinés membranos
laidumg. Tai sukelia citochromo ¢, SMAC (antrasis mitochondrijy kilmés kaspaziy
aktyvatorius), Apaf-1 (apoptozinis proteaze aktyvuojantis faktorius 1) baltymy
i§siskyrimg j citozolj ir paskatina lgsteliy zatj (Risner et al., 2022).

Apoptoze inicijuojantis cisteino proteaziy Seimos narys. | citozolj iSsiskyre
citochromas ¢ ir APAF-1 su prokaspaze-9 suformuoja apoptosoma, kurioje
prokaspazé-9 virsta aktyvia iniciacijos kaspaze-9. Minéta kaspazé aktyvuoja kaspaze-
3, katalitiSkai suskaldydama jos aktyvacijos domeng. Aktyvuota kaspazé-3 atlieka
jvairiy lastelés baltymy proteolitinj skaldyma ir sukelia lgsteliy zttj (Thomas et al.,
2017).

Apoptoze slopinantis BCL-2 $eimos baltymas. Sis baltymas slopina apoptoze
inicijuojancius baltymus — BAX ir BAK. Déka to iSvengiama mitochondrijy iSorinés
membranos laidumo didéjimo. Dél to stabdomas citochromo ¢, SMAC, Apaf-1
baltymy i$siskyrimas j citozolj (Singh et al., 2019).

Transkripcijos signalo keitikliy ir aktyvatoriy (STAT) Seimos baltymas.
Ekstralasteliniy signaly citokinai ir neurotrofiniai faktoriai jungiasi prie atitinkamy
receptoriy lastelés pavirSiuje. Tai inicijuoja STAT3 fosforilinimo signalinj kelia.
Déka to STAT3 aktyvuojamas ir veikia kaip transkripcijos faktorius, inicijuojantis
apoptoze slopinan¢iy geny raiSka. Tai didina neuroprotekcinj poveikj tinklainés
ganglinéms lgsteléms (Kim et al., 2018; Husain et al., 2021).

Neurofilamenty lengvoji grandiné (NEFL) yra struktiirinis neurony citoskeleto
baltymas. Si grandiné, kartu su vidutine ir sunkigja grandinémis, prisideda prie
neurofilamenty formavimosi. Neurofilamentai padeda palaikyti neurony struktiirg,
aksony vientisumga ir forma (Lin et al., 2023).

Struktiirinis baltymas, randamas jvairiy audiniy, jskaitant tinklaing ir optinj nerva,
tarplastelinéje medziagoje. Jis padeda palaikyti audiniy struktiiros vientisumg ir
| tipo kolagenas | organizuotuma. Sis baltymas tinklainés ganglinéms lasteléms suteikia erdving
orientacija, padédamas joms judéti ir prisitvirtinti vystymosi metu. Tai svarbu
tinkamam lasteliy i§déstymui ir funkcijai tinklainéje (Song et al., 2021).

Kaspazé-3

BCL2

STAT3

NEFL

3.3.2. DNR amplifikacijos efektyvumas

Siekiant optimizuoti DNR amplifikacijoje naudojamo reakcijos miSinio kiekj ir uztikrinti reakcijos
tiesiSkumg atskiry geny atvejais buvo atliekami amplifikacijos efektyvumo tyrimai. Buvo atrenkami
labiausiai tinkanciy geny pory deriniai daugybinei kPGR (angl. multiplex PCR). Tam buvo naudojami
trejais skirtingais fluorescenciniais dazais Zyméti geny raiSkos pradmeny misiniai: tiriamyjy geny BAX,
NEFL, STAT3 pradmenys buvo pazyméti 6-FAM dazu, kaspazés-3, I tipo kolageno, BCL2 pradmenys —
VIC dazu, o endogeniné GAPDH kontrolé — ABY daZu. Standartinés kreives buvo sudaromos i8 penkiy
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kDNR kiekiy reakcijoje (50, 5, 0,5, 0,05 ir 0,005 ng). Standartinéms kreivéms buvo issikelti Sie kriterijai,

