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IVADAS

Centrinés nervy sistemos (CNS) funkcionavimui uztikrinti reikalinga grieztai reguliuojama
mikroaplinka. Kraujo-smegeny barjeras (KSB) kontroliuoja molekulinius mainus tarp smegeny
parenchimos ir kraujotakos, bei uzkerta kelig toksiny, patogeny, uzdegiminiy veiksniy patekimui j
CNS. Tokiu buidu yra palaikoma homeostazé, biitina normaliam CNS funkcionavimui (Pivoritinas
and Verkhratsky, 2021). Ivairaus masto KSB sutrikimai lydi visas imines ir 1étines neurologines
ligas. KSB funkcijos sutrikimas stebimas jau ikiklinikinése kai kuriy létiniy neurodegeneraciniy ligy
stadijose, todel gali buti traktuojamas, kaip ankstyvas patogenetinis Siy ligy veiksnys (Sweeney et
al., 2019).

KSB yra daugiakomponente¢ struktiira, kurios pagrindg sudaro smegeny kraujagysliy endotelio
lasteles (SEL). SEL jungiancios glaudziosios (GJ) ir adhezinés jungtys (AJ) efektyviai riboja poliniy
medziagy difuzija  smegeny parenchima. SEL, kartu su pericitais, astrocitais, neuronais ir mikroglija
formuoja neurogliovaskulinj vieneta (NGVV) (Yu, Ji and Shao, 2020). Astrocity, pericity ir kity
supanciy lasteliy sekretuojami parakrininiai veiksniai kontroliuoja KSB formavimasi ir palaikyma
bei AJ ir GJ jungciy susidarymg (Kadry, Noorani and Cucullo, 2020; Pivoriiinas and Verkhratsky,
2021).

Mikroglijos lastelés yra CNS reziduojancios imunokompetentinés lastelés. Fiziologinémis
,ramybeés“ salygomis mikroglijos lgstelés savo iSsiSakojusiomis ataugomis nuolat ,,skanuoja‘‘ tam
tikra smegeny parenchimos regiong. Uzdegiminiai veiksniai ir (ar) CNS audinio pazeidimas
aktyvuoja mikroglijos lasteles, kurios eliminuoja Zalingus veiksnius, taip pat kontroliuoja patj
uzdegimo procesa (Borst, Dumas and Prinz, 2021). Aktyvuoty mikroglijos lasteliy fenotipas ir
funkcinés savybés labai varijuoja ir priklauso nuo aktyvuojancio faktoriaus, anatominio smegeny
regiono ir kity veiksniy (Paolicelli et al., 2022).

Apie mikroglijos ir KSB sgveika fiziologinémis saglygomis Zinoma labai nedaug. Neseniai buvo
parodyta, kad mikroglijos lastelés gali tiesiogiai kontaktuoti su NGVV Iastelémis ir lokaliai reguliuoti
smegeny kraujotaka (Gullotta et al., 2023). Taciau Siuo metu néra zinoma, kaip fiziologinémis
salygomis mikroglijos sekretuojami parakrininiai veiksniai veikia NGVV komponentus ir KSB
barjerines savybes. Kita vertus, jvairiy patologijy metu aktyvuota mikroglija sekretuoja uzdegiminius
citokinus ir chemokinus, kurie didina KSB pralaidumg (Mayer and Fischer, 2024).

Atsizvelgus | tai buvo iSkeltas baigiamojo magistrinio darbo tikslas: palyginti ramybés ir
uzdegiminés mikroglijos sekretuojamy parakrininiy veiksniy poveiki smegeny kraujagysliy endotelio

lasteliy barjerinéms savybéms.



Tikslui pasiekti buvo suformuluoti Sie uzdaviniai:
1. Zmogaus indukuotas pluripotentines lasteles (iPKL) diferencijuoti j SEL, jas
charakterizuoti ir panaudoti KSB in vitro modeliavimui;
2. Ivertinti mikroglijos sekretuojamy parakrininiy veiksniy poveikj SEL monosluoksnio
barjerinéms savybéms fiziologinémis salygomis;
3. IStirti uzdegiminés mikroglijos sekretuojamy parakrininiy veiksniy poveiki SEL

monosluoksnio barjerinéms savybéms.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Kraujo-smegeny barjeras

Normaliam CNS funkcionavimui palaikyti reikalinga grieztai kontroliuojama mikroaplinka.
Dél Sios priezasties egzistuoja biologiniy barjery sistema. Zinduoliuose skiriami kraujo-smegeny
(KSB), kraujo-smegeny skys&io ir voratinklinio dangalo (angl. arachnoid) barjerai. Sie barjerai
lokalizuoti skirtingose CNS vietose ir, nors skiriasi savo kompozicija, jy veikimo principas yra
panasus: glaudziai iSsidéste Igsteliniai ir nelgsteliniai komponentai veikia kaip selektyviai pralaidus
filtras, apribojantis molekuliy pernasg ir uzkertantis kelig nereikalingy medziagy bei patogeny
patekimui j parenchimg (Pivoritinas and Verkhratsky, 2021).

KSB formuoja specializuoty kraujagysliy tinklas, kurio pavir$iaus plotas pas Zzmogy siekia
mazdaug 15-25 m? (Wong et al., 2013). Jis riboja medZiagy apykaita tarp parenchimos ir kraujo, taip
palaikydamas CNS homeostaz¢ (Kadry, Noorani and Cucullo, 2020). Esmin¢ KSB anatoming¢ ir

funkciné struktiira yra neurogliovaskulinis vienetas (NGVV), ji formuoja jvairiy tipy lastelés ir
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1.1.-1 pav. Kapiliary NGVV komponentai.

uzlgstelinis uzpildas. NGVV kompozicija priklauso nuo kraujagysliy tipo, taCiau pagrindinés
sudedamosios dalys yra smegeny endotelio Iastelés (SEL), pericitai, kraujagysliy lygiyjy raumeny
lasteles (KLRL), astrocitai, neuronai ir pamatiné membrana. Sie komponentai yra issidéste
sluoksniais eilés tvarka (1.1.-1 pav.). PaCiame centre yra iSsidésCiusios SEL, kurios formuoja
kraujagysliy vamzdelj. Kapiliaruose vir§ jy iSsidésto pericitai, o stambesnése kraujagyslése —
kraujagysliy lygiyjy raumeny lastelés. IS iSorés Sig struktiirg gaubia astrocitai. SEL ir astrocity
sekretuojami veiksniai formuoja endotelio ir parenchiming pamatines membranas (Yu, Ji and Shao,

2020; Pivoritinas and Verkhratsky, 2021).



SEL savo morfologija, strukttira ir funkcijomis skiriasi nuo periferiniy kraujagysliy endotelio.
SEL pasizymi suplota forma (kapiliaruose skersmuo siekia 0,3-0,5 pm (Cornford et al., 1998)), lygiu
pavir$iumi ir dideliu mitochondrijy skai¢iumi (Doll et al., 2015). Taip pat SEL demonstruoja didesne
glaudziyjy (GJ) ir adheziniy jungciy (AJ) raiska su audiniui specifiSkais baltymais (Vorbrodt and
Dobrogowska, 2004), neturi kraujagysléms budingy fenestry (Risau, 1998), pasizymi zemu
pinocitiniu aktyvumu bei didesne aktyvios pernasos mechanizmy raiska (Stamatovic, Keep and
Andjelkovic, 2008). Siy savybiy visuma nulemia selektyvia medziagy perna$a j smegeny
parenchimg. GJ ir AJ formuojasi tarp endotelio Igsteliy ir riboja tarplasteling molekuliy pernasa. GJ
formuoja fizinj barjera, kuris filtruoja difunduojancias molekules pagal jy dydi (Vorbrodt and
Dobrogowska, 2004). GJ sudarytos i$ citoplazminiy (zonula ocludens arba ZO baltymy) ir
membraniniy (okludino, klaudino, jungiamosios adhezijos molekulés (angl. junctional adhesion
molecule) baltymy kompleksy (Kadry, Noorani and Cucullo, 2020) (1.1.-2 pav.). Klaudinas ir
okludinas yra svarbiis KSB pralaidumui. ISveiklinus abu Siuos baltymus arba vien tik klauding-5,
nustatytas padid¢jes KSB pralaidumas didesnéms molekuléms (Nitta et al., 2003; Keaney and
Campbell, 2015). ISveiklinus tik okluding pokyc¢iai nepastebéti (Saitou et al., 2000) ir tai galéty

reiksti, kad kiti GJ komponentai kompensuoja Sio baltymo trilkumg. Jungiamosios adhezijos

Glaudzioji jungtis

Endotelio
Endotelio Igstelé
lastelé

Klaudinas o,
« «

adhezijos
molekulé

Kraujagysliy
endotelio kadherinas

1.1.-2 pav. Tarp SEL susiformuojan¢iy glaudziyjy jungciy molekuliné

sandara.
molekulés yra svarbios leukocity migracijai, o ZO baltymas surisa visus GJ sudarancius baltymus |
GJ kompleksus ir juos sujungia su citoplazmos skeleto baltymais (Stamatovic, Keep and
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Andjelkovic, 2008). AJ membraniniy baltymy kompleksams priskiriami kraujagysliy endotelio
kadherinas, uztikrinantis KSB sandaruma, ir nervinis kadherinas, kuriuo SEL sgveikauja su pericitais.
KSB translasteliné molekuliy pernasa, t.y., pernasa per lastele, kertant plazming membrana, yra
reguliuojama paciy SEL (Vorbrodt and Dobrogowska, 2004). Mazos (< 400 Da) lipofilinés
molekulés, tokios kaip etilo alkoholis, laisvai pereina SEL ir patenka j smegeny parenchima bei iSeina
i$ jos (Pardridge, 2012). Kity medziagy apykaitg reguliuoja endoteliniy lasteliy transporto sistema. |
smegenis molekulés patenka per specialius neSiklius, receptorius bei jony siurblius, o atgal | krauja
i§ parenchimos medziagos pasalinamos ATP siurbliais (Daneman and Prat, 2015; Kadry, Noorani
and Cucullo, 2020).

