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Santrumpos

AMPK - AMP aktyvuota baltymy kinazé, angl. AMP-activated protein kinase

AT-1 - Priesirdziy navikas-1, angl. Atrial Tumor-1

ATP - adenozino trifosfatas

ATRA — tretinoinas, angl. All-Trans Retinoic Acid

AV - atrioventrikulinis (mazgas)

Bax - Su Bcl-2 susijes X baltymas, angl. Bcl-2-associated X protein

Bcl-2 - B Iasteliy limfoma 2, angl. B-cell lymphoma 2

BNIP38 - BCL2/adenoviruso E1B 19 kDa baltymo sgveikaujantis baltymas 38

BSA - Galvijy serumo albuminas, angl. Bovine Serum Albumin

CICR - kalcio sukeltas kalcio i$siskyrimas, angl. Calcium-Induced Calcium Release

DAMP - su pazeidimu susjj¢ molekuliniai modeliai, angl. Danger-Associated Molecular
Patterns

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle terpé, angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO - dimetilo sulfoksidas

DNR — deoksiribonukleoriigstis

eNOS - endotelio azoto oksido sintazés

FADH: - Flavino adenino dinukleotidas (redukuota forma)

FBS — Embrioninis galvijy serumas, angl. Fetal Bovine Serum

FTIC - Fluoresceino izotiocianatas, angl. Fluorescein isothiocyanate

HIF-1a - hipoksija indukuojantis faktorius 1-alfa

HRE - 1 hipoksija reaguojanciy elementy

I/R - iSemija — reperfuzija

IL-1 - Interleukinas 1

IL-6- Interleukinas 6

1PSC - indukuotos pluripotentinés kamieninés lgstelés

LAD - kairioji priekiné nusileidZiancioji, angl. left front descending

LAMP?2 - lizosominés membranos baltymas 2, angl. Lysosomal Associated Membrane Protein2

LDH - Laktato dehidrogenaze

LVEEF - kairiojo skilvelio iSstimimo frakcija, angl. left ventricular ejection fraction

MitoQ - mitochondrijy kofermentas Q10, angl. mitochondrial coenzyme Q10

MitoSNO - Mitochondrijy S-nitrozilacija, angl. Mitochondrial S-nitrosylation

Mito-TEMPO - | mitochondrijas nukreiptas TEMPOL, angl. Mitochondrial-targeted TEMPOL



mPTP - mitochondrijy pralaidumo per¢jimo poros, angl. mitochondrial permeability transition
pairs

NADH - Nikotinamido adenino dinukleotidas (redukuotas)

NF-«kB - Branduolinio faktoriaus kappa lengvosios grandinés stiprintuvas, angl. Nuclear Factor
kappa-light-chain-enhancer

NO - azoto oksido

NOX-1 - NADPH oksidaz¢ 1

NOX-2 - NADPH oksidaze 2

OMA1 - proteazés, nukreiptos | OPA1

OPAL1 - opiné atrofija 1

PCI - perkutaniné koronariné intervencija

RAAS - Renino-angiotenzino-aldosterono sistema

ROS — reaktyvios deguonies formos, angl. Reactive Oxygen Species

RPMI 1640 — Roswell Park memorialinio instituto terpé1640, angl. Roswell Park Memorial
Institute Medium 1640

SA - sinoatrialinis (mazgas)

SERCA - sarko/endoplazminio tinklo Ca?**-ATPazeés

SIRT1/SIRT3 - Sirtuinas 1

SIRT1/SIRT3 - Sirtuinas 3

SkQ1- i mitochondrijas nukreiptas antioksidantas, chemin¢ formulé 2-(9,10-diokso-9,10-
dihidroantracen-2-il)-N-[3-(trifluormetil)fenil]acetamidas

SN - standartinis nuokrypis

TCA - trikarboksirtigsties

t-1 PGR - tikro laiko polimeraziné grandidiné reakcija

TNF-a - Auglio nekrozes faktorius alfa, angl. Tumor Necrosis Factor-alpha

VEGEF - kraujagysliy endotelio augimo faktoriy, angl. vascular endothelial growth factor



Jvadas

Kraujotakos sistemos ligos yra viena dazniausiy mirCiy priezas¢iy visame pasaulyje,
nusineSanti 20,5 milijono gyvybiy kasmet (Di Cesare ir kt., 2024.). Miokardo infarktas tai vienas
dazniausiy kraujotakos sutrikimy, kuomet dél uzsikim$usiy kraujagysliy kraujo tiekimas i Sirdj
sutrinka ir sukeliamos neatstatomos pazaidos organizme, tokios kaip fibroze, kardiomiocity mirtis ir
kalcio signaly pokyciai.

ISemijos — reperfuzijos metu organizme kuriam laikui sutrinka kraujo tiekimas j tam tikrus
organus. Po kiek laiko jis vél atstatomos, taciau dél Sio staigaus kraujo tekéjimo atstatymo atsiranda
deguonies kiekio Suolis, susiformuoja reaktyvios deguonies formos ir susidaro pazaidos. Norint tirti
§] procesg laboratorijos salygomis yra pasitelkiamas hipoksijos — reoksigenacijos metodas.
Laboratorinése salygose jis yra lengvai kontroliuojamas: pagal poreikj galima keisti 1asteliy auginimo
salygas, reguliuoti deguonies koncentracijg ir kitus parametrus. Tokiems tyrimams palanku naudoti
HL- kardiomiocity linija, kuri yra panasi j pirminius kardiomiocitus ir geba sékmingai proliferuoti
bei reaguoti ] tyrimo metu keiciamas salygas.

Po iSemijos — reperfuzijos kardiomiocituose jvyksta negriztami pokyciai, didéja citoplazminio
ir mitochondrinio kalcio kiekis, aktyvuojama programuota lasteliy mirtis (Bertero ir kt., 2024).
Hipoksijos — reoksigenacijos metodu galima atkartoti salygas vykstancias Sirdyje ir tirti potencialius
apsauginius junginius mazinan¢ius kardiomiocity apoptoz¢. Yra parodyta, kad 90% reaktyviy
deguonies dariniy susidaro mitochondrijose, todé¢l antioksidantai mazinantys oksidacinj stresa
mitochondrijose galéty apsaugoti lasteles nuo Zalingy iSemijos — reperfuzijos padariniy (W. Zhang ir
kt., 2019). Literatiiroje aprasyta nemazai antioksidanty veikian¢iy mitochondrijose, tokiy kaip,
MitoNEET, MitoTEMPO ar MitoQ, taciau kol kas triikksta studijy vertinanciy Siy medziagy apsauginj
poveiki po hipoksijos reoksigenacijos.

Darbo tikslas — jvertinti hipoksijos — reoksigenacijos bei mitochondrijas apsauganciy medziagy
poveikj HL-1 kardiomiocity lgsteliniams procesams.

Darbo uzdaviniai:

1. Atrasti tinkamiausias hipoksijos — reoksigenacijos salygas, HL-1 kardiomiocity paZeidimams
sukelti.

2. Ivertinti mitochondrijas apsauganciy antioksidanty poveikj HL-1 kardiomiocity gyvybingumui
ir apoptozei.

3. Ivertinti mitochondrijas apsauganciy antioksidanty poveiki HL-1 kardiomiocity geny raiskai

ir kalcio kiekiui.



1. Literaturos apzvalga

1.1. Sirdies struktiara ir funkcija

Sirdis — gyvybiskai svarbus organas, kurio pagrindiné funkcija yra kraujo pumpavimas ir
maistiniy medziagy bei deguonies tiekimas visiems organizmo audiniams, taip pat zalingy medziagy
Salinimas (Matienzo & Bordoni, 2024). StruktiiriSkai $irdis yra padalina j keturias dalis. VirSutinés
yra vadinamos prieSirdziais, o apatinés — skilveliais (Saxton ir kt., 2024). Desin¢ Sirdies pusé priima
krauja neprisotintg deguonies ir pumpuoja jj j plaucius, kur jis prisotinamas deguonimi, o kair¢ —
priima §j kraujg ir pumpuoja ji po visa organizmg. Tarp Siy daliy esantys voztuvai palaiko vienpuse
kraujo t¢kme (Rehman & Rehman, 2024).

Sirdis veikia per koordinuota elektriniy impulsy sistema, kuri ritmigkai valdo $irdies raumens
susitraukimg ir atsipalaidavima. Sis procesas prasideda sinoatrialiniame (SA) mazge, kuris atlicka
Sirdies stimuliatoriaus funkcija, o tada plinta per specializuotus kelius, tokius kaip Purkinjé skaidulos,
ir atrioventrikulinj (AV) mazga (Ripa ir kt., 2024).

Atsizvelgiant | Sirdies svarbag organizmo gyvybinés funkcijos palaikyme, mokslininkai iesko
bidy kaip palengvinti Sirdies tyrimus ir suprasti Sirdies veiklg lasteliniu lygiu. Tam sukurta daug

specializuoty lasteliy linijy, skirty Sirdies biologijos tyrimams (Lippi ir kt., 2020).

Aorta

VirSutiné tuscioji
vena

Plauciy arterija

Desinysis Plauciy venos
priesirdis
T Kairysis
Desinysis priesirdis
skilvelis
Kairysis
skilvelis
Apatiné tuscioji
vena

© Encyclopzedia Britannica, Inc.

1 pav. Sirdies anatominé sandara
Pritaikyta i§ Encyclopadia Britannica, Inc.

1.1.1. Sirdies sudétis
Sirdis yra sudaryta i§ keliy specializuoty struktiiry, kuriy kiekviena turi specifine funkcija
organizmo kraujotakos sistemoje. Ji sudaryta i§ keturiy pagrindiniy daliy — dviejy priesirdziy, esanciy

virSutingje Sirdies dalyje, ir dviejy skilveliy, esanciy apatingje Sirdies dalyje (Rehman & Rehman,



2024). Kraujas patenka j prieSirdzius, o jy sienelés yra plonesnés, nes jie neatliecka pumpavimo
funkcijos. | deSinj priesirdj per virSuting ir apatine tuscigsias venas i§ viso organizmo suteka mazai
deguonies turintis kraujas, o i kairjji per plauciy venas suteka deguonimi turtingas kraujas. Skilveliai,
kuriy pagrindiné funkcija yra iSpumpuoti krauja, turi storesnes sieneles, kad turéty pakankamai jégos
kraujo iSstimimui. Per plauciy arterija deSinysis skilvelis siuncia kraujg j plaucius deguonies
prisisotinimui, o kairysis skilvelis, turintis pacia storiausig sienele, pumpuoja kraujg po organizma
(Whitaker, 2014).

Sirdis taip pat turi laidumo sistema, kuri geba uZtikrinti koordinuota Sirdies daliy susitraukima
ir atsipalaidavima. Sios sistemos veikla inicijuoja sinoatriumo (SA) mazgas, generuojanti reguliarius
elektros impulsus (Kashou ir kt., 2024). Atrioventikulinio (AV) mazgas pristabdo signalo sklidimg iki
tol kol skilveliai yra uzsipildo krauju. Signalas toliau keliauja per His pluosteliy kelia, kol i$siSakoja
1 deSinjji ir kairjji skilvel; (Pickoff, 2011). I skilveliy sieneles signalas perduodamas Purkinje
skaidulomis ir taip skatina juos susitraukti bei i§stumti krauja i$ Sirdies. Tai uZztikrina efektyvy ir

sinchronizuotg Sirdies plakima (Schwarzwald ir kt., 2009).

1.1.2. Sirdies audinio Iasteliné sandara

Sirdj sudaro keliy tipy lastelés, svarbios Sirdies funkcijos palaikyme. Sinoatrialiniame ir
atrioventikuliariniame mazguose esancios Sirdies stimuliatoriaus Igstelés reguliuoja ir generuoja
elektrinius Sirdies impulsus, geba be centrinés nervy sistemos impulso inicijuoti ritmiskus
susitraukimus, kitaip tariant, palaikyti Sirdies ritmg (Wei ir kt., 2024). Endotelio Igstelés iSkloja Sirdies
ertmes ir kraujagysles, sudarydamos sklandy barjerg kraujo tekéjimui, taip pat prisideda prie
kraujagysliy iSsiplétimo proceso (Sandoo ir kt., 2010). Struktiiring atramg Sirdziai palaikyti padeda
fibroblastai, kurie gamina uzlgstelinj matriksg ir prisideda prie audinio remodeliacijos po pazeidimy,
tokiy kaip miokardo infarktas (Goldsmith ir kt., 2014). Su Sirdimi sujungty kraujagysliy sienelése
randamos lygiosios raumeny lgstelés, kurios reguliuoja kraujotaka, keisdamos kraujagyslés
skersmenj (Hafen ir kt., 2024). Nervinés lastelés jtakoja Sirdies susitraukimy daznj ir jéga pagal
organizmo poreikius (Giannino ir kt., 2024). Pagrindinés Sirdies lgstelés yra kardiomiocitai, kurie

ritmingo susitraukimo metu generuoja jéga ir pumpuoja krauja (Ripa ir kt., 2024).

1.1.3. Kardiomiocity struktura ir savybés

Kardiomiocitai 1§ viso sudaro 70-85 % Sirdies tiirio, o per minut¢ pumpuoja net 4-5 L kraujo
(Kurien, 2004; Trager ir kt., 2023). Nors jy dydis gali svyruoti, dazniausiai tai yra 80 pm ilgio ir 15
um skersmens plocio Igstelés su vienu, centre esanciu branduoliu (kai kuriais atvejais branduoliai gali
buti du). (Gartner & Hiatt, 2011). Pagrindinis kardiomiocity i$skirtinumas yra jy struktiirg — tai
i§siSakojusios, dryZuotos skersaruozio raumens lastelés, tarpusavyje sujungtos jterptiniais diskais

(Ripa ir kt., 2024). Sie diskai susitraukimo neleidzia atitriikti Iastelei, uztikrina sinchronizuota Sirdies



susitraukimg. Tarp kardiomiocity elektrinis signalas, kuris ateina nuo sinaoatrinio mazgo, plinta
plySinémis jungtimis (Nielsen ir kt., 2023).

Kardiomiocitai yra prisitaike atlikti savo funkcijag net 50% jy sarkoplazminio tinklo uzima
mitochondrijos, kurios yra iSsidésCiusios lygiagreciai iSilginei Iastelés aSiai (Gartner & Hiatt, 2011).
Riebaly riigstys yra pagrindinis suaugusiy kardiomiocity energijos Saltinis. Jy oksidacijos, o véliau ir
oksidacinio fosforilinimo metu sunaudojamas didelis kiekis deguonies, kuris yra paverciamas j ATP.
Jei deguonies kiekis organizme yra mazas, energija gali biiti gaunama pasitelkiant kitus substratus,
tokius kaip gliukoze, laktatas ir t.t.. Zinoma, kad dél netinkamos mitochondrijy funkcijos, ypaé
patologinémis sglygomis, oksidaciné apykaita sumazéja. Tuo metu riebaly rugstys gali pradéti kauptis
epikardo riebaluose, taip sukeliant uzdegima, oksidacinj stresg ir net atsparumag insulinui ir
sustiprinant miokardo disfunkcijg (Gandoy-Fieiras ir kt., 2020).

Kardiomiocitai geba sukurti jéga, kuri yra reikalinga ritmingiems Sirdies susitraukimams,
uztikrinantiems kraujo varin€jimg po visa kiing. Kardiomiocitai elektrinius impulsus pavercia
mechaniniu poveikiu, kuris ir sudaro Sirdies diZio pagrinda. Sis veiksmas yra reikalingas kraujotakos
palaikymui ir yra ypatingai koordinuotas (Ripa ir kt., 2024). Interkalaciniai diskai yra tarpininkai tarp
miocity, sujungiantys juos per tarplastelinius signalus ir padeda jiems sinchronizuotis (Manring ir kt.,
2018). Sarkomeros, pagrindiniai raumeny skaiduly vienetai, yra atsakingos uz kardiomiocity
gebéjimg susitraukti (Ripa ir kt., 2024).