pagal kuriuos ir buvo atrinktos tinkamiausios geny poros ir optimaliausias kKDNR kiekis reakcijoje:

e IS gauty kPGR rezultaty Ct (angl. Cycle Threshold) reikSmiy sudaroma logaritminé kreivé, kurios
nuozulnumo verté -3,1 — (-3,6) ribose yra laikoma tinkama;

e Koreliacijos koeficiento R? reik§mé yra ne maZesné nei 0,98;

e Reakcijos efektyvumo reikSme turéty biti 90-110 %;

e (t reikSmiy skirtumas tarp daugybinés ir viengubos kPGR reakcijy turéty biiti ne didesnis nei
3,0 %;

e Standartiniai nuokrypiai tarp reakcijos pakartojimy turéty biti ne didesni nei 0,15.

Labiausiai kriterijus atitikusiy geny pory (BAX/BCL2, NEFL/kaspazé-3, STAT3/I tipo kolagenas)
standartinés kreivés pavaizduotos 3.3 pav. Matome, jog kai kuriy geny kKDNR amplifikacijos detekcijai
nepakanka 0,005 ng (BCL2, I tipo kolagenas) ir 0,05 ng (I tipo kolagenas) kDNR kiekio reakcijoje. Dél
to, atsizvelgiant j galimg tiriamyjy audiniy geny raiSkos sumaZz¢jima, tolimesniems tyrimams buvo

pasirinktas 5 ng kDNR kiekis reakcijoje.

BAX/BCL2

-o- BAX daugybiné
BAX vienguba

~+ BCL2 daugybineé

-+ BCL2 vienguba

GAPDH daugybiné
- GAPDH vienguba

T T T T T
0.005 0.05 0.5 5 50

KkDNR kiekis, ng

NEFL/Kaspazé-3 STAT3/ tipo kolagenas
o~ NEFL daugybiné 9 ~e- STAT3 daugybiné
NEFL vienguba 304 STAT3 vienguba
—+- CASP3 daugybiné —+- COL1A1 daugybiné
-¥- CASP3 vienguba 5 204 -¥- COL1A1 vienguba
GAPDH daugybiné GAPDH daugybiné
-®- GAPDH vienguba 10 -8 GAPDH vienguba
0 T T T T T 0 T T T T T
0.005 0.05 0.5 5 50 0.005 0.05 0.5 5 50
kDNR kiekis, ng kDNR kiekis, ng

3.3 pav. Geny pory (BAX/BCL2, NEFL/kaspazé-3 ir STAT3/I tipo kolagenas) standartiniy kreiviy grafikai.

3.4 lenteléje pateikti pasiekti geny pory standartiniy kreiviy parametrai daugybinéje kPGR
reakcijoje. Nuozulnumo verté svyravo nuo -3,128 iki -3,465. Koreliacijos koeficiento reikSmé buvo

didesné nei 0,99. Reakcijos efektyvumas svyravo nuo 94,38 % iki 108,80 %. Ct reikSmiy skirtumas tarp
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daugybines ir viengubos kPGR reakcijy buvo ne didesnis nei 3,0 %, iSskyrus I tipo kolageno vertg
(5,93 %). Dél sios priezasties buvo nuspresta atlikti atskirg Sio geno kDNR amplifikacija (poroje tik su
endogenine kontrole GAPDH). Standartiniai nuokrypiai tarp reakcijos pakartojimy svyravo nuo 0,018
iki 0,119. Taigi, BAX/BCL2 ir NEFL/kaspazé-3 geny pory standartiniy kreiviy parametrai atitiko

i8sikeltus kriterijus.

3.4 lentelé. Pasirinkty geny pory standartiniy kreiviy parametrai daugybinéje kPGR.