Pericitai ir KLRL yra perivaskulinio tipo Iastelés (Sweeney and Foldes, 2018). Kaip minéta,
pericitai dengia kapiliarus, o KLRL — arterijas, arterioles, venas ir venules (Pivoritinas and
Verkhratsky, 2021). Pericitai yra randami viso kiino smulkiosiose kraujagyslése, bet CNS kapiliary
padengimas pericitais yra didziausias (Mathiisen et al., 2010). Jie turi ilgas ataugas, siekiancias iki
80 um ir tai lemia, kad vienas pericitas gali dengti kelias endotelines lasteles vienu metu, taciau
padengtumas néra vientisas — pericitai dengia tik dalj kapiliarg formuojanciy endotelio Igsteliy
(Berthiaume et al., 2018). Pericity gebéjimas susitraukti/atsipalaiduoti, manoma, yra svarbus kraujo
tekmes reguliacijai, kuri priklauso nuo neurony energetiniy poreikiy (Peppiatt et al., 2006). Arterijose
ir venose KLRL iSsidéstymas skiriasi. Arterijose KLRL sudaro vientisa verpstés formos sluoksnj,
gaubiantj endotelio Igsteles ir beveik neturintj ataugy. Venose KLRL néra taip tankiai iSsidésc¢iusios
turi daug plony ataugy, lyginant su arterijomis (Armulik, Genové and Betsholtz, 2011). Tarp SEL ir
perivaskuliniy lgsteliy yra isiterpusi pamatiné membrana, taciau lastelés gali sgveikauti tarpusavyje
per membranoje esancias poras (Sweeney and Foldes, 2018). Smegeny perivaskulinés lastelés gali
biuti mezoderminés ir neuroektoderminés kilmeés (Girolamo et al., 2021). D¢l Sios priezasties skiriasi
ir jy funkcinés savybes. Pericitai ir KLRL yra butinos efektyviam GJ formavimuisi ir padeda
reguliuoti translgstelinius medziagy srautus (Holmgren et al., 1991; Chen et al., 2018).

Astrocitai yra neuroektoderminés kilmés lastelés, palaikan¢ios CNS homeostazg. IS visy glijos
lasteliy astrocity skaiCius ir morfologiné jvairové yra didziausia, taciau nepriklausomai nuo to,
atliekamos funkcijos iSlieka panaSios (Zhou, Zuo and Jiang, 2019). Astrocitai reguliuoja sinapsiy
skai¢iy (Chung, Allen and Eroglu, 2015), kalcio koncentracija uz lastelés riby, jony ir
neuromediatoriy apykaita, maistiniy medziagy tieckimg neuronams bei CNS imuninius procesus (Gee
and Keller, 2005). Be to, astrocitai yra svarbus struktirinis-funkcinis NGVV komponentas. Astrocity
ataugy praplatéjimai (angl. endfeet) dengia apie 99 procentus kraujagysliy pavirSiaus (Mathiisen et
al., 2010), taciau su SEL tiesiogiai nekontaktuoja d¢l jas skiriancios pamatinés membranos (Xu,

Nirwane and Yao, 2019). Su SEL astrocitai sgveikauja parakrininiu bidu, sekretuodami augimo
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veiksnius, morfogenus, citokinus bei ekstralgstelines vezikules (EV) (Spampinato ef al., 2019).

Pagrindiniai uzlastelinio uZpildo komponentai yra SEL formuojama endotelio pamatiné
membrana ir astrocity formuojama parenchiminé pamatiné membrana. Sios membranos susidaro tarp
SEL ir astrocity ataugy praplatéjimy (Pivoritinas and Verkhratsky, 2021). Pamatinés membranos
skiriasi savo kompozicija: endotelio pamatiné membrana yra sudaryta i§ fibronektino, kolageno-IV,
perlekano, laminino-411, laminino-421 ir laminino-511, o parenchiming pamating membrang sudaro
fibronektinas, agrinas, lamininas-111 ir lamininas-211. Pamatinés membranos veikia kaip atraminés
NGVV struktiiros, uztikrinancios glaudzius rySius tarp lgsteliy ir kaip papildomas barjerinis
sluoksnis, uzkertantis kelig nereikalingy molekuliy patekimui j parenchimg (Xu, Nirwane and Yao,
2019).

Kadangi CNS neturi energijos rezervuary, griezta kraujotakos reguliacija yra biitina normaliam
neurony funkcionavimui. Neuronai sekretuoja vazoaktyvius veiksnius (acetilcholing, gama amino
sviesto rugstj, azoto oksida, dopaming ir kt.), kurie gali tiesiogiai reguliuoti kraujagysliy skersmenj).
Be to, neuronai gali netiesiogiai, per specifinius taikinius, kontroliuoti KSB pernasa, uztikrindami
efektyvy reikalingy maisto medziagy ar aminoriigs¢iy patekima j CNS (Lok et al., 2007).

NGVV komponenty visuma nulemia KSB funkcijas ir tiriant kiekvieno i§ $iy sandaros

elementy sutrikimus, galima analizuoti jy poveiki KSB savybéms bei jtakg specifiniams sutrikimams.

1.2. Kraujo-smegeny barjero modeliavimas in vitro

KSB modeliavimas in vitro padeda geriau suprasti NGVV komponenty tarpusavio sgveikg ir
yra labai svarbus vystant taikomuosius vaisty pernasos tyrimus (Wu et al., 2023). Kuriant KSB
modelius in vitro, yra svarbu pasiekti kuo didesnj jy panasuma j gyvy sistemy KSB. Kaip jau minéta,
viena svarbiausiy funkciniy KSB savybiy yra mazas pralaidumas daugumai molekuliy. Siag KSB
savybe geriausiai atspindi transendoteling elektriné varza (TEEV), kurig uztikrina SEL lgsteliy GJ ir
Al. TEEV atsiranda dél endotelio Igsteliy sluoksnio pasiprieSinimo jony srautui: kuo aukstesné
elektriné varza, tuo sandaresnis Igsteliy sluoksnis, o didelis $io sluoksnio pralaidumas lemia zemas
TEEV reikSmes (Benson, Cramer and Galla, 2013). TEEV gali buti iSmatuota palaipsniui,
formuojantis SEL monosluoksniui ir jo nepazeidziant, dél to Sis tyrimas yra vienas daZzniausiai
naudojamy, norint jvertinti sukurto KSB modelio kokyb¢. TEEV yra matuojamas kultivuojant
endotelio lgsteles ant specialiy Transwell idékly su pusiau pralaidzia membrana. Tokie jdéklai
patalpinami j Sulin¢lius, kur ant membranos pavirSiaus terpéje yra uzs¢jamos endotelio Iastelés, o
Sulinélis po idéklu yra papildomas ta pacia terpe, tik be lasteliy (1.2-1 pav.). Taip yra imituojamos
fiziologinés KSB salygos: skyrius vir§ membranos su lgstelémis yra luminalin¢ ertmé (kraujagysliy

spindis), o terpé¢ po idéklu — abluminaliné KSB pusé (smegeny ertm¢). Abiejuose skyriuose
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Kraujas

SEL

Smegenys

1.2.-1 pav. KSB modelis, sukurtas naudojant Transwell idékla. Idéklo vidiné pusé imituoja kapiliaro
spindj, o ertmé po jdéklu - smegeny parenchimos aplinka.
patalpinant po elektroda, perduodantj srove ir matuojanti jtampa, varza apskai¢iuojama pagal Omo

désnj (Raut et al., 2021):
R = UJI;
¢ia R =varza [Q], U — itampa [V], | — srovés stipris [A].

Lippmann et al. indukuoty pluripotentiniy kamieniniy lasteliy (iPKL) pagrindu sukurto KSB
modelio TEEV sieké ~ 850 Q x cm? (Lippmann et al., 2012). Tobulinant §j protokola, diferenciacijos
metu iPKL Igstelés buvo paveiktos retinoine riigstimi (RA) (Lippmann et al., 2014). Toks pakeitimas
pakélée KSB modelio TEEV iki ~ 3000 Q x cm?. Nors modelis ir buvo akivaizdziai patobulintas, vis
dar i8liko tam tikri triikumai. Pavyzdziui, didziausia pasiekiama TEEV verté iSliko mazdaug perpus
Zemesné nei rezultatai gaunami in vivo modeliuose (~ 8000 Q x cm?) (Erickson, Wilson and Banks,
2020). Sios problemos sprendimui 2019 metais Neal et al. aprasé diferenciacijos protokolg, kuriame
néra naudojamas serumas (Neal et al., 2019). Serumas, dél kintancios ir aiskiai neapibréztos savo
sudéties, gal¢jo lemti tai, kad in vitro modeliai neislaiko vienody savybiy, atliekant skirtingus
eksperimentus. Nenaudojant serumo diferenciacijos metu, SEL monokultiry TEEV gali pasiekti iki
8000 Q x cm? reikSmes, kurios mazai kito tarp skirtingy eksperimenty, naudojant jvairias iPKL
linijas. Be monokultiiriniy SEL modeliy buvo kuriami ir kombinuoty kultiiry modeliai, kuriuose i§
iPKL diferencijuotos SEL sgveikauja su kitais NGVV lasteliy tipais (Appelt-Menzel et al., 2017;
Canfield et al., 2017). Sie modeliai taip pat kuriami naudojant Transwell jdéklus, bet $iuo atveju
abluminaliname skyriuje (Sulin¢lyje po idéklu su SEL) yra kultivuojamos astrocity, pericity ar
neurony kultiiros. Per poréta membrang Sios lastelés sgveikauja su SEL, iSskiria parakrininius
veiksnius. Nustatyta, kad kombinuoty Igsteliy kulttiry modeliai ne tik pagerina barjerines KSB

savybes, bet ir lemia létesnj Siy savybiy praradimg. gali demonstruoti didesnes TEEV reikSmes
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(> 6000 Q x cm?), tatiau tarp tokio tipo modeliy galimas ir didesnis variabilumas (Delsing et al.,
2020).

Naujausi apraSyti KSB modeliai pasitelkia mikroskys¢iy metodus, dar kitaip vadinamus
tridimensiniais arba 3D modeliais. Sie modeliai siekia tiksliau atkartoti kraujagysliy morfologija,
veikdami Igsteles hidrostatiniu slégiu (Herland et al., 2016). Hidrostatinis slégis yra sukeliamas
kraujo tekmeés pro KSB formuojancias kraujagysles, jis priklauso nuo kraujagyslés skersmens,
skys¢io klampumo ir tékmés greigio. Siy modeliy baze sudaro atraminis matriksas, ant kurio
iSsidésciusios SEL gali augti 3D konformacijoje, formuojant vamzdeli (Delsing et al., 2020; Tran et
al., 2022). Astrocitai, pericitai gali biiti kultivuojami tiesioginiame kontakte su SEL, taip atkartojant
natiiraliai egzistuojancias sgveikas. Tuomet, pasitelkus mikroskysciy technologija, galima imituoti
kraujo tekme ir kartu su ja — hidrostatinj slégj (Wasielewska et al., 2020). Sis metodas buvo
sékmingai panaudotas modeliuojant Alzheimerio ligos (AL) KSB (Shin et al., 2019).

Taigi, nors su kiekvienais metais KSB modeliy protokolai tobuléja ir tampa vis sudétingesni,
del kainos, paprastumo ir lengvo pritaikymo skirtingiems tyrimams, originalus Lippmann‘o
protokolas ir ji seke patobulinimai, vis dar iSlieka pla¢iausiai naudojamu metodu kuriant KSB

modelius in vitro.