Sarkomeros yra pagrindiniai raumeny lasteliy susitraukimg skatinantys vienetai, kurie padaro
kardiomiocitus dryzuotais. Kiekviena sarkomera yra sudaryta i§ skirtingo storio aktino ir miozino
baltymy. Susitraukimas yra inicijuojamas elektrinio signalo metu, kai miozino galvutés jungiasi su
aktino gijomis ir slenka j vidy, taip sutrumpéjant sarkomerai ir pa¢iam kardiomiocitui. Sis reiskinys
vadinamas slenkanciy gijy teorija ir leidzia kardiomiocitams atlikti sinchronizuotus ir stiprius
susitraukimo veiksmus, taip efektyviai pumpuojant krauja (Biga ir kt., 2019). Norint uZtikrinti Sig
funkcijg yra svarbi ne tik paciy kardiomiocity struktiira, taciau ir inkarinés lasteliy jungtys. Jos geba
uztikrinti Sirdies raumens stabiluma, yra ypac svarbios audiniams, patiriantiems didel; stresg. Net ir
vykstant Sirdies susitraukimams, iSsiplétimams, inkarinés jungtys sugeba iSlaikyti Igsteles
mechani$kai prisitvirtinusias viena prie kitos (Mezzano & Sheikh, 2011). Zmogaus Sirdis
vidutiniSkais susitraukia 80 karty per minute ir kasdien sugeba paskirstyti 9 tonas kraujo per kiino
audinius. Nors skeleto ir Sirdies raumenys yra tiek funkciskai, tiek anatomiskai panasiis, taciau skeleto
raumenys geba atsinaujinti, o §i savybé néra biidinga Zinduoliy Sirdies raumenims. Sis skirtumas
atsirado dél kamieniniy Sirdies lasteliy trikumo taip pat suaugusiy kardiomiocity negeb¢jimo jsijungti
1 lasteliy ciklg ir uzbaigti dalijimasi, nes po gimimo kardiogenezés biidas yra ribotas ir antraeilis

(Tzahor & Poss, 2017).
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2 pav. Sirdies miofibriliy ir sarkomery struktiira
Sarkolema supa miocitus, kuriuose yra miofibriliy pluostai, sudaryti i$
sarkomery. Sarkomeros yra sudarytos i§ plony aktino gijy ir story miozino
gijy. Z diskai yra jsiterpe tarp sarkomery ir jas jungia. Pritaikyta i§ (Solomon
ir kt., 2022)

1.1.4. Susitraukimo principas

Sirdies susitraukimas visy pirma prasideda lasteliniame lygmenyje, kai kardiomiocituose
prasideda procesas vadinamas suzadinimo ir susitraukimo sgsaja (Jafri, 2012). Sirdies ritma
reguliuojancios lgstelés perduoda kardiomiocitams elektrinj signalg ir juose atsiveria nuo jtampos
priklausomi natrio kanaly, todél membranos depoliarizuojasi. Dél depoliarizacijas atsidaro L tipo
kalcio kanalai ir nedidelis kiekis uZlgstelinio kalcio plasteli j Iastele. Tada vyksta kalcio sukeltas
kalcio issiskyrimas (CICR, angl. Calcium-induced calcium release), kai ] lastele patekes kalcis
aktyvuoja rianodino receptorius sarkoplazminiame tinkle ir paskatina didelio kalcio kiekio
18siskyrimg ] citoplazmg. Padidéjus vidulgstelio kalcio kiekiui, jis jungiasi prie troponino C, esancio
ant plony sarkameros gijy, atlaisvindamas aktino ir miozino suri§imo vietas. Tuomet prie aktino
prisitvirtina miozino galvutés, per kryzminj tiltelj, kuriam svarbi ATP hidrolizé, sukurdamos
susitraukima.(Wei ir kt., 2024). Kai kalcis pasiSalinamas i§ citoplazmos, kardiomiocitas gali
atsipalaiduoti. Tai vyksta per sarko/endoplazminio tinklo Ca?*"-ATPazés (SERCA) pompg ir natrio —
kalcio mainy sistemg (NCX) (Denniss ir kt., 2020). Tuo pat metu lastelés membrana atkuria ramybés

biisena, repoliarizuojasi, ir ruosiasi kitam susitraukimo — atsipalaidavimo ciklui (Wei ir kt., 2024).
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Organy lygmeniu Sirdies susitraukimg reguliuoja Sirdies laidumo sistema. Elektriniai impulsai
pradeda sklisti i sinoatrialinio (SA) mazgo (Kashou ir kt., 2024). Toliau signalas pro specializuotus
laidumo kelius ir jungtis tarp kardiomiocity sklinda j prieSirdzius, taip paskatinant sistolinj priesirdziy
susitraukima, kurio metu kraujas yra aktyviai stumiamas j skilvelius (Mezzano ir kt., 2014). Signalas
kuriam laikui sustabdomas antioventikuliniame (AV) mazge, kad pries§ skilveliy susitraukima
priesirdziai biity iSstime¢ visg kraujg (Stephenson, 2020). IS AV mazgo His pluostu impulsas
perduodamas per tarpskilveling pertvarg ir taip pasiekia Purkinje skaidulas, kurios §j signalg greit
paskirsto per skilvelio miokardg (Feher, 2012; Patra ir kt., 2024). Tai leidzia skilveliams susitraukti
sinchroniSkai ir palengvinti kraujo iSstimimg, pradedant susitraukimg nuo Sirdies virSaus
(Schwarzwald ir kt., 2009). Tikslus mechaniniy susitraukimy ir elektriniy impulsy koordinavimas
leidzia Sirdziai efektyviai pumpuoti krauja, palaikant nuolating deguonies ir maisto medZiagy

cirkuliacijg kraujyje (Han ir kt., 2021).

1.1.5. HL-1 ir kitos kardiomiocity Igsteliy linijos

HL-1 yra pirmoji sékmingai proliferuojanti ir funkcionali 1§ Sirdies raumeny lasteliy sukurta
kardiomiocity linija. Ji gauta 1988 m., naudojant AT-1, iSskirtas i$ peliy priesirdziy naviko (Claycomb
et al., 1998). AT-1 lastelés yra laikomos HL-1 Igsteliy pirmtakémis, taciau jy auginimo ir atsparumo
savybés skiriasi. HL-1 Igstelés pasiZzymi aukstu iSgyvenamumu uzSaldymo/atSaldymo cikluose, dél
ko ji tapo tokia populiaria laboratoriniy tyrimy metu (Zhang et al., 2011).

Po iSsamesniy tyrimy S$ios lgsteliy linijos tyrimy naudojant tiek elektrofiziologinius, tiek
imunohistocheminius ir genetinius tyrimus buvo nustatytas panaSumas j pirminius kardiomiocitus.
Jony kanaly déka HL-1 geba generuoti pirminiams kardiomiocitams buidingus veikimo potencialus

(White et al., 2004). Atsizvelgiant | tai, iSaugo Sios lgsteliy linijos pritaikymas modeliniy sistemy,
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naudojamy Sirdies biologijos tyrimams molekuliniame ir Igsteliniame lygiuose (Acosta-Torres et al.,
2013; Bloch et al., 2016). Negalime teigti, kad HL-1 Iasteliy linija pilnai atitinka suaugusiy peliy
kardiomiocitus. Jy energijos apykaita néra taip gerai organizuota, taCiau pati lasteliy linija yra
sudaryta i§ neplakanciy ir plakanciy lasteliy, kurios padeda pritaikyti ja medziagy, reguliuojanciy
vidulastelinj energijos perdavima ir oksidacinj fosforilinimg, tyrimams (Eimre et al., 2008).
Paskutiniaisiais metai iSaugo ir HL-1 naudojimas hipoksijos — reoksigenacijos tyrimams. Jy metu
pastebéta, kad kai kurios medziagos, susjjusios su Ca2+ kanalais, gali susilpninti lgsteliy pazaidas §io
proceso metu, tokiu biidu sumazinant jy ziities tikimybe. Viena i§ tyrimuose naudojamy medziagy
yra cilnidipinas, kuris yra priskiriamas Ca2+ kanaly blokatoriams (Minato et al., 2020).

Be HL-1 Igsteliy linijos yra kelios kitos j kardiomiocitus panasSios lasteliy linijos, tinkamos
naudoti tyrimams, susijusiems su Sirdies biologija. Viena i§ jy — H9¢c2 mioblastai, kurie gali buti
naudojami kaip kardiomiocity alternatyva. Sios lastelés geba diferencijuoti j Sirdies audinio fenotipa,
esant tretinoinui (kitaip zZinomam kaip ATRA (angl. all-trans retinoic acid)) ir serumo trikumui
terpéje. Esant Siom salygom susidaro daugiabranduolés lastelés, kurios pasizymi mazu proliferaciniy
gebéjimu. Vykdant Siy Igsteliy diferenciacijg padidéja transkripty ir baltymy, susijusiy su kalcio,
mitochondrijy apykaita (Branco ir kt., 2015). AC16 yra proliferuojanti zmogaus kardiomiocity
1asteliy linija, kuri buvo gauta suliejus pirmines lasteles, iSskirtas i§ Zmogaus skilveliy Sirdies audinio
ir SV40 transformuotus uridino auksotrofinius Zzmogaus fibroblastus, neturin¢ius mitochondrinio
DNR (AC16 Human Cardiomyocyte Cell Line MSDS - SCC109 - Merck, s.a.). Sios lastelés
naudojamos geny raiSkos tyrimuose, siekiant pamatyti transkriptomo persitvarkyma veikiant jas
jvairiais iSoriniais dirgikliais (Luo ir kt., 2014). Zmogaus indukuoty pluripotentiniy kamieniniy
lasteliy (iPSC) kardiomiocitai naudojami tyrimuose, siekiant regeneruoti po infarkto prarastg Sirdies
audinj (Hsueh ir kt., 2023). Sis lasteliy tipas atrastas pastebéjus, jog neembrioninés kamieninés
lastelés geba diferencijuoti | jvairius lasteliy tipus. iPSC kardiomiocitai yra vienas i§ placiausiai
naudojamy Igsteliy modeliy (Burnett ir kt., 2021).

Taciau ne visos Sirdies modelio tyrimuose naudojamos Igstelés yra kardiomiocitai. Vienas i8 to
pavyzdziy — HEK293 Iastelés. Sios lastelés yra gauto i§ genetiskai modifikuoty Zmogaus embrioniniy
inksty lasteliy. Nors Sios lgstelés néra kardiomiocitai, taiau genetinis modifikavimas padeda joms
iSreiksti pagrindinius jony kanalus ir tirti Sirdies elektorfiziologija (Ponce ir kt., 2018). P19CL6
lastelés yra gautos 1§ peliy embriono karcinomos lIgsteliy linijos ir naudojant specifines aplinkos
salygas, tokias kaip papildomai pridéta DMSO, gali biiti diferencijuotos j j kardiomiocitus panasias
lasteles. Diferencijuotos lastelés geba iSreikSti Sirdies Zymenis, tokius kaip troponinus ir
sarkomerinius baltymus, taip pat gali pasireiksti ir spontaniniai Igsteliy susitraukimai (Dehne ir kt.,

2014).
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1.2. ISemijos ir reperfuzijos poveikis Sirdies funkcionavimui

Sirdies ligos kelis paskutinius deSimtmecius islicka opi visuomenés problema, sukelianti
didzigja dalj mir¢iy, todél pastaruoju metu daug démesio skiriama iSeminiy Sirdies sutrikimy
tyrimams, prevencijai bei gydymui. Nors apie Sio tipo sutrikimus buvo rasta daug informacijos, taciau
jo kompleksiskumas neleidzia lengvai pasiekti norimy rezultaty prevencijos bei gydymo srityse
(Severino et al., 2020). ISemija — reperfuzija yra sudétingas biologinis procesas, sukeliantis pazaidas,

galinCias vesti prie lasteliy ziities ir neigiamo poveikio Sirdies miokardui (Soares et al., 2019).

1.2.1. ISemijos - reperfuzijos mechanizmas

Miokardo infarktas yra viena i§ pagrindiniy koronarine Sirdies liga serganc¢iy pacienty mirties
priezas¢iy (Rohani ir kt., 2022). Miokardo infarktas gali biiti vienas i§ organy iSemijos pasekmiy.
Norint iSvengti tolimesnés iSemijos, prasideda audiniy reperfuzija, kurios metu dél iSemijos —
reperfuzijos (I/R) pazeidimo, gali atsirasti dar didesnis neigiamas poveikis organui ir paciam
organizmui (M. Zhang ir kt., 2024).

ISemijos metu dé¢l deguonies trilkumo ir energijos eikvojimo lasteliy homeostaze sutrinka,
atsiranda jony disbalansas. Sie poky¢iai palaipsniui sukelia oksidacinj stresa ir metaboling acidoze
(Salaudeen ir kt., 2024). Reperfuzijos metu dél staigaus kraujo t€kmés atsistatymo ir atsistaciusio
deguonies apriipinimo lgstelése, atsiranda lgsteliniu ir organizmo lygiu zalingy jvykiy kaskada.
Atsiranda kalcio ir reaktyviy deguonies formy perteklius, atsiveria mitochondrijy pralaidumo
peréjimo poros (mPTP) (Ong ir kt., 2015; Zhou ir kt., 2018). Dél Siy atsiradusiy poky¢iy, sutrinka
mitochondrijy funkcija, ATP gamyba ir suaktyvinami lgsteliy Zities keliai. Tai veda link

kardiomiocity disfunkcijos, aritmijos, Sirdies audinio pazeidimy (Schirone ir kt., 2017).

13



Paameéjes
Infartas ar . infarktas
S.: . Reperfuzija
pazeista vieta
NEKROPTOZE PIROPTOZE
ta.“ .
ki B
DAMPS
* . \ 2.
° DAMPs
TNFR TTLR '
g : C.HD.
RIPK Nekrozé
l Sarkolemos
MLKL > suardymas

Gasderminas D

\

9 q
2V ° -

- NEKROZE

Nefunkcionali B
s = e, (J

mitochondrija Kaspaziy X
Citochromoc —p — aktyvavimas —9 Proteolizé U
i3siskyrimas b £
& L}
RS- Racpsied _ @D o APOPTOSOMA v
P -\Ql . APOPTOZE

DAMPs

g - .0 d Suaktyvintos
B ¢ O nukleazés \
‘ ﬁ fragmentuoja 3
¥ ° o - B 1 DNR \

d (@] £ -

4 pav. Su iSemija — reperfuzija susijj¢ molekuliniai mechanizmai Pazeidimai atsirade

iSemijos reperfuzijos metu gali vesti prie programuoty ir neprogramuoty lasteliy miréiy.
DAMP (Su pazeidimais susij¢s molekulinis modeliai) veikdami per skirtingus 1astelés
pavir§iuje esancius receptorius sukelia nekroptoze. Piroptozé sukeliama DAMP
aktyvuojant kaspazes ir membranoje susidarant nuo gasdermino priklausomoms poroms.
D¢l sutrikusios mitochondrijy funkcijos ir pakitusios kalcio homeostazés, lasteléje
padaugeéja reaktyviy deguonies formy, kuriy buvimas veda link apoptozés. Membranos
plySimas ir nekrozé yra sukeliama jony kiekio padaugéjimo ir lastelés iSbrinkimo.
Pritaikyta i§ (Majka ir kt., 2021)

1.2.2. ISemijos poveikis

Organizmo lygmuo

ISemija yra apibuidinama kaip konkrecios organizmo vietos netinkamas aprupinimas krauju, dél

Sig srit] apriipinanciy kraujagysliy uzsikimSimo. Dél sutrikusio kraujo tiekimo j organg automatiskai
jis néra apriipinamas ir pakankamu kiekiu deguonies. ISeminé¢ Sirdies liga dar vadinama koronarine
Sirdies liga arba vainikiniy arterijy liga nustatoma tuomet, kai susiaur¢ja vainikinés Sirdies arterijos,
kurios apriipina krauju §irdies raumenj. Sj susiaur¢jima daZniausiai sukelia ateroskleroze, tai yra

susikaupusios apnasos, taciau prie to gali prisidéti ir susidare kraujo kresuliai. Nemaza dalis Zzmoniy,
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serganCiy ankstyvaja vainikiniy arterijy liga nejaucia jokiy simptomy, taCiau ligai progresuojant
apnasy kiekis didéja ir kraujo tekmé prastéja (Criteria, 2010).

ISemija sumazina Sirdies pumpavimo efektyvuma, dél ko sumazeja Sirdies tiiris, arba kitaip
tariant, per minute sugebamo perpumpuoti kraujo kiekis. Sis reiskinys neigiamai veikia ne tik $irdj,
bet ir kitus organus, kuomet sumazéja visy kiino audiniy apripinimas krauju, ypac tokiy, kuriems
svarbi greitesné medziagy apykaita, pavyzdziui smegenys, inkstai, kepenys (King & Lowery, 2024).
Organizmui reaguojant j iSemijg, vyksta simpatinés nervy sistemos suaktyvéjimas, siekiant palaikyti
kraujosptidj ir gyvybiskai svarbiy organy perfuzija (Gordan ir kt., 2015). Taip pat yra iSskiriami streso
hormonai, tokie kaip adrenalinas, kortizolis ir noradrenalinas. IS pradziy Sie hormonai padeda
palaikyti kraujotaka, tac¢iau ilgesnis jy poveikis prisideda prie tolimesniy Sirdies sutrikimy (Chu ir kt.,
2024). Sirdies i$emija ir pablogéjusi kraujotaka skatina Renino-angiotenzino-aldosterono sistemg
(RAAS) padidinti kraujospudj ir palaikyti perfuzija (Fountain ir kt., 2024).

