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1.]VADAS

Pastaruoju metu stebimas didziulis pasamiakslininky ir gydytojy susidongjimas
kamieniremis lastebmis (KL). § susidongjima nukmé neseni atradimai, legd prackti
iSsamius fundamentinius ir ikiklinikinius embrioninbei suaugusio Zmogaus kamienqini
lasteliy tyrimus [1]. KL patrauk tyréju déemeg ne tik tuo, jog teikia nauj Ziniy apie
molekulinius 4steliy diferenciacijos mechanizmus, gemaiSkos pokgius organizmo
vystymosi eigoje, dsteliy tarpusavio gveika ir kitas fundamentalias biomedicinos maksl|
problemas, bet ir tadl kad leidZzia naujai pazvelgti if kai kuriy ligu mechanizmus.
Sukaupos Zinios atveria kamienjniasteliy panaudojimo perspektyvgydant sunkius
jvairios kilmés susirgimus (pvz., insdlt traumin galvos ir nugaros smegermpazeidina,
miokardo infarks, | tipo cukrin diabe, taip pat tokias neurodegeneracines ligas kaip
Parkinsono, Alzheimerio, Hantingtono dig [2,3]. Nors daugelis gydymo metopd
panaudojant KL yra kol kas tik hipotetiniai, nega nepamiéti, kad jau yra ir realiai
takkomy tokio gydymo pavyzdzm Kauly ciulpy transplantacija kai  kugi
onkohematologinj susirgimy atveju yra vienas iS Siuo metu @k taikomy suaugusio
organizmo KL panaudojimodioly.

KL tyrimai teikia Ziniy apie mechanizmus, kaip suaugusiame organizme pazeistos
lastebs yra pakeiiamos naujomis sveikomisadtebmis. Si tyrimy sritis vadinama
regeneracine medicina [4]. Tikimasi, kad KL gali tile pakeisti pazeistasuidteles, bet ir
efektyviai bei tiksliai nukreiptii pazeidimo vief biologoskai aktyvias medziagas (pvz.,
neurotrofinius faktorius, vaistus) arba pakeisikstamus d genetinio defekto baltymus.
KL sugelgjimas iSneSioti metabolizmui ar vystymuisi svarbiftesmentus pasitarnaut
kovojant su retomis genedéimis ligomis, pvz., mukopolisacharidoze VII, Tay-8adiga ir
kt.

Ta&lau viso pasaulio mokslininkai ir t§jai, dirbantys Sioje srityje, prip&ta, jog
turimy duomenm apie KL nepakanka net pradpirmos fazs klinikinius tyrimus. Dar labai
mazai zinoma apie KL ,elgésir diferenciacijos kryptis gyvame (tuo labiau vesimame)
organizme, apie issidiferencijavusi naup lastely gyvenimo trukmg, atsparum
Zalojantiems veiksniams, funk¢ipagguma, fiziologine reguliacip. Veiksmai iS mokslias
laboratorijosj klinika gali bati perkeliami tik sukaupus pakankamai patirtiessyistiprinus

kruopg£iai atliktais eksperimentais ir patikimais Kklinikans tyrimais [3].



Pastaraisiais metais ypatingai susiétamsuaugusio Zmogaus mezenchimis
kamienirtmis lastekmis (MKL). Manoma, kad & lengvo j iSskyrimo ir didelio
diferenciacinio potencialo, jos taps vienu i$ daugiai Zadatiy regeneraciés medicinos
irankiy ir turés plat; klinikini pritaikyma [5,6]. Tyrimai parod, jog MKL pasiZzymi judrumu
ir geba migruoti pazeidimo zomn Migracijai patologin zidinj yra pirmas esminis zingsnis,
kuriuo prasideda MKL vaidmuo audinio regeneracipscese [7,8]. Audini pazeidim,
visuomet lydi uzdegimih reakcija. Tai reiSkia, kad MKL patenka uzdegimir
mikroaplinka. Neutrofily infiltracija yra neatsiejamas kiekvienos uzdegiésimreakcijos
komponentas [9]. Uzdegimo zidinyje neutrofilai iS&k savo granuli turinj, reaktyvius
deguonies metabolitus, citokinus, arachidomgsties darinius ir kt. Taau literafiroje rera
duomem apie tai, kaip Sios medziagos veikia MKL migrasijaktyvuma. Toctl atliekant
ikiklinikinius fundamentinius MKL funkcionavimo méanizmy tyrimus svarbu istirti ir §

reiskini.

Darbo tikslas

IStirti, kaip suaktyvint neutrofilp iSskiriamos medziagos veikia mezenchimini

kamienini; lasteliy migracijos aktyvuna.

Darbo uzdaviniai

1. Nustatyti, ar PD 09.04 linijos mezenchirins kamienidms hstekms kidingas

chemokinezinis aktyvumas, bei parinki gisteliy chemotaksio induktai

2. Nustatyti, ar suaktyvintneutrofily iSskiriamy medziag visuma sukelia mezenchimini

kamienini Iasteliy chemotaks

3. Ivertinti neutrofily degranuliacijos produigtitaka mezenchimini kamienini; lasteliy
chemokinegs ir chemotaksio aktyvumui, inkubavus jas formiltMeu-Phe (fMLP)

suaktyvinty neutrofiy supernatante;

4. Ivertinti sumin neutrofiy degranuliacijos produlktbei reaktyviy deguonies metabalit
poveiki mezenchimini kamieniniy lasteliy chemokinegs ir chemotaksio aktyvumui,

inkubavus jas forbol 12-miristat 13-acetatu (PMAtyvinty neutrofily supernatante.



2. LITERAT UROS APZVALGA
2.1. Trumpa kamieniniy Iasteliy charakteristika

Kamienig lastek (KL) — tai nespecializuota astek, galinti atsinaujinti bei
diferencijuotisi jvairiy audiny tipy lasteles. Kamienigs lasteks apibgzimas iS estws
apima tris unikalias, kitoms organizmgtieEms neladingas, savybes:

1) nespecializuatbisery;
2) atsinaujinim per vig organizmo gyvenimisliekant nediferencijuotosisenos;
3) didel diferenciacim potenciad [1,10,11].

Pagal diferenciacijos galimybes KL klasifthamos;j totipotentines, pliuripotentines ir

multipotentines.

1 lentet. KL klasifikacija pagal gelima diferencijuotisj jvairaus tipodsteles [12]

KL tipas Diferenciacinis potencialas Lokalizacija
Totipotentire KL geba diferencijuotig bet 1-3 diemy embrionas
kurio tipo kstek
Pliuripotentire KL geba diferencijuotig beveik Blastocistos stadijos
visy (daugiau kaip 200) embrionas (3-14
tipu lasteles dieny)
Multipotentine KL diferencijuojasi tiki tam Fetaliniai ir
tikro audinio hsteles postnataliniai audiniai

Pagal kilngés Saltin KL yra skirstomog du tipus:
1) embrionines kamieninessteles (EKL);
2) suaugusio organizmo arba somatines kamienagesdds (SKL).

EKL yra iSskiriamos i$ 3-5 digramziaus embrian kurie yra blastocistos vystymosi
stadijoje. Siosdsteks yra vadinamojoje vidige lasteliy sankaupoje (anginner cell maskg
IS kurios embriogenés metu vystosi visi trys gemaliniai lapeliai, taigi visu tipu
organizmo audiniai [1,12]. EKL patrauklamlemia tai, kad Sios abteks, sukirus
atitinkamas glygasin vitro, geba neribatlaika daugintis kultiroje ir iSlaikyti sugebjima
diferencijuotisj bet kurio tipo 4steles [13]. T&au ¢l reikSming; etiniy problem; Zzmogaus
EKL panaudojimas tiek mokslo, tiek gydymo tikslam&a iteisintas. Tai lemia didegl
mokslininky susidongjima suaugusio Zmogaus KL [1]. Suaugusiame organizrasstegja

lasteks pirmtakai, iS kuri kyla jvairios specializuotos audiniaisteks, formuojaxiios



organus (3irg kaulus, kepenis ir kt.). Sie pirmtakai laikomi asgusio Zmogaus
kamieniremis lastebmis [14].

SKL pavyko iSskirti iS beveik wisorganizmo audimi, tatiau ju atsinaujinimo ir
diferenciacijos galimyés, palyginus su EKL, yra ribotos. Nors SKL sudabdi nedided
specializuoto audinioasteliy populiacijos dal (jvairiy autoriy duomenimis 0,1-3 proc.),
dabar manoma, kadutent Sios 4stebs lemia audini atsinaujinim per vis gyvenimy
[1,12].

Svarbi kai kurj KL tipy savyle yra juy migracinis pajgumas.Jisigyja ypating reiksne
KL Klinikinio pritaikymo kontekste, nes Siogsteks sugeba ,pajusti“ patologinio zidinio
buvimo viety organizme,i ja nukeliauti ir ten atlikti savo regenera¢infunkcija.
Molekuliniai mechanizmai bei veiksniai skatinantigskia KL elgsen iki Siol dar rera
pakankamai istirti. Manoma, kad uZdegiminis atsakapazeidima yra bendriausias
patologinis procesas, kurio metu sekretuojami meda ,atveda“ KL i pazeidimo vief.
Siuo metu intensyviai vyksta nervinimezenchiminj bei kity SKL migracinio pajgumo

tyrimai tiekin vivo, tiekin vitro [8,15].

2.2. Mezenchimirés kamienineés lasteles (MKL)

MKL yra mezodermias kilmés multipotentieés suaugusio zmogaus kamiersin
lasteks, gausiausiai susitelkusios kaudiulpy stromoje ir atliekatios esmifp vaidmern
hemopoetini lasteliy palaikyme bei brendime. Pirmasis MKL 1976 m. afprasJ.
Friedenstein. Jo pateiktame api#ime teigiama, kad MKL pasizymi fibroblastoidine
morfologija, jos limpa prie plastiko ir formuoja lkmijas. Sukirus specifines adygas in
vitro, jas galima diferencijuoti chondrogenine, osteageir adipogenine kryptimis [16,17].
Sios hstebs pasizymi dideliu proliferaciniu pajumu (sugejimu ilga laika daugintis
kultaroje ex vivQ bei plastiSkumu (t.y. daugialinijss diferenciacijos galimyimis) [1].
Pastanju met; tyrimai parod, kad MKL gali diferencijuotis ne tik trijy minéty lasteliy
tipus, bet iri kitas mezenchimigs beii nemezenchimiis linijos ksteles [18]: kaui ¢iulpy
stromos, nervines, epitelines, skeleto raumernsulipme produkuojatias hsteles,
kardiomiocitus bei hepatocitus [16,19,20]. Svarbai, tkad Sie rezultatai buvo
pademonstruoti tikn vitro, t.y. dirbtiemis slygomis, t&iau nétra zinoma ar MKL gali
diferencijuoti Siomis kryptimisn vivo[21].

Biologijos ir medicinos sfiy atstow; susidongjimas MKL dramatiSkai iSaugo per

pastaruosius du deSimtities. Sis susidogjimas, be abejo, inicijuos virtin naujy



moksliniy atradimy ir lasteliy terapijos pitra. Tatiau spatiai vystantis Siai séiai jau dabar
atsiranda daug nesutapijnir dviprasmiskum; susiduriama su MKL charakterizavimo ir
identiteto problemalvairios laboratorijos suké skirtingus MKL iSskyrimo ir auginimo
kultaroje protokolus, o tai daznai lemia reiSmingusnyrirezultat; skirtumus. Todl tam,
kad hity galima lyginti moksling tyrimy duomenis, Tarptautén lasteliy terapijos
organizacija (anglnternational Society for Cellular Theraphf5CT) suformulavo minimal
kriteriju sara%, kurj turi atitikti in vitro kultivuojamos MKL.:

1. MKL turi pasizynéti tipiSka fibroblastamsialinga morfologija. Jos turi lipti prie
plastiko ir formuoti kolonijas.

2. MKL turi ekspresuoti Siuos pavirSiaus Zymeni® 43, CD90, CD105. Jos neturi
ekspresuoti §i Zymen;: CD34, CD45, CD14 arba CD11b, C¢TD19 ir HLA-DR .

3. Sulkrus specifines gbygas in vitro MKL turi diferencijuotis chondrogenine,
osteogenine ir adipogenine kryptimis [22].

Dar rra pasiektas visuotinis sutarimasl cBiy lasteliy pavadinimo. Literatros
Saltiniuose pateikiamavairiy variant;: kaul Ciulpu stromos kamienis lasteks, stromos
lasteliy pirmtakai, fibroblast kolonijas formuojantys vienetai, mezenchininiasteliy
pirmtakai ir kt. [21]. Tarptauti lasteliy terapijos organizacija rekomenduoja naudoti
termim ,multipotentines mezenchimiés stromos dsteks® [22]. Taiau mokslirtje

literatiiroje dazniausiai sutinkamas terminas yra tiesioganehimires kamienigs lasteks.

1 pav. Mezenchimiss kamienigs lasteks kultiroje (PD 09.04 MKL linija)

10



2.3. MKL niSos suaugusiame organizme

Tyringjant MKL reikSne audini regeneracijos procese, svarbu zinoti, kaip Sio tip
lasteks yra pasiskit§usios suaugusiame organizme. Buvo manoma, kad MKL tik
raudonuosiuose kautiulpuose, tdiau pastaraisias metais Sio tipsteles pavyko iSskirti iS
virkSteks kraujo, geltonju kauly ciulpy, riebalinio audinio ir placentos [16].

Svarbios informacijos apie MKL pasiskirstymrganizme suteikvienalailé daugelio
audiniy bei orgam analiz. Tyrima atlikusiems mokslininkams MKL pavyko iSskirti iS
daugelio audinj bei orgamn: smegen, bluznies, kepan inksty, skeleto raumen uzkigéio,
kasos, sinovijos, plaiy, pieniny dant; pulpos [23,24]. Taip pat i$ didigiy kraujagysh
(aortos, tudosios venos) sieneli bei kapilian, pvz., inksty glomerulo. Sie rezultatai
paskatino iSkelti hipotez kad MKL reziduoja vig suaugusio organizmo audini
perivaskuligje zonoje. Netgi manoma, kad tikslesnis MKL aplimantis terminas gétiy
buti ,perivaskulires kamienigs lasteks”. Jos sudaro nediferencijuotasteliy rezervua,
teikiani medziag audinio atnaujinimo ar atstatymo reikms, pvz., po pazeidimo.

Vokigiy mokslininky grupei (Rotter N. ir kt.) MKL pavyko iSskirti i%diy liauky. Sis
MKL Saltinis yra lengvai prieinamas, o iSskirtogsteks tugjo dideli diferenciacim
potenciad, todl manoma, kad seili liauky MKL ateityje tugs reikSming vieta
regeneraciéje medicinoje [25].

Vieny autori teigimu, fiziologiremis silygomis MKL néra periferiniame kraujyje. Jos
patenkaj vieting ar sistemin kraujotak tik esant audini paZeidimui [24]. Kitiems gi
pavyko isskirti fibroblastoidies morfologijos, MKL kdingo fenotipo dsteles iSjvairiu
organizmo sky&uy, taip pat ir iS kraujo [23].

2.4. MKL savybés ir juy pritaikymo klinikoje perspektyvos

MKL yra vienos iS pau perspektyviausi SKL tipy, inicijuosiartiy reikSming
postimj regeneracigje medicinoje bei audiniinZinerijoje [26]. Siasasteles yra, palyginti,
lengva iSskirti ir greitai padauginti kaloje ex vivo Be to, jos yra genetiSkai stabilios,
sugeba atsinaujinti bei pasizymi dideliu diferesoiau paggumu. &l Siy savybiy MKL,
grekiausiai, bus vienos iS pingu kamiening lasteliy, kurios tugs klinikini pritaikyma.
[7,19].

Audiny inzZinerijos metodai jau leido iS MKL iSauginti Kauo, kremzlinio,
raumeninio, riebalinio audinio pavyzdZius. Siudodb gauti audiniai teikia daug ¥ily
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ateityje kuriant pazeisto audinio atkmo ir mezenchimias kimes auding ligu gydymo
strategijas [14].

MKL pasizymi dviem unikaliom savyin: jos geba migruoti pazeisi audinio viej ir
gaminti visy spektrn biologiSkai aktywi medziag: augimo fakton, citokiny (VEGF, FGF,
HGF, IGF, TGFB, SCF, IL-10, IL-11, IL-15 ir kt). Tai, vadinamojirofiné MKL funkcija.
MKL sukuria palanki mikroaplinks audinio regeneracijai, slopina pazeidimo iSplitim
skatina natraly gyjimo proces. Sk funkcija atlieka normaliai audinyje es&ins MKL,
tatiau ju kieki galima padidinti alogenimis MKL. Siuo metu yra vykdomi tyrimai,
siekiant iSnaudoti Sias MKL savybes miokardo infayk kremzés ir menisko pazeidim
insulto, nugaros smegepazeidimo gydymui [14,20,27,28].

MKL gaminam biologiSkai aktywi medziag svarky audiny regeneracijairodo kai
kurie ikiklinikiniai in vivo tyrimai. Sukirus miokardo infarkto ligos modebuvoisitikinta,
kad MKL pagreitino miokardo gyjimir neovaskuliarizacy. PaaiSkjo, kad Siuos efektus
lasteks sukelia ne tiesiogiai dijerencijuodamosis kardiomiocitus, bet veikdamos
parakriniSkai, t.y. sekretuodamos tam tikras megisa [29]. Manoma, kad MKL
sintetinamos bioaktyvios medziagos slopina éfinth, apoptoz, skatina endotelicabteliy
migracif ir proliferacij, stimuliuoja angiogenezbei mitotin vietiniy kamieniny lasteliy
aktyvum [14,20].

Nustatyta, kad MKL pasizymi imunosupresimeikimu. Jos stipriai slopina T, B
limfocity ir NK lasteliy efektorines funkcijas bei proliferagijTai atveria galimymes MKL
pritaikyti transplantologijoje. Manoma, kad MKL yrpotencialusjrankis transplantato
atmetimo situacijos kontroliavime, transplantataedsSeiminink sindromo ir autoimuniri
uzdegimy, tokiy kaip Krono liga, autoimuninis encefalitas, daugskleroz, reumatoidinis
artritas) gydyme [30,31,32].