1.3. Mikroglija

Mikroglija yra imunokompetentinés lastelés, sudaran¢ios mazdaug 5 - 12 % visy smegeny
lasteliy populiacijos (Malm, Jay and Landreth, 2015). Mikroglija aptinkama visoje CNS, taciau
populiacijos néra tolygiai pasiskirs¢iusios - gausiausiai mikroglija randama didziyjy smegeny (angl.,
telencephalon)  regionuose, o  reCiausias  pasiskirstymas  rombinése = smegenyse
(angl., rhombencephalon) (Lawson et al., 1990). Ilga laika buvo diskutuojama dél mikroglijos
kilmés. Pradzioje buvo manoma, kad Sios lastelés yra kilusios i§ mezodermos, véliau buvo siiilyta
ektoderminés kilmés hipoteze. Galiausiai 1999 metais nustatyta, kad mikroglija gali buti aptinkama
peliy smegenyse jau astunta embriogenezés dieng (ES) (Alliot, Godin and Pessac, 1999). Siuo metu
manoma, kad mikroglija yra kilusi i§ makrofagy, susiformavusiy trynio maiSe ankstyvosios
hematopoezés metu (Paolicelli et al., 2022). Mikroglijos pirmtakai j besiformuojancias zmogaus
smegenis migruoja mazdaug 4.5-5.5 néStumo savaite (Andjelkovic ef al., 1998).

Mikroglija yra vienas dinamiSkiausiy lasteliy tipy sveikose suaugusio zmogaus smegenyse.
Sios lastelés pasizymi labai skirtinga morfologija ir atliekamomis funkcijomis. I$skirtinis mikroglijos
pozymis yra gebéjimas atsinaujinti, t.y., mikroglija gali atstatyti Zenkliai sumaZzéjusig savo CNS
populiacija per mazdaug 1 savaite. Toks populiacijos atsinaujinimas yra endogeninis ir nereikalauja

iSoriniy resursy kaip kamieninés Iastelés ar i$ kauly ¢iulpy gaunamos mieloidinés Igstelés (Bruttger
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etal., 2015). Anks¢iau manyta, kad mikroglija gali buti skirstoma j ,,;ramybés* biisenos ir ,,aktyvuota*
mikroglija, tac¢iau su laiku iSaiskéejo, kad toks skirstymas néra tikslus — mikroglija yra nuolatos aktyvi,
bet priklausomai nuo esamy fiziologiniy salygy keiCia savo biiseng ir skirtingai reaguoja i CNS
mikroaplinkos pasikeitimus (Paolicelli et al., 2022). Mikroglija turi daug pavirSiaus receptoriy, kurie
lemia Siy Igsteliy jautruma aplinkos pokyciams (Cai et al., 2022). Suaugusio sveiko zmogaus
mikroglijos lasteliy savybés daugiausiai priklauso nuo jy lokalizacijos ir Salia iSsideésc¢iusiy kity
lasteliy (Bachiller et al., 2018). Mikroglijos lasteliy ataugos nuolatos juda ir tikrina aplinka. Ivykus
CNS pazaidoms, mikroglija pereina ] reaktyvig busena, kuri gali biiti labai jvairi, priklausomai nuo
pazaidos tipo, lokacijos ir daug kity kintamyjy (Paolicelli et al., 2022).

Mikroglijai yra budinga specifiniy geny raiSka. Taciau vieno zymens raiSka dar neleidzia
tiksliai identifikuoti mikroglijos, dél didelés Sio Iasteliy tipo biiseny jvairovés. Nepaisant to,
pagrindiniais mikroglijos zymenimis laikomas PU.1 transkripcijos veiksnys, jonizuota kalcj
prijungianti adaptoriaus molekulé¢ 1 (IBA1), purinerginis receptorius P2YR12, transmembraninis
baltymas 119 (TMEM119) ir kolonijas stimuliuojancio veiksnio receptorius (CSF1R) (Paolicelli et
al., 2022). Nauji geny raiSkos analizés metodai parodé, kad mikroglija gali demonstruoti busenas,
siejamas su tam tikromis specifinémis patologijomis. Pavyzdziui, su liga siejama mikroglijos buisena
(DAM) ir mikroglijos neurodegeneratyvinis fenotipas (MGnD) aptinkami AL modeliuose (Keren-
Shaul et al., 2017; Krasemann et al., 2017).

Mikroglijos funkcijos apima neurony, glijos Iasteliy formavimosi procesus, fagocitoze, jvairiy
tirpiyjy veiksniy sekretavimg (Prinz et al., 2021). Mikroglijos svarbg CNS demonstruoja tyrimai su
pacientais, turin¢iais CSFIR mutacija. Heterozigotinés mutacijos siejamos su mikroglijos
populiacijos sumazejimu bei baltosios medziagos atrofija. Tai lemia progresuojancius kognityvinius
ir judesio sutrikimus, demensija ir ankstyva mirtj (Chitu, Gokhan and Stanley, 2022). Abiejy aleliy
mutacijos lemia visiSka mikroglijos netur¢jima, smegeny vystymosi sutrikimus, hidrocefalijg ir
ankstyva mirtj (Guo et al., 2019).

Angiogenezés metu mikroglijos pirmtakai atlieka svarbias funkcijas formuojantis kraujagysliy
tinklui: nustatyta, kad PU.1 raiSkos nedemonstruojanciy peliy uzpakalinése smegenyse perinataliniu
laikotarpiu zenkliai sumazéjo kraujagysliy iSsiSakojimy (Fantin et al., 2010). Suaugusiose smegenyse
mikroglijos lastelés gali buti iSskiriamos j su kapiliarais asocijuojama mikroglija (CAM) (Bisht et al.,
2021). CAM populiacijos yra sukoncentruotos ant kapiliary ir sudaro mazdaug trecdal] visy
mikroglijos lasteliy populiacijos. Fiziologinémis salygomis §is mikroglijos tipas gali reguliuoti
smegeny kraujotaka kontaktuodamas su kitais NGVV elementais ir skatindamas kraujagysliy
susitraukimg (Csaszar et al., 2022).

Neurodegeneraciniy ligy metu mikroglija gali atlikti dvejopa vaidmenj. Reaguodama j pazaidas
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ir vykdydama fagocitoze ji gali padéti iSvalyti neurony nuolauzas, bet kartu gali sekretuoti molekules,
kurios skatina ligos progresavima, inicijuodamos neurouzdegiminius procesus (Cai et al., 2022).
Nustatyta, kad esant sisteminiui uzdegimui, mikroglija migruoja link KSB ir i§ pradziy atlieka
apsaugines funkcijas, taciau ilgainiui jgauna reaktyvy fenotipg ir pradeda vykdyti KSB komponenty
fagocitoze. Taip pazeidziamos barjerinés funkcijos ir vyksta nekontroliuojamas medziagy patekimas
1 CNS parenchima, sukeliantis neurouzdegimg (Haruwaka et al., 2019). Manoma, kad aktyvuotos
mikroglijos poveikis KSB vyksta per uzdegiminiy veiksniy poveiki SEL GJ baltymy raiskai.
Nustatyta, kad mikroglijos sekretuojami uzdegiminiai citokinai, naviky nekrozés faktorius alfa
(TNFa) ir interleukinas 1 beta (IL-1p), sutrikdo KSB vientisuma, ka pazymi okludino, klaudino-5 ir
zonula okludinas-1 (ZO-1) raiSkos susilpné¢jimas (Mayer and Fischer, 2024). Be to, istirta, kad SEL
paveikus IL-1B ir veéliau kultivuojant Siy Igsteliy kokultiiras su mikroglija, stebima padidéjusi
uzdegiminiy geny raiSka mikroglijos lastelése. Toks IL-1f poveikis nebuvo stebimas paveikus
izoliuotas mikroglijos kultiiras (Krasnow et al., 2017). Tai parodo, kad tarp SEL ir mikroglijos gali
vykti abipusé komunikacija, kurios metu sustiprinamas uzdegiminis atsakas.

Svarbu placiau istirti, kokie mechanizmai lemia balansg tarp apsauginiy ir uzdegima
skatinanciy mikroglijos funkcijy. Tai suteikty daugiau informacijos apie jos poveiki KSB savybéms

bei galimg rol¢ neurodegeneraciniy ligy metu.

1.4. Ekstralgstelines vezikulés

Ekstralgstelinés vezikulés (EV) — tai visy lasteliy tipy sekretuojamos mazos (< 5 pm
skersmens), apvalios formos puslelés, apgaubtos fosfolipidy dvisluoksnio, primenancio plazming
membrang. Lastelés sekretuoja EV | uZlasteling ertme, kur vezikulés gali laisvai judéti ir saveikauti
su kitomis Igstelémis, pernesdamos bioaktyvias medziagas (El Andaloussi et al, 2013). D¢l
lipofilinés sudéties ir nedidelio dydzio, EV gali lengvai pereiti KSB. Ant EV membranos yra iSsidéstg
jvairlis receptoriai, signaliniai baltymai, sukibimo molekulés, o citozolyje gali biiti perneSami jvairts
baltymai, RNR, augimo veiksniai. Pagal dydj, susidarymo mechanizma, ir Zymeny raiska EV
skirstomos | tris grupes: egzosomas, mikrovezikules (MV) ir apoptotinius kiinelius (Akers ef al.,
2013) (1.4.-1 pav.).

Egzosomos yra maziausios (10-200 nm skersmens) EV (Gurung et al., 2021). Jos formuojasi
per endosominj kelig, i$ pradziy susidarant ankstyvosioms endosomoms, kurios ilgainiui subresta |
multivezikulinius kiinelius (MVB) (Isola and Chen, 2017). Multivezikuliniy kiineliy viduje kaupiasi
intraluminalinés puslelés (angl. intraluminal vesicles, ILV). Sios puslelés yra i§leidziamos j
uzlasteling ertme, MVB susiliejus su lastelés membrana egzocitozés metu. Prie ankstyvosios

endosomos susidarymo ir uzpildymo proceso gali prisideda ir Goldzio kompleksas bei endoplazminis
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Egzosomos

Apoptotiniai kuneliai

O

Egzocitoze

Ankstyvoji endosoma ©

Endocitoze

Mikrovezikulés

1.4.-1 pav. Skirtingy tipy EV biogenezés ir sekrecijos mechanizmy schema.

tinklas (Gurung et al., 2021).

Mikrovezikulés yra 100-1000 nm skersmens, nereguliarios formos EV (Gurung et al., 2021).
Savo dydziu i§ dalies persidengia su egzosomomis, dél to pagrindinis skirtumas tarp Siy dviejy
vezikuliniy komponenty yra jy biogeneze (Akers et al., 2013). Mikrovezikulés susidaro
pumpuravimosi biidu, kuomet puslelés tiesiogiai atsiskiria nuo lastelés, plazminei membranai
iSlinkus 1 iSor¢ (Isola and Chen, 2017; Gurung et al., 2021).