Miokardo infarktas, dar vadinamas $irdies priepuoliu, yra puikus iSemijos pavyzdys organizmo
lygmeniu. Sis iemijos atvejis pasireiskia sutrikusia $irdies raumens, vadinamo miokardu, kraujotakai
(Ojha & Dhamoon, 2024). Aterosklerozinés plokstelés plySimas ir vainikinése arterijose susidares
trombas gali uzkimsti kraujagysles ir pazeista sritis tuo metu netenka maisto medziagy ir deguonies.
Ilgalaik¢ iSemija veda link nekrozés, apoptozes ir infarktuoto audinio susidarymo (audinys, kuris yra
mires dél kraujo tékmés sutrikimy). Infarktuotas audinys gali sukelti papildoma uzdegiminj atsaka
vedant] link fibrozes, kuri pakeicia funkcionaly miokardo audinj randiniu (Badimon ir kt., 2012;
Loftus, 2011). D¢l miokardo infarkto sutrinka Sirdies funkcija, atsiranda Sirdies nepakankamumo ir
aritmijy rizika. Norint sumaZinti miokardo iSemijos sukeltus pazeidimus labai svarbu nedelsiant,
pasitelkiant medicininius jsikiSimus, taikyti reperfuzijos strategijas, tokias kaip perkutaniné

koronariné intervencija (PCI) arba trombolizé¢ (Reddy ir kt., 2015).

Lastelinis lygmuo

Sirdies iSemija, sutrikes kraujo ir deguonies tiekimas kardiomiocitams sukelia lasteliy
struktiiriniy ir biocheminiy pokyc¢iy kaskada. Deguonies trikumas paskatina medziagy apykaitos
stresa, jony disbalansg, trikdo lastelinius procesus (Buja, 2022). Nors zinoma, kad iSemija turi
neigiama poveikj kardiomiocity mitochondrijy ATP gamybai, tac¢iau néra zinoma, kuris oksidacinio
fosforilinimo kelyje esantis kompleksas yra svarbiausias. Norint susintetinti ATP, reikalingas visos
sistemos vientisas veikimas. Kiekvienas i§ $iy komponenty, jskaitant dehidrogenazés fermentus,
elektrony transportavimo grandine, ATP sintazes ir adenino nukleotidy translokazes. Bet kurio 1§ $iy
komponenty pakitimas gali sukelti ir pakitusig mitochondrijy funkcija, pastebimg po iSemijos

(Kuzmiak-Glancy ir kt., 2022).
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Dalis tyrimy rodo, kad iSemija skatina autofagija. Pora iSemijos sukeltos autofagijos keliy yra
susjje su BNIP38 arba AMPK. Pelés modelyje, kurio Sirdies miocituose iSreikSta neigiama AMPK,
autofaginis atsakas j iSemija buvo silpnesnis. ISemijai uzsitgsus pagal autolizosomas galima spresti,
kad autofaginis atsakas kazkuriuo metu sutrinka. Tai matoma pagal sumaz¢jusj LAMP2 baltymo kiekj,
kuris yra bitinas autofagosomy ir lizosomy susiliejimui. Sis reiskinys yra lemiamas ROS sukelto

serino ir cisteino proteaziy aktyvumo (Chiong ir kt., 2011).

1.2.3. Reperfuzijos poveikis

Sirdies reperfuzija, arba kitaip, Sirdies audiniy kraujotakos atstatymas po isemijos periodo, yra
vienas i§ organizmo biidy norint sumazinti Zalg miokardo infarkto metu (Frank ir kt., 2012). Nors
reperfuzijos procesas yra biitinas siekiant atkurti prie§ tai laikinai sustabdyta maistiniy medziagy ir
deguonies tiekimg j audinius, taciau paradoksaliai, biitent Sio atkuriamojo proceso metu atsiranda
»reperfuzijos pazeidimas®. ,,Reperfuzijos pazeidimu* vadinama dél staigaus deguonies tiekimo ir
kraujotakos atsistatymo atsirandantys papildomi pazeidimai jau ir taip iSemijos pazeistuose

audiniuose ir Igstelése (Cowled & Fitridge, 2011).

Organizmo lygmuo

Organizmo lygiu Sirdies reperfuzija daznai pasiekiama tik medicininés intervencijos metu,
kuomet yra atstatoma kraujo tékmé j uzsikimsusias vainikines arterijas. Yra keli pagrindiniai metodai
tam atlikti: trombolitiné terapija, vainikiniy arterijy Suntavimo operacija arba perkutaniné koronariné
intervencija (PCI).Visos §ios procediiros revaskuliarizuoja iSemijos paZeistas sritis, pasalinant
1Semijos prieZastis ir atkuriant kraujotakg (Y. Chen ir kt., 2024). Trombolitiné terapija, dar Zinoma
kaip fibrinolizin¢ terapija yra gydymo biidas, kurio metu tirpdomi kreSuliai, uzkimse kraujagysles.
Sio gydymo metu skiriami tromboliginiai vaistai, kurie geba suardyti fibring. Fibrinas yra pagrindinis
baltymas kraujo kresuliuose ir jo ardymas atkuria kraujo tekéjima j paZeistus audinius. Sirdies
1Semijos metu | veng kuo grei¢iau leidziami vaistai, kad buty vél atvertos vainikinés arterijos (Baig
& Bodle, 2024). Vainikiniy arterijy Suntavimas yra chirurginé procediira, tatkoma Sirdies kraujotakos
atk@irimui. Vainikiniy arterijy Suntavimo metu yra kuriamas naujas kelias kraujo pratekéjimui,
aplenkiant uzsikimsusig vieta, persodinant kraujagysle, paimta i kitos organizmo vietos. Sis metodas
uztikrina pastovesn] kraujo tiekima, taciau de¢l didelio invazyvumo yra pavojingesnis (Bachar &
Manna, 2024). Perkutaniné vainikiniy arterijy intervencija (PCI), dar vadinama angioplastika, yra
minimaliai invaziné procedira. Procediiros metu per rieSo ar kirk$nies kraujagysle i vainiking arterija
ikiSamas kateteris, kurio gale yra balionélis. Pasiekus uzsikiSusig vieta, balionélis pumpuojamas tol,
kol arterijoje susikaupusios apnasos yra prispaudziamos prie sienelés ir atlaisvinamas kelias kraujo

tek¢jimui. Norint, kad arterija likty atvira, naudojamas stentas kuris tuo paciu dar ir gali iSskirti
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vaistus, kurie padeda iSvengti pakartotinio arterijos susiaur¢jimo (Ahmad ir kt., 2024). Atkiirus
kraujotaka, maisto medziagos ir deguonis vél gali apsiekti iSeminj audinj (Bo ir kt., 2021).
Reperfuzijos metu i§ pazeisty lasteliy taip pat iSsiskiria ir su pazeidimu susjj¢ molekuliniai
modeliai (angl. danger-associated molecular patterns, DAMP). Organizmas Sias medziagas atpazjsta
kaip netinkamo lgsteliy funkcionavimo ar pazaidy pozymj, todél siekiant sumazinti zalg ir tinkamai
paskirstyti resursus, yra sukeliamas uzdegiminis atsakas (Silvis ir kt., 2020). Kraujagysles
dengiancios endotelio lastelés taip pat yra jautrios reperfuzijos procesui. Sio proceso metu lgstelés
suaktyvéja, jy pralaidumas padidéja ir gali iSsiskirti uzdegiminiai mediatoriai, kas skatina
kraujagysliy sukibimg su neutrofilais ir trombocitais (Dehghani & Panitch, 2020). Imuninés lastelés,
iskaitant ir neutrofilus, yra nukreipiamos j pazeista, reperfuzinj audinj ir ten i$skiria citokinus, ROS,
fermentus, kad paZeistos Igstelés biity neutralizuotos ir audiniai biity paruosi atstatymui. Nors $is
procesas yra biitinas s¢kmingam audiniy atstatymui taciau jo metu dé¢l papildomai generuojamy ROS
ir fermenty, gali biti pazeidziamos kaimyninés, sveikomis laikytos Igstelés, ir padidinama tikimybe

atsirasti audiniy edemai (Francisco & Del Re, 2023).

Lastelinis lygmuo

Reperfuzijos metu, lasteléms, iSemijos metu negavusioms pakankamo kiekio deguonies, jis yra
staigiai atstatomas. Tuo metu dé¢l mitochondrijy, pradedanciy gaminti didel; kiekj ROS, iskaitant ir
superoksido anijonus, hidroksilo radikalus ir vandenilio peroksida, yra permuSama Iasteliy
antioksidaciné apsauga ir sukeliamas oksidacinis stresas (Granger & Kvietys, 2015). ROS tiesiogiai
pazeidZia baltymus, lipidus, DNR, dél ko yra pazeidziamas lasteliy membrany aktyvumas ir
sutrikdomos svarbiausios lasteliy funkcijos, skatinant Igsteliy ziiti (Su ir kt., 2019). Reperfuzijos
metu atsinaujina iSemijos metu sutrikusi jony siurbliy veikla ir pradedama atstatyti jony homeostaze,
del kurios ] kalcis sparciai patenka j kardiomiocitus ir atsiranda jo perteklius (Wang ir kt., 2020).
Rianodino receptoriai neturi galimybés atlaikyti tokio pertekliaus, todél dalis kalcio yra paleidZziama
1 citoplazma. Paleistas kalcis sukelia nekontroliuojamus miokardo susitraukimus, taip pat kalcio
kaupimasi citoplazmoje ir ilgalaikius pacio kardiomiocito pokycius (Naito et al., 2020). Stiprus
stresas lasteléje gali paskatinti nekrozés, nekontroliuojamos lasteliy mirties, mechanizma. Sio
proceso metu lgstelés turinys iSskiriamas j tarplasteling erdve ir sukeliamas uzdegimas (Tavernarakis,
2007).

Per didelis kalcio kiekis aktyvina Igsteliy struktiiras ardancius fermentus, tokius kaip proteazés,
nukleazés. Taip pat prisideda prie mitochondrijy pralaidumo per¢jimo poros (mPTP) kanalo
atsiradimo, taip mazinant mitochondrijy membrany potencialg, d¢l ko maz¢ja ATP gamyba ir didéja
lasteliy pazaidos (Matuz-Mares ir kt., 2022). SumaZéjusi ATP sintezé pasunkina energijos

pusiausvyros palaikymo procesa (Guo ir kt., 2013). Mitochondrijy funkcijos sutrikimas daznai

17



prisideda prie lasteliy ztities proceso. Pazeistos mitochondrijos gali iSskirti proapoptozinius veiksnius
1 citoplazma, tokius kaip citochromas c, taip pat suaktyvinti kaspazés fermentus, taip inicijuojant
programuota lasteliy ziitj. Nors Sis procesas Salina smarkiai pazeistas Igsteles, taciau tuo paciu ir

mazina funkcionuojanciy kardiomiocity kiekj (Nguyen ir kt., 2023).

1.2.4. llgalaikiai iSemijos - reperfuzijos padariniai

Ilgalaikis Sirdies iSemijos — reperfuzijos poveikis gali biiti labai kompleksinis ir sukelti daugybe
komplikacijy, turin¢iy jtakos ne tik Sirdies darbui, bet ir kity organy funkcijai. Nors reperfuzija yra
biitina norint i§vengti nuolatinio Sirdies pazeidimo, taciau paradoksaliai Sis procesas sukelia ne ka

maziau pazaidy, prisidedanciy prie ilgalaikiy iSemijos — reperfuzijos padariniy (Frank ir kt., 2012).

Organizmo lygmuo

D¢l mikrokraujagysliy pazeidimo ir uzdegiminiy Igsteliy sukibimo kai kuriais atvejais stebima
mikrokraujagysliy obstrukcija, dar vadinama ,neatsinaujinimo® liga. Sis reiskinys stebimas, kai
smulkieji Sirdies kapiliarai lieka uzblokuoti, nors pagrindinése vainikinése arterijose jau jvyko
reperfuzijos procesas. D¢l §io ,,neatsinaujinimo* proceso kai kurios sritys ir toliau lieka sunkiai
apripinamos deguonimi, o tai tik prailgina iSeminj pazeidimg (Bouleti ir kt., 2015). Negalincios
atsistatyti lastelés, kurios yra perdaug pazeistos, yra pakei¢iamos fibroziniu audiniu. D¢l fibrozés
susidaro randinis audinys, kuris nebegali atlikti funkcijy, biidingu sveikam miokardui. Viena i$ jy —
susitraukimas. D¢l Sios funkcijos sutrikimo sumazgja ir bendras Sirdies kraujo pumpavimo
efektyvumas, kas turi jtakos visy organy funkcijai (Talman & Ruskoaho, 2016). Tai sukelia procesa
vadinamg nepalankia skilveliy remodeliacija, ilgainiui gali lemti Sirdies nepakankamumo iSsivystima
(Talman & Ruskoaho, 2016). D¢l iSemijos — reperfuzijos gali sutrikti ir Sirdies laidumo sistema. D¢l
jony pusiausvyros pokycCiy atsiranda elektrinio nestabilumo sritys, dél kuriy padidéja rizika
aritmijoms, tokioms kaip skilveliy tachikardija ar prieSirdZiy virp¢jimas (Badura ir kt., 2024)
Funkcionuojan¢io S$irdies raumens netekimas ir padidéjusi fibrozé lemia neigiamg Sirdies
remodeliacija. Sis persitvarkymas gali lemti irdies nepakankamumo issivystyma (Park ir kt., 2020).
Reperfuzijos metu dél citokiny ir ROS atsirandantis uzdegimas gali pazeisti ir gretimus audinius, o
taip pat prisideéti prie sisteminio uzdegimo biisenos, kuri daznai siejama su létinémis ligomis (L. Chen

ir kt., 2017).

Lastelinis lygmuo

Dél Igsteliy negebéjimo iSemijos — reperfuzijos metu susidoroti su staigiais deguonies pokyciais
Sio proceso metu sutrinka kalcio reguliacija, dél kurios gali prasidéti aritmija ir i Sirdies remodeliacija
veda lgsteles link apoptozés ir nekrozés procesy (Kibel et al., 2020). Taip pat vyksta Igsteliy adhezijos

receptoriy aktyvacija, atsirandanti dél aktyvinto uzdegiminio atsako. Sis atsakas sukelia citotoksiniy
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mediatoriy iSskyrima, kuris padidina reaktyviy deguonies formy iSskyrimg ir Igsteliy pazaidy kiekj
(Soares et al., 2019). Sio proceso metu sukelti poky¢iai gali biiti priskiriami tiek funkciniams, tiek
struktiiriniams, taciau yra neigiami ir vedantys prie lasteliy ztties (Kibel et al., 2020).

Norint palaikyti normalig Sirdies funkcijg ir kardiomiocity biikle svarbiausia palaikyti 1gsteliy
redokso homeostaz¢. Sergan¢iy zmoniy organizme superoksido anijony randama du kartus daugiau
nei sveiko, kas parodo jy daromg zalg organizmo biiklei (Montaigne et al., 2014). Organizme atsirade
negrjztami oksidaciniai pazeidimai mitochondrijose yra siejami su jvairiy Sirdies ligy atsiradimu. D¢l
Sios priezasties pradéti ieSkoti terapiniai metodai ir pastebétas | mitochondrijas nukreipty
antioksidanty terapinis potencialas ligy, susijusiy su Siomis oksidacinémis pazaidomis gydyme (Jiang

et al., 2020).

1.3. HIF1A svarba iSemijai - reperfuzijai

Hipoksija indukuojantis faktorius 1-alfa (HIF-1a), tai transkripcijos faktorius, kuris turi svarby
vaidmenj lasteliy reagavime | maza deguonies kieki (hipoksijg) ir yra svarbus iSemijos — reperfuzijos
procese. ISemijos metu, audiniams jauciant deguonies truikumag, HIF-1a stabilizuojasi ir suaktyvéja,
yra kaupiamas Igstelése ir persikelia j branduolj. Ten HIF-1a prisijungia prie DNR esanciy j hipoksija
reaguojanciy elementy (HRE) ir skatina geny raiSka, kurie padeda lasteléms prisitaikyti prie
hipoksijos salygy ir reguliuoti energijos apykaita (Taylor & Scholz, 2022). Esant normalioms
organizmo salygoms, HIF-1a greitai suardomas proteasoma, taciau esant maZzam deguonies kiekiui
Sis skilimas nevyksta (Ziello ir kt., 2007). HIF-1a taip pat skatina medZziagy apykaitos peréjima nuo
aerobinés iki anaerobinés. Sis pokytis vyksta reguliuojant glikolinius fermentus ir maZinant
mitochondrijy sunaudojamo deguonies kiekj. Tai leidZia lasteléms generuoti ATP nenaudojant
deguonies ir sumazina oksidacinio streso rizikag (Lum ir kt., 2007). Indukuojant antioksidacinius
genus HIF-1a maZzina ROS kiekj ir uzkerta kelig lasteliy pazaidoms. Tai mazina reperfuzijos zala,
apsaugo lasteles nuo apoptozeés ir iSsaugo homeostaze (Li ir kt., 2019). HIF-1a aktyvuoja daugybe
geny, susijusiy su lgsteliy iSgyvenimu, pavyzdziui, kraujagysliy endotelio augimo faktoriy (VEGF)
ir eritropoeting. Jie sugeba palaikyti audiniy atstatyma ir kraujagysliy stabiluma. VEGF padeda
vystytis naujoms kraujagysléms, gerina perfuzijg ir padeda atsigauti iSemijos pazeistiems audiniams
(Pedrosa & Lemes, 2020). Lastelés aktyvuodamos HIF-1a gali i§ anksto sureguliuoti apsauginius

kelius ir taip pasiruos$ti numatomam reperfuzijos stresui ir sumazinti apoptozeés rizikg (Shi ir kt., 2007).