Be to, MKL pasiroél esaios hipoimunogeniskos. Tai palengvinay Siasteliy
alogenirg transplantacy. lki Siol atlikty ikiklinikini y ir Klinikiniy tyrimy rezultatai yra
padgsinantys. Suleidus alogenines MKL organizm né karto nebuvo uzregistruota
atmetimo reakcija. Netgi @oma MKL vadinti ,universaliomis dstekmis®, galirciomis
sekmingai funkcionuoti bet kuriame Seimininke. Tikisiakad busimanoma sistemiskai
skirti MKL (sistemire transplantaciyj) generalizuat ligu gydymui ir vietinip audinio
pazeidimy gydymui (vietire implantacija) [11,33].

Naujausi tyrimuy duomenimis, MKL po stimuliacijog interferonu sugeba elgtis kaip
antigera pateikiagios lasteks. In vitro jos gali ,praryti“ svetima baltyma ir, ji
~-apdorojusios”, gautus peptidus sujungti su Il kla$iLA molekukmis savo membranos
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pavirSiuje. Taip antigenas pateikiamas T limfociga(@€D4+) ir inicijjuojamas specifinis
imuninis atsakas. Bandymai su guals parod, kad naudojant Sitaip suaktyvintas MKL
sukeliamas pakankamai veiksmingastelinis imuninis atsakas. Tai atveria nalasteliniy
vakcim karimo perspektyy [30].

MKL atranda savo pritaikygnir geny terapijos srityje.]vairiy vektory pagalba
integravus norira gera i MKL genomy, jos iSlaiko gyvybingum ir daugialinijin
diferenciacijos potencial Taip genetiSkai modifkuotos MKL gali tapti funkcialaus geno
ne&jomis | pazeisi audiri ir kompensuoti defektyvaus genalygjota Zzah. Sis metodas
buvo £kmingai pritaikytasosteogenesis imperfeagdymui [23].

Mokslininkai kelia hipotez kad MKL, patekusiosi pazeidimo zop gali
diferencijuotis | pazeisto audinioabteles ir taip skatinti iSgyjim Sk hipotez remia
rezultatai, gauti  panaudojus MKL insulto ir sfimyelinazs deficito gydymui
(ikiklinikiniai tyrimai). Eksperimentiniams gyinéliams suleidus MKL buvo stebimas |
buklés pagetjimas; neurologids simptomatikos suméimas ir gyvenimo trukrés
pailgejimas. Gretiausiai MKL sugeba pereiti hematoencefaliarjer ir diferencijuotisi
neuronus bei astrocitus. Dabar vykdomi tyrimai,kisiet iSsiaiSkinti, ar MKL gaity
pagerinti neurodegeneraaini ligy, tokiy kaip Hurler sindromas ir metachrorim
leukodistrofija, eig [34].

Taigi MKL yra labai patraukli suaugusio znaog kamieninj lasteliy populiacija,
turinti nepaprastai dideklinikinio panaudojimo potencial Tatiau mokslires visuomens
supratimas apie @ilasteliy biologija néra pakankamas. Norint pritaikyti MKLasteliy
terapijos strategijosejibni tolimesni tiek fundamentiniai, tiek klinikiniayrimai, kurie leis
suprasti mechanizmus, leméans jy terapin efeky [30,29].

2.5.MKL migracinis potencialas

Terapiniu poiiriu, viena sarbiaugi MKL savybiy yra gelgjimas migruotii audinio
pazeidimo zoa [27]. Ivairas streso signalai skatina Siasteles palikti savo maSir judéti
patologinio Zidinio link. Suaugusiame organizmganvieningos MKL niSos. Siosidteks
yra iSplitusios visuose audiniuose ir pirmiausialydauja vietinip mikropazeidiny
atitaisyme [35,36]. T@au yra zinoma, kad jos geba patektraujo tkme ir nukeliauti
didesnius atstumus, kol pasiekia tik§B7]. Pavyzdziui, yra duomenkad MKL gali hiti
mobilizuojamos S kaul ¢iulpy ir migruoti | centrirgje nerw; sistemoje esanuzdegimo

zidiny, kur jos diferencijuojasilasteles, ekpresuojaias neuron ir glijos Zymenis [38].
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Daugeliu atveju patogiausias MKL taikymaagniams tikslams dwlas yra g
suleidimas i sistemir kraujotak. Sis potencialus gydymo metodas [isiggs MKL
gekejimu migruoti ir patektij tikslinj audiri, kuriame yrajvykes pazeidimas. $iMKL
savyke iliustruoja ekperiment pavyzdziai. Ziurkms, kurioms buvo sukelt@ami miokardo
iISemija,i uodegos vensuleidus MKL, jau po trij dieny specialiais metodais MKL buvo
aptiktos infarkto zonoje [39]. AnalogisSki rezultatauvo gauti naudojant iSeminio smegen
pazeidimo ir kau] laZziy ekperimentinius modelius [40,41]. Vadinasi, atkelisios
reikiamg vieta, MKL sugeba praeiti endotelio barjeir integruotisi audiri. Siuo metu dar
labai mazai zinoma apie takiiksling MKL migracija ir ja reguliuojaius molekulinius
mechanizmus [16]. K#&au kaupiantis eksperimentiniams duomenims, ¢@askaktas, kad
MKL pasizymi tropizmu audinio pazeidimo zonoms taiat ir naviko mikroaplinkai [7].
Audinio ar organo patologés kiklés, slygojarcios MKL ,pritraukima® | pazeidimo viet,
yrajvairios: nuo mechaninio pazeidimo (zaizdos), infgsciki navikinio proceso [36].

MKL migracijos mechanizmo supratimas yra ssnzingsnis ne tik siekiant MKL
naudoti regeneraciniams tikslams, bet ir kuriantjas antinavikinio gydymo strategijas.
D¢l savo savybs kryptingai migruoti naviko link, MKL g&ty bati naudojamos kaip
antinavikiniy agenti ne&jos. Taiau kokie faktoriai lemia MKL ,pritraukim* i minétas
patologijos vietas dar éna iki galo zinoma. Manoma, kad Siam procesui svarb
patologiniame zidinyje sekretuojami uzdegimo medtiat. Tiek pazeistos audiniadteks,
tiek pazeidimo zom infiltravusios imunigs lasteks sekretuoja chemokinus, augimo
faktorius, kurie veikia kaip signalas, inicijuojaMKL chemotaksipatsaly. Gretiausiai,
kryptingas MKL jucjimas chemotaksini stimuly link yra panasug imuniniy lasteliy,
kurios migruojai uzdegimo zidin Tockl leukocity migracijos modelis gali p&t
identifikuoti veiksnius, lemiatius ir MKL tiksling migracipa [7]. Manoma, kad pats MKL
patekimoj pazeisi audin procesas panasgdimfocity pegjima | audinius, kur jie atlieka
savo funkcijas. Yra iSskiriamos kelios Sio procesadijos: a) gytis su endoteliocitais ir
riedéjimas endotelio pavirSiumi, b) aktyvacijosalygotas ,prilipimas” prie endotelio
(adhezija) c) i§imas iS kraujagysk (ekstravazacija) [16].

Kryptingas MKL judjimas, ekstravazacija irigikarimas" pazeidimo vietoje angliskoje
literatiroje apilmdinamas terminu ,homing“ — keliavimu namo. Tai kdowuotas
daugiazingsnis procesas, kuriam reikalingos adbenijolekuts, chemokinai,y receptoriai

ir proteazs [35].

14



2.6. MKL migracijos in vitro tyrimas

Lasteliy migracija atlieka esmirvaidmen daugelyje biologinj proces. Pvz., centrias
nerwy sistemos formavimasis sugjsu tam tikg neurom judéjimu | atitinkamas zonas
smegenyse, endoteliogitmigracija yra svarbi angiogengzprocese, leukoatmigracija —
esminis uZdeginimio atsako elementasy Proces analizei sukurtas specialus tyrimo
metodas irjranga [42]. Moksligje praktikoje ji naudojama ir MKL migraciniam
potencialui tirti.

MKL migracijos tyrimams naudojamos daugka&di modifikuotos Boyden’o tipo
kameros Neuro Probe JAV) [43]. Tyrimas pagstas chemotaksio reiskiniu - ameboidiniu
lasteliy judéjimu tirpiu chemotaksinj stimulp koncentracijos digimo linkme [44].
Kameros esm sudaro apatinis ir virSutinis Sudiiiei, kuriuos skiria pasta membrana.
Apatinis Sulirelis uzpildomas skystu reagentu - chemoatraktanty, varSutini Sulirgli
pilama hsteliy suspensija. dsteks, veikiamos chemoatraktantskverbiasi pro membranos
poras ir ,prilimpa“ kitoje membranos ptje, nes ji yra padengta specialia medziaga,
uztikrinartia lastely adheziy  [45]. Taip, prie membranos apatinio pavirSiaus
prisitvirtinusios, 4steks yra fiksuojamos ir dazomos. Po Sios praces membrana
guldoma ant skaidraus pavirSiaus (pviz.Petri EkStek) ir mikroskopuojama Sviesiniu
mikroskopu. Migravusios abkteks skatiuojamos regjimo laukuose arba naudojant
Neubaueriogsteliy skatiavimo kameros tinkl¢l[46].

Boyden‘o tipo kamerose naudojamos vienkéstipolikarbonatiass membranos, kurios
gali turti jvairaus dydzio poras 2, 3um, Sum, 8&m, 1Qum, 1Z4um, 14m). MKL
migracijos tyrimuose naudojamos membranos o 8ydzio poromis [43]. Jos galiub
padengiamos tam tikromis medziagomis, pvz., fibktina, lamininu, vitronektinu,

matrigeliu ir kt., kuny jtaka MKL migracijai yra tiriama [46].

Virsutinis Sulinélis

Lastelés {—taasas
Poréta membrana —

JApatinis Sulinélis

|2-24

o |

2 pav. Boyden'oreros schema
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Yra sukurtos 5 Boyden’o kameros atmainos (AC48, R88 AA12, AA10, 96
Sulireliy kamera), besiskiriains Sulireliy skatiumi, dydziu bei struktra [43].
MKL migracijos tyrimams neretai naudojamadsnkartiress chemotaksioéksteks su

istatomais virSutiniais Sukiais.

Istatomas é]
e =V§$/wrsut1n1s ;

Sulindlis

Apahms
Sulinélis

Chemotaksio Il.l
1ék3tels

3 pav. Vienkartia chemotaksiodkStek sujstatomais virSutiniais Suktiais [42]

Lasteliy suspensija suleidziama virSuting Sulirélj, kurio dugm sudaro paita
membrana. Po inkubacijos ji iSpjaunama specialalpgtiu. Tuomet migravusios, kitoje jos
pusje prisitvirtinusios, 4steks yra dazomos ir skauojamos mikroskopuojant.

Siame tyrime yra galimytzyméti |asteles specialiais fluorescenciniais dazais. Tuomet
migravusiy lasteliy skleidziama fluorescencija ,nuskaitoma“ speciapuetaisu. Pagal
fluorescencijos signalo intensyvammustatomas apytikslis migravusiasteliy skatius.
Istatomuose Suliiuose naudojamos polikarbonais) poliesterio arba kolagenu padengtos
politetrafluoretileno membranos. Jos galiitib padengiamos targdtelines medziagos
baltymais, imituojatiais nafiralia mikroaplinke. Membranos pasirinkim lemia
eksperimento patalis [42, 47].
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4 pav. 4steliy migracija per poliesterio membranos poras (SEMnawéa) [42]
2.7. Veiksny, salygojan¢iy MKL tikslin ¢ migracija, apzvalga

Vieni svarbiausj veiksny, silygojantiu MKL migracija i patologin Zzidinj yra
chemokinai. Tai nedidejipolipeptids, turinciy 90 — 130 aminoagXiu, Seima, selektyviai
kontroliuojanti hsteliy aktyvurma, adhezijp ir chemotaks [48]. Skiriamos keturios
chemokim Seimos priklausomai nuo konservatyvicisteino liekan iSsicestymo
molekukje. Tai - CC, CXC, CXC ir XCL Seimos [48,49]. Formuojantis uzdegimuayiko
aplinkoje, taip pativairiy hipoksiniy bukliu metu aktyvinama daugelio prouzdeginini
faktoriy, tarp j ir chemokim, sintez bei sekrecija. W svarla MKL tikslinio judéjimo
procese patvirtinackmés citometrijos metodu nustatomas platus chempkeatepton
repertuaras 8ilasteliy pavirSiuje [7]. Paprastai vienas chemokinas galegkauti su keliais
receptoriais. Taip pat ir prie vieno chemokino poeaus gali jungtis keli chemokinai [50].

2. lented. MKL pavirSiuje nustatomi chemolkirreceptoriai iry ligandai [24]

MKL chemoking Ligandai
receptoriai
CCR1 CCL3, CCLBANTES), CCL7, CCL13, CCL14, CCL15, CCL16,
CCL23
CCR2 CCL2, CCL7, CCL8, CCL.LXL16
CCR3 CCL5, CCL7, CCL8, CCL.LICL13, CCL15, CCL16, CCL24,
CCL26,
CCL28
CCR4 CCL17, CCL22
CCR5 CCL3, CCL4, CCL5, CCITL11, CCL14, CCL16
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CCR6 CCL20

CCR7 CCL19, CCL21

CCRS8 CCL1

CCR9 CCL25

CCR10 CCL27, CCL28

CXCR1 CXCL6, CXCL7, CXCL8

CXCR2 CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXGLCXCLS6,
CXCL7, CXCL8

CXCR3-A/B CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11

CXCR4 CXCL12

CXCR5 CXCL13

CXCR6 CXCL16

CX3CR1 CX3CL1

XCR1 XCL1, XCL2

Chemokin receptorius tyrigjanti mokslininky grups (Chamberlain G. ir kt.) nustat
kad pely ir zmoniy MKL pavirSiuje yp& intensyviai vyksta CCR6, CCR9, CXCR3 ir
CXCR6 raiSka. Yra zinoma, kad Sie receptoriai swsrlimuniny lasteliy telkimuisi
uzdegimo zidinyje. Tyrim duonenimis Th17akteks, ekspresuojains CCR6 intensyviai
migruojai uzdegimo vief sanaryje reumatoidinio artrito gywiu modeliuose. CXCR3 ir
CXCRG6 taip pat yra svatils T limfocity patekimuij autoimuninio uzdegimo apim&nar.
Krono ligos atveju T limfocit migracijai i zarnos sienel biitinas CCR9. Remdamiesi
minéty receptony funkcijy tyrimais, studijos autoriai igké hipotez, kad jie yra lygiai taip
pat svarls ir MKL migracijaii uzdegimo zidin[51].

Vienas geriausiai iki Siol iStygéhy chemokim, lemiartiy MKL migracija i pazeidimo
vieta yra CXCL12 arba SDF-1 (stromos kids faktorius 1). SDF- 1 ir jo receptoriaus
CXCR4 sistema yra svarbi signalimasis, atliekanti lemiamvaidmen daugelio dsteliy
(pvz. osteoblast neutrofily) tikslinio judéjimo procese [52]. Nustatyta, kad SDF-1 gamyba
suintensy¥ja iSemijos pazeistame audinyje (miokardo infarlsimegen iSemijos zonoje).
Be to, hipoksijos @dygomis padidja ir CXCR4 raiSka MKL pavirSiuje. ISmokus
kontroliuoti Sio receptoriaus ir jo ligando raaSgalima ity padidinti intraveniskai suleist
MKL terapin efekt (28, 20, 38)In vitro tyrimy metu nustatyta, kad MKL jautrumSDF-

1 didina j; stimuliavimas TNFe [21,40,53].

Tiriant MKL migracig i kraties piktybinio naviko aplink, identifikuotas dar vienas
veiksnys, turintis reikS8s MKL chemotaksiui. Tai — monogitchemotaksio baltymas — 1
(MCP-1). Pirmiausia MKL tropizmas navikui buvpodytas fluorescuojaimis dazais

zymétas MKL intraveniskai suleidus navikurincioms pe¢ms. \eliau MKL buvo aptiktos
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iISpreparuotame navikiniame audinyje. Kultivuojant paties naviko akteles in vitro,
nustatyta, kad jos gamina MCP-1. Taip pat buvokéi MCP-1 receptorius - CCR2 MKL
pavirSiuje.In vitro migracijos tyrimuose panaudojus MCP-1 surisas antikinus, MKL
migracijos aktyvumas stipriai sumgd. Tai leido padaryti iSvag kad MCP-1 yra vienas i$S
veiksniy, salygojantiu MKL patekimg | naviko aplink [54].

Pastaraisiais metais, tiriant galimmybiSnaudoti MKL migracifn potenciad
farmakologiniy ageniy pernaSaij naviko aplink, jrodyta, kad MKL migracijai turitakos
urokinazs plazminogeno aktyvatoriaus (UPA) ir jo recepimsi@uPAR) sistema. Nustatyta,
kad solidiniy smegen, plawiy, prostatos ir Kities naviky lasteks gamina uPA, kuris
skatina MKL ir nerviny KL chemotakgin vitro. Padaryta iSvada, kad uPA ir uPAR sistema
sudaro pagringd naujo mechanizmo, kuriuo paaiSkinamas kamigniasteliy tropizmas
solidiniams piktybiniams navikams. Be to, MKL ,paukimui“ turi reikSnés naviko
aplinkoje sintetinami IL-6 bei IL-8 [55].

Pastaraisiais metais atiiktyrimy duomenimis, MKL migracg§ skatina daugelis
augimo faktony. Septyni; i$ ju (FGF-2, PDGF, HGF, EGF, VEGF, IGF-1, angiopoetino-
chemoatraktids savylés buvo jvertintosin vitro Boyden'o tipo chemotaksio kameroje.
Tyrimo metu MKL migraciy pro dirbtiess membranos poras skatino visi gtimaugimo
faktoriai iSskyrus kraujagysiliendotelio augimo faktafi(VEGF). Pasiroé, kad galingiausi
chemoatraktantai yra trombogikilmés augimo faktoriaus (PDGF) AB ir BB izoformosi ir
insuling panasSus augimo faktorius (IGF-1). MKL membranowirdauje nustatyti §j
augimo fakton receptoriai (PDGF-RRp, IGF1-R, HGF-R/c-met, EGF-R/ErbB, FGF-R2).

Tos péios studijos autoriai iStgrdaugelio chemokin (RANTES, MDC, eotaksino,
GRO-u ir kt.) itaka MKL migracijos aktyvumui. MKL chemotaksindukavo du is y:
RANTES ir makrofag kilmés chemokinas (MDC). Pasirédjog MDC yra vienas
stipriausiy chemoatraktant prilygstantis epidermio augimo faktoriui (EGF)Hepatocia
augimo faktoriui (HGF). Be to, MKL migracinaktyvumy visy minéty chemotaksinj
stimuly link, stipriai padidino MKL stimuliavimas TNle- ir IL-1. Pirmg kara buvo
nustatyta, kad uzdegimije aplinkoje (TNFe poveikyje) MKL ima ekspresuoti Tie-1
receptony, kurio ligandas yra angiopoetinas-1 [56, 57].