Apoptotiniy kiineliy skersmuo siekia vir§ 1000-5000 nm. Sios piislelés itin heterogeniskos,
kadangi susidaro Iastelei zistant apoptozés biidu. Lastelei apoptuojant, visas jos turinys
fragmentuojasi, todél apoptotiniuose kiineliuose gali biti aptinkami bet kokie Siai lastelei budingi
komponentai, kaip jvairios organelés, DNR ar baltymai. Sie kiineliai uzlgstelinéje ertméje atpazjstami
makrofagocity ir yra fagocituojami, siekiant i§vengti uzdegiminio atsako (Gurung et al., 2021; Phan
etal,2021).

EV yra svarbios KSB reguliacijoje. Puslelés gali paveikti barjero vientisuma, pralaiduma ir jo
funkcijas tiek fiziologinémis, tiek patologinémis salygomis (Hosseinkhani et al., 2023; Li et al.,
2024). Skirtingy lasteliy tipy sekretuojamos EV pernesa bioaktyvias molekules, kurios, per sgveikas
su SEL ir aplinkinémis Igstelémis, gali paveikti KSB savybes. Taip pat, EV dalyvauja komunikacijoje
tarp CNS ir periferinés kraujotakos, tokiu biidu reguliuodamos smegeny homeostaze ir atsaka i

sisteminius stimulus (Saint-Pol et al., 2020).
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Mikroglijos sekretuojamos EV kol kas yra mazai istirtos, taciau yra pademonstruota jy reikSmeé
AL progresavime. Pavyzdziui, atrasta, kad MGnD biisenos mikroglija sekretuoja ypac didelius EV
kiekius, reaguojant j amiloidy ir tau patologijas (Clayton et al., 2021). Sios EV pernesa p-tau, kas
galimai lemia beta-amiloidy kaupimasi ir tolimesnj AL progresavimg. AL ir iSsétinés sklerozés
pacienty smegeny skystyje taip pat rastas padidéjes mikroglijos sekretuojamy mikrovezikuliy
skaicCius. Pacientams skyrus FTY 720, vaisty naudojamy i$sétinés sklerozés terapijoje, mikrovezikuliy
kiekis smegeny skystyje sumazéjo (Verderio et al., 2012). Mikroglijos sekretuojamy EV poveikis
KSB kol kas néra istirtas, bet Zinant mikroglijos svarbag CNS vystymosi metu ir jos rol¢ tieck KSB
homeostazés palaikymo, tiek barjeriniy struktiiry pazaidos procesuose (Aires et al., 2021; D’ Anca et
al., 2021), galima manyti, kad EV potencialiai yra vienas i§ mikroglijos mechanizmy sgveikai su

KSB.
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2.1.1.

2.1.2.

2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. MedZiagos ir aparatiira
Lastelés

Indukuoty zmogaus pluripotentiniy kamieniniy Igsteliy linija MBE 2960, dovanota prof. dr.
Alice Pebay (Melburno universitetas, Australija);

Imortalizuota Zmogaus mikroglijos lasteliy linija (SV40), pirkta i ,,ABM*;

Indukuoty zmogaus pluripotentiniy kamieniniy lgsteliy linija BIONi010-C-4, pirkta i$
Europos indukuoty pluripotentiniy kamieniniy Igsteliy banko.

Medziagos

Priemonés lasteliy kultivavimui:

5, 10 ml serologinés pipetés (,,GenFollower Biotech®);
6, 24 Sulinéliy 1ekstelés (,,TPP*);
10, 200, 1000 pl antgaliai, (,,Scientific Specialties*);
24 Sulin¢liy leksteles jdeklai (,,Sarstedt”);
25,75, 150 cm? flakonai, (,,TPP*);
35 mm skersmens Petri 1ékstelés (,,VWR International®);
Akutaze (,,Capricorn Scientific®);
B27 papildas (,,Thermo Fisher Scientific*);
Beseruminé zmogaus endotelio Igsteliy terpé (hRESFM) (,,Thermo Fisher Scientific*);
Centrifuginiai meégintuvéliai 15 ir 50 ml (,,Th. Geyer®);
Dulbecc‘o modifikuota Eagle l1asteliy mitybin¢é terpée (DMEM), papildyta GlutaMAX
(,,Thermo Fisher Scientific*);
DMEM/F12 terpé (,,Thermo Fisher Scientific*);
Etilendiamintetraacto rtigstis (EDTA) 0,5 M (,,Thermo Fisher Scientific*);
Essential 6 terpé (,,Thermo Fisher Scientific®);
Essential 8 terpé (,,Thermo Fisher Scientific*);
Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS) (,,Santa Cruz Biotechnology*);
Y27632 (,,Merck Group®);
Lasteliy skai¢iavimo kameros (,,VWR International®);
Matrigelis (,,Corning*);
Pelés uodegos kolagenas-I (,,Thermo Fisher Scientific*);
Penicilinas-streptomicinas (,, Thermo Fisher Scientific*);
Retinoiné ragstis (,,Merck Group®);
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= Tripsinas-EDTA 0,25 % (,,Thermo Fisher Scientific*);
= Verselio embriono serumas (,,Thermo Fisher Scientific*);
. Zmogaus placentos kolagenas-1V (,,Merck Group®);

= Zmogaus plazmos fibronektinas (,,Merck Group*).

Priemonés analizei:

= 12 mm skersmens dengiamieji stikliukai (“Paul Marienfield*);

= 40 % akrilamido/Bis tirpalas (,,Bio-Rad Laboratories*);

= Acetonas (,,Labochema®);

= Amonio persulfatas (,,Bio-Rad Laboratories*);

= Ependorfiniai mégintuvéliai (,,Th. Geyer®);

= Etanolis (,,Gintariné vaistiné®);

= Filtrai; 0,1 pm (,,TPP*);

= Imunobloto ryskinimo substratas (,,Bio-Rad Laboratories®);

= Jaucio serumo albuminas, pH 7,0 (,,Merck Group®);

= Lasteliy lizés buferis (,,Thermo Fisher Scientific*);

= Metanolis (,,Merck Group®);

= Montavimo terpé su 4’,6-diamidino-2-fenilindolu (DAPI) (,,Abcam*);

= Natrio dodecilsulfatas (,,AppliChem*);

= Objektiniai stikliukai (,,Gerhard Menzel*);

= Parafilm plével¢ (,,Pechiney®);

= Pernesimo buferis (,,Bio-Rad Laboratories*);

= Pierce™ bicinchoningés rugsties (BCA) baltymy koncentracijos nustatymo rinkinys
(,,Thermo Fisher Scientific*);

= Pincetas (,,Carl Roth®);

= Polivinildenfluorido membranos (,,Bio-Rad Laboratories®);

= Proteaziy ir fosfataziy inhibitoriy koktelis (,,Thermo Fisher Scientific*);

= Radioimunoprecipitacijos analizés (RIPA) buferis

= Skalpelis (,,Carl Roth®);

= Storas (2,5 mm) filtrinis popierius (,,Thermo Fisher Scientific*);

= Tetrametiletilendiaminas (,,Bio-Rad Laboratories*);

= Tris-HCI (,,Bio-Rad Laboratories*);

=  Tween-20 (,,Santa Cruz Biotechnology*).
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2.1.3. Prietaisai

= Baltymy pernasos ant membranos prietaisas Trans-Blot Turbo (Bio-Rad Laboratories);

= Centrifuga (Merck Group);

= Elektroforezés aparatas Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad Laboratories);

= Imunobloto vaizdinimo aparatas Chemi-Doc MP Imaging System (Bio-Rad Laboratories);
* Inkubatorius (Binder);

= Konfokalinis mikroskopas Leica TCS SP8 (Leica Microsystems);

= Laminariné traukos spinta MSC advantage 1.8 (Thermo Fisher Scientific);

= Mini centrifuga/Vortex purtyklé FVL2400N (Novolab);

= Nanodaleliy analizés aparatas Nanosight LM 10 (Spectris);

= Ziediné mai$yklé Rocher-Shaher (Biosan);

= Sildoma vandens vonelé (Biosan);

= Sviesinis mikroskopas Eclipse TS 100 (Nikon);

= Transendotelings elektrinés varzos matavimo prietaisas cellZscope (nanoAnalytics GmbH);
= Ultracentrifuga Sorvall LYNX 6000, rotorius T298 x 50 (Thermo Fisher Scientific).

= Transendotelings elektrinés varzos matavimo prietaisas Millicell® ERS-2

2.1.4. Programing¢ jranga

= Graph Pad Prism 8.0.1 (Graph Pad Software);
= ImageLab Software (Bio-Rad Laboratories);

= Leica Application Suite X (Leica Microsystems).

2.2. Lasteliy kultivavimas

2.2.1. iPKL kultivavimas ir diferenciacija

Prie§ iPKL pers¢jimg kultivavimo indai padengti matrigelj skiedziant santykiu 1:200
DMEM/F12 terp¢je ir inkubuojant 2 val. kambario temperatiiroje arba 4 °C per naktj. iPKL buvo
palaikomos E8 terpéje, kuri buvo keiciama kas 24 val. Lastelés buvo perséjamos joms pasiekus 80 %
konfluencija: du kartus praplaunamos su 0,5 mM EDTA-PBS tirpalu ir, trecig karta uzpylus EDTA
tirpalo, Iastelés inkubuojamos 3-4 min. 37 °C temperatiroje. Po inkubacijos EDTA tirpalas
nusiurbiamas ir uzpilama augimo terpé. Lastelés atkabinamos nuo 1€kstelés pasinaudojant terpés
srove 1§ pipetés ir pers¢jamos ] Sviezig kulttiros terpe, papildyta 5 puM ROCK inhibitoriaus Y-27632.

iPKL diferenciacija paremta Neal et al. protokolu (Neal et al. 2019) (2.2.-1 pav.). iPKL
perséjamos ant matrigeliu padengty leksteliy (tankis — 15 800 lgsteliy/cm?) j E8 terpe, papildyta
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10 uM Y-27632. Diferenciacija inicijuojama po 24 val., pakeifiant augimo terp¢ 1 E6. E6 terpé buvo
keiciama kas 24 val., 4 dienas. Penkta dieng po pers¢jimo, terpé pakeista i1 hESFM, papildyta su
20 ng/ml bFGF, 10 uM RA ir 0,25x B-27. Po 48 val. ta pati terpé vél pakeic¢iama. Kitg dieng lastelés

-
T

E8 E6

D(-1) DO D4 D7

2.2.-1 pav. iPKL diferenciacijos | SEL schema. D(-1) dieng lastelés pers¢jamos diferenciacijai; DO
dieng pakei¢iama E6 terpe, kurioje lastelés auginamos keturias dienas; D4 dieng pakei¢iama hESFM
terpé, papildyta B27, retinoine riig§timi ir bFGF; D7 dieng lastelés pers¢jamos ant jdekly ir toliau
auginamos priklausomai nuo eksperimento.

buvo persétos: vieng karta praplautos su PBS ir inkubuotos su akutaze 10-30 min. 37°C
temperatiiroje. Gauta lasteliy suspensija buvo centrifuguojama 300 x g greiciu, 3 min. Lastelés
resuspenduotos hESFM terpéje, papildytoje 0,25x B-27, 50 U/ml penicilino ir 50 pg/ml
streptomicino, tuomet perséjamos ant poliesterio membrany Transwell jdékluose (0,33 ¢cm?, 0,4 um

pory dydis), kurios padengtos 400 pg/ml IV tipo kolageno ir 100 pg/ml fibronektino tirpalu.