1.3.1. ISemijos - reperfuzijos modeliai

ISemijos — reperfuzijos modeliai yra svarbios priemonés tiriant pazeidimo mechanizmus ir
kuriant naujas gydymo strategijas. Naudojant juos mokslininkai turi galimybe imituoti iSemijos

procesa, po kurio seka reperfuzija, jvairiuose organizmo audiniuose, pavyzdziui Sirdyje. Sie modeliai
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naudojami ir in vitro (Iasteliy kultiiros), ir in vivo (gyviinai), o kiekvienas 1§ jy gali biiti pritaikomas

skirtingam pazeidimo aspektui tirti (Paz-Artigas ir kt., 2023).

In vitro modeliai

Norint tirti iSemijg — reperfuzijg laboratorinémis sglygomis, paprastumo délei Sis procesas yra
kei¢iamas hipoksija — reoksigenacija. Hipoksijos metu audiniai néra pakankamai apriipinami
deguonimi, sutrinka Igsteliy funkcija, o reoksigenacijos metu atsiranda staigus deguonies atsistatymas.
Nors iSemijos — reperfuzijos idealiy salygy in vitro atkartoti negalima, taCiau tai yra artimiausia
aplinka, sukelianti panaSius staigius deguonies pokycius, kurie primena vykstancus in vivo
(Manninen & Unger, 2016). HL-1 lgsteliy linija jau kurj laikg naudojama hipoksijos — reoksigenacijos
tyrimuose, norint atrasti biidy, kaip stabdyti neigiamus padarinius, atsirandancius §io proceso metu ir
pritaikyti $iuos tyrimus iSemijos — reperfuzijos padariniams gydyti (Qiu et al., 2020; Wang et al.,
2019).

Reperfuzijos metu, dél kalcio ir ROS sukelty mitochondrijy dinamikos poky¢iy,
kardiomiocituose iSryskéja mitochondrijy fragmentacija ir sumazéjusi ATP sinteze. In vitro modeliy
pagalba buvo atrasta, jog tokios medziagos kaip Mitofuzino-2 aktyvatoriai, kurie geba stabilizuoti
mitochondrijy membranos potencialg ir skatinti sinteze, gali paskatinti ATP gamyba ir taip sumazinti
lasteliy zutj (Zacharioudakis ir kt., 2022). Tyrimai taip pat atlickami izoliuotuose kardiomiocituose,
kur iSemijos — reperfuzijos metu pastebima struktiiriniy baltymy, tokiy kaip troponinas it titinas,
proteolizé. Nustatyta, kad §ig zalg suaktyvina nuo kalcio priklausomy proteaziy grupé — kalpaninai.
Inhibuojant kalpaninus galima veiksmingai sumazinti struktiirinius paZeidimus, taip iSlaikant
s¢kmingg kardiomiocity susitraukimo funkcija (Lim ir kt., 2004). In vitro eksperimentai naudojant
kardiomiocitus, iSskirtus i§ Suny su Sirdies sutrikimais, parode¢, kad reperfuzijos metu kalcio
perteklius greit patenka j citozolj ir mitochondrijas. Sis procesas atveria mitochondrijy pralaidumo
pereinamasias poras (mPTP), sukeliant lasteliy apoptoze ir nekroze. Pastebéta, kad mPTP inhibitoriai,
tokie kaip Ciklosporinas A, geba sumazinti mitochondrijy pazeidimus ir pagerinti kardiomiocity
gyvybinguma (Sharov ir kt., 2006). HL-1 kardiomiocitai taip pat naudojami iSemijos — reperfuzijos
tyrimuose. Sio tyrimo metu siekta nustatyti proceso jtaka mitochondrijy kristy persitvarkyme,
dalijimesi. Ankstyvosios reoksigenacijos metu pastebétas didesnis OMAI (proteazes, nukreiptos |
OPA1) proteolitinis aktyvumas (Kulek ir kt., 2022). OPA1 (opiné¢ atrofija 1) yra baltymas, padedantis
mitochondrijoms palaikyti tinkamg struktiirg ir funkcijg. Tai GTPaz¢ susjjusi su mitochondrijy

susiliejimu ir vidiné mitochondrijy membranos dinamika (H. Lee ir kt., 2017).

In vivo modeliai
ISemijos metu, dél kraujagysliy uzsikiSimo nutriuksta kraujo tiekimas j Sirdj. Po atlikty tyrimy

su pelémis nustatyta, jog 20 — 30 min. nuo §io proceso pradzZios, atsiranda negrjZtami poky¢ciai Sirdies
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raumenyje. Po kurio laiko kraujo tiekimas organizme yra atstatomas ir tai vadinama reperfuzija.
Pastebéta, kad Sio proceso metu, dél staigaus deguonies sugrazinimo j audinius ir 1gsteles, susidaro
reaktyvios deguonies formos ir atsiranda didzioji dalis pazaidy organelése, jskaitant ir mitochondrijas
(Soares et al., 2019).

ISemijos — reperfuzijos mechanizmas in vivo tyrimy metu gali buti atkartojamas keliais
skirtingais budais. Vienas i$ labiausiai paplitusiy metody, naudojamas maziems gyviinams, tokiems
kaip pelés ar ziurkés, yra vainikiniy arterijy susiaurinimas ir pakartotiné infuzija. Kairioji priekine
nusileidziancioji (LAD) vainikiné arterija yra uzkemsama chirurginiu siiilu, kuris véliau gali buti
atlaisvinamas (Villiers & Riley, 2020). Ziurkéms, kurioms i$emija buvo sukelta LAD okliuzijos
metodu Zenkliai padidéjo infarkto tikimybé, lyginant esu kontroline grupe. ISemingje srityje miokardo
audinys tapo nekrotiniu, ypac ilginant iSemijos ar reperfuzijos laikotarpius (Connelly ir kt., 1985).
Norint tirti iSemijos — reperfuzijos mechanizma didesniuose gyviinuose, tokiose kaip Sunys ar kiaulés,
yra naudojama balioniné okliuzija, kurios metu kateteris yra jkiSamas ] vainiking arterijg ir
pripuciamas balionas kuriam laikui uzkemsa arterijg ir stabdo kraujotaka (Silva & Emter, 2020). Po
reperfuzijos kiauliy miokardo galimybé susitraukinéti sumazéja, dél Sios priezasties sumazéja ir
kairiojo skilvelio i§stimimo frakcija. Taip pat stebima sistoliné ir diastoliké disfunkcija (Correia ir
kt., 2021)Varliagyviy modeliuose norint sukelti iSemija yra pasitelkiamas 3altis. Sis staigus
temperatiiros pokytis suardo baltymus ir formuojant ledo kristalus pazeidzia lasteliy membranas, taip

sukeliant apoptozg ir nekroze (Jewhurst & McLaughlin, 2016).

ISemija - reperfuzija ir modeliy palyginimas

In vivo ir in vitro Sirdies iSemijos-reperfuzijos (I/R) modeliai svarbis tiriant pazeidimy
mechanizmus bei kuriant gydymo strategijas. Kiekvienas 1§ modeliy turi unikaliy privalumy ir
trukumy, todél kiekvieno aspekto tyrimams reikia kruopsciai pasirinkti tinkamiausig (Kar ir kt., 2024).
In vivo modeliuose paprastai naudojami grauzikai, kuriuose imituojamas iSemijos — reperfuzijos
mechanizmas organizme. Jais galima atkartoti ne tik pacios Sirdies sistemos veikla, taciau ir jos sgsaja
su kitomis organizmo sistemomis. Tai padeda sukurti realistiSka konteksta, kaip paZeidimai daro jtaka
visam organizmui (van Doorn ir kt., 2024). In vitro tyrimuose démesys skiriamas izoliuotoms
lasteléms arba audiniams, o patys tyrimai atlieckami kontroliuojamomis laboratorinémis saglygomis.
Siy tyrimy metu tiksliai kontroliuojamo visas tyrimo salygas, jskaitant deguonies kiekj, tod¢l galima
tirti lasteliy ir molekulines reakcijas j iSemija — reperfuzija, atskiriant jas nuo bendros sistemos. Sie
modeliai tinka mitochondrijy funkcijos, oksidacinio streso tyrimams (Novakovic ir kt., 2014). In vivo
modeliai parodo tikroviSkesnius atsakus, nes jiems jtakos turi ir amzius, lytis ar net laikymo salygos,

taciau dél Siy prieZasCiy apsunkeja rezultaty atsikartojamumas. /n vitro metodai neapima daug
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kintamyjy, taiau jy rezultaty atkartojamumas yra daug geresnis (von Kortzfleisch ir kt., 2020)

(Hirsch & Schildknecht, 2019).

1.4. Medziagos apsaugancios nuo iSemijos - reperfuzijos

Sirdis silpnai geba kaupti didelius energijos kiekius, kurie jai yra reikalingi, todél energija turi
biti sintetinama nuolat. Mazdaug trecdalj Sirdies miocity tiirio uzima mitochondrijos, gebancios
pagaminti 95% miokardo ATP. Taip pat mitochondrijos atsako uz kalcio homeostaze, redokso bukle
ir lipidy sinteze (Murphy et al., 2016) Nustatyta, kad tokios medziagos kaip antioksidantai,
prieSuzdegiminés medziagos ir mitochondrijy apsauginés medziagos geba apsaugoti organizmg nuo

iSemijos — reperfuzijos pazeidimy (Soares ir kt., 2019).

1.4.1. Antioksidantai apsaugantys nuo iSemijos - reperfuzijos

Tyrimai parode, kad kai kurie | mitochondrijas nukreipti antioksidantai, tokie kaip Mito-
TEMPO, MitoSNO, SkQ1, MitoQ, MitoE, SS-20 ir SS-31 potencialiai gali biiti naudojami terapiniam
mitochondrijy pazaidy mazinimui ir kai kuriy kity iSemijos — reperfuzijos sukelty simptomy
slopinimui (Jiang et al., 2020). MitoQ dé¢l savo teigiamo kriivio geba mazinti protony gamyba,
ribodamas kvépavimo grandinés aktyvuma (Bao et al., 2023). Jis buvo naudingas mazinant fibrozg ir
gerinant kairiojo skilvelio iSstimimo frakcija (LVEF) grauziky modeliuose miokardo infarkto metu,
taip pat uzkertant kelig Sirdies hipertrofijai. Nors §i medZiaga sékmingai mazino iSemijos —
reperfuzijos sukelty padariniy Zala, deja infarkto dydis nepakito, nes MitoQ tiesiogiai neveikia
nekrozés (Souza-Neto ir kt., 2022). Sékmingi ikiklinikiniai MitoQ tyrimy rezultatai paskatino
diastolés disfunkcijos ir periferiniy arterijy ligos tyrimus (Chatfield ir kt., 2019)

SS-31, dar kitaip vadinamas Elamipretidu, mazina ROS gamyba, saugodamas mitochondrijas
nuo depoliarizacijos, membrany pralaidumo susidarymo, Ca®>" sukelto brinkimo, neturédamas
poveikio sveikoms mitochondrijoms (Zhu et al., 2022). Ziurkiy modeliuose SS-31 pagerino kairiojo
skilvelio i$stimimo frakcija, kas yra pagrindinis Sirdies funkcijos rodiklis (F.-Y. Lee ir kt., 2018).
Tyrimai rodo, kad SS-31 mazina oksidacinio streso zymeny (NOX-1 ir NOX-2), apoptozés ir
uzdegimo zymeny (Kaspazés-3, suskaidytos TNF-a, Bax) kiekius. Taip pat SS-31 skatino
mitochondrijy vientisumo ir apsaugos nuo apoptozes Zymeny SIRT1/SIRT3 ir Citochromo C raiska
(Fernandez Rico ir kt., 2022; Suo ir kt., 2022). SS-31 naudojimas reperfuzijos metu buvo pranasesnis
uz placebo efekta ir parodé teigiamg Sio antioksidanto poveikj sergant Sirdies nepakankamumu

(Chakrabarti ir kt., 2013).

1.4.2. PrieSuzdegiminés medziagos apsaugancios nuo iSemijos - reperfuzijos
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Uzdegimas yra svarbus veiksnys iSemijos — reperfuzijos pazeidimo metu. Kadangi citokinai ir
imuninés lgstelés didina audiniy pazeidimus, prieSuzdegiminiai vaistai veikia mazinant imuniniy
lasteliy infiltracija, uzdegiminiy citokiny i§skyrimg ir kitus uzdegima skatinancius procesus (Soliman
& Barreda, 2023). Vienas i§ tokiy pavyzdziy — kortikosteroidai. Sie stipriis priefuzdegiminiai vaistai
slopina citokiny gamybg, taciau jy naudojima iSemijos — reperfuzijos pazaidy padariniams yra
ribojamas dél Salutinio poveikio (Yasir ir kt., 2024). Po kortikosteroidy poveikio pager¢ja kairiojo
skilvelio iSstimimo frakcija (LVEF) gyviinuose ir sumaz¢ja miokardo infarkto dydis, slopinant
uzdegimines reakcijas (Francisco & Del Re, 2023; Wand ir kt., 2022) . Kortikosteroidai slopina
prouzdegiminiy citokiny, tokiy kaip TNF-a, IL-1 ir IL-6 gamyba, taip pat sumazina oksidacing Zala,
moduliuojant antioksidacinius fermentus, tokius kaip superoksido dismutazé ar katalazé (Francisco
& Del Re, 2023; Jin & Kang, 2024).

[Semijos — reperfuzijos pazaidoms mazinti gali biiti naudojami ir citokiny gamybg maZzinantys
bei lasteliy membranas stabilizuojantys statinai, kurie dazniausiai naudojami lipidy kiekio mazinimui
(Koushki ir kt., 2020). Jie geba slopinti prouzdegiminiy citokiny, tokiy kaip TNF-a, IL-6 ir IL-1p,
sintez¢ per poveikj mevalonato keliui, mazinant izoprenoidy gamyba, kurie yra bitini
uzdegiminiuose keliuose dalyvaujan¢iy mazyjy GTPaziy aktyvinimui (Bonsu ir kt., 2013). Statinai
taip pat didindami endotelio azoto oksido sintazés (eNOS) aktyvuma, didina azoto oksido (NO)
biologinj priecinamuma, taip prapléciant kraujagysles ir pagreitinant kraujotaka (Gorabi ir kt., 2019).
Bendraja prasme prieSuzdegiminiai vaistai geba mazinti imuninio atsako poveikj Sirdies audiniui,

apribojant fibroze ir lasteliy Zitj, ir taip pagerinant atsistatyma po reperfuzijos (Halade & Lee, 2022).

1.4.3. Mitochondrijy apsaugos priemonés

Pagrindiniai paZeidimai iSemijos — reperfuzijos metu atsiranda dél mitochondrijy disfunkcijos
nes reperfuzija gali paskatinti mitochondrijy pralaidumo pereinamyjy pory (mPTP) atsidaryma, ATP
sintezes sumazejima ir 1asteliy Ziitj. Mitochondrijy apsauginés medziagos stabilizuoja mitochondrijy
funkcija, didina lgsteliy energetinj atsparumg ir uzkerta kelig mPTP atsidarymui. Ciklosporinas A
slopina mPTP atsidarymg iSsaugodamas mitochondrijy funkcija ir maZindamas lasteliy Zities
tikimybe (Tapia ir kt., 2024). Jis veikia prisijungdamas prie ciklofilino D, kuris yra pagrindinis mPTP
reguliatorius ir neleidZia jam atsidaryti. Taip palaikomas mitochondrijy vientisumas, DNR ir baltymai
apsaugomi nuo kenksmingy ROS pazaidy ir inhibuojamas apopototiniy faktoriy iSskyrimas (Mishra
ir kt., 2019).

Viena i§ mitochondrijas apsauganc¢iy medZziagy - iSeminio pirminio kondicionavimo imitatoriai,
tokie kaip adenozinas. Jie geba suaktyvinti apsauginius kelius, kurie padidina mitochondrijy
atsparumg iSemijos — reperfuzijos pazeidimams (Headrick & Lasley, 2009). ISeminis pirminis

kondicionavimas (IPC), tai apsauginis mechanizmas, kai sukuriami trumpi iSemijos — reperfuzijos
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epizodai, taip sukuriant atsparumg ateityje galintiems nutikti ilgesniems iSemijos — reperfuzijos
procesams. Adenozinas yra vienas i§ §io proceso farmakologiniy imitatoriy, kuris aktyvina tuos
pacius molekulinius kelius. (Goldhaber, 1997). Adenozinas geba imituoti APC poveikj, jungdamasis
prie adenozino (A1, A2A, A2B ir A3 ) receptoriy Sirdies lgstelése. Prisijungimas prie A1 receptoriaus
mazina ciklinio AMP kiekj ir taupo energija iSemijos metu, létinant Sirdies ritma, o prie A2 prieSingai
— skatina kraujagysliy iSsiplétimg ir reperfuzijos metu gerina kraujotaka, o prisijungimas prie A3
papildomai mazina oksidacinj stresg ir uzdegima (Manjunath & Sakhare, 2009).