Genas Nuo::i?éumo R® Efektyvumas, % 5 n(;/trsezllgﬂr(?ji; % | (5ng/ rSeachijoje)
BAX 337 | 0,999 98,02 -0,54 0,018
BCL2 3,128 | 0,994 108,80 1,36 0,118
NEFL 3316 | 0,999 100,25 -0,53 0,038
Kaspazé-3 | -3,296 | 0,998 101,07 1,48 0,051
STAT3 3308 | 0,999 100,59 -0,40 0,073
| tipo 3,465 | 0,999 94,38 593 0,119
kolagenas

3.3.3. Geny raiska

Po amplifikacijos gauti geny raiskos duomenys buvo analizuojami 22T metodu. Geny raiska
normalizuota pagal endogeninés kontrolées GAPDH geno raiska.

Siekiant jvertinti modelio indukcijos poveiki apoptoz¢ inicijuojanciy (3.4 pav.), apoptoze
slopinan¢iy (3.5 pav.) ir neurono struktiiros palaikyme dalyvaujanciy (3.6 pav.) geny raiskai, buvo
lyginamos sveiky akiy ir neigiamos kontrolés izotoninio tirpalo grupés. Praéjus 7-ioms dienoms po
modelio indukcijos, BAX geno raiSka buvo statistiSkai reikSmingai padidéjusi neigiamos kontrolés
izotoninio tirpalo IVT ir laSinimo grupése palyginus su sveikomis akimis (ANOVA ****P<(,0001,
Sidako daugybinio palyginimo testas atitinkamai *P=0,0256 (37 %) ir **P=0,001 (50 %)). Tai parodo,
jog modelio indukcija inicijuoja Sio geno, dalyvaujan¢io mitochondrijy membranos pralaidumo didinimo
procese, raiska. Tuo tarpu, kaspazés-3 geno raiska statistiSkai reikSmingai padidéjo tik izotoninio tirpalo
IVT grupéje 7-ta dieng po modelio indukcijos (ANOVA **P<0,01, Sidako daugybinio palyginimo testas
**P<0,01 (48%)). Galima teigti, jog minétoje grup¢je galimai aktyvuojama nuo kaspaziy priklausoma
lasteliy apoptozé. Jdomu, jog reikSmingo kaspazés-3 geno raiSkos padidéjimo nebuvo pastebéta
izotoninio tirpalo laSinimo grup¢je, nors gangliniy lasteliy skaicius buvo sumazejes tiek 3-Cia, tiek 7-ta
dienomis (3.4 pav.). To priezastis galimai galéty biiti nuo kaspaziy nepriklausomos Iasteliy apoptozés
inicijavimas. BCL2 geno raiskoje statistiSkai reikSmingy pokyc¢iy nenustatyta, taciau izotoninio tirpalo