2.2.2. Mikroglijos kultivavimas

Mikroglijos Igstelés buvo palaikomos DMEM-GlutaMAX terpéje su 10 % FBS, 100 U/ml
penicilino ir 100 pg/ml streptomicino. 80 % konfluencija pasiekusi mikroglija praplauta su 37 °C
temperattiros PBS ir disocijuota su 0,25 % tripsino-EDTA tirpalu ~ 3 min. Tripsinas neutralizuotas
dvigubu turiu auginimo terpés ir Igsteliy suspensija centrifuguota 1500 rpm grei¢iu, 3 min.
Supernatantas nupiltas, nusédusios Igstelés suspenduotos reikiamame auginimo terpés tiiryje ir gauta
suspensija iSpilstyta | kultivavimo indus palaikymui. Prie§ persé¢jima kultivavimo indai padengti
0,15 mg/ml I tipo kolageno ir 0,02 M acto riigsties tirpalu ir inkubuoti 1 valanda kambario
temperatiiroje. Po inkubacijos flakonai 3 kartus plauti su PBS. Tyrimams naudotos kultiiros iki 12

pasazo.

2.2.3. SEL ir mikroglijos kokultivavimas

Mikroglijos lastelés buvo s¢jamos | 24 Sulinéliy 1ékstele. Tankis - 10 000 lasteliy i Sulinélj.
Kitg dieng mikroglijos kultivavimo terpé pakeista § hESFM su 0,25x B-27, 50 U/ml penicilino,
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50 pg/ml streptomicino ir 20 ng/ml TNFa. Po 48 val idéklai su SEL lastelémis (aprasyta 2.2.1

poskyryje) buvo perkelti i Sulinélius su mikroglija, nekei¢iant juose esancios terpes.

SEL

hESFM
DMEM GlutaMAX +B27
+FBS +P/S

+P/S +TNFa I

TEER matavimai
D(-3) D(-2) D(-1) DO m
24 val. 48 val. 72 val.
matavimas matavimas matavimas

96 val. matavimas,
baltymy iSskyrimas
arba Iastelés fiksuojamos

rad

2 ¢ ) Mikroglijos lastelés [ ]

hESFM

DMEM GlutaMAX +B27
+FBS +P/S
+P/S +TNFa I
D('3) D( 2) D( 1) DO TEER matavimai
24 val. 48 val. 72 val.
matavimas matavimas matavimas

96 val. matavimas,
baltymy isskyrimas
arba lastelés fiksuojamos

2.2.-2 pav. D(-3) dieng pers¢jama mikroglija; D(-2) pakei¢iama SEL kultivavimo terpé su TNFa;
DO dieng jdéklai su uzsétomis SEL patalpinami j Sulin¢lius su mikroglija (A) arba tik su
supernatantu, nusiurbtu nuo kultivuotos mikroglijos (B); nuo D1 iki D4 dienos kas 24 val. atlikti
TEEV matavimai. Po paskutinio matavimo i§ SEL ir mikroglijos i§skiriami baltymai imunobloto
analizei arba endotelio monosluoksnis fiksuojamas imunocitochemijos analizei.

Kas 24 val. buvo atlickami TEEV matavimai, paskutinis matavimas atliktas praéjus

96 valandoms nuo SEL patalpinimo j Sulin¢lius su mikroglija. Eksperimento schema pateikta 2.2.-2,

A pav.

2.2.4. SEL kultivavimas su ekstralgstelinemis vezikulémis ir tirpiaisiais veiksniais

Sie eksperimentai buvo atlickami analogikai, kaip kokultiiry kultivavimas, aprasytas
223 poskyryje bet su pakeitimais DO dienq. EV eksperimentuose 1 veikimo vienetas (VV) arba
pakelsta} hESFM terpe su 0,25x B-27, 50 U/ml penicilino, 50 pg/ml streptomicino, esancia po idéklu
su SEL. Tirpiujy veiksniy eksperimentuose DO dieng buvo nusiurbta kultivuotos mikroglijos terpé

(kultivuota taip pat kaip apraSyta 2.2.3 poskyryje) ir ipilta i Sulinéli po idéklu su SEL (2.2.-2, B pav.).
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TEEV matavimai atlikti taip pat, kaip apraSyta 2.2.3 poskyryje.
2.3. Ekstralgsteliniy vezikuliy i§skyrimas ir charakterizavimas

EV iSskyrimas atliktas pagal anksciau apraSyta metoda (Théry et al. 2006) su keliais
pakeitimais. EV rinkimui zmogaus mikroglija buvo 4 dienas kultivuota terp¢je be serumo EV.
Renkant aktyvuotos mikroglijos EV, 72 val. prie§ supernatanto surinkima, lastelés paveiktos 20 ng/ml
TNFa. Surinkti supernatantai iSvalyti nuo pasaliniy komponenty ultracentrifugacijos metodu:
centrifuguojant 300 x g grei¢iu 10 min. pasalintos negyvos lastelés ir 2000 x g — 10 min paSalintos
lasteliy nuolauzos. Toliau centrifuguojant 20 000 x g grei¢iu 30 min. surinktos mikrovezikulés ir
100 000 x g grei¢iu 70 min - egzosomos. Visi centrifugavimo etapai atlikti 4 °C temperatiiroje.
Mikrovezikulés ir egzosomos praplautos 4 °C PBS ir dar karta centrifuguotos tais paciais
nustatymais. Galiausiai suspenduotos 4 °C PBS ir saugomos -80 °C temperatiiroje.

Kiekybinis EV jvertinimas atliktas nanodaleliy sekimo analizés (NTA) metodu su NanoSight
aparatu, esan¢iu VU Gyvybés moksly centre, Biotechnologijos institute, Eukarioty geny inZinerijos

skyriuje. Prie§ matavimus EV meéginiai 100 karty praskiedziami su PBS.
2.4. TEEV matavimai

TEEV matavimai buvo atlikti rankiniu arba automatiniu biidu. Rankiniu biidu TEEV
matavimai buvo atliekami trecig dieng po lasteliy uzs¢jimo ant Transwell jdékly. Matavimai atlikti
naudojant Millicell ERS-2 elektrinés varzos sistema, matavimai buvo atliekami kiekviename jdékle
trijose skirtingose vietose. TEEV (Q x ¢cm?) apskai¢iavimui, tu§¢io jdéklo vidutiné elektriné varza
(gauta tokiu paciu budu matuojant lastelémis neuzsétg idékla su atitinkama terpe) buvo atimama i§
vidutinés reikSmés, gautos iSmatavus jdéklus su SEL ir gauta rezultata padauginus i§ jdéklo
pavirSiaus ploto (Kriaucitinaité ef al., 2021). Rankiniu biidu matavimai buvo atlickami keturis kartus
kas 24 val.

Automatiniams matavimas uzséti jdéklai buvo i§ karto sudedami j CellZscope TEEV
matavimo aparatg ir inkubuoti 37 °C temperatiiroje. Buvo nustatyta TEEV matavimus atlikti kas

valandg. Automatiniai matavimai buvo atlickami 120 valandy periode.

2.5. Imunocitochemija

GJ baltymy raiSkos tyrimams jdékly membranos su diferencijuotomis SEL buvo iSpjautos ir
fiksuotos 1:1 metanolio-acetono tirpalu 10 min. -20 °C temperatiiroje. Po inkubacijos méginiai plauti
po 3 kartus kambario temperatiiros PBS, blokuoti su 1 % galvijy serumo albuminu (angl. bovine

serum albumin, BSA) 30 min. kambario temperatiiroje ir per naktj inkubuoti su pirminiais antikiinais
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pries klauding-5, okluding ir ZO-1, skiestais blokavimo tirpale (zr. 1 prieda). Kita dieng méginiai
plauti 3 kartus su PBS ir inkubuoti su antriniais antiklinais, konjuguotais su fluorescuojancia zyme
Alexa Fluor santykiu 1:1000 (Zr. 1 priedo 2 lentele), 1 val. kambario temperatiiroje, tamsoje. Po
inkubacijos méginiai buvo plaunami su PBS 3 kartus. Jdéklo membranos ant objektinio stikliuko
détos lasteliy augimo puse aukstyn ir ant jy uzlasinta montavimo terpé (angl. mounting medium) su
branduolius dazanc¢iu DAPI. Galiausiai uzdétas dengiamasis stikliukas.

Meéginiai vizualizuoti konfokaliniu mikroskopu Leica TCS SPS8 (naudoti Argon 488 nm ir

DPSS 561 nm lazeriai), panaudojant x63 imersinj aliejaus objektyva.

2.6. Imunobloto analizé

Lastelés buvo 3 kartus plautos kambario temperatiros PBS ir lizuotos RIPA tirpale su
proteaziy ir fosfataziy inhibitoriais 15 min. ant ledo. Lizatai surinkti | mégintuvélius, sukratyti
(vortex) ir patalpinti j leda dar 10 min. Po inkubacijos lizatai buvo centrifuguojami 18 000 x g grei¢iu
20 min. 4 °C temperatiiroje. Supernatantai buvo skiedziami su denatiiruojanc¢iu Laemmli tirpalu ir
kaitinti 5 min., 95 °C temperatiroje. Baltymy kiekis buvo nustatytas spektrofotometriskai,
panaudojus BCA rinkinj. Vienodi baltymy kiekiai buvo uznesti ant 4-10 % poliakrilamido gelio ir
iSfrakcionuoti elektroforetiskai panaudojant mini-PROTEAN Tetra cell aparatg (130 mV jtampg). I§
gelio baltymai buvo perneSami ant polivinilideno difluorido membranos su 0,2 um dydZio poromis
naudojant pusiau sausa Trans-Blot Turbo pernasos sistemg. Nustatyta 25 V jtampa, 1 A srové ir
30 min. trukmé. Po perneSimo, membranos buvo 1 valandg blokuojamos su 5 % BSA kambario
temperatiiroje. Pirminiai antiktinai (zr. 1 prieda, 1 lentel¢) buvo skiesti blokavimo tirpalu pagal
gamintojo rekomendacijg ir inkubuoti per naktj. Membranos 3 kartus plautos su PBS, turin¢iu 0,18
% nejoninio surfaktanto Tween-20 (PBST). Naudoti antriniai antikiinai, konjuguoti su krieny
peroksidaze (angl. horseradish peroxidase). Antriniai antikinai (zr. 1 priedo 2 lentelg) buvo
skiedziami su PBST 1:2000 santykiu ir uzpilami ant membranos 1 val. inkubacijai kambario
temperatiiroje. Membrana praplaunama 5 kartus su PBST ir baltymai detektuojami panaudojant

sustiprintos liuminescencijos (angl. enhanced chemiluminescence) substrata ChemiDoc MP prietaise.