Transmembranés migracijos tyrimais Boyden‘o kameroje buvoertintas kaul
morfogeninio baltymo-2 (BMP-2) bei BMP-4 ggimas sukelti MKL chemotaks Kaulo
morfogeniniai baltymai yrg transformuojatio augimo faktoriaus (TGB) superSeimos
atsovai, svaris kaulo formavimuisi ir MKL diferenciacijai chondgenine linkme. 4

sekrecija suintensyja kaulo GiZimo vietoje. Sie baltymai indukuoja MKL chemotaksi
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atsalg in vitro ir manoma, kad jie turi reikS&a MKL ,pritraukimui® i kaulo pazeidimo
zom, kur jos dalyvauja kaulo formavime, remodeliavibe liZio gyjime [58].

Taigi jau identifikuota nemazai MKL chemasakukeliagiy medziag, kuriy sekrecija
suintensygja pazeidus viepar kity audiri. Sios medziagogdomios ir klinikine prasme.
Neuzilgo j poveikis tuéty bati iStirtas in vivo — gyving modeliuose. Viena vertusy |
skyrimas gali palengvinti sistemiSkai sulgi$tlKL patekima i tikslini audin, antra vertus,
chemotaksiniai faktoriai gali iSprovokuoti endogen kamieniniy lasteliy mobilizacip ir
taip pagerinti audinio regeneracjp6].

Be to, nustatyta, kad MKL turi Toll tipo egutoriy (Toll-like receptors - TLR). Sie
receptoriai yra svais nespecifinio imuninio atsako mediatoriai, kypagalba neutrofilai ir
monocitai atpagta | organizma patekusio patogeno strakds. & ligandai yraijvairas
mikrobiniai komponentai: lipopolisacharidai, lipapeinai, peptidoglikanai, virusthRNR,
taip pat endogenéis molekués (Siluminio Soko baltymai, fibronektinas). Tomchug.L. ir
bendraautot atlikti tyrimai leidzia konstatuoti fakt jog TLR stimuliavimas atitinkamais
agonistais didina MKL migracijos aktyvuni36].

Viswanathan A. su kolegomis nustakad MKL turi N-formilinty peptid; receptorius
(FPR. Jie gveikauja su N-formilintais peptidais, kurie atsgdloja yrant
mikroorganizmams bei i$ apoptotirar nekrozuojakiy Seimininko 4steliy. Sie peptidai yra
svarliis uzdegiminiai signalai, pritraukiantys leukocitysaudini irimo ar bakterigs
infekcijos Zidinio vied. In vitro tyrimais nustatyta, kad N-formilinti peptidai yra
chemotaksinis stimulas, skatinantis taip pat ir Milgracip [59]

Taigi FPR ir TLR gveika su atitinkamais ligandais galiitb vienas iS mechanizm
paaiskinatiy MKL ,pritraukima“ i septinio uzdegimo zidin Siekiant jvertinti MKL
chemotaksin atsalg i ivairius streso dirgiklius, turi @i gerai iStirtas ir pastarasis

mechanizmag, kurj batina atsizvelgti, kuriantabteliy terapijos strategijas.

2.8. MKL ekstravazacija ir skverbimasij tikslini audinj salygojantys veiksniai

Daugelisin vivo eksperiment paroa&, kad, pasiekusios patologijos zonVIKL i$
kraujagyslhy pereina; audiri. Koks gi yra MKL ekstravazacijos mechanizmas? Ngart
intravitalini mikroskop@ buvo pastetta, kadi peks ausies vensuleistos MKL rieda iSilgai
kraujagysts sienels. Sis reiskinys buvo zymiai silpnesnispai eksperiment atlikus su
pekmis, tugjusiomis genetin P selektino defekt Sis ir dar keli pana$ eksperimentai

leido daryti iSvad, kad pirmas MKL telkimosi patologiniame zidinyjeapas yra riegimas
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endotelio pavirSiumi. O svarbiagsraidmen Siame etape atlieka endoteli@chembranose
ekspresuojamas P selektinas. L ir E selektinaiateigi leukocity riedejimui, ¢ia néra
reikSmingi [49].

Kitas svarbus MKL patekimppazeidimo vief etapas yra transendoteimigracija.
Sis procesas apima kelefingsni; a) MKL adhezij prie endotelio; b)isiterpimy i
endotelio sluoksin ¢) endotelio barjero pgima. Tokia hipotez patvirtina eksperiment
pavyzdziai. Ant endotelioajtkultiros uznesus fluorescuojaais dazais Zywty MKL, jos
palaipsniui suplokgjo ir jau po 2 valang integravosii endotelio monosluoks$n Kito
eksperimento metu izoliuota gsl Sirdis buvo perfuzuojama specialiu tirpalu sue joj
suspenduotomis MKL. Po to histologiniai Sirdies ikapy pjaviai buvo tiriami elektroniniu
mikroskopu. Buvo stebimos MKL, sudariusios patvarjangtis su endoteliog$tekmis.
Véliau lazeriniu skenuojaiiu mikroskopu buvo identifikuotos MKL, jau pgusios
endotelio barjer [60]. Taigi MKL geba sudaryti patvarkontakt su endoteliodstele ir
prackti tolesri skverbimsi i audiri. Siam procesui svarbios adhezijos molegulr
integrinai. & batinuma patvirtina eksperimentai, kurimetu buvo naudojami adhezijos
molekules blokuojantys antikai. Pastarieji slopino MKL adhezitiek in vitro, tiek in
vivo. MKL adhezijos molekuli ekspresiy ir lasteliy prilipima prie endotelio skatino
uzdegiminiai mediatoriai TNéir IL-1 [49].

Eksperimentiniai duonemys leidzia teigti,dk&IKL migracija per kapiliaro sienel
priklauso nuo endotelio fenotipo ir efektyviausigksta miokarde. Svarbiausios moledall
Siame procese yra VCAM-1 ir VLA-4 [61].

3 lenteé. MKL adhezijos molekus ir jy ligandai [7]

MKL adhezijos molekuds Ligandai

VCAM-1 VLA-4 1 integrinas)
ICAM-1/3 LFA-1

ALCAM CD6

Endoglinas (CD105) TGB1/3

MKL kryptingo juajimo procese svarbus etapas yra skverbimasis pstradistelin
matriks.. Cia esmir role atlieka dide receptony Seima — integrinai. Tai —
transmembraniniai glikoproteinai, kurie uZztikrinarghsteling saveika bei lksteks ir
tarphstelines medziagos (ekstegtelinio matrikso) sveika. Integrinai kontroliuoja signal

perdavim, iS iSoks | lasteks vidy ir atvirkXiai. Toks nuolatinis dsteks ir jos aplinkos
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.dialogas” apsprendzia jos morfologyijproliferacip, diferenciaciy, taip pat ir judrum.
MKL membranoje nustatyta daugelis integrinl, a2, a3, o5, 06, aV, B1l, B3, p4, all ir
kt., kuriy ligandai yrajvairis ekstrajstelinio matrikso baltymai: fibronektinas, lamingma
kolagenas, vitronektinas, osteopontinas, kasialoproteinas irkt. Integrino — ligando
susijungimas inicijuoja fermemtaktyvinimo kaskagl o tai sukelia atitinkam lasteks
atsak; pvz., citoskeleto reorganozagijaktino siily polimerizacip ir kryptinga lasteks
slinktj [37].

In vitro transmembraniniais chemotaksio tyrimais buie@rtintas, vitronektino,
fibronektino ir kolageno | poveikis MKL migracinasktyvumui. Sie trys ekstrgtelinio
matrikso baltymai stipriai skatino MKL jifma per dirbtik membran Boyden‘o tipo
kameroje. Gauti rezultatai leido padaryti iSya#lad jie atlieka tokpat svarh vaidmern
MKL sutelkime paZeidimo vietoje kaip ir citoking26].

Skmingai MKL invazijai i tikslini audin reikalinga dar viena faktari grupe —
proteoliziniai fermentai (elastéz, katepsinai, matrikso metaloproteiésiz Pastaruoju metu
ypatingu tyrirgjimo objektu tampa matrikso metaloproteiemZMMP). Tai proteolizini,
substratui specifimi, ferment; Seima, turinti 25 narius ir skirstomakelety, poSeimi:
kolagenazes, stromelizinus, zelatinazes, membrgp@snatrikso metaloproteinazes (MT-
MMP) ir kt. [62]. Ivairiu studiy duomenimis, MKL sintetina MMP-1, MMP-2, MMP-3
MMP-9, MMP-13 ir MT1-MMP. Viena svarbiausiSiy ferment; funkciju yra tarphstelines
medziagos ardymas, uztikrinantis MKL skverhsn audin. Be to, manoma, kad kai kurios
MMP (pvz., MMP-2), yra svarbios ne tik MKL migrgai, bet taip pat tarpkteliniams
kontaktams,dsteks — matrikso gveikai, MKL proliferacijai bei diferenciacijai adggenine,
chondreogenine bei neurogenine kryptimis [27,35].

Esminis MKL transendotelis migracijos etapas yra bagsnmembranos pgimas.
Bazine membrana — tai ypatinga tankios tagpélines medziagos atmaina, skirianti
endotelio 4steles nuo audinio stromos. Zelatiems priskiriamos MMP-2, MMP-9 bei
MT1-MMP, skaldo baziess membranos komponentus: IV tipo kolagetaminim ir kt.
MKL gebéjimas prasiskverbti pro bazinmembraa buvo pademonstruotas vitro
tyrimuose. Ries Ch. su bendradarbiais atliko MKL chemotaksionta Boyden‘o tipo
kameroje, naudodamas membranas, padengtasastelipgks medziagos komponentais
(lamininu, IV tipo kolagenu, proteoglikanais). B@&RSon su kolegomis atliko pamas
ekperimend su matrigeliu padengtomis membranomis. Abiem atseMKL jveiké §
dirbtinai sukurd barjes. Panaudojus MMP suriS&ins antikinus, MKL invazinis

pajgumas Zymiai sumajo. Tie patys mokslininkai iStgruzdegimo mediatagi TGF31,
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IL-1B, TNF-, taip pat ir SDF-itaka MMP raiSkai mezenchimése kamienigse hstekse.
Nustatyta, kad TGB1, IL-1B ir TNF-a stipriai skatino MMP sintez SDF-1 tuéjo
silpnesn poveilf. Taiau abiem atvejais MKL chemotaksinis aktyvumas 3gilngai
iSaugo. Sie rezultatai leido daryti prielaickad paZeidimo zonoje gaminami uzdegiminiai

citokinai didina MKL migracif bei invazin potenciad taip pat irin vivo [21,27].
2.9. Neutrofily struktariniai ir funkciniai ypatumai

Neutrofilai yra didziausia leukogitgrupge. Jie sudaro 50 — 70 proc. wikraujyje
cirkuliuojansiy leukocit [63]. Suaugusio Zmogaus kraujyjeyjra nuo 3000 iki 7 000/mn
(3-7x10/1) [64]. Manoma, kad kiekviendiers kauly Giulpuose suhysta apie 101! neutofl
Infekcinio proceso metu labai suatye neutrofily vystymasis ir iSmetimas iS kautiulpuy,
todél ju skatius kraujyje gali iSaugti iki 20 000/mj65,66]. Patek i krauj, neutrofilai
cirkuliuoja 6 -20 val. Jeigu pem tlaika ju neprireikia, jie &na apopto&s hidu ir yra
praryjami kepen bei bluznies makrofag Yra nuomoni, kad neutrofilai migruojai
audinius ir per 1 - 2 paras juos praryja audimakrofagai [63]. Neutrofilai yra trumpai
gyvenatios lasteks, toal tyrimus su jais reikia atlikti per 2 — 4 valandaso y iSskyrimo
IS kraujo [67].

Kraujo tepigliuose subreng neutrofilai yra apskritos formosy skersmuo siekia nuo
10 um iki 12 um. Branduolio forma priklauso nuo neutrofilo am&ausubrendimo [68].

Neutrofilai dar vadinami polimorfonukleatmis lasteEmis, nes y branduolys
sudarytas IS kali segment [66]. Subrend neutrofilai turi 3 arba 4, rySkiai bazofiliSkai
nusidazasius, branduolio segmentus, sujungtus plonais chtiomasiilais. 43 forma,
iSsidestymas ir net skaius gali kisti [69].

Subrendusi neutrofily citoplazmoje gausu granuli kurios skirstomos pirmines,
antrines ir tretines. Pirmés yra stambess ir vadinamos azurofilémis. Tai lizosomos,
kuriose yra fermemt (pvz., 0g<iyju hidrolazi), baltymy ir peptid;, naikinartiy
fagocituotus patogenus. Antém granuts mazesés, ta&iau daug gausess, sudaro daugiau
kaip tris ketvirtadalius vig neutrofiy granuliy. Tai - specifigs neutrofily granués. Jose
Tretinése neutrofilp granuése kaupiamas fermentas Zelatind83,70].

Pagrindias neutrofil; funkcijos yra fagocitoz bei baktericidinis veikimas [70].
Neutrofilai yraigimto imuniteto 4steks. [gimto imuninio atsako tikslas apriboti, sunaikinti

ir visiSkai pasalinti suléja. Tai laiduojaitiy reakcij visuma vadinama uzdegimu (63). Bet
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kokios etiologijos (taip pat ir aseptinis) audirpazeidimas sukelia uzdegimimeakcip.
Neutrofilai yra pirmosiosasteks, atsiduriatios aminio uzdegimo ZidinyjeCia jie kaupiasi
reaguodamii chemotaksinius veiksnius: chemokinus, kai kuriaétyvius komplemento,
kre&jimo sistemos komponentus, kitas uzdegimo vietaj@igamas aktygsias medziagas
[71]. Neutrofilai juda ameboidiskai ir aktyviai fagituojai organizma patekusias bakterijas,
bei organizmui svetimas medziagag! Bios savybs jie vadinami mikrofagais. Fagocitesz
metu dalels praryjamos pseudopodijomis #steks citoplazmoje uzdaromasvakuoles,
kurios vadinamos fagosomomis. Joms susiliejusastelly lizosomomis bei specifimis
granubmis susidaro fagolizosomos. Sis procesas vadindegsnuliacija. Fagolizosomose
patogenai sunaikinami dviemudhais: nuo deguonies priklausomu ir nuo deguonies
nepriklausomu [63,70].

Nuo deguonies priklausomuidu mikroorganizmus naikina reakifyw deguonies
metabotitai (ROS): superoksido anijonas, vandeni@oksidas, hipohalidai, hidroksilo
radikalai, singletinis deguonis, kursusidarymas neutrofiluose ypsuintensygja vykstant
fagocitozei [72].

Nuo deguonies nepriklausomtdio mikroorganizmus nuzudo fagagiizosomose ir
specifirtse granulse esantys baktericidiniai baltymai bei peptidaiyzamusy patogen
suvirskina lizosom proteolizires hidrolazs, kurios patenkg fagosomas formuojantis
fagolizosomoms [63].

Neutrofil; chemotaksio, aktyvinimo ir fagocitéeg metu susidariusios bei graése
kaupiamos medziagos iSsiskiria ne tikagolizosomas, bet ir ekstrahstelin tarm. Esant
rySkioms uzdegimigms reakcijoms,i iSor iSsiskye lizosom; fermentai, reaktyvs
deguonies metabolitai, arachidonag$ties dariniai Zaloja Seimininko audinius, sukelia

skausm [73].

2.10. Neutrofily aktyvinimo budai in vitro

Neutrofily degranuliacy, reaktyviy deguonies metabalitgamybos suintensygjima
(,kvépavimo sprogim®) bei citokiny sintez juose galima sukelti juos aktyvinaint vitro.
To reikia atliekant funkcinius neutrafiltyrimus klinikingje laboratorijoje arba vykdant
mokslinius tyrimus. Zinoma nemazai neutrgfidegranuliaci sukeliagiy medZiag:
lipopolisacharidas (LPS), TN LTB,4, anafilatoksinas Cbha ir kt. [74,75,76]. Neutradilu
taip pat suaktyvina tokie korpuskuliniai agentaipkaatrio urato mikrokristalai ir kalio

pirofosfato dihidrato kristalai [50]. Mokskfe praktikoje vieni dazniausiai naudojam

24



neutrofily aktyvatori; yra N-formil-Met-Leu-Phe (fMLP), forbolmiristatocatatas (PMA) ir
IL-8.

fMLP (N-formyl-L-metionil-L-leucil-fenilalamas) yra bakterigs kilmés tripeptidas.
Tai - naftiralus bakteriy degradacijos produktas, susidarantis uzdegimiaplinkojein vivo
bei yrant mitochondnj baltymams audinio pazeidimo metu. fMLP veikia peformilinty
peptid; receptorius neutrofil membranoje. Receptoéis siveikos pasekoje aktyvinama
fosfolipaz C, kuri skatina dviej antriniy mediatory: inozitolio trifosfato ir diacilglicerolio
pasigaminim. Jie aktyvina proteinkinazC ir mobilizuoja C4" i$ vidulsteliniy saugyki.
Sie biocheminiai virsmaiaygoja neutrofily chemotaks degranuliacyi bei ,kvépavimo
sprogimy” [77,78].

PMA (forbol 12-miristat 13-acetatas) - taigalines kilmés forbolio esteris, veikiantis
nuo receptoti nepriklausomu #wdu. PMA yra diacilglicerolio analogas, tiesiogiai
aktyvinantis proteinkinaz C, kuri inicijuoja tam tikg baltymy fosforilinimo kaskad ir
tokiu bidu sukelia neutrofi degranuliacy bei ,, kvépavimo sprogim* [70,79].

Atlikty tyrimy duomenimis, aktyvinant neutrofilus PMA, pasigamihiekartus daugiau
reaktyvip deguonies metabalitnei aktyvinant fMLP, net jei naudojama 20 kanmaZesa
PMA koncentracija. Manoma, kad PMA yra daug galsmge NADPH oksidas
aktyvatorius [80]. Bl Sios priezasties jis yra naudojamas siekiardrtinti neutrofily
oksidacijos produkt gamyta [70].