lasinimo grupéje 7-ta dieng buvo matoma geno raiSkos padidéjimo tendencija (ANOVA **P<0,01,
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Sidako daugybinio palyginimo testas P=0,051). Galime daryti prielaida, jog BCL2 geno raiskos
aktyvacija izotoninio tirpalo laSinimo grupé¢je galéjo slopinti BAX veikimg potransliaciniame baltymo
lygyje, todél nebuvo aktyvuota kaspazés-3 geno raiSka. Svarbu paminéti ir apoptoze slopinancio
transkripcijos faktoriaus STAT3 geno raiskos pokycius, sukeltus modelio indukcijos. Nustatyta, jog Sio
geno raiska statistiSkai reikSmingai padidéjo 2,6 karto 7-tg dieng izotoninio tirpalo IVT grupéje (ANOVA
#*%P<(0,001, Sidako daugybinio palyginimo testas ***P<0,001). Izotoninio tirpalo laginimo grupéje
statistiSkai reikSmingo pokyc€io nenustatyta, taiau buvo matoma STAT3 geno raisSkos padidéjimo
tendencija (P=0,0839). Tai parodo, jog pati intravitrealiné injekcija galimai sukelia uzdegima ir imuninj
atsakg tinklainéje, dél ko inicijuojama STAT3 geno raiSka. Neurony struktiiros palaikyme dalyvaujancio
NEFL geno raiska izotoninio tirpalo IVT grupéje statistiSkai reikSmingai sumazéjo tik 7-ta dieng po
modelio indukcijos (ANOVA **P<0,01, Sidako daugybinio palyginimo testas ***P=0,001 (78 %)).
Izotoninio tirpalo laSinimo grupéje statistiSkai reikSmingas §io geno sumaz¢jimas matomas tik 3-Cig
dieng (*P=0,0227 (57 %)), o 7-ta dieng pastebima didelé¢ biologiné variacija tarp méginiy. Lasteléms
inicijuojant apoptoze ir prarandant vientisuma bei forma, NEFL baltymas iSsiskiria 1§ 1gsteliy j stiklakinj
ir priekinés kameros skystj, d¢l ko slopinama ir geno raisSka (Lin et al., 2023). Strukttirinio I tipo kolageno
geno raiskoje statistiSkai reikSmingy pokyciy tarp izotoninio tirpalo ir sveiky akiy grupiy nepastebéta
(ANOVA P=0,46). Tai parodo, jog modelio indukcija nesukelia Sio tarplastelinéje medziagoje randamo
baltymo geno raiskos pokycio.

Siekiant jvertinti BDNF poveikj apoptoze inicijuojanciy (3.4 pav.), apoptoze slopinanciy (3.5 pav.),
ir neurony struktiiros palaikyme dalyvaujanciy (3.6 pav.) geny raiSkai buvo lyginama BDNF IVT grupe
su sveiky akiy ir neigiamos kontrolés izotoninio tirpalo IVT grupémis. Praéjus 7-ioms dienoms po
modelio indukcijos, BAX geno raiska nebuvo statistiSkai reikSmingai padidéjusi BDNF IVT grupé¢je,
lyginant su sveikomis akimis. Matome, jog néra ir statistiSkai reikSmingo sumazéjimo BDNF IVT
grup¢je, palyginus su izotoninio tirpalo IVT grupe, nors Sios grupés BAX geno raiska buvo reikSmingai
padidéjusi, lyginant su sveikomis akimis (*P=0,0256 (37 %), Sidako daugybinio palyginimo testas).
BCL2 geno raiska 7-tg dieng BDNF IVT grupéje buvo statistiSkai reikSmingai padidéjusi, lyginant su
sveikomis akimis (**P<0,01 (51 %)), bet ne su izotoninio tirpalo IVT gydymo grupe (Sioje grupéje
nebuvo nustatytas statistiSkai reikSmingas pokytis, lyginant su sveikomis akimis). Tai parodo, jog
gydymas BDNF turi tik tendencija mazinti BAX ir didinti BCL2 geny raiskas, dél ko galimai sukeliamas
mitochondrijy membranos pralaidumo maz¢jimas ir apoptozés slopinimas. Tai patvirtina ir kaspazés-3
geno raiSkos rezultatai 7-ta3 dieng BDNF IVT grupéje — nors ir nematome statistiSkai reikSmingo