2.7. Statistiné analizé

Statistin¢ analiz¢ atlikta i§ 1 - 4 eksperimenty duomeny. Rezultatai pateikti kaip vidurkiai su
standartiniu nuokrypiu. Daugiau nei 2 grupiy skirstinio padéties palyginimui naudota vienfaktoré
ANOVA arba dvifaktor¢ ANOVA, jeigu duomenys statistiSkai reikSmingi, taikytas Tukey
daugybiniy palyginimy testas. Skirtumai vertinami kaip statistiSkai patikimi, kai *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. Statistiné analiz¢ atlikta naudojant GraphPad Prism
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programa (10.2.3 versija).
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3. REZULTATAIIR APTARIMAS
3.1. Smegeny endotelio Iasteliy charakterizavimas

Zmogaus KSB in vitro modelio charakterizavimui bei tolimesniems tyrimams buvo naudotos
indukuotos pluripotentinés kamieninés lastelés. iPKL diferenciacija j smegeny endotelio Iasteles
(SEL) buvo vykdoma pagal (Neal et al. 2019) protokola (placiau skyriuje Metodai) (3.1.-1 pav.).

Proceso eigoje diferencijuojanciy iPKL kolonijy morfologija émé keistis — pradéjo formuotis
dantyti krastai, lastelés pradéjo didéti ir jgauti kuboidine forma (3 diena). 6 diferenciacijos dieng
kolonijos émé lietis, pradé¢jo formuotis monosluoksnis. 7 dieng misri diferencijuoty lasteliy kultiira
perséjama ant selektyviu substratu padengty auginimo indy ir taip atrenkamos tik endotelio lastelés,
kurios sekanciag dieng (D8) jau formuoja monosluoksni, pasizymintj tipiSka kuboidine

endoteliocitams biidinga morfologija (3.1.-1 pav.).

3.1.-1 pav. Morfologiniai MBE 2960 iPKL lasteliy poky¢iai diferenciacijos i SEL metu (2.2.-1pav.).
D(-1) nuotrauka daryta pries pers¢jant lasteles diferenciacijai, D3 — ketvirta diferenciacijos diena, D6
— septinta diferenciacijos diena, D8 — diferencijuoty lasteliy monosluoksnis pragjus 24 val. po
perséjimo. Skalé — 200 pm.
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SEL uztikrina barjering funkcija glaudZiai kontaktuodamos tarpusavyje. Siuos kontaktus
formuoja glaudziosios ir adhezinés jungtys. Klaudinas-5, ZO-1 ir okludinas yra svarbiausi KSB
glaudziyjy jungciy (GJ) baltymai.

Imunocitocheminiai tyrimai patvirtino auksta klaudino-5, ZO-1 ir okludino raiskos lygj SEL

monosluoksniuose (3.1. 2 pav.).

3.1.-2 pav. SEL imunofluorescentinis charakterizavimas. SEL monosluoksnis dazytas antikiinais
pries GJ baltymus: klauding-5, ZO-1 ir okluding. Pateiktos reprezentatyvios nuotraukos. Skalé — 50
pm.

Transendotelinés elektrinés varzos matavimai leidzia funkciSkai jvertinti SEL Igsteliy
barjerines savybes. 3.1.-3 pav. pateikta kreivé parodo kaip kinta TEEV vertés nuo pat SEL Iagsteliy
uzs€jimo, kuomet reik§més artimos 0, ir jau susiformuojant monosluoksniui ties ~ 22 matavimo val.

(> 1000 Q x cm?). Pakeitus terpe, TEEV kilo ir po ~ 30 val. pasieké maksimalias reik§mes, kurios

laikesi iki 35 val, ir po to prasid¢jo laipsniSkas TEEV maz¢jimas (3.1.-3 pav.). Auksciausios TEEV

5000

4000

3000

Pakeista terpé

— MBE2960

2000

TEEV, Q-cm?

1000

I
I
I
I
I
1
I

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Laikas, val

3.1.-3 pav. IS APOE 3/3 iPKL linijos diferencijuoty SEL automatiniai matavimai. 24 matavimo
valanda buvo pakeista auginimo terpé (pazyméta juoda briikSnine linija). Mélyna kreivé parodo
matavimo vidurkj, o abipus kreivés esantis Sviesiai mélynas fonas Zymi standartinj matavimy
nuokrypj.
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vertés sieké iki 5439 (+ 73) Q x cm? - tokios reik§més yra artimos rodikliams registruotiems in vivo
(Wolff et al., 2015).

Apibendrinant, gauti duomenys rodo, kad diferencijuotos SEL pasizymi smegeny
kraujagysliy endoteliui biidinga morfologija, aukSta GJ baltymy raiSka ir geromis barjerinémis
savybémis, tod¢l yra tinkamas KSB in vitro modelis mikroglijos parakrininiy veiksniy poveikio

tyrimams.

3.2. Mikroglijos aktyvacijos analize

Ivairiis zalingi veiksniai, taip pat jy salygojami nervinio audinio pazeidimai indukuoja
uzdegiminj atsakg ir aktyvuoja mikroglijos lasteles. Aktyvuotos mikroglijos lastelés eliminuoja
zalingus veiksnius ir kontroliuoja patj uzdegimo procesa. Aktyvuota mikroglija fagocituoja Zuvusias
ir pazeistas lgsteles, taip pat sekretuoja uzdegima reguliuojancius parakrininius veiksnius (Mayer and
Fischer, 2024). Daugéja duomeny, kad aktyvuotos (uzdegiminés) mikroglijos Igstelés yra labai
heterogeniskos (Paolicelli ef al., 2022). Manoma, kad molekulinis ir funkcinis mikroglijos
heterogeniSkumas priklauso nuo uzdegimg indukuojancio veiksnio prigimties bei nuo audinio
mikroaplinkos savybiy (skirtingy smegeny sri¢iy mikroglija nevienodai reaguoja i ta patj zalinga
veiksnj) (Woodburn, Bollinger and Wohleb, 2021).

Siame darbe buvo siekiama jvertinti ir palyginti aktyvuotos ir neaktyvuotos Zmogaus
mikroglijos sekretuojamy parakrininiy veiksniy poveiki KSB funkcinéms savybéms. Visy pirma,
reik¢jo parinkti veiksnj, kuris padeéty uztikrinti efektyvig mikroglijos aktyvacija. Tyréme tris
aktyvacijos veiksnius: lipopolisacharida (LPS), naviky nekrozés faktoriy alfa (TNFa) ir gama
interferong (IFNy). Mikroglijos baltymai buvo i$skirti po poveikio pra¢jus 24, 48 ir 72 val., atlikta su
mikroglijos aktyvacija susijusiy baltymy raiSkos imunobloto analiz¢ (3.2.-1 pav.).

LPS (100 ng/ml) neveiké prokaspazés-1, fosforilinto IxBa (Ser32) ir sekretuojamo (kirpto)
interleukino 1B (IL-1p) raisSkos, taciau padidino fosfo-STAT1 (signalus perduodancio ir transkripcija
aktyvuojancio baltymo 1) ir neaktyvaus IL-1f pirmtako (31 kDa) raiska (3.2.-1 pav).

TNFa (20 ng/ml) padidino prokaspazés-1 raiska po 48 val, taip pat Zenkliai sustiprino tiek
neaktyvaus, tiek sekretuojamo IL-1f raiSka. TNFa paskatino branduolio faktoriaus kapa B (NF-xB)
inhibitoriaus (IkBa) fosforilinimg (Ser32). IkBa (Ser32) fosforilinimas skatina §io baltymo
ubikvitilinima, tokiu budu palengvindamas NF-kB translokacija j branduolj ir uzdegima
reguliuojanciy geny raiska (Mathes et al., 2008). TNFa taip pat aktyvavo STAT1 signalinj kelig (3.2.-
1 pav.).

Poveikis IFNy (20 ng/ml) Zenkliai padidino prokaspazés-1 raiSka, taip pat stipriausiai ir
ilgiausiai aktyvavo STAT1 signalinj kelig (3.2.-1 pav.).
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3.2.-1 pav. Su mikroglijos aktyvacija susijusiy baltymy imunobloto analiz¢. Baltymy prokaspazés-
1, IL-1B, fosfo-STAT1 (Tyr701), fosfo-IkBa (Ser32) ir kirpto IL-1p raiSka analizuota mikroglija
paveikus 100 ng/ml LPS, 20 ng/ml TNFa ir 20 ng/ml IFNy. Baltymai i$skirti praéjus 24, 48 ir 72 val.
po poveikio.

Gauti duomenys rodo, kad skirtingi uzdegimo veiksniai nevienodai veikia mikroglijos
uzdegiminj atsaka. Nustatyta, kad TNFa efektyviausiai indukavo uzdegiminj atsaka mikroglijos
lastelése, kadangi aktyvavo NF-kB, STATI ir inflamasomy signalinius kelius. Atsizvelgus | tai,

tolimesniems eksperimentams pasirinktas biitent $is uzdegimo veiksnys.

3.3. Mikroglijos sekretuojamy parakrininiy veiksniy poveikis smegeny kraujagysliy

endotelio Igsteliy barjerinéms savybéms

Toliau tirta, kaip neaktyvuotos (toliau ,,ramybés‘) ir uzdegiminés (aktyvuotos su 20 ng/ml
TNFa) mikroglijos sekretuojami parakrininiai veiksniai veikia SEL barjerines savybes.