IL-8 — citokinas, veikiantis per neutrafilL-8R1 receptorius. Receptoés sveikos
pasekoje diga citozolinio C&" koncentracija. Tai gygoja neutrofily chemotaks
.Kvépavimo sprogim“ ir degranuliacijp. D [81]. Stipriausias IL-8 sukeliamas efektas yra
neutrofily chemotaksis [82].

2.11. Neutrofip gaminamos medziagos

Vieni neutrofih gaminami produktai kaupiami pirmise ir antrigse granudse, kiti yra
naujai sintetinami, paveikus uzdegiminiam stimu[dil]. PaZeidimo zonoje susitelk
neutrofilai | aplinka iSskiria granuli komponentus bei uzdegimo mediatorius. Mokgéin
literatiiroje dar @ra Ziniy apie Sip produkt; poveilf MKL funkciniam, kartu ir migraciniam,
pajggumui. J; poveikio ypatumai paprastai tiriami ir aprasonfekcinio proceso kontekste.
Yra Zinoma, kad kai kurios iS neutrafilgaminann ir granukse kaupiam medzZiag

pasizymi chemotaksiniu poveikiu leukocitams. Rerig@aMKL ir leukocity migracijos
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mechanizmo panasSumais galima daryti prielakdd jos skatina ir MKL migragiji tiksling

audin.

2.11.1.Neutrofil y pirmini gy (azurofiliniy) granuliy turinys

Neutrofily azurofilinese granuise yra kaupiami baktericidiniai baltymai ir peptida
(defenzinai, serprocidinai, katelicidinai, protewr, bakterij sieneés pralaidum
didinantys baltymai) bei fermantrinkinys (ig&ios hidrolazs, neutralios proteas,
mieloperoksidag, lizocimas, endonukleag, lipazs) [63]. Apzvelgsime svarbiausias i§ Si
medziag, kuriy reikSne Iasteliy chemotaksiui jagrodyta.

Katijoniniai peptidai (defenzinat tai smulkis, 29-43 aminoag&iu turintys cikliniai
peptidai, kurie sudaro 30-50 proc. neutrpfdirminiy granuly baltymy. Jiems priklauso
zmogaus neutrofil baltymai-1, -2, -3 ir -4 (HNP1-4), kurie veikigiterpdamii savo
taikinihy, membranas. Defenzinai, kaip ir antimikrobiniai peég@ katelicidinai ir protegrinai,
pazeidzia mikroty sieneliy vientisum, toctl jvyksta mikroorganizm lizé. Jie gali veikti ir
Zaizdy gijima, nes skatina fibroblastproliferacip [63,72]. Eksperimentduomenys leidzia
teigti, kad defenzinai neapsiriboja vien tik anknebiniu poveikiu. Mikromoligs
defenzim koncentracijos veikia baktericidiSkai, o nanomédinchemotaksiskai. Pvz.,
pekms i paod suleidus 1ug defenzino, injekcijos vietoje gausiai susikaupeutrofilai ir
monocitai. Be to, nustatyta, kad HNP-1 ir HNP-2tslea CD4, CD8 T limfocity bei
dendritiniy lasteliy ,pritraukima” | uzdegimo Zidipn Tokiu kidu jie tampa jungiaga
grandimi tarpigimto ir igyto imuniteto. Yra zinoma, kad chemoatraktiniu @&w pasizymi
ir neutrofily pirminése granuise kaupiami katelicidinai. Zmogaus organizme aasikiik
vienas katelicidin Seimos atsovas — 18 kD Zmogaus katijoninis antiobikis peptidas. Po
dalinés proteolizs, kuria vykdo proteinag 3, jis tampa aktyviu chemoatraktantu,
salygojarciu monocit, T limfocity bei neutrofil, pritraukimg  uzdegimo zidip Nustatyta,
kad katelicidinai veikia per N-formilint peptid; receptorius [50]. Si receptorn reiksme
irodyta ir MKL chemotaksiui.

Serprocidinai (katijoniniai glikoproteinaiarba neutralios proteéz yra elastay
katepsinas G, kalogengz proteinagz 3, azurocidinas. Neutrofil aktyvacijos ir
degranuliacijos pasekoje Sie proteoliziniai fermaen$silaisvinai ekstrajsteling aplinka,
kur skaido tarpistelines medZziagos komponentus. Jie atakuoja kolkggdmazines
membranas, fibrig elastin ir kremzles, sukeldami pakenkimusadingus pmiliniam ir

alteraciniam uzdegiminiam procesui. [72,73].
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Elastag, katepsinas G, proteir@8 - trys serino proteég, yra vienos svarbiaugi
neutrofily pirminiy granuly turinio komponent, dalyvaujadiy patogeno suardyme nuo
deguonies nepriklausomuidiu lastekje ir uz jos rily. Pastaraisiais metais nustatyta, kad
Sios proteass yra svarbios ir kaip specifiniai uzdegiminio peso reguliatoriai. Sifunkcija
jos atlieka vykdydamos dakrchemokim proteoliz, moduliuodamos citokintinklo veikla,
aktyvindamos specifiniusasteliy pavirSiaus receptorius [83,84]. Po citakisintezs ir
sekrecijos esant tam tikroms patofiziologims slygoms, uzdegimo Zidinyje vyksta
tolimesni ju kitimai. Manoma, kad dalin proteoliz yra esminis mechanizmas,
reguliuojantis jvairiy citokiny tinklo komponeni aktyvumy. AiSkéja, kad be labai
specifiny, citokinus konvertuojatiy proteazi (ll-1p konvertuojagio fermento, TNF
konvertuojadio fermento), serino proteéz taip pat dalyvauja k#&iant citokiny ir ju
receptony aktyvumy [85]. Pavyzdziui, uzdegiminicitokinug TNFa ir IL-1p, sintetinana
neaktyviy probaltymy formoje, dalir proteoliz vykdo bei aktyw Siy citoking formy
susiformavina lemia ir neutrofil, sintetinama proteinaz3 [84].

Atlikty studiy duomenimis, neutrofil esterags stol turinios peés stokoja ir aktywi
uzdegimini; citokiny bei chemokin. Tyrimais jrodyta, kad neutrofil serino proteazs
vykdo kai kuriy chemokim proteolitine modifikacija, taip padidindamiy aktyvunmy bei
stabilumy. Pavyzdziui, N terminalinio peptido atdiknas nuo chemokin CXCL8 (IL-8) ir
CXCL5, kuri vykdo atitinkamai protein&z3 ir katepsinas G, sustiprinaySchemokim
gekejima sukelti neutrofii chemotaks lyginant su y intaktinemis formomis. Chemokino
CCL15 N galo proteolitia modifikacija, kury vykdo katepsinas G, Zzymiai padidina jo
gekejima sukelti monocik chemotaks Taliau yra duonenp ir apie prieSing serino
proteaziy poveikio rezultaf kai kuriems chemokinams. Pavyzdziui, katepsinas G
atskeldamas N terminalinpeptidi nuo chemokino CCL5 (RANTES), sumazina jo
aktyvumy. Taip pat nustatyta, kad chemokinas CXCL12 (kiteslinamas SDF«i) ir jo
receptorius, paveiktas katepsinu G ir esteraagsgpraranda savo aktyvam

Pastedia, kad katepsino G suleidimagood, salygoja gaug monocit; ir neutrofily
susitelkimy injekcijos vietoje. Tai leido daryti iSvad kad katepsinas G yra galingas
chemoatraktantas vivo [86]. Katepsinas G kaip ir katelicidinai yra N-follinty peptidy
recepton ligandas.

Dar vienas svarbus neutrgfipirminiy granuliy komponentas, pasizymintis ne tik
mikrobicidinemis, bet ir chemoatraktanto saeyhis yra azurocidinas arba 37 kD katijoninis
antimikrobinis baltymas. Nanomoliaéis azurocidino koncentracijos chemotaktiSkai veikia

monocitus, T limfocitus, neutrofilus ir fibroblastu EksperimentiSkai parodyta, kad
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azurocidinas, imobilizuotas ant endotelistéliy, skatina monoait adheziy prie endotelio
monosluoksnio. Manoma, kad uzdegimo zidinyjevivo iS neutrofil; atsipalaiduojantis
azurocidinas prisitvirtina prie endotelio pavirSaw tai skatina kraujyje cirkuliuojaim

monocit pateking | uzdegimo viet [50].

2.11.2. Neutrofilp antriniy (specifinig) granuliy turinys

Specifigse neutrofily granuése taip pat randama baktericidirnaltym; — katepsino G,
lizocimo ir laktoferino, o kai kun autorip duomenimis — dar ir antimikrobupipeptid;
kateliciding [63]. Be to, jose yra |V tipo kolagengzurokinaz, histaminaz, Sarmiré
fosfataz, fosfolipaz A2, vitamima Bj, sujungiantis baltymas, NADPH oksidaz
komponentai ir kt. [72,73].

Vienas iS svarbiausspecifiniyy neutrofily granulyy komponeni yra laktoferinas. Ta+
ne hemig geleZ sujungiantis transferinSeimos glikoproteinas. Uzdegiminio proceso metu,
ivykus neutrofily degranuliacijai, jis atsipalaiduoja infekuot audin ir yra vienas is
pirmyju organizmo gynybiés sistemos veiksni Greta antimikrobinj savybi tyrimais
irodytas jo sugeiimas moduliuoti uzdegimo procedei imunini atsalg. Laktoferinas
pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu. UZdegimo Zigeyis sujungia susikaupusius ¥e
jonus, kurie dalyvauja hidroksilo radikalo susidagy Pastarasis yra stiprus audinius
Zalojantis veiksnys. Be to, jis slopina prouzdegimi citoking IL-1f ir TNF-a
atsipalaidavim uzdegimo Zzidinyje. Nustatyta, kad laktoferinias vitro skatina T ir B
limfocity proliferacip ir diferenciacig bei didina NK jsteliy aktyvuny. [87]. T&liau jo
itaka hsteliy migracijai dar ara istirta.

Nustatyta, kad chemoatraktanto sawyis pasizymi specifini granuliy komponentas
urokinaz. Ji savo efektus sukelia per uPAR receptorius,iukgr turi ir MKL.
Eksperimentini tyrimy duomenimis, urokinaz skatina monocif, neutrofil;, bazofily ir
lygiyju raumen lasteliy chemotakg[50].

Neutrofily granuése yra susikaup dideli urokinazs receptoriaus (UPAR) kiekiali.
Neutrofily aktyvacijos pasekoje vyksta uSirecepton; translokacija iS viduaksteliniy
saugykl, i plazmire membran. Cia neutrofily serino proteas vykdo j; proteolizirg
modifikacija. Susiformags aktyvus produktas, zinomas kaip D2D3, atpalammays i
ekstrajsteline aplinka. D2D3 yra formilinty peptid; recepton; (FPR) ligandas. Iki Siol

nustatytas jo chemoatraktinis poveikis bazofilanmpnocitams bei hemopoetims
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kamienirtms hsteEms. Manoma, kad jis galitbi svarbus ir kit FPR turiiy lasteliy,
pritraukimuii uzdegimo zidin[88].

2.11.3. Reaktyws deguonies metabolitai

Reaktyvys deguonies metabolitai yra vienos svarbiausiedziag, uZztikrinartiy
neutrofiy baktericidirg funkcija. Ramylje neutrofilai sunaudoja nedaug deguonies.
Fagocitoz didina deguonies porgiknes suaktygja lasteks medziag apykaita, sustigja
aktyviy deguonies darini — laiswjy radikal, gamyba. Si pokyiy visuma vadinama
.Kvépavimo sprogimu” [63]. Laisvieji deguonies radikala medziagos, iSorépe orbitakje
turincios neporini elektron. [89]. Jie yra nestalis, chemiskai aktyis, turintys trump
gyvavimo trukng. Jie gali sukelti grandinines reakcijas, uzpildyilasavo nesuporuoto
elektrono orbital elektronu, at@Stu nuo kitos molekgs, ir taip pastaja paversdami
laisvuoju radikalu [90].

Reaktywi deguonies atmain susidarym skatina greitas NADPH oksidez
suaktyvinimas. Ji oksiduoja NADPH ir Sio procesotumeedukuoja molekulindeguom i
superoksido anijan (‘O,). [73]. Susidat du superoksido anijonai susijungia veikiami
fermento superoksido dismutsz (SOD), ir susidaro maziau reaktyvus vandenilio
peroksidas (kD) [91]. Pats HO, néra laisvasis radikalas, dau tolimesgse reakcijose
panaudojamasyjgamybai [89]. HO, ir ‘O, vykstantCaber-Veiso reakcijai redukuojagi
agresyviausi hidroksilo radikad (OH-). Hidroksilo radikalai taip pat susidaro ir Fenbon
reakcijoje (F&" + H,0, = F€*+ OH + OH). Be to, kai kuriomis @ygomis susidaro
singletinis deguonis (&) [91].

Neutrofili fagolizosomose didziausias mikrobicidinis veikimapasireiskia,
pasigaminus hipohalidams [72]. Azurofdse neutrofif granuése esantis fermentas
mieloperoksidaz (MPO) dalyvaujant C| pavetia H,O- i hipochloritirg raigs§ HOCI [63].
Nors HO; ir halogeniniai junginiai éra tokie aktyvs kaip laisvieji radikalai (OH -Oy),
taciau jie yra stabilesni, gali toliau difunduqtiaudin ir toksiSkai veikti ekstraktelirgje
aplinkoje esatius mikroorganizmus [92].

Reaktyus deguonies dariniai iS neutrafili ekstrajstelin tarp gali iSsiskirti po
kontakto su chemokinais, imuniniais kompleksaisuystant fagocitozei. Tai - svarbiausi
neutrofily produktai, kuriais jie naikina mikroorganizmugaZzeidzia aplinkipaudin [91].

Reaktyviy deguonies darini padictjimas sukelia oksidacinlasteks stres. Jie pazeidzia
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beveik visas pagrindinegsteliy makromolekules — lipidus, baltymus ir Siek tiekpsiau
nukleogstis, todl yra svarlis daugelio lig patogenege [90].

2.11.4. Suaktyving neutrofil y sintetinami uzdegimo mediatoriai

Yra zinoma, kad neutrofilai gali gaminti kai kursitokinus ir yra svarbus leukotrign
(LT) Saltinis. Be to, neutrofilai gamina prostaglinus (pvz., PGE ir trombocitus
aktyvinant faktoriy (PAF) [72].

2.11.4.1Arachidono rigsties (AR) dariniai (eikozanoida)

Kai neutrofilus aktyvinavairis dirgikliai, ju membranos lipidai pakinta ir susidaro
svarlis uzdegimo reaktyvumo reguliavimui ir hemostazeaenV iS toky mediatony yra
arachidonoigsties (AR) dariniai dar vadinami eikozanoidaisi -Teumpai egzistuojantieji
hormonai, kurie veikia per su baltymu G susijusreseptorius. Jie greitai susidaro,
paveikia audinius iSsiskyrimo vietoje ir po to sayspontaniSkai arba yra suardomi
ferment.. AR metabolitai susidaro veikiant duiejpagrindiniy klasiy fermentams:
ciklooksigenazms (susidaro prostaglandinai ir tromboksanai)polisigenaégms (susidaro
leukotrienai ir lipoksinai) [71,73].

Ciklooksigenazinio AR metabolizmaidu neutrofiluose, taip pat ir kai kuriose kitose
uzdegimo procese dalyvaujaose hstekse, susidaro prostaglandinai (PG): BGEGD,
PGFa, ir kiti. Uzdegimo zidinyje jie veikia kraujagyslilygiuosius raumenis, sukeldami
smulkiy kraujagyshy iSsipktima ir didindami j3 sienet¢s pralaidum. Prostaglandinai
dalyvauja atsirandant skausmui ir kaa¥imui uzdegimo metu. Kiek mazesmeikSne
uzdegiminiam procesui turi eikozatriedinigstis ir eikozapentaeninrigstis. Tai dar dvi
polines@ios, kstely membranose aptinkamos, riaebaligstys, iS kum susidaro
prostaglandinai PGEPGRa, PGE, PGRa [89].

Neutrofiluose svarbesnis lipoksigenazinislds. Juose 5-lipoksigeriagra pagrindinis
AR metabolizmo fermentas. Lipoksigenaziniidh neutrofiluose susidaro leukotrienai
(LT). Sie AR metabolitai, kaip ir prostaglandinaigizymi uzdegira skatinagiu poveikiu.
LTB4 sukelia neutrofii chemotaks lizosominiy ferment; atsipalaidavim bei superoksido

anijono sintegs suintensy&jima. LTC, ir jo tolimesni metabolitai, sukelia brongchygiuju
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raumem spazm ir didina kraujagysli pralaidum. [71]. Be to, zinoma, kad leukotrienai
skatina fibroblast chemotaksg proliferacip bei kolageno sinteZ93].

Suaktyvinti neutrofilai gamina trombocitagtyvinani faktoriy (PAF) [72]. Tai dar
vienas fosfolipid kilmés mediatorius, pasizymintis daugeliu uzdegskatinadiu savybi
[73]. PAF taip pat yra ir signaknmolekuk, jjungianti efektorinius mechanizmusairiy
tipu lastekse, tarpy ir jgimto imuniteto bei hemostéz sistemosaktekse: neutrofiluose,
monocituose, trombocituose [94]. Veikiant PAF, skata P selektino translokacija is
endoteliocit; citoplazmos plazmires membranos pavirgi Zinoma, kad taigygoja net tik
leukocity, bet ir MKL pradirg adhezijos prie endotelio stagijju ,riedéjima”“ endotelio
lasteliy pavirSiumi [7]. Tatiau PAF reikSm imuniniy lasteliy ir MKL chemotaksiui dar

néra istirta.

2.11.4.2. Neutrofip gaminami citokinai

Suaktyvinti neutrofilai gamina kai kuriuogokinus: I1L-1, IL-6, IL-8, TNFe, INF-y ir
kt. [72].
IL-1, IL-6, TNF-o yra prouzdegiminiai citokinai, kurie veikia sinestiskai. J; poveikis
pleotropinis, slygojantis daugellokaliy ir sisteming pokyiy, stebiny uzdegiminio atsako
metu [71]. Pagrindiey TNF-a funkcija — stimuliuoti uzdegim t.y. sutelkti neutrofilus ir
monocitusj infekcijos Zidin bei juos aktyvinti. IL-1 ir TNFe didina adhezijos molekuyli
(ICAM-1 ir VCAM-1) ekspresiy kraujagysh; endotelio 4stekse [95]. Jos jungiasi su
leukocity integrinais ir glygoja ju kaupinysi uzdegimo zidinyje. IL-1 ir TNFet makrofag
ir endotelio 4stekse skatina chemokinsintez, pvz., IL-8. O Sis yra stiprus neutrafil
chemoatraktantasalygojantis neutrofif adheziy ir transendotelie migracij [96].