Nors melatoninas geriau zinomas dél savo antioksidaciniy savybiy, jis taip pat geba stabilizuoti
ir mitochondrijy membranas, neleisdamas atsidaryti mPTP (Srinivasan ir kt., 2011). ISemijos —
reperfuzijos metu staiga atsistacius kraujotakai susidaro didelis ROS kiekis. Melatoninas
neutralizuoja superoksido anijonus, hidroksilo radikalus ir veikia kaip tiesioginis ROS Salintojas. Jis
taip pat skatina endogeniniy antioksidaciniy fermenty aktyvuma, stiprina Sirdies apsauga nuo
oksidaciniy pazaidy (Abadi ir kt., 2018; Loren ir kt., 2017). Melatoninas mazina uzdegima ir tolesnj
audiniy pazeidima slopindamas prouzdegiminiy citokiny iSsiskyrima, NF-xB aktyvacija ir
regulivodamas antiapotozinius (Bcl-2) ir proaptozinius baltymus (Bax), taip stabdydamas
kardiomiocity Zzati (Tarocco ir kt., 2019; Tobeiha ir kt., 2022). Mitochondrijas apsaugancios
medziagos skatina palaikyti stabilia ATP sinteze, gerina Sirdies lasteliy iSgyvenamuma, padeda

iSlaikyti Sirdies funkcijg ir po iSemijos — reperfuzijos pazeidimo (Camara ir kt., 2011).

1.5. Kalcio svarba sirdies homeostazei

Kalcio homeostazé ir mitochondrijy aktyvumas yra susije procesai. Kardiomiocituose Ca** jony
mainai tarp mitochondrijy ir endoplazminio tinklo skatina lgsteliy bioenergetika, o sutrikimai —
patologinius procesus. Ca** jonai citoplazmoje yra svarbils kardiomiocity susitraukimui, o
mitochondrijy matricoje gali reguliuoti ATP sintezg, veikdamas fermentus ir baltymus. Akivaizdu,
kad bet kokie citoplazminio ir mitochondrinio kalcio kiekiy ar signaly pokyciai gali nulemti

patologinius procesus. (Rossi et al., 2019).

1.5.1. Kalcio svarba Sirdies susitraukimui

Kalcis (Ca?") atlieka svarby vaidmen] miokardo susitraukimo procese. Jis yra biitinas
suzadinimo ir susitraukimo procese, kuomet Sirdies skaidulos yra skatinamos elektrinio impulso ir
taip efektyviai pumpuojamas kraujas. Procesas yra kontroliuojamas tikslaus kalcio jony judéjimo ir
jy reguliavimo kardiomiocituose (Hoang-Trong ir kt., 2015). Sirdies plakimas inicijuojamas, kai
raumens lgstele pasiekia elektrinis signalas. Bitent jis skatina Igstelés membranos kalcio kanaly
atidaryma ir nedidelio kalcio kiekio patekimg i lastele. Nedidelis kalcio kiekio patekimas i Iastele
skatina sarkoplazminiame tinklelyje sukaupto didesnio kalcio kiekio i§skyrima. ISskirtas kalcis geba

prisijungti prie baltymo, esancio ant plony aktino gijy ir vadinamo troponinu (Eisner ir kt., 2017).
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D¢l sio prisijungimo aktino ir miozino filamenta sgveikauja, todél raumeniné skaidula sutrumpéja ir
raumuo susitraukia. Norint, kad lastelés atsipalaiduoty, kalcis turi pasiSalinti i§ citoplazmos. Tam
pasitelkiamos pompos, kurios pumpuoja kalcio jonus atgal j sarkoplazminj tinklg ir i§ Igstelés.
Sumazéjus vidulastelinei kalcio koncentracijai, susitraukimo procesas nutraukiamas, o Sirdies
raumuo atsipalaiduoja iki sekanio impulso (Gash ir kt., 2024). Sirdies ritmas dalinai reguliuojamas
pagal tai, kaip greitai kalcis gali patekti j kardiomiocitus ir 1§ jy. Kuo greitesnis kalcio iSskyrimas ir
pakartotinis pasisavinimas, tuo greitesnis Sirdies plakimas, o nenormali kalcio apykaita gali sukelti

aritmijas (Marks, 2013).

1.5.2. Kalcio signaly pakitimai po iSemijos reperfuzijos

[Semijos — reperfuzijos metu Sirdyje sutrinka kalcio signaly perdavimas, o tai gali sukelti
susitraukimo sutrikima, 1asteliy pazeidimus ir net zutj. Kalcio jonai (Ca*") atlicka gyvybiskai svarby
vaidmenj, o tam butinas tikslus kalcio apykaitos reguliavimas reikalingas S$irdies raumens
susitraukimui ir atsipalaidavimui. Taciau iSemijos — reperfuzijos metu dél pazaidy kalcio
signalizacijos keliai dél energijos tritkumo, oksidacinio streso ir pakitusios Igsteliy aplinkos tampa

nereguliuojamomis, dél ko atsiranda kalcio perteklius (Wang ir kt., 2020).

Citoplazminis kalcis

Pastebéta, jog tokie procesai kaip iSemija — reoksigenacija ne tik sukelia mitochondrijy pazaidas,
taciau ir sukelia kalcio kiekio svyravimus, kurie normaliomis saglygomis yra grieztai kontroliuojami.
HL-1 kardiomiocituose Sis procesas padidina citoplazminio kalcio kiekj, skatina apoptoze, keicia
kalcio osciliacijy daznumg, kas veda link slopinamos ATP gamybos, energijos trukumo ir
programuotos kardiomiocito mirties (Astrdm-Olsson et al., 2012; Hu et al., 2020). Citoplazminio
kalcio kiekis yra svarbus ritmingiems $irdies susitraukimui, kalcio jonams patenkant j citoplazma per
L-tipo kalcio kanalus, skatinant papildomg kalcio i§ sarkoplazminio tinklo iS$skyrimg ir jo
prisijungimg prie troponino (Braveny, 2002). Norint sukelti atsipalaidavima, kalcis SERCA siurbliy
pagalba sugrazinamas atgal j sarkoplazminj tinkla arba pasalinamas per Na'/Ca?* kanala. Sis
citoplazminio kalcio homeostazé uztikrina reguliary plakimg ir saugo Sirdj nuo kalcio pertekliaus (Xu
& Remmen, 2021).

[Semijos metu d¢l sutrikusios ATP sintezés ir energijos tritkumo sutrinka nuo ATP priklausomi
kalcio jony kanalai, kurie padeda palaikyti Zemga citoplazminio kalcio kiekj, todeél kalcis pradeda
kauptis citoplazmoje (Gusarova ir kt., 2011). D¢l atsiradusiy anaerobiniy salygy, kaupiasi pieno
rugstis ir krenta vidulgstelinis pH, sutrikdomas jony gradientas (ypa¢ Na' ir Ca?'), didéja
citoplazminio kalcio kiekis (Kalogeris ir kt., 2012). Siy procesy sukeltas citoplazminio kalcio
kaupimasis apsunkina atsipalaidavimo procesg ir sukelia pazaidas, skatinamas nestabdomas kalcio

kiekio didéjimas (Kristian & Siesjo, 1996).
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Reperfuzijos metu atsistacius deguonies pernasai, kalcio kanalai atidaro, kalcis pradeda staigiai
plasti j kardiomiocitus, yra atstatomas jony gradientas. Sis staigus kalcio pokytis sukelia nemaza dalj
reperfuzijos pazeidimy (Wang ir kt., 2020). Sj perteklinj kalcio kiekj gali pasisavinti mitochondrijos,

taciau dél Sios priezasties atsiranda mitochondrinio kalcio perteklius (Walkon ir kt., 2022).

Mitochondrinis kalcis

Kardiomiocity mitochondrijose sintetinama daugiau nei 90 % ATP, kurio sintezei yra svarbus
ir mitochondrinis kalcis (Y. Hu ir kt., 2024). Mitochondrijy kalcis stimuliuoja pagrindinius
trikarboksirugsties (TCA) ciklo fermentus, didina kvépavimo grandin¢je dalyvaujanciy
redukuojanciy agenty NADH, FADH: kiekius ir taip prisideda ATP sintezés elektrony transportavimo
grandinéje (Zong ir kt., 2024). Kaip jau minéta, mitochondrijos svariai prisideda prie citoplazminio
kalcio homeostazés palaikymo, pasisavinant dalj jo. Sis mechanizmas padeda palaikyti tinkama
Sirdies susitraukimo ir atsipalaidavimo ciklg (Boyman ir kt., 2014).

ISemijos metu dél deguonies trilkumo yra stabdomas oksidacinis fosforilinimas ir smarkiai
sumazgja ATP gamyba. D¢l Sios priezasties susilpnéja mitochondrijy funkcija ir yra sutrikdomas
kalcio pasisavinimas. Taciau iSeminémis sglygomis dél sulétéjusios kalcio kanaly veiklos
mitochondrinio kalcio kiekis drastiSkai nesikeifia (Kristidn, 2004). Sumazéjes mitochondrijy
membrany potencialas dar labiau susilpnina kalcio jsisavinimo pajégumg. D¢l to atsiranda jony
disbalansas ir lastelés priartéja prie pazeidziamumo ribos (Matuz-Mares ir kt., 2022).

Reperfuzijos metu, suaktyvéjus kalcio kanalams, mitochondrijos vél pradeda savintis
citoplazminio kalcio pertekliy ir taip atsiranda mitochondrinio kalcio perteklius (Murphy & Liu,
2022). Sis perteklius sukelia nespecifinio kanalo mitochondrijy membranose mPTP atsivérimg. Jis
sutrikdo membranos potencialg, leisdamas tirpioms medziagoms bei jonams laisvai tekéti i$
mitochondrijy ir sukelti ATP sintezés sutrikimus, mitochondrijy patinimg bei proapoptotiniy faktoriy
i8skyrimg | citozolj (Bernardi ir kt., 2023). Reperfuzijos metu yra skatinamas ir ROS i$skyrimas.
Didelis ROS kiekis gali pazeisti DNR, baltymus ar lipidus ir dar padidinant pazaidy kiekj ir 1asteliy
Zities rizika, tesiant mitochondrijy pazaidy ciklg (Xiang ir kt., 2021).
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2.

2.1.

Medziagos ir metodai

MedzZiagos
Rinkiniai:
,»ab14085 - Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit*“ — ,,Abcam* Waltham, MA, JAV
»alamarBlue®“ - Invitrogen, ,,Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, JAV
»CYQUANT® Cell Proliferation Assay Kit“ - Invitrogen, ,,Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, JAV

»Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit ,, - ,,Sigma Aldrich®, Sent Luisas, MO, JAV
»Maxima first strand cDNA synthesis kit with dsDNase* - ,, Thermo Fisher Scientific*, Waltham,

MA, JAV

JAV

»Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix (2X)“ - ,,Thermo Fisher Scientific*, Waltham, MA,

»RNeasy Mini Kit“ —,, QIAGEN* Germantown, MD, JAV

Terpiy komponentai:

,»Claycomb* - | Sigma Aldrich®, Sent Luisas, MO, JAV

»DMEM, low glucose, pyruvate* - Gibco™ , Thermo Fisher Scientific*, Waltham, MA, JAV
»MitoTEMPO* - | Sigma Aldrich®, Sent Luisas, MO, JAV

,RPMI 1640 — , Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, JAV

LHrypsin-EDTA® - | Thermo Fisher Scientific*, Waltham, MA, JAV

FBS - ,,Thermo Fisher Scientific*“, Waltham, MA, JAV

Pagalbinés priemonés:

1,5 ml megintuveliai — ,,Eppendorf* Hamburgas, Vokietija
200 ul megintuveliai - ,,Thermo Fisher Scientific*, Waltham, MA, JAV
96 sulinéliy PGR plokstelé - ,,Starlab*, Hamburgas, Vokietija.

96 Sulineliy plokstelé spektrometrijai- ,,Greiner Bio-One®, Kremsmiunsteris, Austrija

Pradmenys:
Atp2a — ,,Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, JAV

B2m - ,,Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, JAV
Cacnalc - ,,Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, JAV
Ryr2 -, Thermo Fisher Scientific*, Waltham, MA, JAV
Slc8al — ,,Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, JAV
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Dazai:
Cal520 - ,,Abcam‘ Waltham, MA, JAV
Rhod-2 - ,,Abcam‘ Waltham, MA, JAV

Papildomos priemongs:

BSA - ,,Sigma Aldrich®, Sent Luisas, MO, JAV

Etanolis - ,,Sigma Aldrich®, Sent Luisas, MO, JAV

Fibronektinas - ,,Sigma Aldrich®, Sent Luisas, MO, JAV

HL-1 kardiomiocity linija — ,,Sigma Aldrich®, Sent Luisas, MO, JAV

PBS - ,,Sigma Aldrich, Sent Luisas, MO, JAV

Plévelé PGR ploksteléms - ,,Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, JAV
Zelatina - »Sigma Aldrich®, Sent Luisas, MO, JAV

2.2. Metodai

2.2.1. HL-1 kardiomiocity kultivavimas

HL-1 kardiomiocitai auginami pagal gamintojo (Merck) protokola, Claycomb terpéje,
papildytoje 10% FBS, penicilinu, norepinefrinu ir L-glutamatu. Lasteléms pasiekus konfluencijg jos
atkabinamos su 0,05% tripisna/EDTA tirpalu. Atkélus lasteles tripsinas nukenksminamas auginimo
terpe su serumu, lgstelés centrifuguojamos 5 min. 500g. Nukabintos Igstelés suskaiciuojamos
FastRead kamera ir uZSaldomos arba sé¢jamos tyrimams. Prie§ s¢jant lgsteles indai padengiami
zelatinos/fibronektino tirpalu 1 val. 37°C temperatiroje sluoksniu (miSinys sudarytas i§ 10 ml
zelatinos, 250 pl fibronektino, 39,75 ml vandens).Lastelés Saldomos 95% FBS ir 5% DMSO terpé¢je
ir saugomos -150°C Saldiklyje.

2.2.2. Lasteliy auginimas hipoksijos-reoksigenacijos sglygomis

HL-1 kardiomiocitai auginami naudojant skirtingus hipoksijos laikus, naudojant BioSpherix,
Xvivo System Model X3 hipoksijos kamerg. Tyrime buvo jvertinta skirtingos terpés, serumas ir kelios
deguonies koncentracijos.

Hipoksija-reoksigenacija su 1% O,. Dalis lasteliy palyginimui tris dienas auginamos normoksijos

salygomis (21 % O, 5 % CO», 37°C). Kitos lagstelés po dienos normoksijoje (21 % Oz, 5 % COo,

37°C) perkeliamos  hipoksijos (1 % Oz, 5 % CO., 37°C) salygas 24 valandoms, tuomet graZinamos
1 normoksijos (21 % Oz, 5 % CO», 37°C) salygas. Likusi lasteliy dalis pirmas 48 valandas laikomos
hipoksijos (1 % 02, 5 % CO2, 37°C) salygomis, tuomet parai perkeliamos j normoksijos (21 % O,
5% CO», 37°C) salygas.

28



Hipoksija-reoksigenacija su 0,1% O DMEM, RPMI 1640 ir Claycomb terpése. IS pradziy HL-1

kardiomiocitai 6 valandas auginami hipoksijos saglygomis (0.1 % O2, 5 % CO», 37°C) naudojant tris
skirtingas terpes: DMEM, RPMI 1640 ir Claycomb. Dalis méginiy laikoma terpése be serumo, o
likusi su papildomai pridétu 10% serumo. Po 6 valandy lastelés perkeliamos | normoksijos salygas
(21 % Oz, 5 % CO2, 37°C). Perkelimo metu terpés pakeic¢iamos. Lygiagreciai dalis to paties séjimo
lasteliy laikomos normoksijos saglygomis ir naudojamos kaip kontroliné grupe.

Hipksija-reoksigenacija su 0,1% O su MitoTEMPO. Lastelés valandg laiko laikomos Claycomb

terpéje su 10% serumo, normoksijos salygomis (21 % Oz, 5 % CO2, 37°C) su 1 arba 5 uM
MitoTEMPO. V¢liau kardiomiocitai 6 val. perkeliami j hipoksijos salygas (0.1 % Oz, 5 % CO, 37°C),
prie$ tai pakeiCiant terp¢ | RPMI 1640 be arba su 10% serumo. Tada pakei¢iama terp¢ ir lastelés
perkeliamos atgal j normoksines salygas (21 % O2, 5 % CO., 37°C). Kiekvieno perkélimo metu
keiciant terpe | dalj méginiy papildomai pridéta 1 arba 5 uM MitoTEMPO.