SEL ir mikroglijos lgstelés buvo kokultivuojamos 4 dienas, TEEV reik§més buvo matuojamos
po 24, 48, 72 ir 96 val. nuo kokultivavimo pradzios (3.3.-1, A pav). Gauti duomenys rodo, kad
kokultivavimas su mikroglija fiziologinémis salygomis statistiSkai reikSmingai padidina TEEV
velyvosiose  kokultivavimo stadijose (3.3.-1, B pav). Lyginant su kontrolinémis SEL
monokultiiromis, po 96 val, kokultirose su ,,ramybés* mikroglija (HMG) registruota 43 % didesné
TEEV. Sis rezultatas rodo, kad fiziologinémis salygomis kokultivavimas su mikroglija padeda ilgesnj
laikg palaikyti aukStas TEEV reikSmes. Tuo tarpu, uzdegiminé mikroglija neigiamai veik¢ SEL
barjerines savybes. Lyginant su kontrolinémis monokultiromis, kokultivavimas su uzdegiminé
mikroglija po 24, 48 ir 96 val statistiSkai patikimai sumazino TEEV 38 %, 20 % ir 15 % (3.3.-1, B

pav). Lyginant su fiziologinémis salygomis kokultivuota mikroglija, uzdegiminé¢ mikroglija po 24,
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48 ir 96 val statistiSkai patikimai sumazino TEEV reikSmes 12 %, 25 % ir 58 %.
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3.3.-1 pav. Mikroglijos ir TNFa poveikis SEL TEEV vertéms. A - kreive, parodanti TEEV pokytj
viso eksperimento metu; B — kiekvieno TEEV matavimo santykiniy verciy palyginimas priklausomai
nuo poveikio. Statistiné analizé atlikta su vienfaktore ANOVA ir Tukey testu, *p < 0,05, **p < 0,01,
**%p < 0,001, ****p <0,0001. K — SEL monosluoksnis, TNF — SEL monosluoksnis paveiktas TNFa,
HMG — SEL monosluoksnio ir mikroglijos kokultira, HMG TNF — SEL monosluoksnio ir mikroglijos
kokulttira paveikta TNFo; n = 4.

Po TEEV matavimy, buvo atliekama imunocitochemijos analiz¢, kurios metu tirta GJ baltymy
raiSka. SEL monosluoksnyje buvo analizuojamas ZO-1, klaudinas-5 ir okludinas. Nustatytos

nezymios variacijas tarp skirtingose salygose kultivuoty SEL GJ baltymy raiSkos intensyvumo.
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Nepaisant to, Sie rezultatai neleidzia daryti vienareikSmisky iSvady.

Z0-1 Klaudinas-5 Okludinas

SEL

SEL + TNFa

SEL + mikroglija

SEL + mikroglija + TNFa

3.3.-2 pav. GJ baltymy, ZO-1, klaudino-5 ir okludino, raiSka SEL. monosluoksnyje skirtingomis
salygomis: kontrolinés salygos, SEL paveiktos 20 ng/ml TNFo, SEL augintos kokultiiroje su
mikroglija ir kokulttiros 20 ng/ml TNFa salygomis. Pateiktos reprezentatyvios nuotraukos. Skalé - 50
pm.

TEEV matavimy rezultatai rodo, kad fiziologinémis salygomis, ,,ramybés* busenos
mikroglija sekretuoja parakrininius veiksnius, kurie gerina SEL barjerines savybes. Sie duomenys
leidzia manyti, kad fiziologinémis salygomis mikroglijos sekretuojami parakrininiai veiksniai gali
biiti svarbiis KSB funkcijos palaikymui. Tuo tarpu, po aktyvacijos TNFa, uzdegiminé mikroglija
neigiamai veiké SEL barjerines savybes. Akivaizdu, kad §j rezultatg salygojo pakite uzdegiminés
mikroglijos sekretuojamy parakrininiy veiksniy profiliai. Tolimesni palyginamieji proteominiai
tyrimai padés identifikuoti parakrininius veiksnius nulémusius auks¢iau apraSytus efektus.

Lasteliy sekretomg formuoja vezikuliniai (egzosomos ir mikrovezikulés) ir nevezikuliniai

32



komponentai. Terminas ,,parakrininiai veiksniai“ apima abu Siuos sekretomo komponentus (Pinho et

al., 2020). Tod¢l toliau tirtas, ekstralgsteliniy vezikuliy (EV) poveikis SEL barjerinéms savybéms.

3.4. Mikroglijos egzosomy charakterizavimas ir poveikis SEL barjerinéms savybéms

Egzosomos yra maziausios ekstralgstelinés vezikulés, kurias sekretuoja visos lastelés (Gurung
et al., 2021). Jos iSskiriamos | uZzlgsteling ertm¢ ir, perneSdamos jvairius bioaktyvius junginius ar
kontaktuodamos su lasteliy pavirSiuje esanciomis molekulémis, perduoda informacijg, taip
dalyvaudamos komunikacijoje tarp lasteliy (Zou, Peng and Liu, 2021). Be to, egzosomy turinys
atspindi sekretuojanéiy lasteliy biisena (Hamzah er al, 2021). Zinant tai, nuspresta i$skirti
mikroglijos egzosomas fiziologinémis ir uzdegiminémis salygomis ir jomis paveikti turimg SEL
monosluoksnj, o gautus rezultatus palyginti su kokulttirose stebétomis reikSmémis.

Ruosiantis eksperimentui, egzosomos diferencinio ultracentrifugavimo biidu (Théry et al.,
2006) buvo surinktos i§ terpés, kurioje 3 dienas buvo kultivuojama mikroglija. Tuomet buvo atlikta

nanodaleliy sekimo analizé (3.4.-1, A pav.), kurios metu nustatytas egzosomy dydzio pasiskirstymas

ir koncentracija.
A B & &
§ § S f¢
& § & g7
— Egzosomos S & Jx &*
3x107 - — E mos + TNF
_ gzosomos “ -— - MFG-E8, 46 kDa
E
ﬁ 2x107 - - -_— Sintetinas-1, 30 kDa
>
o S S e | HSP70,70KDa
S 1x107
l z 5 - MHC-I, 45 kDa
0+ I I I i i i —— — ANXA-1, 37 kDa
0 150 300 450 600 750 900

Dydis, nm

3.4.-1 pav. Mikroglijos sekretuojamy egzosomy charakterizavimas. A — nanodaleliy sekimo
analiz¢, parodanti daleliy pasiskirstymag pagal dyd; ir koncentracija (daleliy suspensija skiesta 100
karty), B — egzosomy Zymeny analizé imunobloto metodu.

NTA rezultatai parodé¢, kad didzioji dalis iSskirty daleliy patenka | egzosomoms biidingus
dydzio rémus (10 — 200 nm (Gurung et al., 2021)), su didziausiu piku ties 150 nm dydzio dalelémis.
IS uzdegiminiy mikroglijos lasteliy iSskirtas mazesnis egzosomy kiekis ir pasiskirstymas ne toks
rySkus, taciau daugiausiai aptikta ~ 170 nm daleliy, kurios taip pat atitinka literatiroje apraSyta
egzosomy dydi (Gurung et al., 2021).

Charakterizavimui taip pat atlikta imunobloto analize¢, kurios metu analizuoti EV pavirSiaus
zymenys: pieno riebaly globulinis-EGF veiksnio 8 baltymas (MFG-ES), sintetinas-1, kar§¢io Soko
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baltymas 70 (HSP70), didysis audiniy suderinamumo kompleksas I (MHC-I) ir aneksinas Al
(ANXA-1) (3.4.-1, B pav). Fiziologinémis salygomis, iSskirtose egzosomose stebéta visy $iy Zymeny
raiSka. Uzdegimo salygomis egzosomy MFG-ES raiSka susilpnéjo, sintetino-1 raiska isliko panasi, o
HSP70, MHC-I ir ANXA-1 raiska padid¢jo.

Sékmingai charakterizavus egzosomas, buvo atliktas eksperimentas, apraSytas 2.2.4.
poskyryje. I Sulinélj po jdéklu buvo jpilta egzosomy suspensija su 3,65-108, kas pagal ankstesnius
laboratorijoje darytus tyrimus, prilyginama 1 VV. Pirmas TEEV matavimas atliktas pra¢jus parai po
poveikio ir kartotas kas 24 val. dar 3 kartus.

Pagal gautus rezultatus nebuvo stebéti statistiskai reikSmingi skirtumai tarp tirty saglygy (3.4.-
2 pav.). Neaktyvuotos mikroglijos egzosomos nezymiai padidino TEEV vertes, taciau, kitaip nei
TNFa paveiktose kokultirose, egzosomos isskirtos i§ uzdegiminiy mikroglijos kultiiry TEEV verciy

nemazino — anaiptol jos buvo didziausios 72 val. ir 96 val. Sie rezultatai rodo, kad ,,ramybés‘ ir

5000
1 — SEL

& 4000 -
g -+ SEL + TNFa
S | —+—  SEL + egzosomos
E 3000 SEL + egzosomos + TNFa
P -

2000

1 1 1 1
24 48 72 96
Laikas, val

3.4.-2 pav. Mikroglijos sekretuojamy egzosomy poveikis SEL. TEEV vertéms. Pateikti vieno
eksperimento rezultatai, standartinis nuokrypis skai¢iuojamas i$ trijy techniniy pakartojimy.

uzdegiminés mikroglijos sekretuojamos egzosomos néra atsakingos uz efektus, kurie buvo stebéti
SEL ir mikroglijos kokultiirose. Atsizvelgus i tai, toliau buvo tirtas stambesniy EV — mikrovezikuliy

poveikis.

3.5. Mikroglijos mikrovezikuliy charakterizavimas ir poveikis SEL barjerinéms savybéms

Yra zinoma, kad mikrovezikulés, kaip ir egzosomos, dalyvauja tarplastelinéje
komunikacijoje, pernesa specifinius, baltymus, lipidus, mRNR (Verderio et al., 2012). Taip pat,
mikrovezikuliy pasiskirstymas organizme bei CNS yra siejamas su jvairiy neurodegeneraciniy ligy
vystymusi (Sproviero et al., 2019).

Mikrovezikulés buvo i$skiriamos surenkant centrifugavimo biidu 20.0000 g frakcijas (Zr. 2.3.
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skyriy). Mikrovezikuliy charakterizavimas buvo atlieckamas lygiai taip pat, kaip ir su egzosomomis:
i§ pradziy daleliy dydis ir koncentracija nustatyta NTA metodu, o pavirSiaus Zymenys analizuoti
atliekant imunobloto analize¢ (3.5.-1 pav.).

Lyginant su iSskirtomis egzosomomis (3.4.-1 pav.) mikrovezikuliy dydziy pasiskirstymas
rodé daugiau piky ties skirtingais daleliy dydziais (3.5.-1, A pav.). Uzdegiminémis salygomis gauty
mikrovezikuliy frakcija buvo gausesné nei fiziologinémis salygomis iSskirty MV. , Ramybés®
mikroglijos MV dominuoja ~ 120 nm dydzio dalelés, o uzdegiminés mikroglijos MV kreive
demonstruoja didziausia pika ties ~ 150 nm dydzio dalelémis. Zinant, kad MV dydis gali siekti 100
— 1000 nm, gauti rezultatai atitinka mikrovezikuliy apibiidinimg literatiroje (Gurung et al., 2021).