Tyrimyp duomenimis, po stimulicijos IL-1n vitro neutrofilai sintetina IN#, kuris
autokriniSkai skatina TNl sintez paiuose neutrofiluose [97]. INFpasizymi nestipriu
prieSvirusiniu poveikiu, t&au svarbiausia jis yra imuninio atsako efektorigitokinas,

aktyvinantis specifinio ir nespecifinio imuninicsako hsteleg71].

2.11.4.3. Neutrofil sintetinami chemokinai

IL-&CXCL8 buvo pirmasis identifikuotas neutrafilsintetinamas chemokinas. Jo
sintez vyksta tik suaktyvinus neutrofilusairiais stimulais, tokiais kaipNF-a, IL-10, IL-
15, GM-KSF, fMLP ir kt. Suaktyvinti neutrofilai gama dar vien chemokin — GRO«
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(augimy, reguliuojant onkogen-o/CXCL1), kurio biologinis poveikis panasis IL-8. Siy
abiep chemokim chemoatraktinis efektas pasireiSkia neutrofilampazofilams, T ir B
limfocitams. Manoma, kad Sie chemokinai atlieka iegrdaidmen formuojantisiminiam
uzdegimui, slygodami daugelio imuninilasteliy susitelkimy i paZzeidimo viet. Neutrofilai
gamina CXC Seimai priklaus&ms chemokinus MIG (IFN indukuojama monokira/
CXCL9), IP- 10 (IFN indukuojam baltyma/ CXCL10), I-TAC (IFNy indukuojama T
lasteliy o chemoatraktaatCXCL11). Sie yra svaris mononuklearini leukociy
susitelkimui { aminio uzdegimo Zidin Suaktyvinti neutrofilai gamina 5 CC Seimos
chemokinus: MCP-1 (monoqgit chemotaksio baltym1/CCL2) ir MIP (makrofag
uzdegiminius baltymus: MIPelCCL3, MIP-13/CCL4, MIP-3/CCL20 ir MIP-3/CCL19).
MCP-1 yra pagrindinis chemokinas, skatinantis mauaggritraukima” | uzdegimo Zzidin
Jis taip pat svarbu€CD8+ T limfocity telkimuisi uzdegimo Zzidinyje. Makrofag
uzdegiminiai baltymai MIP yra galingi chemoatraklammonocitams, makrofagams, NK
lastebms bei dendritiams hstekms. Jie silpniau veikia granulocitus. Mile-1r MIP-1
svarlis Thl limfocii chemotaksiui, o MIP{8 | uzdegimo viet nukreipia CCR7
receptorius turitias hsteles (B limfocitus, T limfocitus) [50].

Literafiroje gausu duomenapie mirety uzdegimo mediatagi savybes bei funkcijas,
taciau labai mazai istirtayjitaka MKL migraciniam pajgumui. Tyrimais patvirtinta tik kai
kuriy neutrofily iSskiriamy citokiny, tokiy kaip  TNFe, IL-1, IL-8, reikSne¢ MKL
Lpritraukimui” | pazeidino vief. Ta&iau uzdegimo zidinyje 8i mediatori poveikis rera
izoliuotas. Reikia iSsiaiSkinti, kaip neutrafil degranuliacijos produkt bei naujai
sintetinany medziag (ROS, arachidonougsties darini, citoking ir kt.) visuma veikia
MKL migracin; aktyvuma. Be to, remiantis leukoaitmigracijos mechanizmo samprata bei
Ziniomis apie daugelio chemokinreceptony buvima MKL membranose, galima kurti

naujus MKL migracijos eksperimentinius modelius.
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3. EKSPERIMENTIN E DALIS

Darbas atliktas VUL Santarigkikliniky LDC imunologijos laboratorijoje bei VU
Eksperimentias ir klinikinés medicinos instituto kamieninlasteliy laboratorijoje.

3.1. Reagentai

. Polimorphprep" tankio gradientasiXIS-SHIELD PoC ANorvegija);

. N- formil-Met-Leu-Phe (fMLP), 10 mM bazinis tigs Sigma-Aldrich Vokietija);

. Forbol 12-miristat 13-acetatas (PMA), 1,62 mMibs tirpalas $igma-Aldrich JAV);

. Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS), pH=73lgma-Aldrich JAV);

. PBS + 3,4% NaCl (pagamintas EKMI Biochemijosolaborijoje);

6. Krebso Ringerio gliukas buferinis tirpalas (KRG) (seétls: 120mM NaCl, 4,9mM KClI,
1,2mM MgSQx7H,O, 1,7/mM KHPQO, 8,3mM NaHPOx2H,0, 10mM gliukozs,

pH=7,3) (pagamintas EKMI Biochemijos laboratorijpje

7. Modifikuota Dulbeko terp (su 3,79/l NaHC®ir 1g/l D gliukozs) (DMEM) (Sigma-
Aldrich, Vokietija);

9. Fetalinis versiuko serumas (FC8y(Clone JAV);

10. Tripsinas - EDTARiological industrieslzraelis);

11. Metanolis, 100%Sigma-Aldrich VVokietija);

12. Dazymo pagal Pappenhainmnkinys ( May-Grinvald/ GiemsaMerck Vokietija);

13. Crystal violet Alfa Chem JAV);

14. Hematocolor dazymo rinkinyMérck, Vokietija);

15. RAL - 555 dazymo rinkinyfactifs RALPrandizija);

16. Distiliuotas vanduo (pagamintas EKMI Biochermaijaboratorijoje).

a b~ W N P

3.2.Jranga ir naudojamos priemonres

AA10 chemotaksio kamer&lguro Probe JAV);

Polikarbonatiis, 8um poras turitios, membranosNeuro Probe JAV);
CentrifugaSigma2-16 K OJB labcare Jungtire Karalysg) ;
CO,inkubatorius Binder, Vokietija);

Automatires pipets Eppendorf Resear¢ciVokietija);
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Pip&iy antgaliai: iki 2@, iki 2000ul;
Mégintuweliai: 15 ml ir 30 ml talpos;
Kratyklé , VorteXx;

Dazymo voneis;
Petri kkSteks;

Pastero pipés;

Pincetai Neuro Probe JAV);
Gramzdiklis Neuro ProbeJAV);
Sviesinis mikroskopa®limpus CK-2

Goriajevo kamera;

KlaviSy skatiavimo masiglé.

3.3. Darbo metodai

3.3.1. Neutrofily iSskyrimas

Polimorfonukleariniai granulocitai buvo i$kiS suaugusi sveiky savanon kraujo,

naudojant reagemPolymorphprep”.

Eozinofily ir bazofily kiekis polimorfonuklearini lasteliy frakcijoje buvo laikomas

nereikSmingu, nes didziagssios frakcijos dalsudaro neutrofilai.

Neutrofil y iSskyrimo procediros etapai

1.

Neutrofily iSskyrimui kraujas imamas iS venos heparinizuotus vakuuminius
mégintuwelius. ISskyrimo proceiita atliekama prgus ne daugiau kaip trims valandoms
nuo kraujo pamimo. Kraujoéminys ir Polymorphoprel™ reagentas laikomi 18-22

temperairoje.

[ 15 ml megintuwli pilama 3,0 mlPolymorphpreff’ reagento. Vir§ jo atsargiai
sluoksniuojama 3,0 ml nekre&am neskiesto kraujo. Sluoksniuojama labai atsargia
leidziant krauy mégintuwelio sienele ir stengiantis, kad reagento ir krasijooksniai

nesusimaisyL.

Mégintuwelis dedamas i centrifug. Centrifuguojama 30-35 min., kambario

temperairoje, kai g = 500.
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Centrifuguojant susidaro du leukagifziedai®. VirSutiniame, ties kraujo plazmos ir
reagento sardla, susitelkia mononukleartia lasteks. Antrji Ziech sudaro neutrofilai.
Eritrocitai nugda | megintuwelio dugma. Pastero pipete atsargiai piiads
mononuklearini lasteliy Ziedy, pasiekiamas neutraofilziedas. ksteks nusiurbiamos ir

supilamog Svan meégintuwvelj.

| ——Plarma

Kraujas —

| ‘ Mononuklearings

4 lastelés

Polimorphprep TM : et Neutrofilai

'— Eritrocitai

5 pav. Neutrofij i§skyrimas tankio gradientePolymorphpref§’

4. Atliekamas neutrofil suspensijos plovima$.mégintuwveli su hstekmis pilama 10 ml
KRG, sumaiSoma ir centrifuguojama 10 min., kambaemperairoje, kai g = 300.

Centrifuguojant neutrofilai nédai mégintuvelio dugn.

ISskiriant neutrofilus Siuo tlWu nepavyksta gauti grynos neutrefilsuspensijos.
Stebimas nedidelis uzterStumas eritrocitais¢ltdolimesniame etape buvo vykdomas

eritrocity lizavimas.

5. Po centrifugavimo nupylus supernatgntmégintuwelio dugne esatios lasteks
(neutrofilai ir eritrocitai) uzpilamos 3 ml 4.)C distiliuoto vandens. Eritrocitai
hipotoniniame tirpale lizuoja. Po 30 jpilama 1 ml PBS, turitio 3,4%. NaCl, ir 5ml
KRG. Centrifuguojama 10 min., 300xg. Po centrifugay virs ksteliy esantis tirpalas
nupilamas. hsteks suspenduojamos 1 ml DMEM tésp

3.3.2. Neutrofilp gyvybingumo vertinimas

Paimama 10l neutrofily suspensijos ir ggintuvélyje sumaiSoma su 1d dazo — 0,4%
Trypan‘o nelio tirpalo.
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Gyvybingoms ir negyvomsstekms skatiuoti naudojama Goriajevo kamera. Trypan‘o
meliu paveikta jsteliy suspensija sumaiSoma ir vienas jos lasas uzlagamam kameros po
pritvirtintu dengiamuoju stikleliu. Palaukiama Kakinys pasiskleis po vastinkleli. Tuomet
mikroskopuojama Sviesiniu mikroskopu. Gyvybingastéks yra geltonos, blizg&ios.
Negyvos 4steks nusidazo melsvai, neg pazeista membrana praleidzia Trypan‘élin
daz. Naudojantis klavis skatiavimo masigle, suskaiiuojama 100 4gsteliy. Po to
apskaéiuojamas gyvybing lasteliy procentii dalis.

Aukg&iau iScstytu metodu iSskitt neutrofily gyvingumas buvo 95%.

3.3.3. Neutrofily suspensijos grynumo vertinimas

Neutrofili suspensijos grynumas vertinamas mikroskopuojankytgla lasteliy

suspensijos tepéhi imersine sistema.

Tepinélio ruoSimas ir dazymas
Tepirklis daromas ant Svaraus, sauso objektinio stikledat kurio uzlaSinamas
neutrofily suspensijos lasSas. Pipetantgaliu laSas paskleidziamas po\8siklelio plot.
Padarytas tepitis dziovinamas kambario temperagje. Tepirglio dazymui naudojami Sie
dazai:
Hematocolor - 1 (dazymo trukm- 5 s.)
Hematocolor — 2 (dazymo trukm 3 s.)
Hematocolor — 3 (dazymo trukm 6 s.)
Po dazymo tepihs plaunamas distiliuotu vandeniu, dziovinamas karno
temperairoje ir mikroskopuojamas Sviesiniu mikroskopu steigija (100x padidinimu).
KlaviSu skatiavimo masiile suskaliuojama 100 dsteliy ir apskatiuojama neutrofii

procentire dalis.
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6 pav. Neutrafitepirelio nuotrauka (100 x padidinimas)

Po eritrocii lizavimo neutrofil; frakcijos grynumas buvo 95%. ISliko nedidelis

uzterStumas mononukleaémis lastekmis.

3.3.4. Neutrofily aktyvinimas

Neutrofil y paruoSimas aktyvinimui

Suskatiavus neutrofilus 1 mililitre DMEM tergs (skagiavimo hidas pateiktas 3.3.6.1.
skyrelyje), eksperimentui reikalingaasteliy dalis (2x16) yra perkeliamai $van
mégintuwvelj ir praskiedziama DMEM terpe iki 2 ml.

Neutrofil y aktyvinimas naudojant fMLP

Siekiant sukelti degranuliagij neutrofilai buvo veikiami formil-Met-Leu-Phe (fM2).
Galutie fMLP tirpalo koncentracija, naudojama neutngfibktyvinimui yra 100nM.
Lasteks fMLP tirpale inkubuojamos 10 min. kambario tengii@oje. Prajus inkubacijos
laikui, suspensija centrifuguojama 10 min., kai 85600. Neutrofilai nuslaj mégintuwelio

dugm. Virs jy esantis supernatantas surenkapsasg mégintuveél;.

Neutrofil y aktyvinimas naudojant PMA

Siekiant sukelti intensyi reaktyvii deguonies metabalit sintez (,kvépavimo
sprogimy®), neutrofilai buvo veikiami forbol 12-miristat 1&8cetatu (PMA). Aktyvinimui
naudojama galutin PMA tirpalo koncentracija yra 200nM. Neutrafiinkubacijos laikas
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PMA tirpale - 30 min. Centrifugavimo laikas bei gikSne tokia pati kaip ir pirmuoju

atveju.

3.3.5. MKL kultivavimo salygos

MKL iSskiriamos ir kultivuojamos Eksperimené® klinikinés medicinos institute
kamieniniy lasteliy laboratorijoje. Sios abteks auginamos specialiuose plastikiniuose
flakonuose, DMEM terge, turircioje 10% FCS bei 1% antibiotik (streptomicino ir
penicilino). MKL yra adehezits lasteks. In vitro jos dauginasi prisitvirtinusios prie
plastikinio pavirSiaus. Plastikiniai flakonai sasfekmis laikomi CQ inkubatoriuje, 37T
temperairoje, esant 5% C©

Eksperimentams buvo naudojamos PD 09.0p$rMKL, iSskirtos iS pieninio danties

pulpos.

3.3.6. MKL migracijos tyrimas
3.3.6.1. MKL paruoSimas migracijos tyrimui

Terg, kurioje auginamos MKL, i$ flakono iSpilamaadteks skalaujamos, kekekarty
jas uzpilant PBS. Po toflakom jpilama 1 ml tripsino-EDTA tam, kaddteks atSokii nuo
plastikinio flakono pavirSiaus. Flakonas dedamaskubatoriy, kuriame laikomas 5 - 10
min. 37 [ C temperatroje, kol hsteks atSoka.Tuometj flakomg jpilama 8 ml DMEM
tepés, turirtios 10% FCS. FCS sustabdo tripsino veikirhasteliy suspensija is flakono
perkeliamaj 15 ml negintuwveli, kuris statomag centrifug. Centrifuguojama 5 min., g =
300. Baigus centrifuguoti, virSadteliy esantis supernatantas nupilamas, asteks
suspenduojamos 1 ml DMEM texpir suskaiiuojamos.

Lasteliy skatiavimui naudojama Goriajevo kamerasteliy skatius viename mililitre

apskaéiuojamas pagal formgi

N = (a n- 1000)/0,9

N — lasteliy skatius viename mililitre

a - bsteliy skatius Goriajevo kameroje

n — praskiedim skatius (jei suspenisija skiedziama)
0,9 — Goriajevo kamerosris (mnt)
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Suskailavus hsteles, paimamayjdalis, reikalinga eksperimentui. Paprastai vienam
eksperimantui sunaudojama apie 400 00@steliy. Kadangi buvo atliekami keli skirtingi
ekperimentai, tolesnis MKL paruoSimas kiekvieno pekgnento metu skysi ir yra

aprasomas 3.4 skyrelyje.

3.3.6.2. Iasteliy migracijos tyrimo jrenginys

MKL migracijos tyrimas atliekamas deSimties Salin chemotaksio kameroje AA 10.

7 pav. Chemotaksio kamera AA 10

Chemotaksio kamera AA 10 pagaminta i$ akrilo indeda iS trijp daliy:

a) apatires leksteks, turirtios 10 duobgiy (apating Suliréliy);
b) silikoninio tarpiklio;
C) virsutinés dalies — dangtelio, kuriame yra 10 atvérirSutiniy Suliréliy), atitinkartiy

lekSteks Sulirelius.
Tarp apatis lekSteks ir silikoninio tarpiklio dedama poras turinti mbrama, pro
kuria vyksta hsteliy migracija i$ virSutini Suliréliy | apatinius.

Sistema susukama SeSiais metaliniais varztai
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. Virsutinis
Dt Sulinlis
Tarpiklis— 7

I E Fhembrana
Léksteld ~Apatinis
sulinélis

8 pav. AA tbBemotaksio kameros schema

3.3.6.3. Chemotaksio kameros AA 10 paruoSimo tyrimietapai

1. Chemotaksio kamera orientuojama taip, kad gamirgjo: baty deSirgje pugje. [
kiekviers apatin Suliréli suleidziama po 413U skysto uzpildo, kurio poveikis
lasteliy migracijai yra tiriamas. Uzpildzius Suéilius, ju pavirSiuje turi susiformuoti
iSkilus sky€io meniskas tam, kad ugds membrasm nesusidaryt oro burbui.
Sulireliai uzpildomi ne daugiau kaip per 5 min. Taip iBg@ma, sky&o
nugaravimo.

2. MKL migracijos tyrimui naudojamos polikarbonaisimembranos, turéios 8 um
skersmens poras. Viena membranosepua matirg, kita blizganti. PrieS uzdedant
membran ant apatini Sulirgliy vienas jos kamputis nukerpamas ir membrana
orientuojama taip, kad jis atsidurkameros deSiniajame kampe, ties gamintojo
Zzyme. Membrana iS abigjpusiy suimama specialiais pincetais ir leidziama ant
Suliréliy matine puse apaia. Pirmiausia su Sulitiais turi kontaktuoti vidurinioji
mambranos dalis. Siame etape josé¢padar galima pakoreguoti, d@mu atsargiai,
kad nesusimaisyt skirtinga Sulirgliy turinys. Isitikinus, kad membrana dedama
tiesiai, jos galai nuleidziami.

3. Ant membranos uzdedamas silikoninis tarpiklis, d pn gerai prispaudziamas
dangtelis. Dangtelio ir apatia lekSteks gamintojo Zyrés turi sutapti.