2.2.3. Laktato dehidrogenazés aktyvumas

Tyrimas atliktas naudojant Sigma — Aldrich rinkinj ,,Lactate Dehydrogenase Activity Assay
Kit“. Prie§ pradedant tyrima reagentai atSildomi iki kambario temperatiiros ir atskiedziami iki
reikiamy koncentracijy pagal protokola. Kolometrinei analizei paruo$iami NADH standartai,
dublikatais pridedant 0, 2, 4, 6, 8, 10 ul 1,25 mM NADH standarto ir iki 50 pl pripildant LDH
buferiniu tirpalu.

Meéginiai taip pat pilstomi dublikatais, | kiekvieng Sulinélj pilant 15 pl méginio ir 35 pl LDH
buferinio tirpalo. Véliau, naudojant 48 pul LDH buferinio tirpalo ir 2 pl LDH substrato miSinio
(proporcijos nurodytos vienam $ulin¢liui), paruosiamas reakcijos misinys. Sis misinys i$pilstomas j
visus Sulin¢lius, gerai papipetuojama ir méginiai 2-3 minutes, saugant nuo Sviesos, inkubuojami
Svelniai purtant. Tuomet pusvalandj kas 2 min. atlickamas matavimas, ties 450 nm bangos ilgiu,
inkubuojant plokstele 37°C temperattiroje. Spektrofotometriné analizé atliktas u SpectraMax® 13
(Molecular Devices).

Rezultatai apskaic¢iuojami pagal protokole nurodyta formulg, naudojant standarting kreiveg.
B
(Rekacijos laikas ) x V

x meginio skiedimas
B — sugeneruoto NADH skirtumas tarp galutinio ir pradinio laiky;
V — 1 Sulinélj jdéto meginio tiris (mL).

2.2.4. Gyvybingumo nustatymas su alamarBlue™
Tyrimas atlickamas pagal gamintojo Invitrogen protokolo ,,alamarBlue® Cell Viability
Reagent” rekomendacijas. Nuo lgsteliy nusiurbiama terpé ir pasiruoSiamas mi$inys, sudarytas i§ 9

daliy terpés ir 1 dalies alamarBlue dazo. | vieng 96 Sulinélj idedama 150 pl terpés ir dazo miSinio,
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inkubuojama 5 % CO2, 37°C temperatiiroje, 3 valandas. Nuo kiekvieno Sulinélio nusiurbiama po 100
ul ir matuojama fluorescencija 560 Ex, 590 Em, ploksteléje be dangtelio. Spektrofotometriné analizé

atliktas u SpectraMax® i3 (Molecular Devices).

2.2.5. Lasteliy kiekio nustatymas su CyQuant™

Tyrimas atliekamas naudojant Invitrogen rinkinj ,,CyQUANT® Cell Proliferation Assay
Kit*“ pagal gamintojo rekomendacijas. Po gyvybingumo nustatymo su alamarBlue™, plokstelé su
iSsétomis HL-1 lgstelémis parai yra uzSaldoma -70 °C temperatiiroje. Matavimo dieng plokstelé
atSildoma iki kambario temperatiros. ParuoSiamas mL dazymo miSinys: 2.5 pl dazo, 50 pl lasteliy
lizés buferio ir 947.5 ul H»O. Lastelés su Siuo buferiu inkubuojamos 2-5 minutes kambario
temperatiiroje, saugant nuo Sviesos, o tada matuojama fluorescencija, naudojant suzadinimg ties 480

nm, o emisijg ties 520 nm su SpectraMax® i3 (Molecular Devices).

2.2.6. Aneksino V kiekio nustatymas tékmeés citometru

Tyrimas atlickamas naudojant Abcam rinkinj ,,ab14085 - Annexin V-FITC Apoptosis Detection
Kit ,, pagal gamintojo rekomendacijas. Lasteléms pasirinktu biidu sukeliama apoptozé, kad dazas
galéty patekti i 1astelés vidy. Tiriami méginiai laikyti 1% arba 0,1% hipoksijos saglygomis pagal 2.2.2.
apraSyta metoda. Matavimo dieng lgstelés atkeliamos pagal 2.2.1 punkte aprasSyta metodika. Lastelés
dazomos 250 pl x buferio su 2.5 pul Aneksino V dazu ir inkubuojama kambario temperatiiroje, tamsoje,
5 minutes. Aneksino V-FTIC prisijungimas analizuojamas Cytek® Guava® easyCyte™ Flow

Cytometer t¢kmés citometru (Ex =488 nm; Em = 530 nm), naudojant FTIC signalo detekcija.

2.2.7. Kalcio dazai

Po 6 val. hipoksijos (0,1% O3) ir 16 val. reoksigenacijos lastelés daZzomos atitinkamoje RPMI
1640 terpejé su arba be serumo. Citoplazminis kalcis dazomas su 3 uM Cal520, o mitochondrinis su
5 uM Rhod-2 5 % CO2, 37°C temperatiiroje, 30 min. Po dazymo terp¢ pakeiCiama, Igstelés
vizualizuojamos su EVOS M7000 fluorescenciniu mikroskopu. Kalcio kiekis nustatomas su ImageJ

programa.

2.2.8. Geny raiskos jvertinimas HL-1 kardiomiocituose.

RNR gryninimas kolonéliy pagalba. RNR gryninimas atlieckamas pagal gamintojo

rekomendacijas, naudojant ,,RNeasy Mini Kit“ protokolg. Nustatomas turimy méginiy turis ir
kiekvienas méginys papildomas 70% EtOH, kad méginys su etanoliu biity santykiu 1:1. RNeasy Mini
spin kolonélés perkeliamos | 2 ml surinkimo meégintuvelj ir ne daugiau nei 700 pl pries tai padaryto

misinio perkeliama j kolonéle. Méginiai centrifuguojami 15 s, 800 x g greiciu, o nucentrifugavus
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paSalinamas skystis. Kolon¢lés praplaunamos 700 ul RW1 buferio, po to porg karty 500 ul RPE
buferio kartojamas centrifugavimo ir skyscio pasalinimo Zingsniai. Kolonél¢é perkeliama | naujg 2 ml
surinkimo megintuvelj ir maksimaliu greiciu centrifuguojama 1 min., siekiant paSalinti likusj skystj
ir nusausinti kolonélés membrang. Kolonélé perkeliama j 1,5 ml surinkimo mégintuvélj ir i jg jpilama
20 pul vandens be RNA‘ziy ir centrifuguojama 1 min, 800 x g greiCiu. Norint gauti geresng RNR
koncentracija, miSinys, gautas nucentrifugavus antrg karta praleidziamas per kolonélg ir
centrifuguojamas pagal ankstesnius reikalavimus. RNR koncentracija ir grynumas nustatomi
naudojant spektrometrg SpectraMax® 13 (Molecular Devices) ir jvertinant optinj tankj OD260/280.
Kopijinés DNR sintezé. Naudotas ,Maxima first strand cDNA synthesis kit with

dsDNase* protokolas pagal gamintojo rekomendacijas. | atvirkstinés transkripcijos reakcija dedama
250 ng RNR, pridedama papildomai H>O, kad tiiris bty 8 pl. | kiekvieng mégintuvélj dedama po 1
ul ,,dsDNase“ ir ,,10X dsDNase buffer, méginiai gerai sumaiSomi, nucentrifuguojami ir perkeliami
1 termocikleri 2 min., kur bus inkubuojami 37°C temperatiiroje. ISémus i§ termociklerio, i kiekvieng
méginj jdedama 4 pl ,,5X Reaction Mix*“, 2 ul ,,Maxima Enzyme Mix“ ir 4 pl vandeniu be nukleaziy.
ISmaisius ir nucentrifugavus meginiai inkubuojami 10 min 25°C, 15 min 50°C, 5 min 85°C.

Tikro laiko polimeraziné grandidiné reakcija (t-1 PGR). Realaus laiko polimeraziné grandidiné
reakcija atliekama naudojant Thermo Scientific™ ,, Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix (2X)*. |
vieng PGR reakcija dedama: 6,25 pul Maxima Probe qPCR Master Mix (2X), 1,25 ul 1X ROX, 3,75

ul vandens be nukleaziy, 0,25 pl atitinkamo pradmens ir pabaigoje jdedamas 1 pl kDNR meéginio.
Ant plokstelés pavirSiaus uzklijuojama permatoma plévelé, kuri gerai uzlyginama, kad nebiity jokiy
burbuliuky ir nesandariy tarpy, tuomet plokstelé nucentrifuguojama 1 min. 1200xg, kad visi miSinio
tiiris nusésty Sulinélio apacioje. Termocikleryje nustatoma programa (zr. 2.1 lentel¢)

Naudoti Cacnal ir Hifla, Ryr2, Slc8al geny pradmenys, namy ruoSos genu pasirinktas B2m.
Geny raiskos pokytis vertinamas pasitelkiant AACt (angl. Cycle threshold) metoda. Cia ACt = Ct
(tiriamo geno) — Ct (,,namy ruosos” geno). Kadangi skaiiuojama logaritminéje skaléje, galutiné
formulé, pagal kurig i8reiksti skaic¢iavimai yra 2°(-AACt).

2.1 lentelé Programa naudojama PGR metu

Zingsnis Temperatiira, °C Laikas Cikly kiekis
Pradiné denatiiracija 95 10 min 1
Denatiiracija 95 15s 40
Atkaitimas 60 60 s
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2.2.9. Statistinis duomeny analizé

Matavimo duomenys pateikti su standartiniu nuokrypiu (SN) i§ ne maziau nei trijy matavimy.
Patikimumas atskaiCiuotas naudojant Stjudento t statistinj kriterijy p. Duomenys patikimi, kai p <

0,05.

32



3. Rezultatai

Hipoksijos — reoksigenacijos modelio kiirimas yra svarbus norint tirti patofiziologines
salygas, tokias kaip iSemija — reperfuzija, ne organizmo, o lgsteliniame lygmenyje. Toks modelis
leidzia grieztai kontroliuoti salygas, kaip hipoksijos laikas, deguonies koncentracija ar maisto
medziagy kiekis, leisdamas geriau suprasti protarpinés hipoksijos vaidmenj kardiomiocity
funkcionavimui. Tyrimai $ioje srityje galéty padéti atrasti terapinius biidus, mazinancius iSemijos
— reperfuzijos sukeltas pazaidas. Sio tyrimo metu buvo kuriamas hipoksijos — reoksigenacijos in
vitro modelis, atitinkantis organizme vykstantj iSemijos — reperfuzijos mechanizma. Papildomai
buvo jvertintas mitochondrijy antioksidanto MitoTEMPO apsauginis po zalingo hipoksijos —
reoksigenacijos poveikio.

Tyrimai atlieckami naudojant HL- 1 kardiomiocity linija, kurig galima dauginti serijiniu biidu,
i$laikant biochemines, morfologines ir elektrofiziologines savybes. Siame tyrime buvo
naudojamos dvi skirtingos hipoksijos salygos: 1 % O arba 0.1 % O». I§ pradziy naudoti ilgesni
hipoksijos laikotarpiai (24 ir 48 val.), véliau nuspresta juos trumpinti iki 6 val. ir pereiti prie
imesnés hipoksijos salygy. Ivertinta skirtingy terpiy ir serumo jtaka lgsteliy gyvybingumo
parametrams norint surasti Zalingiausias hipoksijos - reoksigenacijos salygas. Sukélus
negriztamas pazaidas buvo nuspresta paieskoti apsauginiy medziagy, kurios galéty apsaugoti nuo
zalingo hipoksijos reoksigenacijos poveikio. Siam tikslui buvo pasirinktas mitochondrijy
antioksidantas MitoTEMPO, kurio teigiamas poveikis dar mazai tirtas hipoksijos —

reoksigenacijos kontekste.

3.1. Hipoksijos - reoksigenacijos tyrimas naudojant 1 % O,

Remiantis literatiiros duomenimis hipoksijos - reoksigenacijos pazaidos gali biiti sukeliamos su
1% O (Huang ir kt., 2022), todél buvo nuspresta iSmeginti hipoksijos salygas trunkancias 24 ir 48
valandas pagal pateikta schema Claycomb terpéje su 10% serumo (zr. 5 pav.). IS pradZiy buvo
jvertintas lasteliy gyvybingumas metaboliniu (alamarBlue™) ir nemetaboliniu (CyQuant™)

metodais, o véliau nustatytas LDH aktyvumas.
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5 pav. HL-1 kardiomiocity auginimo hipoksijos-reoksigenacijos salygomis schema. Lastelés
augintos 1, 2 ir 3 d. normoksijos (21 % O2, 5 % CO2, 37°C) ir hipoksijos (1 % Oz, 5 % CO»,
37°C) salygomis Claycomb terp¢je su 10% serumo. A. Lastelés visas 3 dienas augintos
normoksijos salygomis; B. Lastelés pirmg dieng augintos normoksijos salygomis, antrg
perkeltos i 1% hipoksija, treCig — atgal j normoksijg; C. Pirmg ir antrg dienomis lastelés
augintos 1% hipoksijos salygomis, o treciag normoksijos. [vertintas lasteliy gyvybingumas
metaboliniu (alamarBlue™) ir nemetaboliniu (CyQuant™) metodais ir LDH aktyvumo
metodu.

3.1.1. Lasteliy gyvybingumo tyrimai naudojant metabolinj ir nemetabolinj metodus

Tyrimas metaboliniu ir nemetaboliniu metodais tur¢jo atskleisti, ar sumaZzintas deguonies kiekis
turi jtakos lgsteliy gyvybingumui. Visi duomenys pateikti 6 pav. normalizuoti su gyvybingumo
matavimu dieng prie§ eksperimenta normoksijos salygomis. Pirmame grafike (Zr. 6A pav.)
pavaizduota lgsteliy kiekio didéjimo tendencija sutampa naudojant abu metodus, tik lasteliy kiekis su
nemetaboliniu kiek didesnis.

Antrame grafike (zr. 6B pav.) pavaizduotas lasteliy kiekio kitimas po 24 val. 1% hipoksijoje.
Pirmga dieng lasteliy kiekis sutampa, taciau antrg dieng HL-1 Iasteliy metabolinis aktyvumas ryskiai
padidéjo lyginat su nemetaboliniu metodu, trecig dieng pastebétas gyvybingy lasteliy kiekio skirtumo
sumazéjimas tarp metabolinio ir nemetabolinio metody. Jdomu tai, kad antraja dieng alamarBlue™

tTM

metodas parodé gyvybingumo padidéjima 3 kartus, kai tuo metu CyQuant'" rodé 1,5 karto lyginant

su 0 diena. Toks skirtumas rodo, kad alamarBlue™ metabolizmas pagreitéja hipoksijoje (Zr. 6B pav.).
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6 pav. HL-1 kardiomiocity gyvybingumas hipoksijos-reoksigenacijos salygomis. Lastelés
augintos 1, 2 ir 3 d. normoksijos (21 % O2, 5 % CO», 37°C) ir hipoksijos (1 % Oz, 5 % CO»,
37°C) salygomis Claycomb terpéje su 10% serumo. Ivertintas lgsteliy gyvybingumas
metaboliniu (alamarBlue™) ir nemetaboliniu (CyQuant™) metodais. A. Lastelés visas 3
dienas augintos normoksijos salygomis; B. Lastelés pirma dieng augintos normoksijos
salygomis, antrg perkeltos ; 1% hipoksija, trecig — atgal 1 normoksija; C. Pirmg ir antrg
dienomis lgstelés augintos 1% hipoksijos salygomis, o tre¢ig normoksijos; D. Vaizduojamas
gyvybingumas tre€ig tyrimo dieng. NNN - Lastelés visas 3 dienas augintos normoksijos
salygomis, NHN - Lastelés pirmg dieng augintos normoksijos saglygomis, antrg perkeltos 1 1%
hipoksija, treCig — atgal | normoksija; HHN - Pirmg ir antrg dienomis lastelés augintos 1%
hipoksijos saglygomis, o tre¢ig normoksijos. Duomenys pateikti i§ dviejy pamatavimy = SN.

Treciame grafike pavaizduotas lgsteliy kiekio kitimas po 48 val. 1% hipoksijoje. PanaSiai kaip
ir po 24 val. matomas rySkus HL-1 kardiomiocity metabolizmo padidé¢jimas antrg dieng, po kurio
trec¢ig dieng seka Sio skirtumo sumazé¢jimas lyginant metabolinj ir nemetabolinj metodus. Antraja
dieng alamarBlue™ metodas parodé gyvybingumo padidéjimg 4 kartus, kai tuo metu CyQuant™

rodé apie 2 kartus lyginant su 0 diena. (Zr. 6C pav.). Sis rezultatas dar karta patvirtina, kad hipoksijos

salygomis lgsteliy metabolizmas kinta.
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CyQuant™

metodas nustato nukleortigsciy kiekj ir néra tiesiogiai susijes su metabolizmo
poky¢iais ir turéty biiti tinkamesnis gyvybingumo jvertinimui. Trecig dieng lasteliy gyvybingumas
normoksijoje buvo 1,45, o po 24 val. ir 48 val. 1% hipoksijos - 2,1 ir 2,6 atitinkamai (zr. 6D pav.).
Tai rodo, jog hipoksija — reoksigenacija neturéjo zalingo poveikio HL-1 kardiomiocitams, prieSingai

tTM

- turéjo proliferacija stimuliuojantj efekta. Sie rezultatai su alamarBlue™ ir CyQuant™ paskatino

ieskoti alternatyviy metody hipoksijos — reoksigenacijos pazaidoms aptikti.