Imunobloto analiz¢ atlikta naudojant tuos pacius pavirSiaus Zymenis, kaip ir charakterizuojant

egzosomas (3.5.-1, B). Siuo atveju fiziologinémis salygomis buvo stebima visy §iy Zymeny raiska, o

“O
& & N
A B Oo" @qé‘c *
§ & & 3
2.5%108 —_— MV
2 0)(108— — MV + TNFG MFG-E8, 46 kDa
E .
f; 1_5x108— o Sintetinas-1, 30 kDa
=
o 1.0x10% Wy W | HSP70,70kDa
©
o
5.0%107 - | MHCH, 45kDa
0.0 - | | -_— W | ANXA-1, 37 kDa
0 150 300 450 600 750 900
Dydis, nm
C 5000
—— SEL
& 4000
§ —= SEL + TNFa
c —— SEL+MV
E 3000 SEL + MV + TNFa
-
2000
1 1 1 1
24 48 72 96
Laikas, val

3.5.-1 pav. Mikroglijos sekretuojamy mikrovezikuliy charakterizavimas. A — nanodaleliy sekimo
analizé, parodanti daleliy pasiskirstyma pagal dydj ir koncentracija (daleliy suspensija skiesta 100
karty), B — mikrovezikuliy Zymeny analizé imunobloto metodu, C - Mikroglijos sekretuojamy
mikrovezikuliy poveikis SEL TEEV vertéms. Pateikti vieno eksperimento rezultatai, standartinis
nuokrypis skaiciuojamas i$ trijy techniniy pakartojimy.
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uzdegiminémis salygomis suintensyvéja MHC-I, bet, kitaip nei egzosomose, susilpnéja MFG-ES,
sintetino-1 ir ANXA-1 raisSka, o HSP70 raiska iSlieka panasi, nepriklausomai nuo salygy.

Toliau tirtas MV poveikis SEL barjerinéms savybéms. Vietoje egzosomy, j po jdeklu esancia
terpe buvo jpiltas 1 VV mikrovezikuliy. Rezultatai pateikti 3.5.-1 pav., C. Kaip ir egzosomy atveju,
nebuvo stebimi statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp salygy, taciau pagal kreive, galime stebéti
pakilusias mikrovezikulémis paveikty SEL TEEV vertes 72 val. po poveikio. Vis délto, Sie skirtumai
akivaizdziai sumaZzéjo pra¢jus dar 24 val. Tokiu budu, kaip ir eksperimente su egzosomomis,
fiziologinémis ir uzdegimo salygomis mikroglijos sekretuojamos mikrovezikulés neveikia SEL
barjeriniy savybiy.

Gauti duomenys rodo, kad vezikuliniai mikroglijos sekretomo komponentai (egzosomos ir
mikrovezikulés) neveikia SEL barjeriniy savybiy. Tai reiskia, kad efektus, kurie buvo stebéti

kokultivuojant SEL ir mikroglija, lémé tirptis (nevezikuliniai) sekretomo komponentai.

3.6. SEL ir mikroglijos lasteliy tarpusavio sgveikos svarba SEL monosluoksnio barjerinéms

savybéms

Kokultiiros modelyje gali vykti dvikrypté komunikacija tarp mikroglijos ir SEL, t.y. SEL
sekretuojami parakrininiai veiksniai gali jtakoti mikroglijos sekretoma. Siekdami iSsiaiskinti, ar
dvikrypté komunikacija su SEL buvo biitina mikroglijos saglygojamiems efektams kultivuotos SEL
monosluoksniy monokultiiros su supernatantais, surinktais nuo ,,ramybés‘‘ ir aktyvuotos mikroglijos.
Nors statistiSkai patikimi skirtumai negauti, bendros tendencijos buvo panasios, kaip ir kokultiry
atveju — ,,ramybeés” mikroglijos supernatantai gerino SEL monosluoksniy barjerines savybes, o

aktyvuotos mikroglijos blogino. Sie duomenys leidzia manyti, kad mikroglijos sekretuojamy

4000 -
] —— SEL

:EJ 3000 ~= SEL + TNFa
c . ——  SEL + mikroglijos supernatantas
E 2000 SEL + mikroglijos supernatantas
e ] + TNFa

1000

1 1 1 1
24 48 72 96
Laikas, val

3.6.-1 pav. Mikroglijos parakrininiy veiksniy ir TNFa poveikis SEL monokultiry TEEV vertéms.
Statistiné analiz¢ atlikta su vienfaktore ANOVA ir Tukey testu; n = 3.
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parakrininiy veiksniy salygojami efektai nepriklauso nuo SEL ir mikroglijos lasteliy tarpusavio

saveikos.

37



ISVADOS

. I§ iPKL diferencijuoty SEL monosluoksniy barjerinés savybés pasizymi KSB biidinga auksta
TEEV ir GJ baltymy klaudino-5, okludino ir ZO-1 raiska;

. Fiziologinémis salygomis mikroglijos sekretuojami parakrininiai veiksniai gerina SEL
monosluoksniy barjerines funkcijas;

. Uzdegiminés mikroglijos sekretuojami parakrininiai veiksniai slopina SEL monosluoksniy

barjering funkcija.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS

AGNE JOKUBAUSKYTE
Mikroglijos parakrininiy veiksniu poveikis smegeny kraujagysliy endotelio
barjerinéms savybéms

Kraujo-smegeny barjeras (KSB) kontroliuoja molekulinius mainus tarp smegeny
parenchimos ir kraujotakos, bei uzkerta kelig toksiny, patogeny, uzdegiminiy veiksniy patekimui j
centring nervy sistemg. KSB yra daugiakomponenté struktiira, kurios pagrinda sudaro smegeny
kraujagysliy endotelio 1astelés (SEL), kurios kartu su pericitais, neuronais, astrocitais ir mikroglija
formuoja neurogliovaskulinj vieneta. Siuo metu yra maZai Zinoma apie mikroglijos poveikj KSB
funkcinéms savybéms fiziologinémis salygomis. Siame darbe palygintas ,,ramybés* ir uzdegiminés
mikroglijos sekretuojamy parakrininiy veiksniy poveikis smegeny kraujagysliy endotelio lgsteliy
barjerinéms savybéms.

KSB in vitro modeliui naudotos SEL, diferencijuotos i§ zmogaus indukuoty pluripotentiniy
kamieniniy Igsteliy. Kokultivavimo eksperimentai parode, kad fiziologinémis salygomis
(neaktyvuota, ,ramybeés”) mikroglija statistiSkai reikSmingai padidino SEL monosluoksniy
transendoteling varzg vélyvosiose kokultivavimo stadijose. Tuo tarpu, uzdegimine mikroglija
(aktyvuota su 20 ng/ml naviky nekrozés faktoriumi a (TNFa)) neigiamai veiké SEL barjerines
savybes. Gauti rezultatai rodo, kad ,ramybés“ ir uzdegiminés mikroglijos sekretuojamos
ekstralgstelines vezikulés (egzosomos ir mikrovezikulés) néra atsakingos uz efektus, kurie stebéti
SEL ir mikroglijos kokultiirose. Mikroglijos sekretuojamy parakrininiy veiksniy salygojami efektai
taip pat nepriklauso nuo SEL ir mikroglijos Igsteliy tarpusavio sgveikos.

Gauti rezultatai rodo, kad ,,ramybés‘ busenos mikroglija sekretuoja parakrininius veiksnius,
kurie gerina SEL barjerines savybes. Sie duomenys leidzia manyti, kad fiziologinémis salygomis

mikroglijos sekretuojami parakrininiai veiksniai gali biiti svarbiis KSB funkcijos palaikymui.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
LIFE SCIENCES CENTER

AGNE JOKUBAUSKYTE

The effect of paracrine factors released by microglia on the barrier properties

of brain endothelium

Blood-brain barrier (BBB) controls the molecular exchange between the brain parenchyma
and blood circulation, and prevents the entry of toxins, pathogens, inflammatory factors into the
central system. The BBB is a multicomponent structure based on brain microvascular endothelial
cells (BMECs), which, together with pericytes, neurons, astrocytes, and microglia, form the
neurogliovascular unit. Currently, little is known about the effect of microglia on the functional
properties of the BBB under physiological conditions. In this thesis the effects of microglial paracrine
factors on the barrier properties of brain microvascular endothelial cells were compared in
physiological and inflammatory conditions.

BMECs differentiated from human induced pluripotent stem cells were used for in vitro
models of BBB. Co-cultivation experiments showed that physiological (non-activated, "resting")
microglia statistically significantly increased the transendothelial resistance of BMEC monolayer at
late stages of co-cultivation. Meanwhile, inflamed microglia (activated with 20 ng/ml tumor necrosis
factor a (TNFa)) negatively affected the barrier properties of BMEC. Our results indicate that
extracellular vesicles (exosomes and microvesicles) secreted by ,,resting® and activated microglia are
not responsible for the effects we observed in BMEC and microglia co-cultures. In addition, the
effects mediated by microglial paracrine factors were also not dependent on interactions between
BMEC and microglia.

The obtained results show that microglia in the "resting" state secrete paracrine factors that
improve the barrier properties of BMEC. This data suggests that under physiological conditions

microglial paracrine factors may be important in maintaining the functionality of the BBB.
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1. 1 priedas, Naudoti antiktinai.

PRIEDAI

48



1 lentelé. Analizei naudoti pirminiai antikiinai.

1 priedas
Naudoti antiktinai

Taikinys Katalogo nr. Gamintojas Skiedimas
ANXA-1 #3299 Cell Signaling Technology, JAV 1:1000
HSP70 # 4876 Cell Signaling Technology, JAV 1:1000
IL-1B # 12703 Cell Signaling Technology, JAV 1:1000
Kirptas IL-1p # 83186 Cell Signaling Technology, JAV 1:1000
MFG-E8 # sc-8029 Santa Cruz Biotechnology, JAV 1:500
MHC-I #sc-55582 | Santa Cruz Biotechnology, JAV 1:500
plkBa # 2859 Cell Signaling Technology, JAV 1:1000
Prokaspazé-1 # 3866 Cell Signaling Technology, JAV 1:1000
pSTATI (Tyr701) #9167 Cell Signaling Technology, JAV 1:1000
Sintetinas-1 # 27964 Cell Signaling Technology, JAV 1:1000
o-tubulinas # 32-2500 Thermo Fisher Scientific, JAV 1:1000
B-aktinas # 8457 Cell Signaling Technology, JAV 1:1000

2 lentelé. Analizei naudoti antriniai antikiinai.

Naudoti antikiinai Katalogo nr. Gamintojas Skiedimas
Antrinis antikiinas pries$ pele Thermo Fisher )
konjuguotas su Alexa Fluor 488 # A21200 Scientific, JAV 1:1000
Antrinis antikiinas prie§ pele¢ Thermo Fisher )
konjuguotas su krieny peroksidaze #31430 Scientific, JAV 1:2000
Antrinis antikiinas prie$ triusj Thermo Fisher )
konjuguotas su Alexa Fluor 594 #A21441 Scientific, JAV 1:1000
Antrinis antikiinas prie$ triusj Thermo Fisher )
konjuguotas su krieny peroksidaze #7074 Scientific, JAV 1:2000
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