4. Tvirtai prisukami varztai.

5. I kiekviern virSutinés lekSteks atvag — virSutin Suliréli — pilama po 284 lasteliy
suspensijos. Siame suspensijo/je turi bati 20 000 hsteliy. Virdutinio ulirelio
dugno, kut sudaro membranos pavirsius, plotas yra 50t kiekvienam

kvadratiniam Sio ploto milimetrui tenka po 4G8teliy.
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6. Chemotaksio kamera dedam& O, inkubatori ir laikoma 371C temperatroje,
esant 5% C@ Inkubacijos laikas - 24 valandos.

Kiekvienam eksperimentui buvo naudojamos A& 10 chemotaksio kameros.

3.3.6.4. MKL migracijos pabaiga,chemotaksio kameros iSmontavimas

Po 24 valangd virSutiniy Suliréliy turinys keliais staigiais judesiais iSkratomas
kriaukle. Varztai atsukami, kameros dangtelis nuimamas. Bksteks atsargiai atkeliamas
tarpiklis, prie kurio apatinio pavirSiaus yra golisi membrana. Ji nuimama pincetu. Tuomet
abu jos galai suimami specialiais gnybtais. Memaranentuojama taip, kad migravusios
lasteks hity virSuje. Tada apatinmembranos dalis, ant kurios yra prilipusiemigravusi
lasteliy, suvilgoma PBS ir Svelniais judesiais braukiama gramzdiklio gumik briaur.
Gramzdiklis yrajtvirtintas stovelyje. Sis veiksmas kartojamas keketrty. Taip nuvalomos
nemigravusiosasteks. Tuomet membrana guldomRetri EkStet ir iSdziovinama.

Po iSmontavimo kameros komponentai pametkiahstiliuota vandeij.

3.3.7. Migravusiy MKL dazymo buadai

Migravusi MKL iSrySkinimui ant membranos buvo iSbandyti kedizymo kdai.
A budas
Lasteks fiksuojamos membrarpamerkug — 201 C temperatroje atSaldyt metanoj
(100 %). Laikoma 10 min. Po to membrana iSdziovia&ambario temperatoje.
Dazymas
1. Giemsa - 20 min. (Darbinio tirpalo paruoSimas: GBandazai gerai sumaiSomi su
buferiniu tirpalu (pH=7,2) saktykiu 1:10);
2. Plaunama distiliuotu vandeniu;
3. Crystal violet - 20 min. (Darbinio tirpalo paruod@sr 50 mg crystal violet miltefi
iStirpinama 50 ml 10% etanolio);

4. Plaunama distiliuotu vandeniu.

B budas
Dazymas pagalPappenheimy
1. May Granwald — 3 min.;

2. Membrana plaunama buferiniu tirpalu (pH=7,2);
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3. Giemsa — 20 min. (Darbinis tirpalas ruoSiamas paipkaip ir A atveju);
4. Membrana plaunama distiliuotu vandeniu.

C budas

Dazymas

1. FIX-RALS555-1s.

2. EOSIN-RAL 555 — 15 min.
3. BLUE-RAL 555 — 15 min.
4

Membrana plaunama distiliuotu vandeniu.

Kiekvienu atveju, iSkart po plovimo distititu vandeniu membrana guldoin@etri
lékStek ir mikroskopuojama 20 x padidinimu.

3.3.8. Dazymo lado pasirinkimas
A hidu dazytos MKL (9 pav.) buvo blyskiai violets spalvos ,debésy” pavidalo.

Citoplazmos kontrai neiSrySkjo. D¢l to kai kurios 4steks atro@d ,susiliejusios” ir

neatskiriamos viena nuo kitos.

ﬁ:t'&l Fade ry -y Aty Jrgaatt 3 ; “. > .:: m{‘ I‘ = .q;I-Id L=

9 pav. A lmdu dazytos MKL ant polikarbonatia membranos
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NudaZius MKL B bdu (10 pav.), geriausiai iSry§k lasteliy branduoliai, téiau
citoplazma buvo beveik nematoma. Be to, ant mendwrasusidarydavo dazdéemés

(artefaktai), kurios apsunkindavgsteliy matomum bei skakiavima.

e

10 pav. Bidu nudazytos MKL

C mdu nudazytos MKL matomos gerai. Lengva iSskirtiivittlialias hsteles. Kai

%;ﬁ@vﬁd.ﬂ 5

11 pav. Gidu nudazytos MK
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Lasteles ant membranos geriausiai iSryskino C dazymdas. J§ naudojant ant
membranos nelikdavo dazdéemiy, nes dag perteklius gerai nusiplaudavo distiliuotu
vandeniu. Be to, prieS dazant RAL-555 glanereikia specialiai ruosti. dDSiy priezasgiy

tolesniam darbui buvo pasirinktas C dazynidds.

3.4. Eksperiment planavimas

MKL migracijos tyrima sudaé keturios eksperimeat grupes. Kiekvienu atveju,

chemotaksio kameros uzpildymo tvarka bei MKL pamnas skyési.

Eksperimentas nr. 1

Sis eksperimentas skirtas MKL bagn migracijos — chemokinég — aktyvumo
nustatymui beivertinimui. Taip pat siekta nustatyti, ar MKL augio terg (DMEM su
10% FCS) ir DMEM, turinti 1% zmogaus kraujo plazmsskelia MKL chemotaksir jei
taip, tai kuris §i tirpaly yra geresnis chemotaksio induktorius. Tai — svarletapas
planuojant tolimesnius eksperimentus.

Zmogaus kraujo plazma gaunama centrifugtojaaujo bandinius 10 min., kai
g=2500.

Apatiniai chemotaksio kameros Ssliai paeiliui uzpildomi DMEM, DMEM, turitia
10% FBS ir DMEM, turidia 1% Zmogaus kraujo plazmos. Devyni virSutinialirgiai
uzpildomi MKL suspensijal kiekviera chemotaksio kameros virSugisulirglj turi bati
suleidziama 20 00steliy, todkl viename mililitre suspenduotos MKL (400 0Q@&teliy)
atskiedziamos DMEM terpe taip, kadépaus 28%l suspensijos, jojetty 20 000 4steliy.
Taigi suspensija papildoma iki 5,7 ml. PaskutimisSimtas, Suligis — teigiama kontrel
Cia pilama ¢Ziniy (Hela) hsteliy suspensija (taip pat 20 00@teliy). Jos pasizymi dideliu
migracijos aktyvumu ir leidzigsitikinti, kad esamomisas/gomis ksteliy migracija tikrai
vyksta. Gavus gerai atsikartojams rezultatus, kituose eksperimentuose teigianoogréles
buvo atsisakyta.

Dirbama su dviem chemotaksio kamerom tard kano eksperimento metuity gauta
daugiau duoman Taigi vieno eksperimento metu skirtingos migregijslygos (su
kiekviena iS DMEM terpi) buvo sudaromos SeSiuose Séliimose. Po viea kiekvienos

kameros Suliéi buvo skirta ¥Ziniy lasteliy migracijai.
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4 lentek. Eksperimento nid chemotaksio kameros uzpildymo tvarka

Sulinélio 1 Sulinélis 2 Sulinélis 3 Sulinelis 4 Sulinelis | 5 Sulinélis
eilées
numeris
Apatinis DMEM DMEM+10% DMEM+1% DMEM DMEM+10%
Sulinélis FCS Zmogaus kraujg FCS
plazma
VirSutinis MKL MKL MKL MKL MKL
Sulinélis
Sulinélio 6 Sulinélis 7 Sulinélis 8 Sulinelis 9 Sulinelis | 10 Sulirelis
eilés
numeris
Apatinis DMEM+1% DMEM DMEM+10% DMEM+1 | DMEM+10%
Sulinélis Zmogaus kraujg FCS % Zmogaug FCS
plazma kraujo
plazma

VirSutinis MKL MKL MKL MKL V éZinés
Sulinélis (Hela)

lasteks

Eksperimentas nr. 2

Sio eksperimento tikslas - itirti, ar syakity neutrofiy supernatantas pasizymi

chemoatraktanto savgimis, t.y., ar skatina kryptingMKL migracija pro polikarbonatiés

membranos poras.

Sio ir tolimesnj eksperiment metu taip pat buvo dirbama su dviem chemotaksio

kamerom. Vienoje iy buvo tiriama neutrofil aktyvacijos produkt jtaka MKL migracijos

aktyvumui, kitoje buvo atliekamas kontrolinis tys

Pirmosios kameros 5 pirmieji apatiniai Sélisi uzpildomi neutrofil, supernetantu,
kuris buvo gautas aktyvinant 2>X18eutrofily, likusieji 5 — kontroliniai — DMEM terpe su

fMLP, kurio galutire koncentracija tirpale tokia pat, kaip ir neutrofdupernatante (100

mM). [ visus virSutinius Suliglius pilama po 20 000 MKL.
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5 lenteé. Eksperimento nr. 2 pirmosios chemotaksio kamerpddymo tvarka

"4}

Sulinélio | 1 Sulinélis 2 Sulinélis 3 Sulinelis 4 Sulinélis 5 Sulinélis
eiles

numeris

Apatinis Neutrofily Neutrofily Neutrofily Neutrofily Neutrofily
Sulinélis supernatantas | supernatantas | supernatantas | supernatantas supernatanta
VirSutinis | MKL MKL MKL MKL MKL
Sulinélis

Sulinélio | 6 Sulinélis 7 Sulinelis 8 Sulinelis 9 Sulinelis 10 Sulirelis
eiles

numeris

Apatinis | DMEM+fMLP | DMEM+fMLP |DMEM+fMLP |DMEM+ DMEM+
Sulinélis fMLP fMLP
VirSutinis | MKL MKL MKL MKL MKL
Sulinélis

Naudojant anirchemotaksio kamersiekta iStirti, ar esamos koncentracijos neutofil

aktyvatorius fMLP veikia kaip MKL chemoatraktants8is tyrimas yra #itinas, nes po
neutrofily aktyvinimo, fMLP lieka supernatante. O tai yra rheda, veikianti per N-
formilinty peptidy receptorius, tod ji gali turéti jtakos MKL migracijos aktyvumui ir

iSkreipti tiriamyju Sulirgliy rezultatus. Taigi kontrolinio eksperimento metutrasios

chemotaksio kameros 5 pirmieji apatiniai Sélisn buvo uzpildyti DMEM su fMLP, o lik
5 — tiesiog DMEM.

6 lentet. Konrolinio eksperimento nr. 2 antrosios chematakameros uzpildymo tvarka

Sulinélio | 1 3ulinélis 2 Sulinélis 3 Sulinélis 4 Sulinélis 5 Sulinélis
eilés

numeris

Apatinis DMEM+fMLP | DMEM+fMLP |DMEM+fMLP |DMEM+ DMEM+
Sulinélis fMLP fMLP
VirSutinis | MKL MKL MKL MKL MKL
Sulinélis

Sulinélio | 6 3ulinélis 7 Sulinélis 8 Sulinélis 9 Sulinélis 10 Sulinglis
eilés

numeris

Apatinis DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM
Sulinélis

VirSutinis | MKL MKL MKL MKL MKL
Sulinélis

Eksperimantas nr. 3a
Sio eksperimento tikslas - istirti, kaip neutrofilegranuliacijos produktai veikia

MKL chemokinezs (t.y. spontaninioyairiakrypio lasteliy judéjimo) aktyvuma.
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MKL paruoSimas eksperimentui ir Sulinéliy uzpildymas

Eksperimentui naudojama apie 400 000 MKIs f5iskatius skeliamag tris dalis.
Tolesnis kiekvienosabkteliy porcijos paruoSimas skiriasi.

Pirmoji porcija (apie 150 00Qasteliy) supilamai Svag 15 ml megintuwvel ir
centrifuguojama 10 min., kai g = 300. Po to viastéliy esanti terp nupilama, o 4steks
uzpilamos dviem mililitrais neutrofjl supernatanto. Kaip méta, neutrofily supernatante
lieka ir aktyvatoriaus fMLP. Svarbivertinti jo poveik MKL chemokinezs aktyvumui,
todkl kitos dvi MKL porcijos yra naudojamos kontrolei.

Antroji MKL porcija (apie 250 000@dteliy) suspenduojama 3,56 ml DMEM tégp ir
veikiama fMLP. Naudojama tokia pati Sio aktyvatagagalutii koncentracija tirpale, kaip
ir aktyvinant neutrofilus (100mM).

Treioji MKL porcija (apie 150 000 asteliy) neveikiama jokia medziaga, tik
praskiedziama iki 2,2 ml.

Sio eksperimento metu visi apatiniai Stllai uZpildomi DMEM, t.y. tirpalu,
neturirtiu chemoatraktant [ pirmosios chemotaksio kameros 5 pirmuosius vinfusi
Sulirelius yra pilamos MKL, suspenduotos neutmpfisupernatante. Taigi per wis
migracijos lailg - 24 val. jos iSlieka neutrofildegranuliacijos produigtpoveikyje.l kitus 5
— kontrolinius — Sulialius pilamos MKL, paveiktos fMLP.

7 lentet. Eksperimento nr. 3a pirmosios chemotaksio kametpddymo tvarka

Sulinélio | 1 Sulinélis 2 Sulinélis 3 Sulinélis 4 Sulinélis 5 Sulinélis

eilés

numeris

Apatinis DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM

Sulinélis

VirSutinis | MKL+ MKL+ MKL+ MKL+ MKL+

Sulinélis neutrofily neutrofily neutrofily neutrofily neutrofily
supernatantas | supernatantas | supernatantas | supernatantas supernatantas

Sulinélio | 6 3ulinélis 7 Sulinélis 8 Sulinélis 9 Sulinélis 10 Sulinglis

eilés

numeris

Apatinis DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM

Sulinélis

Virsutinis | MKL+fMLP MKL+ fMLP MKL+ fMLP MKL+ fMLP  MKL+fMLP

Sulinélis

Naudojant antr chemotaksio kamerbuvo istirta fMLP jtaka MKL chemokinezei

(kontrolinis eksperimentas). Visi apatiniai kamesogliai taip pat buvo uzpildyti DMEM,
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5 pirmieji

neveiktomis MKL.

virSutiniai Suligliai - MKL suspensija, paveikta fMLP, o likusiejiiekuo

8 lentet. Kontrolinio eksperimento nr. 3a antrosios cheaksio kameros uzpildymo tvarka

Sulinélio
eilés
numeris

1 Sulinélis

2 Sulinélis

3 Sulinelis

4 Sulinélis

5 Sulinélis

Apatinis
Sulinélis

DMEM

DMEM

DMEM

DMEM

DMEM

VirSutinis
Sulinélis

MKL+fMLP

MKL+fMLP

MKL+fMLP

MKL+fMLP

MKL+fMLP

Sulinélio
eilés
numeris

6 Sulinélis

7 Sulinélis

8 Sulinélis

9 Sulinelis

10 Sulinglis

Apatinis
Sulinélis

DMEM

DMEM

DMEM

DMEM

DMEM

VirSutinis
Sulinélis

MKL

MKL

MKL

MKL

MKL

Eksperimentas nr. 3b

Sio eksperimento tikslas - iStirti neutrgfidegranuliacijos produk jtaka MKL

chemotaksiui — kryptingamagdteliy judéjimui chemotaktini medziag koncentracijos

didéjimo linkme.

Siuo atveju apatiniai Sudiiai uzpildomi DMEM, turirtia 1% Zmogaus kraujo

plazmos. MKL paruoSimas toks pat, kaip ir 3a ekispente. Pirmieji 5 virSutiniai Suliliai

uzpildomi MKL, suspenduotomis neutrafisupernatante, lk5 — kontroliniai Suligliai -
MKL, paveiktomis fMLP.

9 lentet. Eksperimento nr. 3b pirmosios chemotaksio kameipddymo tvarka

Sulinélio | 1 Sulinélis 2 Sulinélis 3 Sulinelis 4 Sulinélis 5 Sulinelis
eiles
numeris
Apatinis | DMEM+1% DMEM+1% DMEM+1% DMEM+1% DMEM+
Sulinélis Zmogaus kraujo Zmogaus kraujo Zmogaus kraujo Zmogaus 1% Zmogaus
plazma plazma plazma kraujo plazma
plazma kraujo
VirSutinis | MKL+ MKL+ MKL+ MKL+ MKL+
Sulinelis neutrofily neutrofily neutrofily neutrofily neutrofily
supernatantas | supernatantas | supernatantas | supernatantas supernatantas
Sulinélio | 6 Sulinélis 7 Sulinélis 8 Sulinelis 9 Sulinelis 10 Sulirglis
eiles
numeris
Apatinis | DMEM+1% DMEM+1% DMEM+1% DMEM+1% | DMEM+
Sulinélis Zmogaus kraujo Zmogaus kraujo Zmogaus kraujo Zmogaus 1% Zmogaug
plazma plazma plazma kraujo kraujo
plazma plazma
VirSutinis | MKL+fMLP MKL+fMLP MKL+fMLP MKL+fMLP  MKL+
Sulinélis fMLP
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Atrojoje chemtaksio kameroje atliekamas kontrslinyrimas. Siuo atveju siekiama

ISsiaiSkinti, ar naudojamos koncentracijos fMLPi gpoveiki MKL chemotaksio aktyvumui.
Taigi 5 virSutiniai Suligliai uzpildomi MKL suspensija, paveikta fMLP, jolikusius penkis

suleidziamos jokiomis medziagomis nepaveiktos MKL.

10 lentet. Kontrolinio eksperimento nr.3b antrosios cherksi@ kameros uzpildymo
tvarka

Sulinélio 1 Sulinélis 2 Sulinélis 3 Sulinelis 4 Sulinélis 5 Sulinelis
eilés
numeris
Apatinis DMEM+1% DMEM+1% DMEM+1% DMEM+1% | DMEM+1%
Sulinélis Zmogaus Zmogaus Zmogaus Zmogaus Zmogaus
kraujo plazma | kraujo plazma | kraujo plazma | kraujo kraujo
plazma plazma
VirSutinis MKL+ fMLP MKL+ fMLP MKL+ fMLP MKL+ fMLP | MKL+
Sulin¢lis fMLP
Sulinélio 6 Sulinélis 7 Sulinelis 8 Sulinelis 9 Sulinelis 10 Sulirelis
eilés
numeris
Apatinis DMEM+1% DMEM+1% DMEM+1% DMEM+1% | DMEM+1%
Sulinélis Zmogaus Zmogaus Zmogaus Zmogaus Zmogaus
kraujo plazma | kraujo plazma | kraujo plazma | kraujo kraujo
plazma plazma
VirSutinis MKL MKL MKL MKL MKL
Sulinélis

Eksperimanty grupé, kuomet neutrofily aktyvinimui buvo naudojamas PMA

Atlikome dar du eksperimentus analogiSkuspekmentams nr. 3a ir nr. 3b. Tik Siuo

atveju neutrofily aktyvinimui buvo naudojamas PMA, kuris greta nefiity degranuliacijos
sukelia ir galing ,kvépavimo sprogim“. Taigi Siu eksperiment metu buvo tiriama
neutrofily iSskiriamy degranuliacijos produlstbei reaktywi; deguonies metabalit(ROS)
itaka MKL migracijos aktyvumui.