3.1.2. Lasteliy gyvybingumo tyrimas naudojant LDH aktyvumo nustatyma

Kadangi lasteliy gyvybingumo tyrimy naudojant metabolinj ir nemetabolinj metodus rezultatai
buvo prieStaringi, o patys tyrimai nepakankamai jautris, todél papildomai buvo tirtas
laktatdehidrogenazés (LDH) aktyvumas. Sis metodas yra pagristas tarplastelinio fermento, Zinomo
kaip LDH, iSskyrimu po lasteliniy pazeidimy, daznu atveju siejamy su jvairiais lasteliy Zities
mechanizmais.

Laikant lgsteles normoksijos salygomis pastebéta, kad LDH kiekis buvo didziausias antraja
tyrimo dieng, o tre€igja sumazéjo nuo 7 milivienety/ml iki 5 milivienety/ml ir buvo net maZesnis nei

pirmaja (zr. 7A pav.).

Hipoksijos — reoksigenacijos poveikis HL-1 kardiomiocitams su 1 % hipoksija 24 arba 48 val.

12

A B C T

10 T

H

LDH aktyvumas milivienetai/ml

1-3d.N 1d.N,2d.H, 3d.N 1d.H,2d.H, 3d.N
Eld @2d. O3d.

7 pav. HL-1 kardiomiocity gyvybingumas hipoksijos-reoksigenacijos salygomis. Lastelés
augintos 1, 2 ir 3 d. normoksijos (21 % O2, 5 % CO, 37°C) ir hipoksijos (1 % Oz, 5 % COo,
37°C) salygomis Claycomb terpéje su 10% serumo. Ivertintas lasteliy gyvybingumas
naudojant LDH aktyvumo metoda. A. Lastelés visas 3 dienas augintos normoksijos sglygomis;
B. Lastelés pirma dieng augintos normoksijos salygomis, antrg perkeltos i 1% hipoksija, trecig
— atgal ] normoksijg; C. Pirmg ir antrg dienomis lgstelés augintos 1% hipoksijos saglygomis, o
tre¢ig normoksijos. Duomenys pateikti i§ dviejy pamatavimy + SN

Lasteles auginant 24 val. 1% hipoksijoje buvo stebimas nezymus LDH aktyvumo padidéjimas
nuo 6 milivienety/ml pirmaja dieng iki 7,5 milivienety/ml trecigja dieng (Zr. 7B pav.). LDH aktyvumo

padidéjimas buvo ryskiausias po 48 val. hipoksijos, jis iSaugo nuo 5,5 milivienety/ml pirmaja dieng
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iki 10 milivienety/ml trecigjg dieng (zr. 7C pav.). Palyginus trecios dienos LDH aktyvumus galima
teigti, kad po 48 val. hipoksijos LDH kiekis buvo didziausias. Tikétina, jog tai yra susije su lastelés

membranos pazeidimais.

3.1.3. Lasteliy apoptozés nustatymas su Aneksinu V

Padid¢éjes LDH kiekis terpéje gali biiti susijes su plazminés membranos pazeidimais ir
programuota lgsteliy zttimi, todél buvo nuspresta jvertinti ankstyvajg lasteliy apoptoze normoksijoje
ir 1% hipoksijoje po 24 val. arba 48 val. (zr. 8 pav.). Ivertinus Aneksino V kiekj nebuvo pastebéti
ryskiis skirtumai tarp normoksijos ir hipoksijos méginiy. Sis rezultatas paskatino ieskoti grieztesniy

hipoksijos — reoksigenacijos salygy.

Aneksino V kiekis trecig dieng
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8 pav. HL-1 kardiomiocity Aneksino V kiekis trecia diena HL-1 hipoksijos-reoksigenacijos
salygomis. Lastelés augintos 1, 2 ir 3 d. normoksijos (21 % Oz, 5 % CO., 37°C) ir hipoksijos
(1 % Oz, 5 % CO,, 37°C) salygomis Claycomb terpé&je su 10% serumo. [vertintas Igsteliy
gyvybingumas naudojant Aneksino V kiekio nustatymo metodg. 1-3d. N - Lastelés visas 3
dienas augintos normoksijos salygomis; 1d. N, 2d. H, 3d. N - Lastelés pirmg dieng augintos
normoksijos sglygomis, antrag perkeltos j 1% hipoksija, tre¢ig — atgal j normoksijg; 1d. H, 2d.
H, 3d. N - Pirmg ir antrg dienomis lgstelés augintos 1% hipoksijos salygomis, o trecia
normoksijos. Duomenys pateikti i§ dviejy pamatavimy + SN

3.2. Hipoksijos - reoksigenacijos tyrimas naudojant 0.1 % O,

Hipoksija su 1% deguonimi nebuvo pakankamas stimulas sukelti ankstyva apoptoze, todel buvo
nuspresta 1Smeéginti grieztesnes hipoksijos — reoksigenacijos sglygas. Pasirinktas timios hipoksijos
modelis su 0,1% O koncentracija. HL-1 kardiomiocitai buvo auginami 6 val. 0,1% O, o po to
vykdoma 16 val. reoksigenacija. Siame tyrimy etape buvo nuspresta ismeéginti ne tik HL-1
kardiomiocitams skirtg terpe - Claycomb, bet ir kitas terpes, tokias kaip DMEM ir RPMI 1640.
Papildomai lgstelés augintos su ir be serumo, norint jvertinti terpiy, serumo ir hipoksijos

reoksigenacijos jtakg Igsteliy gyvybingumui ir apoptozei (zr. 9 pav. ).
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9 pav. Hipoksijos — reoksigenacijos salyguy optimizavimo schema. Salygy optimizavimo metu
buvo naudojamos trys terpés — DMEM, RPMI 1640 ir Claycomb, su arba be papildomai pridéto
serumo. Lastelés pirmas 6 val. auginamos hipoksijos (0.1 % Oz, 5 % CO,, 37°C) salygomis,
tuomet pakeiciama terpé ir lastelés 16 val. perkeliamos j normoksijos (21 % O2, 5 % CO», 37°C)
salygas, imituojant reoksigenacijos laikotarpi. Tyrimo metu surinktos terpés naudojamos LDH
aktyvumo tyrimams, o lgstelés — Aneksino V kiekio tyrimui naudojant t€kmés citometrija.

3.2.1. Skirtingy terpiy jtaka HL-1 Igsteliy LDH aktyvumui po hipoksijos - reoksigenacijos

Skirtingos lasteliy auginimo terpés pasiZymi skirtinga sudétimi ir maistiniy medZiagy kiekiu,
galin¢iu nulemti jy atsakama ] hipoksija — reoksigenacija, todel tyrimas tuo pat metu atliekamas
naudojant DMEM, RPMI 1640 ir Claycomb terpes. Norint sukurti ekstremalesnes salygas,
sumazinamas maistiniy medziagy kiekis, todél dalyje tyrimo naudojamos terpés be serumo.

Lastelés pirmas 6 tyrimo valandas lygiagrec¢iai buvo auginamos normoksijos ir 0,1% hipoksijos
salygomis terp¢je su serumu (su S) ar be ( be S) jo. Po to dalyje méginiy terpé i$ beseruminés keic¢iama
1 atitinkamg beseruming arba seruming, Sulin¢liuose su serumu terp¢ kei¢iama j seruming (zr. 9 pav.).
Eksperimento dieng HL-1 kardiomiocitai buvo laikomi 6 val. normoksijoje arba 0.1% hipoksijoje, o
po to kei¢iama terpé ir hipoksijoje esancios lgstelés perkeliamos j normoksijg 16 val. Pragjus 22 val.
paimamas méginys LDH aktyvumo nustatymui. Terpés keitimas po 6 val. tiiréty greiciau atstatyti
deguonies lygi lastelés iki normoksinio lygio, bei sukelti atitinkamas pazaidai del suaktyveéjusio
oksidacinio fosforilinimo (H. Zhang ir kt., 2022).

ISskirto LDH aktyvumas DMEM terpéje buvo gana panasus visose eksperimentinése grupése
lyginant normoksijg ir hipoksija. Eksperimentinéje grup¢je, kur beserumine terpé buvo keiciama |

beseruming terpe LDH aktyvumas hipoksiniame méginyje buvo net mazZesnis. Antroje grupéje po 6
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valandy pakeitus terpe ir papildzius ja serumu, hipoksijos ir normoksijos sglygomis pastebimas
panasus issiskyrusio LDH kiekis, o trecioje grupéje stebimas panasus rezultatas. Bendrai serumo
neblivimas skatino didesnj LDH iSskyrimg | terpe, kas gali biiti susij¢ su plazminés membranos

pazeidimais (zr. 10 pav.).

LDH aktyvumas po hipoksijos ir reoksigenacijos su DMEM terpe
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10 pav. LDH aktyvumas po hipoksijos ir reoksigenacijos naudojant DMEM terpe. Tyrimo metu
naudota DMEM terpé, su arba be papildomai pridéto serumo. Lastelés pirmas 6 val.
auginamos hipoksijos (0.1 % Oz, 5 % CO., 37°C) salygomis, tuomet pakei¢iama terpé ir
lastelés 16 val. perkeliamos | normoksijos (21 % O2, 5 % CO», 37°C) salygas. Terpés keitimo
metu dalies méginiy, auginty be serumo terpé buvo papildyta serumu. Duomenys pateikti i$
dviejy pamatavimy + SN

Lasteliy auginimui naudojant RPMI 1640 terpe LDH aktyvumo didéjimas po 0,1% hipoksijos
buvo stebimas keiiant beseruming terpg j beseruming ir beseruming terpe 1 seruming. Terpés keitimas

1§ serumings | seruming neturéjo jtakos LDH aktyvumo kitimui lyginant normoksija ir hipoksija.

Bendrai serumo nebiivimas skatino didesnj LDH iSskyrimg normoksijos ir 0,1% hipoksijos

eksperimentinése grupése (Zr. 11 pav.).
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11 pav. LDH aktyvumas po hipoksijos ir reoksigenacijos naudojant RPMI 1640 terpe. Tyrimo
metu naudota RPMI 1640 terpé, su arba be papildomai pridéto serumo. Lastelés pirmas 6 val.
auginamos hipoksijos (0.1 % Oz, 5 % CO., 37°C) salygomis, tuomet pakei¢iama terpé ir
lastelés 16 val. perkeliamos | normoksijos (21 % Oz, 5 % CO», 37°C) salygas. Terpés keitimo
metu dalies méginiy, auginty be serumo terpé buvo papildyta serumu. Duomenys pateikti i$
dviejy pamatavimy = SN

Claycomb terpéje augintos Igstelés pasizyméjo panaSiomis tendencijomis kaip ir augintos
RPMI 1640. Tyrimo metu nenaudojant terpés su serumu, hipoksijos salygomis iSsiskyrusio LDH
kiekis po hipoksijos buvo 1,5 karto didesnis nei normoksijoje. Toks pat skirtumas stebimas ir tyrimo
metu terpe be serumo pakeiciant terpe su serumu. Viso tyrimo metu naudojant terpe su serumu tiek

normoksijos, tiek hipoksijos saglygomis stebimas panasus LDH kiekio iSsiskyrimas (Zr. 12 pav.).

LDH aktyvumas po hipoksijos ir reoksigenacijos su Claycomb terpe
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12 pav. LDH aktyvumas po hipoksijos ir reoksigenacijos naudojant Claycomb terpe. Tyrimo
metu naudota RPMI 1640 terpé, su arba be papildomai pridéto serumo. Lastelés pirmas 6 val.
auginamos hipoksijos (0.1 % Oz, 5 % CO., 37°C) salygomis, tuomet pakei¢iama terpé ir
lasteles 16 val. perkeliamos } normoksijos (21 % O2, 5 % CO2, 37°C) salygas. Terpés keitimo
metu dalies méginiy, auginty be serumo terpé buvo papildyta serumu. Duomenys pateikti i$
dviejy pamatavimy £+ SN
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Tikétina, kad hipoksijos — reoksigenacijos procesas pazeidzia Igsteliy membranas ir skatina jas
apoptuoti, i$skiriant didesnj kiekj LDH. Serumo jtaka visose terpése buvo panasi — be jo lastelés
i§skiria daugiau LDH, kas gali buti susij¢ su HL-1 apoptoze. RPMI 1640 ir Claycomb terpése po
hipoksijos - reoksigenacijos buvo stebimas LDH aktyvumas padidé¢jimas lyginant hipoksijg su
normoksija. Sis rezultatas paskatino toliau gilintis j hipoksijos — reoksigenacijos mechanizmus,
lyginant RPMI 1640 ir Claycomb terpiy poveikj HL-1 kardiomiocity gyvybingumui. DMEM terp¢je
nebuvo stebimas padidejes LDH kiekis po hipoksijos, todél tolimesniems tyrimams Sios terpés buvo

atsisakyta.

3.2.2. Skirtingy terpiy jtaka HL-1 Igsteliy apoptozei po hipoksijos - reoksigenacijos

Hipoksijos — reoksigenacijos procesas skatina lgsteles apoptuoti, o Siam procesui jvertinti
galima pasitelkti t€ékmés citometrijg. Tyrimui pasirinktas Aneksinas V, kuris geba prisijungti prie
iSoriniame plazminés membranos sluoksnyje esancio fosfotidilserijo ir taip atpazinti apoptuojancias
lasteles. Metodas ypac jautrus, nes nustato lasteliy apoptoze ankstyvoje stadijoje.

Tyrimo metu pastebéta, kad Aneksino V kiekis auginant lgsteles RPMI 1640 terp¢je, nepaisant
serumo naudojimo ar nenaudojimo, buvo 1,2 karto didesnis hipoksijos saglygomis nei tuo pat metu ir
tokiomis paciomis saglygomis auginty lasteliy normoksijos salygomis. Claycomb terpéje augintose
lastelése skirtumai tarp Aneksino V kiekio terpéje esant ir nesant serumo, auginant normoksijos ar
hipoksijos salygomis nepastebimi (Zr. 13 pav.). Dél Sios priezasties Claycomb terpé tolimesniuose

tyrimuose nebenaudota, o pasirinkta RPMI 1640 terpé, kuri turi maZiau maistiniy medziagy.

Aneksino kiekis po hipoksijos ir reoksigenacijos su RPMI 1640 ir
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13 pav. Aneksino V kiekis po hipoksijos ir reoksigenacijos naudojant skirtingas terpes. Tyrimo
metu naudotos RPMI 1640 ir Claycomb terpés, su arba be papildomai pridéto serumo.
Lastelés pirmas 6 val. auginamos hipoksijos (0.1 % 02, 5 % CO2, 37°C) salygomis, tuomet
pakeiCiama terpé¢ ir lgstelés 16 val. perkeliamos j normoksijos (21 % 02, 5 % CO2, 37°C)
salygas. Terpés keitimo metu dalies méginiy, auginty be serumo terpé buvo papildyta serumu.
Duomenys pateikti 1§ dviejy pamatavimy = SN
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3.3. MitoTEMPO poveikis HL-1 Igsteléms po hipoksijos - reoksigenacijos

Po hipoksijos — reoksigenacijos lgstelése yra sukeliamas oksidacinis stresas, kurio pasekmée yra
pazeistos organelés bei lasteliy plazminé membrana. Sie paZeidimai lemia laktato dehidrogenazés
18skyrimg ] tarplasteling erdve, padidéjusig apoptozés rizika, pakitusig kalcio homeostaze ir geny
raiSka. Manoma, kad | mitochondrijas nukreipti antioksidantai, tokie kaip MitoTEMPO, gali
sumazinti oksidacing Zalg po hipoksijos — reoksigenacijos. Siame tyrimy etape buvo nupresta jvertinti
apsauginj MitoTEMPO poveikj po hipoksijos — reoksigenacijos pazeidimy.

Eksperimento dieng HL-1 kardiomiocitai buvo auginti valandg laiko augintos Claycomb terpéje
su 1l uM arba 5 uM MitoTEMPO. Po valandos, terpé pakeiciama j RPMI 1640 (su arba be serumo),
pridedant antioksidanto, ir Igstelés perkeliamos j hipoksijos salygas, kur yra laikomos 6 valandas.
Dalis Igsteliy ta laikotarpj laikomos normoksijos salygomis, kad biity galima palyginti hipoksija. Po
Sio laikotarpio lastelés perkeliamos | normoksijos salygas, pakeiiama terpé ir laikomos ten 16
valandy. Tyrimo pabaigoje nuo lasteliy surenkamos terpés, kurios bus naudojamos LDH aktyvumo

nustatymui, o pacios lagstelés naudojamos t€kmés citometrijos, kalcio ir geny raiskos tyrimams (zr. 14

pav.).