sumazéjimo, lyginant su izotoninio tirpalo IVT grupe, tafiau nematome ir statistiSkai reikSmingo
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padidéjimo lyginant su sveikomis akimis. Svarbu paminéti, jog minéto geno raiSkoje 3-¢ig dieng BDNF
IVT grupéje matomas statistiSkai reikSmingas padid¢jimas, lyginant su sveikomis akimis (*P=0,0455
(40%)). Sie rezultatai parodo, jog gydymas BDNF neturi ryskaus poveikio kaspazés-3 geno raiskai.
STAT3 geno raiSka BDNF IVT grupé¢je 7-tg dieng gana panasi j izotoninio tirpalo IVT grupés STAT3
geno raiska ir statistiSkai reikSmingai padidéjusi 2,6 karto, lyginant su sveikomis akimis (***P<0,001).
Galima teigti, jog gydymas BDNF neturi poveikio STAT3 geno raiskai 7-iy dieny modelyje.
Apibendrinant, pastebime BDNF poveikio tendencija slopinti apoptozg, pasirinkty apoptoze
inicijuojanc¢iy ir apoptoze slopinaniy geny raisSkos atzvilgiu. Taip pat pastebime BDNF poveikio
tendencijg iSlaikyti NEFL geno raiSka — BDNF IVT grupéje nematome statistiskai reikSmingo pokycio,
lyginant tiek su sveiky akiy, tiek ir su izotoninio tirpalo IVT grupémis, nors pastarojoje grupéje nustatytas
statistiSkai reik§mingas sumazg¢jimas, lyginant su sveikomis akimis (***P=0,001 (78%)). Tai galéty buti
paaiskinta tuo, jog gydymas BDNF turi tendencijg padéti iSlaikyti neurony struktiirg — vientisumg ir
formga. Tuo tarpu I tipo kolageno geno raiskoje statistiSkai reikSmingy pokyciy nepastebéta. Remiantis
lasteliy skai¢iavimo ir tirty geny raiskos rezultatais galime daryti prielaida, jog gydymas BDNF inicijuoja
kity transkripcijos faktoriy geny raiska ir kitus apoptozg¢ slopinancius signalinius kelius.

Verta paminéti ir galimai teigiamos kontrolés brimonidino poveikj pasirinkty geny raiskai.
Nustatyta, jog 3-Cia dieng BAX geno raiSka statistiSkai reikSmingai padidéjo lyginant tiek su izotoninio
tirpalo lasinimo grupe (**P<0,01 (54%)), tiek ir su sveikomis akimis (****P<0,0001 (72 %)). Taciau 7-
ta dieng nustatytas statistiSkai reikSmingas geno raiSkos sumazéjimas, lyginant su izotoninio tirpalo
laSinimo grupe (*P=0,0477 (38 %)). Tai parodo, jog gydymo pradZioje brimonidinas padidina §io geno
raiS$ka, galimai inicijuodamas ir mitochondrijy membranos pralaidumo padidéjima, ir tik po tam tikro
laiko (po daugiau nei 3-jy dieny) geno raiSka pradeda mazéti, galimai slopinamas mitochondrijy
membranos pralaidumas. BCL2 geno raiska buvo statistiSkai reikSmingai padidéjusi 3-Cig diena,
palyginus su sveikomis akimis (*P=0,0126 (48 %)), bet statistiSkai reikSmingo pokycio, lyginant su
izotoninio tirpalo laSinimo grupe, nenustatyta. Septintg dieng statistiSkai reikSmingy poky¢€iy taip pat
nenustatyta. Tai parodo, jog brimonidinas gydymo pradzioje turi tendencijg inicijuoti BCL2 geno raiska,
taciau vélesnemis gydymo dienomis Sis poveikis pranyksta. Kaspazés-3 geno raiSka buvo statistiSkai
reikSmingai padidéjusi 3-Cig dieng, lyginant su sveikomis akimis (**P<0,01 (58 %)), bet statistiskai
reik§mingo pokycio, palyginus su izotoninio tirpalo laSinimo grupe, nenustatyta. 7-ta dieng statistiskai
reikSmingy poky¢iy taip pat nebuvo. Tai parodo, jog vis délto brimonidinas gydymo pradzioje galimai
inicijuoja mitochondrijy membranos pralaidumo didinima ir nuo kaspazes priklausoma lgsteliy apoptoze,