Eksperimento nr. 4a tikslas - istirti rétp neutrofily aktyvacijos produkt jtaka MKL
chemokinezei. Eksperimento nr. 4b tikslas - iS8nti produkt; jtaka MKL chemotaksiui.
Abiem atvejais tiriamoji MKL porcija buvo suspendaoPMA suaktyvini neutrofily
supernatante. Kontrokn MKL porcija buvo veikiama vien tik PMA (tirpalo g#iné
koncentracija 200nM). Siekiant iSsiaiskinti, ar dajamos koncentracijos PMAtakoja
MKL migracijos aktyvuma, atliktas kontrolinis eksperimentas. Antroje chéaksio
kamerojej penkis pirmuosius virSutinius Sudiiius buvo suleistos PMA paveiktos MKL,j0
kitus penkis - niekuo neveiktos MKL. Chemotaksionkaios Suligliai buvo uzpildomi tokia

pat tvarka, kaip ir 3a, 3b eksperimentuose.
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3.5. MKL migracijos aktyvumo vertinimas ir rezultat y apdorojimas

Po dazymo iSdziovintos membranos buvo mikroskopuog Sviesiniu mikroskopu,
20x padidinimu. Kiekviename Sulityje MKL migracijos aktyvumas buvo vertinamas
penkiuose atsitiktiniuose régno laukuose susk&iavus migravusiasasteles ir iSvedus
vidurkj. Kiekvieno eksperimento metu vienodomigygomis migracija vyko penkiuose
Sulireliuose (iSskyrus eksperimantr.l). Atlikome migravusi MKL skaiciaus vidurkiy
palyginimg tiriamuosiuose ir kontroliniuose Sudiuose. lasteliy fotografavimui
naudojome ImagePlus program

Tyrimy rezultatai statistiSkai apdoroti naudojant SPSS pi8grama. Duomenys
pateikiami apskaiavus aritmetifn vidurkj ir standartin nuokry@. Skirtumas tarp grupi
ivertintas panaudojus student'o test ANOVA. Rezultatai buvo laikomi reikSmingi, kai
p<0,05. Duomen grafinis pavaizdavimas atliktas OriginPro7 progaamPateikiami
eksperiment duomenys, kurie atsikartojo bent tris kartus.
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4. REZULTATAI IR J U APTARIMAS

Siame darbe buvo atlikti eksperimentai, kumetu nustatyta, kaip kinta MKL
migracijos aktyvumas, jas paveikus neuttpfdegranuliacijos produktais bei reaktyviais
deguonies metabolitais. Taip pat buvo iStirta, @ksyvinty neutrofih supernatantas yra
MKL chemotaksio induktorius.

Tyrimas ¢mési dviem reiSkiniais: chemokineze ir chemotaksiuKIMyra judrios
adhezirs lasteks. Chemotaksio kameros Suliyje net nepaveiktos chemotaksiniu stimulu
jos juda atsitiktiémis kryptimis ir geba migruoti pro eksperimentuosaudojamos
polikarbonatigs membranos poras. Tai — baziWIKL migracija, kura jvardijame kaip
chemokinez. Be to, pavyko sukelti MKL chemotaks kryptings MKL migracija, apatinius
Sulirelius uzpildzius chemotaksiniais agentais. Taighvyieksperiment tikslas buvo iStirti
neutrofily aktyvacijos produktijtaka MKL chemokinezei, kijf — chemotaksiui.

Siame darbe naudojamas terminas, neuradiktyvacijos produktai, apima dvi
skirtingas medziaggrupes: neutrofil granuése kaupiamas medziagas, atsipalaiduigen
degranuliacijos metu ir ROS (reaktyvius deguoniesaimolitus). Neutrofi aktyvatorius
fMLP sukelia degranuliagyj ir silpra ROS sinteg, todtl neutrofily aktyvinimui buvo
naudojamas siekiant istirti degranuliacijos produkika MKL migracijos aktyvumui. PMA
taip pat sukelia neutrofil degranuliacy, tafiau ryskiausias jo sukeliamas efektas yra
.Kvépavimo sprogimas®, kurio metu iSsiskiria gausus RKxXis. Todl PMA neutrofily
aktyvinimui buvo naudojamas tiriant suraidegranuliacijos produigtir ROS jtaka MKL
migracijos aktyvumui. Taip pat, neatmetama galilpykad abiem tdais suaktyvinti

neutrofilai gamino lipidinius uzdegimo mediatoriosi citokinus.

4.1. MKL migracija link skirtingai modifikuot y DMEM terpi y

Eksperimeno nr. 1 metu buvo tiriamos dyigkirtingais dais modifikuoty DMEM
terpiy (DMEM, turircios 10% FCS, ir DMEM, turiéios 1% Zmogaus kraujo plazmos)
galimylkés sukelti MKL chemotaks Taip pat buvo istirtas MKL chemokinez aktyvumas,
kuomet hsteks, neveikiamos joki chemotaksinj stimuly, spontaniSkai migravo link
DMEM be pried;. Dél chemokinegs pro membranmigravusy lasteliy skatiaus vidurkis
penkiuose regimo laukuose buvo 10,56+2,24, migrawudink DMEM su 10% FCS -
11,63£3,10, o link DMEM su 1% Zmogaus kraujo plazm@9,03+2,29.
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11 lentet. Link skirtingai modifikuoty DMEM terpiy migravusi MKL skaiciaus vidurkiai.

Sulireliy skatius Migravusiy MKL Standartinis
skakiaus vidurkis (Sesi | nuokrypis
Sulireliy penkiuose
reggjimo laukuose)
MKL, 6 (pirma Suligliy 10,56 2,24
migravusios link | grupe)
DMEM be pried;
MKL, 6 (antra Suligliy 11,63 3,10
migravusios link | grupe)
DMEM su 10%
FCS
MKL, 6 (tretia Sulireliy 29,03 2,29
migravusios link | grupe)
DMEM su 1%
Zmogaus kraujo
plazmos
35 p<0,0001
] p<0,0001 |
30 | I
_é 25
g
5 20+
—‘:": 15
I [
g 104 l J
s
5
° MKL mibracija ' MKL miéracija " MKL miéracija link
link DMEMbe  link DMEM+10% DMEM+1% Zmogaus
priedy FCS kraujo plazmos

12 pav. MKL migracija link skirtingai modifikuatDMEM terpiy

Apskatiavus ANOVA buvo palyginti $i trijy Sulireliy grupiy vidurkiai. StatistiSkali
reikSmingi skirtumai rasti tarp pirmos ir ties, taip pat tarp antros ir ties Sulireliy
grupiy (p<0,0001). Pirmos ir antros grupridurkiai panass ir skiriasi nereikSmingai. Taigi
lasteliy auginimo terp — DMEM, turinti 10%. FCS, nesukelia MKL chemotaksi
Grekiausiai fetaliniame verSiuko seruméra chemokin bei kity chemoatraktantarba j
kiekiai nezyniis. Pasiroé, kad 1% Zmogaus kraujo plazma stipriai skatina MKigracij.
Jos sukeliamas MKL migracijos aktyvumas lyginantceemokineziniu aktyvumu yra 2,6

karto didesnis. Taigi ji yra efektyvus chemotak@ioluktorius. Zinoma, kad Zmogaus
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kraujo plazmoje yraabkteliy chemotakgsindukuojariy medziag, tokiy kaip chemokinai,
komplemento komponentai, augimo faktoriai ir ktodd panaudojus g kaip stimuh
apatiniuose Suligliuose ji suket ir MKL migracinj atsaly. Sie rezultatai leido pasirinkti
kraujo plazm tolimesniems chemotaksio tyrimams. Be to, jie paba Kity tyréjuy gautus
rezultatus. Mokslinink grup: (RUster B. ir kt.) nustat kad Zzmogaus kraujo plazma (gauta
centrifuguojant kraujo bandinius) yra efektyvus mlogaksio induktorius, kuomet jos
koncentracija DMEM terge yra nuo 0,1% iki 40%. Optimali koncentracija nd@% iki
3%. Tolimesniems migracijos tyrimams mokslininkpatiniuose Sulidiuose naudojo 1%

kraujo plazmos uZpild[46]. Siame darbe taip pat buvo pasirinkta 3i plag koncentracija.
4.2. MKL migracija link suaktyvint y neutrofily supernatanto

Eksperimente nr. 2 tiriagy apatiniy Sulireliy uzpildas buvo fMLP suaktyvint
neutrofily supernatantas. Aktyvacijos mefu ji iSsiskyé neutrofily granuly turinys.
Kontrolinés silygos sudarytos kitus 5 kameros Sélias uzpildzius DMEM su fMLP.

Link neutrofil; supernatanto migravuslasteliy skatiaus vidurkis penkiuose régmo
laukuose buvo 26+1,25, kontroliniuose Sélimose - 12,12+1,98. TarpyBuliréliy grupiy
buvo statistiSkai reikSmingas skirtumas (p<0,00003igi MKL migracinis aktyvumas
apatinius Sulialius uzpildzius neutrofif supernatantu iSaugo 2,2 karto lyginant su

kontroline Suligliy grupe.

12 lentet. MKL, migravusiy link neutrofily supernatanto ir kontrolinio uzpildo, s&mus
palyginimas

Sulireliy skakius | Migravusiy MKL Standartinis| Vidurkiy

skatiaus vidurkis nuokrypis | skirtumo
(penky Sulireliy reikSmingumas
penkiuose
regjimo laukuose)

MKL, 5 (tiriamoji 26,28 1,25

migravusios | Suliréliy grupe)

link neutrofily p<0,0001

supernatanto

MKL, 5 (kontrolire 12,12 1,98

migravusios | Suliréliy grupe)

link DMEM

terpes su

fMLP
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13 pav. MKL migracija link neutrofil supernatanto ir kontrolinio uzpildo

Viswanathan A. su bendraautoriais néstgdg kai kurios MKL subpopuliacijos turi
formilinty peptid; receptorius (FPR), per kuriuos veikdami N-forntilipeptidai, tokie kaip
fMLP, sukelia teigiam MKL chemotaké Be to, nustatyta, jog stipriagsthemotaksipefeky
sukelia 50 — 100nM koncentracijos fMLP tirpalai [5$iame darbe neutrofil aktyvinimui
naudota 100nM fMLP koncentracija. Panasi ji iSlikdar neutrofily supernatante, kuriuo buvo
uzpildomi apatiniai tiriamieji Suligliai Sio eksperimento metu arba veikiamogips MKL 3a
bei 3b eksperiment metu. Siekiant iSvengi klaidingos rezultainterpretacijos, pirmosios
kameros kontroliniai Suligliai buvo uzpildyti DMEM, turigia 100nM fMLP. O antrojoje
kameroje buvo atliktas kontrolinis tyrimas, kuriokstas — nustatyti ar naudojamos
koncentracijos fMLP sukelia MKL teigiagrchemotaks

Antroje chemotaksio kameroje, link DMEM téspsu fMLP migravusi lasteliy skatiaus
vidurkis penkiuose regmo laukuose 11,40+1,69, o migravusink DMEM be pried; -
9,88£2,70. Skirtumas tarpysdviejy Suliréliy grupiy - statistiSkai nereikSmingas (p = 0,318).
Nors stebima neZzymi migracijos aktyvumo &icho tendencija tiriamojoje Sulétiy grupsje,
taciau Siuo atveju ji gréiausiai yra atsitiktia, nes kartojant eksperimentus vidurkiai nezymiai

svyravo. Be to, migravusiMKL skaic¢ius varijuoja ir tarp Suliéliy (Zr. standartipnuoktyp).
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13 lentet. Kontrolinis eksperimentas. MKL, migravuydink DMEM su fMLP ir DMEM be
pried;, skatiaus palyginimas.

Sulireliy skakius | Migravusiy MKL Standartinis| Vidurkiy
skatiaus vidurkis | nuokrypis | skirtumo
(penkiy Sulireliy reikSmingumas
penkiuose
regjimo laukuose)
MKL, 5 (tiriamoji 11,40 1,69
migravusios | Suliréliy grupe)
link DMEM p=0,318
terpes su
fMLP
MKL, 5 (kontrolire 9,88 2,70
migravusios | Suliréliy grupe)
link DMEM
14
12 w
g 10 J
7 6
2
&
= °7
5
5 4-
5
2_
° MKL migracija link " MKL migracija link
DMEM su fMLP DMEM be priedy (kontroliai
sulinéliai)

14 pav. MKL migracija link DMEM su fMLP ir kontratfiio uzpildo

Masy atlikto kontrolinio eksperimento rezultatai leidzteigti, kad 100nM fMLP
tirpalas reikSmingai rieakojo PD 09.04 linijos MKL migracijos aktyvumo mmesuklé
teigiamo chemotaksio. Tokie rezultatai patvirtineykyréju iSvady, kad skirtingoms MKL
linijoms badingas FPR polimorfizmas ir funkcinis heterogenidias, o gaunami rezultatai
priklauso nuo skirtingumo tarp dongris kury audinyy MKL yra iSskiriamos [59]. Toél
fMLP nehitinai sukelia MKL teigiamm chemotaks Tai rodo ir nuisy atlikto tyrimo

rezultatai.
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Ivertinus abiaj chemotaksio kamerrezultatus, galime teigti, kad MKL chemotaks
sukélé suaktyvint; neutrofiiy supernatantas, o fMLP jaftakos netusjo. Tikétina, kadin
vivo uzdegimirtje aplinkoje iSsiskiriantys neutrafildegranuliacijos produktai turi teigiam
chemotaksinpoveik MKL ir skatina i migracij i uzdegimo zidip

Sio tyrimo rezultatai leidzia sti tik apie neutrofii iSskiriamy medZiag visumos
poveili. Tyrima reikty pragsti, norint nustatyti, kurios konk&mi neutrofily iSskiriamos

medziagos sukelia MKL chemotaks

4.3. FMLP suaktyvinty neutrofily supernatanto poveikis MKL chemokinezei

Eksperimento nr. 2b metulygyos chemokinezei buvo sukurtos apatinius $lilis
uzpildzius DMEM terpe be pried Siuo atveju tiriamoji MKL porcija buvo suspendaot
neutrofily supernatante, gautame neutrofilus suaktyvinus fMLP

Migravusi MKL, veikiamy neutrofip supernatantu, skaaus vidurkis penkiuose
regzjimo laukuose 2,88 +0,83, kontroliniuose Salinose -10,16 +2,63. Skirtumas tarm Si

Sulireliy grupiy vidurkiy yra statistiSkai reikSmingas (p = 0,0004).

14 lentet. Migravusiy MKL skaiciaus palyginimas neutrofildegranuliacijos produktais
paveiktuose ir kontroliniuose Sudiliuose. Chemokines tyrimas.

Sulireliy Migravusiy MKL Standartinis| Vidurkiy
skatius skakiaus vidurkis | nuokrypis | skirtumo
(penkiy Sulingliy reik§mingumas
penkiuose
regejimo laukuose)
MKL, 5 (tirilamoji 2,88 0,83
neutrofily Suliréliy grupe)
degranuliacijos p = 0,0004
produkiy
poveikyje
MKL, fMLP 5 (kontrolire 10,16 2,63
poveikyje Suliréliy grupe)
(kontrolke)
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Migravusiy lasteliy skaicius

14—

12 4

104

p=0,0004
|

|

—t—

MKL migratija fMLP
suaktyvinty neutrofily,
supernatanto poveikyje

Sulinéliai)

MKL migracija fMLP
poveikyje (kontroliniai

15 pav. MKL migracija neutrofil degranuliacijos produktais paveiktuose ir kontrioiose

Sulireliuose. Chemokines tyrimas.

Kontrolinio eksperimento metu antroje chéskeio kameroje gauti rezultatai paéod
kad fMLP paveiktose ir jokiomis medziagomis nepé&tase Suligliy grupsse migravusi
MKL skaiciaus vidurkiai panas ir reikSmingai nesiskiria (13 lent). Galima dangvad,

kad fMLP netugjo jtakos MKL chemokinezei.

15 lentet. Kontrolinis eksperimentas. MigravusiMKL skaiciaus palyginimas fMLP

paveiktuose ir jokiomis medziagomis neveiktuos@sglilose. Chemokines tyrimas.

Sulireliy skatius | Migravisiy MKL Standartinis| Vidurkiy

skatiaus vidurkis nuokrypis | skirtumo
(penkiy Sulineliy reikSmingumas
penkiuose regomo
laukuose)

MKL, fMLP 5 (tirlamoji 9,52 2,39

poveikyje Suliréliy grupe)

Jokiomis 5 (kontrolire 11,04 2,43 p =0,348

medZziagomis | Sulir¢éliy grupe)

neveiktos

MKL
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fMLP poveikyje nepaveikty MKL migracija
(kontroliniai Sulinéliai)

16_ pav. MKL migracija fMLP paveiktuose ir kontroliose Suligliuose. Chemokinezs
tyrimas.

ISanalizavus abigjchemotaksio kamerrezultatus, apskéuota, kad MKL, veikiam
neutrofih supernatantu, migracijos aktyvumas yra 3,5 kat@esas nei kontroliniuose
Sulircliuose. Sis eksperimentas yra atvirkstinis ekpenimienr. 2 ir patvirtina jo metu
gautus rezultatus. Suaktywvint neutrofily iSskiiamos medZiagos, pasiZyrios
chemoatraktamtsavylemis, efektyviai sulaiko MKL virSutiniuose Sukhuose ir slopinay
migracip pro polikarbonatiss membranos poras. TEtkna, kad in vivo neutrofily
degranuliacijos produktai bei sintetinami chemokiyra vieni iS fakton salygojarciy ne
tik MKL ,,pritraukima“ { uzdegimo viet, bet ir iy sulaikymy jame.