taciau vélesnémis gydymo dienomis Sis poveikis pranyksta. STAT3 geno raiska 3-¢ig dieng buvo
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statistiSkai reikSmingai padidéjusi 2,1 karto, lyginant su sveikomis akimis (*P=0,0229), bet statistiskai
reik§mingo pokycio, lyginant su izotoninio tirpalo laSinimo grupe, nenustatyta. Septintg dieng statistisSkai
reikSmingy pokyciy taip pat nebuvo. Tai parodo, jog brimonidinas gydymo pradzioje turi tendencija
inicijuoti ir STAT3 transkripcijos faktoriaus geno raiska, tac¢iau vélesnémis gydymo dienomis Sis poveikis
tampa ne toks rySkus. Tuo tarpu NEFL geno raiska statistiSkai reikSmingai buvo sumazéjusi tiek 3-Cia,
tiek ir 7-ta dienomis, lyginant su sveikomis akimis (atitinkamai *P=0,0438 (52 %) ir ***P<0,001
(79 %)), taciau statistiSkai reikSmingo pokycio, lyginant su izotoninio tirpalo lasinimo grupe,
nenustatyta. Tai parodo, jog brimonidinas nepalaiko Sio struktiirinio baltymo geno raiskos. I tipo

kolageno geno raiskoje statistiskai reikSmingy poky¢iy nenustatyta.
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3.4 pav. Skirtingy tyrimo grupiy apoptoze inicijuojanciy geny (BAX, kaspazé-3) raiskos pokyciai 3-Cig ir 7-ta
dienomis po modelio indukcijos.
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3.5 pav. Skirtingy tyrimo grupiy apoptoze slopinanciy geny (BCL2, STAT3) raiskos poky¢iai 3-Cig ir 7-ta
dienomis po modelio indukcijos.
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3.6 pav. Skirtingy tyrimo grupiy neurony struktiiros palaikyme dalyvaujanciy geny (NEFL, I tipo kolagenas)
raiSkos poky¢iai 3-Cig ir 7-tg dienomis po modelio indukcijos.
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ISVADOS

Mechaninis regos nervo pazeidimas sukelia zenklig tinklainés gangliniy lasteliy zatj, kuri yra
reguliuojama su apoptoze ir su mitochondrijy pralaidumo reguliavimu susijusiy geny raiska.
Intravitrealiai susvirk§tas BDNF apsaugo tinklainés ganglines lasteles mechaninio regos nervo
pazeidimo modelyje, reguliuodamas su apoptoze, neurofilamenty lengvaja grandine ir mitochondrijy
pralaidumu susijusiy geny raiska.

BDNF ekspresuojantys vektoriai galéty bati veiksminga glaukomos gydymo strategija.
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BDNF NEUROPROTEKCINIO POVEIKIO TINKLAINES GANGLINEMS LASTELEMS
TYRIMAS

SANTRAUKA

Glaukoma yra viena i$ pagrindiniy aklumo priezasciy pasaulyje. Liga sukelia tinklainés gangliniy
lasteliy, atsakingy uz vaizdinés informacijos signaly perdavimg j smegenis, apoptoze ir regos nervo
aksony degeneracija. Siy lasteliy i§saugojime dalyvauja neurotrofiniai faktoriai. Vienas i§ svarbiausiy
yra smegeny kilmeés neurotrofinis faktorius (angl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF).

Tiriamojo darbo tikslas buvo post-mortem tyrimais jvertinti BDNF neuroprotekcinj poveikj ziurkiy

mechaninio regos nervo pazeidimo modelyje. Naudojant Ziurkiy akiy tinklaines buvo siekiama:
1. Tinklainés gangliniy Igsteliy imunohistocheminio dazymo kiekybinés analizés metodu jvertinti
mechaninio regos nervo pazeidimo modelio indukcijg ir BDNF neuroprotekcinj poveikj tinklainés
ganglinéms Iasteléms. 2. Geny raiSkos tyrimy metodais jvertinti modelio indukcijos ir BDNF
neuroprotekcini poveikj pasirinkty, tinklainés gangliniy Iasteliy struktiirg palaikanciy ir apoptoze
reguliuojanciy, geny raiskos pokyciams.