Degranuliacijos metu neutrofih supernatamt atsipalaiduoja ir fermeant rinkinys

(rugios hidrolazs, neutralios proteag, endonukleas, lipazs ir kt.). Tai agresyvios

medziagos, uzdegimo metu pazeidZias Seimininko audinius [73]. Negalima atmesti

tikimybés, kad jos tyrimo metu pazeidzia ir MKL strakads ir taip sumazinazjmigracin
pagguma. Tai gabty bati dar viena priezastis, ¢t kurios tiriamuosiuose Sulitiuose

sumazjo MKL migracijos aktyvumas.
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4.4. FMLP suaktyvinty neutrofily supernatanto poveikis MKL chemotaksiui

Eksperimento nr. 1 metu nustatyta, kad 1%gaus kraujo plazmos uZpildas sukelia

teigiamy MKL chemotakg tockl 3b ekperimente jis buvo panaudotas kaip chemioiakt

stimulas apatiniuose Sutiluose.

Pirmojoje kameroje migravusiMKL, veikiamy neutrofip supernatantu, skaaus

vidurkis penkiuose reégmo laukuose buvo 13,68+2,00, kontroliniuose &tlliose -

27,96+2,36. Si dviejy Sulireliy grupip vidurkiai statistiSkai reikdmingai skiriasi

(p<0,0001).

16 lentet. Migravusiy MKL skaic¢iaus palyginimas neutroiil degranuliacijos produktais
paveiktuose ir kontroliniuose Sudiliuose. Chemotaksio tyrimas.

Sulirgliy Migravusiy MKL Standartinis Vidurkiy
skatius vidurkis (penki nuokrypis | skirtumo
§u||ne||q penkiuose reikémingumas
regjimo laikuose)
MKL, 5 (tiriamoji 13,68 2,00
neutrofily Suliréliy grupe)
degranuliacijos p<0,0001
produkiy
poveikyje
MKL, fMLP 5 (kontrolire 27,96 2,36
poveikyje Suliréliy grupe)
(kontrolke)
o p<0,0001
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° MKL migraEija fMLP MKL migralcija
suaktyvinty neutrofily fMLP poveikyje (kontroliniai
supernatanto poveikyje Sulinéliai)

17 pav. MKL migracija neutrofil degranuliacijos produktais paveiktuose ir kontrioiose

Sulireliuose. Chemotaksio tyrimas.
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Kontrolinio tyrimo rezultatai (15 lent.) bija, kad fMLP netujo itakos MKL
chemotaksiui, ty tiriamosios ir kontroéi® Sulireliy grupiu vidurkiai statistiSkai
reikSmingai nesiskyr(p = 0,367).

17 lentet. Kontrolinis eksperimentas. MigravusiMKL skaiciaus palyginimas fMLP
paveiktuose ir jokiomis medziagomis neveiktuos@slibose. Chemotaksio tyrimas.

Suliréliy skakius | Vidurkis (5-iuose | Standartinis| Vidurkiy
Sulireliuose) nuokrypis | skirtumo
reikSmingumas
MKL, fMLP 5 (tirlamoji 28,08 2,43
poveikyje Suliréliy grupe)
Jokiomis 5 (kontrolir 29,28 1,41 p = 0,367
medZziagomis | Sulir¢éliy grupe)
neveiktos
MKL
(kontrok)
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.g’
5
° MKL mig'racija ' Jokiomis m'ediiagomis
fMLP poveikyje nepaveikty MKL migracija
(kontroliniai Sulinéliai)

18 pav. MKL migracija fMLP paveiktuose ir kontmoiuose Suligliuose. Chemotaksio
tyrimas.

Ivertinus abiej chemotaksio kamer rezultatus, nustatyta, kad neutrofil
supernatantas, kuriame buvo suspenduotos MKL, samgi chemotaksio aktyvum?2
kartus.

Siuo atveju buvo sudarytos stidgos MKL migracijos slygos, nes tiek Zmogaus
kraujo plazma (apatiniuose Sudinose), tiek neutrofii supernatantas, kuriame buvo
suspenduotos MKL (virSutiniuose Suimose) yra MKL chemotaksio stimulas. Tokiu
atveju hstebs migruoja chemotaksini faktoriy koncentracijos digimo linkme. Sio

eksperimento alygos rera standartizuotos, t.y. nei plazmoje, nei neuirofupernatante
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esartiy chemoatraktant kiekis bei poladis réra zZinomas. Be to, plazmoje esms
chemotaks sukeliagios medZiagos skiriasi nuo esgan neutrofiy supernatante. Sio
eksperimento metu siéke nustatyti tik §§i medziag visumos poveikio tendengij Gauti
rezultatai leidzia daryti iSvag kad neutrofip degranuliacijos produktajtakoja MKL
migracin pagguma ir ,konkuruoja“ su plazmos chemotaksiniais veile@si ¢l MKL
migracijos krypties. Tyrim reikty pratsti, apatiniuose Suli#iuose naudojant vier)
Zinomos koncetracijos, chemoatraktant

Kaip ir 3a ekperimento metu negalime atmgalimykes, kad MKL migracijos
aktyvumo sumadima bent iS dalies géjo nulemti Zalojantis neutrofil lizosominiy
ferment; poveikis.

4.5. PMA suaktyvinty neutrofily supernetanto poveikis MKL chemokinezei

Aktyvinant neutrofilus PMA,i ju supernatait iSsiskyria ne tik degranuliacijos
produktai, bet ir gausus ROS kiekis. Ketvirtoji pgEment; grupe buvo skirta suminio 8i
medZiag poveikio MKL migracijos aktyvumui tyrimams.

Pirmiausia buvo istirtas ngéity medziag poveikis MKL chemokinezei.

Migravusi MKL, veikiamy neutrofip supernatantu, skaaus vidurkis penkiuose
regsjimo laukuose yra 2,88 0,83, kontroliniuose Sélivose -10,16 +2,63. Tarp grupyra

statistiSkai reikSmingas skirtumas (p = 0,0002).

18 lentet. Migravusyy MKL skaiciaus palygiminas neutroiil aktyvacijos produktais
paveiktuose ir kontroliniuose Sudiliuose. Chemokines tyrimas.

Sulireliy Migravusiy MKL Standartinis| Vidurkiy
skatius skakiaus vidurkis | nuokrypis | skirtumo
(penkiy Sulingliy reik§mingumas
penkiuose regimo
laukuose)
MKL neutrofily | 5 (tirlamoji 2,56 0,84
aktyvacijos Suliréliy grupe)
poveikyje p=0,0002
MKL, 5 (kontrolire 9,96 2,40
poveiktos PMA| Suliréliy grupe)
(kontrolke)
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19 pav. MKL migracija neutrofil aktyvacijos produktais paveiktuose ir kontrolirseo
Sulireliuose. Chemokines tyrimas.

Zinoma, kad neutrofil aktyvinimui naudotas PMA sukelia galingkvépavimo
sproginy®, degranuliaci, lipidiniy uzdegimo mediatagi sintez, taciau literatiroje réra
duomem apie PMA poveikeukariotini lasteliy judrumui. Siekiant uztikrinti eksperimento
rezultaty tiksluma, buvo atliktas kontrolinis tyrimas. Jo metu buirama PMA jtaka MKL
chemokinezei. Gauti rezultatai leidzia teigti, kB#MA netugjo jtakos Siam procesui.
Tiriamosios ir kontrolis Sulireliy grupiy vidurkiai buvo panass ir statistiSkai nesiskgn(p
=0,506) (17 lent.).

19 lentet. Kontrolinis eksperimentas. MigravusiMKL skaiciaus palyginimas PMA
paveiktuose ir jokiomis medziagomis neveiktuos@slilose. Chemokines tyrimas.

Sulireliy skakius | Migravusip MKL Standartinis Vidurkiu

skakiaus vidurkis | nuokrypis skirtumo
(penk.l{ éU“nSIlll reikémingu
penkiuose regimo mas
laukuose)

MKL, 5 (tiriamoji 10,2400 2,02

paveiktos Sulireliy grupe)

PMA p = 0,506

Jokiomis 5 (kontrolire 11,0400 1,58

medziagomis | Suliréliy grupe)

neveiktos

MKL,
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20 pav. MKL migracija aktyvacijos produktais paveise ir kontroliniuose Suléfiuose.
Chemokinezs tyrimas.

Ivertinus S dvieju eksperiment rezultatus, nustatyta, kad neutrgfdupernatantag,
kuri aktyvinimo metu iSsiskyr neutrofiy granuly turinys ir ROS, slygojo 3,9 karto
mazesp MKL migracijos aktyvum lyginant su migracijos aktyvumu kontroliniuose
Sulircliuose. Sio eksperimentoalggy esminis skirtumas nuo prie$ tai atlikyra ROS
iSsiskyrimas.

ROS yra trumgpgyvavimo trukne turincios, nestabilios medziagos. Chemimneakcij
metu jos galjo biti neutralizuotos dar supernatanto paruoSimo etgpeS pastarojo
uzpylima ant MKL. T&iau negalima paneigti, kad tam tikna galis iSliko supernatante ir
prisidéjo prie gauto chemokinég rezultato. ROS yra agresyvios medzZiagos, uzdegimo
metu Zalojatios Seimininko audinius. Tyrimo metu jos ¢gal pazeisti ir tam tikras MKL

strukiiras (receptorius, membranas) taip sumazindarunkcini pagguna, bei judrunm.
4.6. PMA suaktyvinty neutrofily supernetanto poveikis MKL chemotaksiui
Migravusi MKL, veikiamy neutrofip supernatantu, skaaus vidurkis penkiuose

reggjimo laukuose yra 12,84+1,01, kontroliniuose Stlluose - 26,68+1,62. Tarp

tiiamosios ir kontroligs Sulireliy grupiy yra statistiSkai patikimas skirtumas (p<0,0001).
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20 lentet. Migravusii MKL skaiciaus palyginimas neutroiil aktyvacijos produktais
paveiktuose ir kontroliniuose Sudiliuose. Chemotaksio tyrimas.

Sulireliy skakius | Migravusiy MKL Standartinis| Vidurkiy
skatiaus vidurkis | nuokrypis | skirtumo
(penkiy Sulireliy reikSmingumas
penkiuose regimo
laukuose)
MKL 5 (tiriamoji 12,84 1,01
neutrofily Suliréliy grupe)
aktyvacijos p<0,0001
poveikyje
MKL 5 (kontroliré 26,68 1,62
paveiktos Suliréliy grupe)
PMA
(kontrok)
. p<0,0001
| 1
25+ l
3 5
=
g 15
@ T
Ey +
g 10 4
2
=
MKL migradija PMA " MKL migracija
suaktyvinty, neutrofily PMA poveikyje
supernatanto poveikyje (kontroliniai Sulinéliai)

21 pav. MKL migracija neutrofil aktyvacijos produktais paveiktuose ir kontrolirseo
Sulirgliuose. Chemotaksio tyrimas.

Siekiant nustatyti, ar PMA poveikis neiSkiai pirmosios kameros rezulgatantrojoje
(kontrolinéje) chemotaksio kameroje buvo tiriama PMaka MKL chemotaksiui.

Pasirod, kad tiriamyy ir kontoliniy Suliréliy vidurkiai panass ir statistiSkali
reikSmingo skirtumo tarpjnéra (19 lent.), toél galima teigti, kad PMA netuijiakos MKL

chemotaksiui.
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21 lentet. Kontrolinis eksperimentas. MigravusVIKL skaiciaus palyginimas PMA
paveiktuose ir jokiomis medziagomis neveiktuos@slilose. Chemotaksio tyrimas.

Sulireliy skakius | Migravusiy MKL Standartinis | Vidurkiy
skatiaus vidurkis | nuokrypis skirtumo
(penkiy Sulireliy reikSmingumas
penkiuose regimo
laukuose)
MKL, 5 (tiriamoiji 27,28 1,52
pveiktos PMA | Sulir¢liy grupe)
Jokiomis 5 (kontroliré 28,60 1,69 p=0,231
medziagomis | Sulir¢liy grupe)
neveiktos
MKL,
30 T
:
T 1
" 25 -
.—g 20
Ey
Q
B, 15
=
% 10
2
=
5_
° MKL migr:acija " Jokiomis médiiagomis
PMA poveikyje nepaveikty MKL migracija
(kontroliniai Sulinéliai)

22 pav. MKL migracija PMA paveiktuose ir kontroliruse Suligliuose. Chemotaksio
tyrimas.

Gauti rezultatai rodo, jog neutrgfisupernatantasalygojo 2 kartus maze$nMKL
chemotaksio aktyvum lyginant su chemotaksio aktyvumu kontroliniuosdingliuose.
MKL sulaikyma virSutiniuose Suliliuose gatjo slygoti neutrofily iSsikriamos
chemoatraktids medziagos bei lizosominiai fermentatiséa negalime ekskliuduoti ir ROS
poveikio. Tikétina, kad tam tikrasyj kiekis iSlieka supernatante po jo paruoSimo ikiei
MKL ju migracijos metu. O tai ggb salygoti MKL pavirSiaus strukiry pazeidim bei ju

chemotaksio slopinim
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5. ISVADOS

1. PD 09.04 linijjos MKL Imdingas chemokinezinis aktyvumas, o0 1% zmogaus &rauj
plazmos uzpildas yra efektyvug phemotaksio induktorius,alygojantis statistiSkai
reikSming, Siy lasteliy migracijos aktyvumo padéfima lyginant su g chemokineziniu
aktyvumu.

2. Suaktyvint; neutrofily iSskiriamy medziag visuma sukelia MKL chemotaksir
salygoja statistiSkai reikSmingMKL migracijos aktyvumo padigima lyginant su
chemokineziniu aktyvumu.

3. FMLP suaktyving neutrofily iSskiriami degranuliacijos produktai iS dalies askib
MKL virSutiniuose Suligliuose ir statistiSkai reikSmingai sumazing ghemokinegs
bei chemotaksio aktyvuarlyginant suy aktyvumu kontroliniuose Sulétiuose.

4. PMA suaktyvinty neutrofily iSskiriami degranuliacijos produktai bei reakigv
deguonies metabolitai taip pat sulaiko MKL virSuimse Suligliuose ir statistiSkai

reikSmingai sumazina;jchemokinegs bei chemotaksio aktyvum

6. TYRIMO NAUDA IR REKOMANDACIJOS

Sio darbo metu identifikuota dar viena grweiksniy, skatinadiy MKL migracija bei
salygojarciy jos aktyvumo kitimusin vitro. Neutrofily sintetinamos medziagos yra
uzdegimirgje aplinkoje iSskiriam biologiskai aktywvi faktoriy visumos dalis, kuriognas
MKL tikslinés migracijos proces reikty placiau istirti tolimesniais tyrimais. Reikt
nustatyti, kurios konkkgai neutrofily iSskiriamos medziagosilggoja MKL chemotakgir
per kokius receptorius jos veikia arba kokie yrdi kiy poveikio MKL migracijai
mechanizmai, kokia yrasimedziag svarba kit MKL chemoatraktani kontekste, aryj
chemoatraktinis efektas pasireiSkia taip pat wivo.

Ivairiy neutrofily iSskiriamy medziag poveikio mechanizm supratimas leist
kryptingai itakoti MKL migracijosi patologin zidini proceg. Pvz., taijgalinty naudoti tas
MKL subpopuliacijas, kurios turi receptarisvarbiausiems chemotaksiniams ligandams
arba, skatinant atitinkamrecepton raiSka, galima lity optimalizuoti MKL migracijosi
patologijos viei salygas. Neatmetame galim§dh kad kai kurie neutrofil degranuliacijos
produktai, pvz., neutraliosios protéaz MKL migracip skatina ne receptoia sveikos
budu, bet ir vykdydami daugelio chemokirbei ju recepton; daling proteoliz ir taip

66



reguliuodamiy aktyvuny. Tai dar viena neutrofil aktyvacijos produkt poveikio grandis,
kuria reikia iStirti.

7. SUMMARY
The Influence of the Substances Produced by Activatl Neutrophils on the Migratory
Activity of Mesenchymal Stem Cells

Adult mesenchymal stem cells (MSCs) are ipoiént stem cells which have the ability
to differentiate into cells of multiple organs asystems such as bone, fat, cartilage, muscle,
neurons, hepatocytes and insulin-producing celatTs why they have generated a great
deal of interest for their potential use in regatige medicine and tissue engineering.
MSCs are thought tbe crucial for tissue regeneration, acting via wrtigninto the site of
injury, proliferating and differentiating infanctional cells. The lesion of a tissue is always
followed by the inflammatory reaction. It meanstttfee MSCs migrate and access to the
inflammatory environment. Neutrophil infiltratioa & common pathological feature in acute
inflammatory disorders. In the pathology sites thelgase oxygen species and their internal
constituents, which are stored in different graaule

The goal of this research work was to edentiae influence of the substances produced
and released by activated neutrophils on the nagyaictivity of MSCs. The research work
consisted of four groups of experiments. First lbive have determinated the level of the
chemokinetic MSCs* migration and we have measubed dhemotactic reponse to two
different stimulus: DMEM suplemented with 10% FQ®d% human plasma. That was an
important stage for planning the further experirmei@econdly, we assessed whether the
activated neutrophils' supernatant was able toagch chemoattractant for the MSCs. We
also suspended MSCs in the supernatant of neulsoptiivated in two different manners
(by fMLP and PMA) and we estimated the influence safbstanced released during
neutrophils’ degranulation and the influence of thactive oxygen species to the MSCs
chemotaxis and chemokinesis.

Chemotactic and chemokinetic responses weeasured by a modified Boyden
chamber assay using a 10-well chemotaxis chambédOA#th polycarbonate filters with 8
mm pores.

Evaluation of completed transmigration was perfatroe the stained filters under a light

microscope aR0x magnification.The number of migrated cells in control and stireda
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wells was counted for 5 randdirlds per welland the average of the transmigrated cells in
each well was calculated.

Results: we have determined that the supmmhadf activated neutrophileras an
effective inducefor chemotaxis oMCSs.

The products of neutrophils degranulation releadtat their activation by fMLP partly
arrested MSCs in the upper wells as@ynificantly reduced their chemokinetic and
chemotactic activity.

Neutrophils* degranulation products and teacoxygen species released after the
activation of neutrophils by PMA also caused statdly significant reduction in MSCs
chemokinetic and chemotactic activity.

Conslusions: the substances produced byadetl neutrophils are the chemotactic
stimulus for the MSCs and they are able to modulae migratory activity. These factors
are released under inflammatory conditions and owagribute to the homing of MSCs as
well as to their arresting in the pathology siteeveghthey accomplish their regenerative

function.
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