Imunohistocheminiam daZymui ir kiekybinei analizei buvo pasirinktas specifinis gangliniy Igsteliy
Zymuo — RNR suriSantis baltymas su daugybiniu splaisingu (RBPMS). Buvo pastebéta, jog pragjus 7-
ioms dienoms po mechaninio regos nervo pazeidimo, sékmingai indukuotame modelyje tinklainés
gangliniy lasteliy skaicius neigiamos gydymo kontrolés intravitrealinés injekcijos grupéje sumazejo
39 % (****P<0,0001 lyginant su sveikomis akimis). Tuo tarpu BDNF intravitrealinés injekcijos gydymo
grup¢je lasteliy skaicius sumazejo tik 14 % (P=0,1712 lyginant su sveikomis akimis), ir iliko tre¢daliu
(29 %; **P=0,0015) didesnis uz neigiamos kontrolés intravitrealinés injekcijos grupés lasteliy skaiciy.
Geny raiSkos pokyCiams nustatyti buvo pasirinkti du apoptoze inicijuojantys (BAX, kaspaze-3), du
apoptoze slopinantys (BCL2, STAT3) ir du neurony struktiiros palaikyme dalyvaujantys (NEFL, I tipo
kolagenas) genai. Pastebéta, jog neigiamos kontrolés intravitrealinés injekcijos grupéje galimai
aktyvuojama nuo kaspaziy priklausoma gangliniy lasteliy apoptozé ir slopinama NEFL geno raiska.
Gydymas BDNF turi tendencija skatinti apoptoze¢ slopinanciy geny raiska, galimai per mitochondrijy
membranos pralaidumo mazéjima, ir iSlaikyti NEFL geno raiSka. Nei modelio indukcija, nei gydymas

BDNF nesukeélé tarplastelinés medziagos I tipo kolageno geno raiskos poky¢io.
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SUMMARY

Glaucoma is one of the leading causes of blindness worldwide. The disease causes apoptosis of
retinal ganglion cells, which are responsible for transmitting visual information signals to the brain, and
degeneration of the optic nerve axons. Neurotrophic factors are involved in the preservation of these
cells. One of the most important is brain-derived neurotrophic factor (BDNF).

The aim of the research work was to evaluate the neuroprotective effect of BDNF in a rat optic
nerve crush model using post-mortem analyses. Our aims were as following: 1. To evaluate the induction
of the optic nerve crush model and the neuroprotective effect of BDNF on retinal ganglion cells by
quantitative analysis of retinal ganglion cell immunohistochemical staining. 2. To assess the
neuroprotective effect of BDNF in relation to the change in the expression of the selected genes that
support the structure of retinal ganglion cells and regulate apoptosis.

A specific retinal ganglion cell marker, RNA-binding protein with multiple splicing (RBPMS), was
chosen for immunohistochemical staining and quantitative analysis. It was observed that 7 days after
optic nerve crush, the number of retinal ganglion cells was reduced by 39% in the negative control
intravitreal injection group (****P<0.0001 compared to healthy eyes). Meanwhile, the number of cells
in the BDNF intravitreal injection treatment group decreased by only 14% (P=0.1712 compared to
healthy eyes) and remained 29% (**P=0.0015) higher than the number of cells in the negative control
intravitreal injection group. Two pro-apoptotic (BAX, caspase 3), two anti-apoptotic (BCL2, STAT3),
and two cell structure supporting (NEFL, type I collagen) genes were selected to detect changes in gene
expression. It was observed that caspase-dependent apoptosis of retinal ganglion cells was possibly
activated, and NEFL gene expression was suppressed in the negative control intravitreal injection group.
We conclude that BDNF treatment has a tendency to induce the expression of anti-apoptotic genes,
possibly through a decrease in mitochondrial membrane permeability, and to maintain NEFL gene
expression. Neither induction of the model nor treatment with BDNF induced a change in the gene

expression of extracellular matrix type I collagen.
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