-Ila PII!l&lla "Fll'\“g

Claycomb I

Su serumu

0,1% 21% L .
% % N Tékmeés citometrija
1 ' LDH aktyvumas
@ tval 6val. 16 val. Kalcis
Geny raiska

/&f Terpés keitimas, /&f Terpés keitimas,
* perkélimas j hipoksijg * perkélimas j normoxija

be serumo -> be serumo
SU Serumu => su serumu

*| kai kuriuos méginius
pridedama 1 pM arba 5 pM
MitoTEMPO

14 pav. MitoTEMPO poveikio tyrimas hipoksijos — reoksigenacijos salygu metu. Pries hipoksija
lastelés valandg laikomos normoksijos (21 % 02, 5 % CO2, 37°C) salygomis, naudojant
Claycomb terpg. Tuomet terpe pakei¢iama i RPMI 1640 ir 1astelés 6 val. auginamos hipoksijos
(0.1 % 02, 5 % CO2, 37°C) salygomis. Tuomet terpé pakeiiama dar kartg ir lastelés 16 val.
perkeliamos 1 normoksijos (21 % 02, 5 % CO2, 37°C) salygas, imituojant reoksigenacijos
laikotarpj. Terpiy keitimo metu j dalj méginiy pridedama 1 arba 5 uM MitoTEMPO. Tyrimo
metu surinktos terpés naudojamos LDH aktyvumo ir geny raiskos tyrimams, o lastelés —
Aneksino V kiekio tyrimui naudojant t€kmés citometrijg ir kalcio tyrimams.
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3.3.1. MitoTEMPO poveikis HL-1 LDH aktyvumui ir apoptozei po hipoksijos reoksigenacijos

Norint istirti MitoTEMPO poveikj reoksigenacijos metu, po 22 tyrimo valandy matuotas LDH
aktyvumas ir Aneksino V kiekis. Pastebéta, jog lasteles auginant terpéje be serumo, normoksijos
salygomis, MitoTEMPO netur¢jo zalingo poveikio, o LDH aktyvumas nebuvo didesnis. Terp¢je be
serumo, hipoksijos sglygomis, matomas apsauginis antioksidanto poveikis, kuomet nenaudojant
MitoTEMPO LDH kiekis buvo didesnis 1,5 karto, nei naudojant 1 pM koncentracija. Naudojant 5
uM koncentracijg apsauginis poveikis buvo silpnesnis. Terpéje su serumu, tieck normoksijos, tiek

hipoksijos sglygomis MitoTEMPO skatino LDH iSsiskyrimg (zr. 15A pav.)

A MitoTEMPO poveikis LDH po hipoksijos - reoksigenacijos B MitoTEMPO poveikis Aneksinui V po hipoksijos -
* reoksigenacijos
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ENormoksija, 6 val + 16 val. @0,1% hipoksija 6 val. + reoksi genacija 16 val. ONormoksija. 6 val + 16 val.  B0.1% hipoksija 6 val. + reoksigennacija 16 val.

15 pav. MitoTEMPO jtaka LDH aktyvumui ir Aneksino V kiekiui hipoksijos — reoksigenacijos.
Pries hipoksija lastelés valanda laikomos normoksijos (21 % Oz, 5 % CO», 37°C) salygomis,
naudojant Claycomb terp¢. Tuomet terpe pakei¢iama j RPMI 1640 ir 1astelés 6 val. auginamos
hipoksijos (0.1 % O2, 5 % CO», 37°C) salygomis. Tuomet terpé pakeiciama dar karta ir 1astelés
16 val. perkeliamos ] normoksijos (21 % Oz, 5 % CO,, 37°C) salygas, imituojant
reoksigenacijos laikotarpj. Terpiy keitimo metu | dalj méginiy pridedama 1 arba 5 uM
MitoTEMPO. A. MitoTEMPO poveikis LDH aktyvumui po hipoksijos — reoksigenacijos; B.
MitoTEMPO poveikis Aneksinui V po hipoksijos — reoksigenacijos. Aneksino V duomenys
pateikti i$ keturiy pamatavimy 1§ dviejy eksperimenty + SN, o LDH duomenys pateikti i8 trijy
pamatavimy is trijy eksperimenty. (*) Duomenys patikimi lyginant su normoksijg su hipoksija
arba terp¢ be MitoTEMPO su 1 uM MitoTEMPO, kai p<0,05.

Vertinant antioksidanto poveiki lasteliy apoptozei hipoksijos salygomis terpéje be serumo
MitoTEMPO nezymiai sumazino Aneksino V kiekj, kas rodo sumazéjusia apoptozés rizika. Vis délto,
normoksijos sglygomis pastebétas prieSingas poveikis — nezenkliai padidéjes lasteliy pazeidimas. (Zr.

15B pav.).

3.3.2. MitoTEMPO poveikis HL-1 kalcio kiekiui

Kalcis svarbus kardiomiocity iSgyvenamumui ir funkcijos palaikymui. Susitraukimas
inicijuojamas, kai uZlastelinis kalcis patenka ] citoplazmg ir aktyvuoja kalcio iSskyrima i

sarkoplazminio tinklo. Sis vidulastelinio kalcio padidéjimas skatina $irdies raumens susitraukima ir
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kraujo pumpavimg (Eisner ir kt., 2017). D¢l kalcio sgsajy su susitraukimu ir lgsteliy apoptoze buvo
nuspresta istirti citoplazminio ir mitochondrinio kalcio poky¢iai ir su Cal520 ir Rhod-2 dazais
atitinkamai. Cal520 yra jautrus zalios spalvos fluorescencinis kalcio indikatorius, naudojamas
vidulastelinio ir citoplazminio kalcio identifikacijai, o Rhod-2 — raudonai fluoresuojantis kalcio
indikatorius, tinkamas mitochondrijy kalcio tyrimams (Lock ir kt., 2015).

Nenaudojant MitoTEMPO ir stebint terpe be serumo, matome, kad tieck normoksijos, tiek
hipoksijos salygomis citoplazminio kalcio kiekis néra didelis. Naudojant abi MitoTEMPO
koncentracijas citoplazminio kalcio kiekis normoksijos sglygomis iSaugo 21 ir 56 kartus (atitinkamai
naudojant 1 ir 5 uM koncentracijas). Hipoksijos sglygomis citoplazminio kalcio augimas buvo
mazesnis, kiekis iSaugo 5 ir 11 karty (atitinkamai naudojant 1 ir 5 uM koncentracijas). Terpéje su

serumu matomos tos pacios tendencijos, taciau didesnés variacijos tarp pakartojimy (zr. 16A pav.).
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16 pav. MitoTEMPO jtaka lasteliniam kalciui po hipoksijos — reoksigenacijos. Pries hipoksija
lastelés valandg laikomos normoksijos (21 % 02, 5 % CO2, 37°C) salygomis, naudojant
Claycomb terp¢. Tuomet terpé pakei¢iama j RPMI 1640 ir 1astelés 6 val. auginamos hipoksijos
(0.1 % 02, 5 % CO2, 37°C) salygomis. Tuomet terp¢ pakeic¢iama dar karta ir Iastelés 16 val.
perkeliamos ] normoksijos (21 % 02, 5 % CO2, 37°C) salygas, imituojant reoksigenacijos
laikotarpj. Terpiy keitimo metu i dalj méginiy pridedama 1 arba 5 pM MitoTEMPO. A.
Citoplazminis kalcis dazomas su 3 puM Cal520; B. Mitochondrinis kalcis daZzomas su 5
uM Rhod-2 5 % CO2, 37°C temperattiroje, 30 min. Po dazymo terpé¢ pakeifiama, lastelés
vizualizuojamos su EVOS M7000 fluorescenciniu mikroskopu. Kalcio kiekis nustatomas su
ImagelJ programa. Duomenys pateikti i§ dviejy pamatavimy + SN

Naudojant Rhod-2 ir stebint mitochondrinj kalcj galima pastebéti, kad terpéje be serumo kalcio
yra daugiau, nei terpéje su serumu. Po hipoksijos — reoksigenacijos terp¢je be serumo did¢jant
MitoTEMPO koncentracijai didéja ir kalcio kiekis. Terpéjé su serumu kalcio kiekis tarp normoksijos

ir hipoksijos nesiskyre, o MitoTEMPO nesukélé reiksmingy pokyciy (Zr. 16B pav.).
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3.3.3. MitoTEMPO poveikis HL-1 geny raiskai

Hipoksijos — reoksigenacijos metu dél deguonies trikumo ir staigaus jo atsistatymo,
atsirandanciy pazaidy gali pasikeisti dalies geny raiska (Pires ir kt., 2010). Kadangi buvo pastebéti
kalcio pokyc¢iai su MitoTEMPO buvo nuspresta istirti su kalcio homeostaze susijusiy geny raiska.
Tyrimui pasirinkome Sercala, NcxI, Ryr2, Cacnalc, Slc8al genus. Papildomai buvo jvertinta
hipoksijoje indukuojamo geno Hifla raiska. Geny raiSka matuota po 6 val. ir 22 val.. Kaip namy
ruoSos genas buvo naudojamas B2m, skaiCiavimai pateikiami AACr metodu, lyginant geno raiska
hipoksijos su normoksijos sglygomis.

Pirma buvo jvertinta hipoksija indukuojanéio 1-alfa faktoriaus Hifla raiska. Sis genas koduoja
pagrindinj transkripcijos faktoriy indukuojama hipoksiniy salygy. Kaip ir buvo tikimasi, po 6 valandy
0,1% hipoksijos Hifla raiSka padidéjo visuose méginiuose lyginant hipoksija su normoksijg.
MitoTEMPO po 6 val. reikSmingo poveikio Hifla raiSkai neturéjo. Po 22 valandy Hifla geno raiSka
buvo didesné normoksijos saglygomis terpé¢je be serumo, o su serumu iSliko padidéjusi lastelese

paveiktose hipoksijos (Zr. 17 pav.). Gali biiti, kad terpéje su serumu padidéja Hif/a mRNR stabilumas.
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17 pav. MitoTEMPO jtaka Hifla geno raiSkai normoksijos ir hipoksijos salygomis. Hif/a genas
koduoja hipoksijg indukuojantj 1-alfa faktoriy (HIF-1a). Prie$ hipoksijg lastelés valanda
laikomos normoksijos (21 % 02, 5 % CO2, 37°C) salygomis, naudojant Claycomb terpe.
Tuomet terpé pakei¢iama ] RPMI 1640 ir 1gstelés 6 val. auginamos hipoksijos (0.1 % 02, 5 %
CO2, 37°C) salygomis. Tuomet terpé pakeiiama dar kartg ir lgstelés 16 val. perkeliamos |
normoksijos (21 % 02, 5 % CO2, 37°C) salygas, imituojant reoksigenacijos laikotarpj. Terpiy
keitimo metu ] dalj méginiy pridedama 1 arba 5 uM MitoTEMPO. Santykiné geno raiSka
skaiCiuota naudojant AACt metoda, grafike vaizduojamas skirtumas tarp hipoksijos ir
normoksijos. A. MitoTEMPO poveikis auginant Igsteles terp¢je be serumo; B. MitoTEMPO
poveikis auginant lgsteles terpéje su serumu. Duomenys pateikti i§ dviejy pamatavimy £ SN

Ivertinus hipoksijos indukuojamo geno pokycius toliau tirta su kalcio homeostaze susijusiy
geny raiska. Vienas i$ jy yra Cacnalc genas, kuris koduoja nuo jtampos valdomy L-tipo kalcio kanaly
alfa-1C subvieneta, svarby kalcio patekimui | Igsteles, kaip atsakg ] membranos depoliarizacija. Po 6

valandy terp¢je be serumo nenaudojant antioksidanto geno raiska hipoksijos saglygomis buvo didesné
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hipoksijos salygomis. Antioksidantas mazino geno raiSka hipoksijos salygomis, o didesnése
MitoTEMPO koncentracijose suvienodino geno raisSka iki normoksijos salygy lygio. Po 22 valandy
matoma visiSkai prieSinga tendencija — nenaudojant antioksidanto geno raiSka normoksijos ir
hipoksijos saglygomis nesiskyre, taciau didéjanti MitoTEMPO koncentracija skatino Cacnalc geno
raiska lastelése po hipoksijos — reoksigenacijos (zr. 18A pav.).

Terpéje su serumu po 6 valandy Cacnalc geno raiska buvo didziausia hipoksijos salygomis,
nenaudojant MitoTEMPO. Antioksidanto naudojimas mazino raiska, kuo didesn¢ koncentracija — tuo
labiau mazinamas skirtumas tarp hipoksijos ir normoksijos salygy. Po 22 valandy konkrecios

tendencijos tarp MitoTEMPO koncentracijos ir Cacnalc raiSkos nebuvo pastebéta. (zr. 18B pav.).
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18 pav. MitoTEMPO jtaka Cacnalc geno raiSkai normoksijos ir hipoksijos salygomis. Cacnalc
genas koduoja L tipo jtampos valdomy kalcio kanaly alfa-1C subvienetg. Prie$ hipoksija
lastelés valandg laikomos normoksijos (21 % O2, 5 % COa, 37°C) salygomis, naudojant
Claycomb terpe. Tuomet terpé pakei¢iama j RPMI 1640 ir 13stelés 6 val. auginamos hipoksijos
(0.1 % O2, 5 % CO», 37°C) salygomis. Tuomet terpé pakeiciama dar kartg ir lastelés 16 val.
perkeliamos ] normoksijos (21 % O2, 5 % CO2, 37°C) salygas, imituojant reoksigenacijos
laikotarpj. Terpiy keitimo metu j dalj méginiy pridedama 1 arba 5 pM MitoTEMPO.
Santykin¢ geno raiska skaic¢iuota naudojant AACt metoda, grafike vaizduojamas skirtumas
tarp hipoksijos ir normoksijos. A. MitoTEMPO poveikis auginant Igsteles terpéje be serumo;
B. MitoTEMPO poveikis auginant lgsteles terpéje su serumu. Duomenys pateikti i§ dviejy
pamatavimy + SN

L-tipo kalcio kanalas leidZia j citoplazmg patekti kalciui taip aktyvuodamas nuo kalcio
priklausoma kalcio i§skyrima, ko pasekoje sarkoplazminiame tinkle esantis kalcis per rianodino
receptoriy 2 iSskiriamas ] citoplazmg. Ryr2 geno raiska po 6 valandy, auginant lgsteles terp¢je be
serumo buvo aukStesné hipoksijos saglygomis. Nenaudojant antioksidanto skirtumas tarp skirtingy

salygu buvo didZiausias, antioksidanto naudojimas mazino geno raiska hipoksijos salygomis, o 5 uM
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MitoTEMPO koncentracija suvienodino geno raiska iki normoksijos lygio. Po 22 valandy stebima,

konkrecios priklausomybés tarp MitoTEMPO ir Ryr2 raiSkos nebuvo pastebéta (zr. 19A pav.).
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19 pav. MitoTEMPO jtaka Ryr2 geno raiskai normoksijos ir hipoksijos salygomis. Ryr2 genas
koduoja rianodino receptoriy 2 (RyR2). Pries$ hipoksija 1astelés valandg laikomos normoksijos
(21 % O2, 5 % CO», 37°C) salygomis, naudojant Claycomb terpe. Tuomet terpé pakeiciama j
RPMI 1640 ir 1astelés 6 val. auginamos hipoksijos (0.1 % Oz, 5 % CO., 37°C) salygomis.
Tuomet terpé pakeiciama dar karta ir lastelés 16 val. perkeliamos j normoksijos (21 % Oz, 5 %
COg, 37°C) salygas, imituojant reoksigenacijos laikotarpj. Terpiy keitimo metu | dalj méginiy
pridedama 1 arba 5 uM MitoTEMPO. Santykiné geno raiSka skaiciuota naudojant AACt
metoda, grafike vaizduojamas skirtumas tarp hipoksijos ir normoksijos. A. MitoTEMPO
poveikis auginant lgsteles terpéje be serumo; B. MitoTEMPO poveikis auginant lgsteles
terpéje su serumu. Duomenys pateikti i§ dviejy pamatavimy + SN

Terpéje su serumu po 6 valandy stebimas geno raiskos padid¢jimas hipoksijos salygomis,
naudojant 1 uM MitoTEMPO koncentracija, taciau kitais atvejais geno raiska nezenkliai didesné
normoksijos salygomis. Po 22 valandy Ryr2 geno raiSka buvo didesné¢ hipoksijos salygomis
nenaudojant antioksidanto ar naudojant 1 uM MitoTEMPO, kol 5 uM naudojimas didino geno raiska
normoksijos saglygomis (Zr. 19B pav.).

SERCA2 pagrindiné funkcija yra kalcio jony perneSimas i§ citozolio j sarkoplazminj ar
endoplazminj tinklus, kas yra svarbu raumeny funkcijos palaikymui ir lgsteliy gyvybingumui. Terp¢je
be serumo po 6 valandy matoma, kad SercaZa geno raiska buvo didesné hipoksijos salygomis. Po
hipoksijos — reoksigenacijos Serca? raiSka susivienodino tarp hipoksijos ir normoksijos méginiy
i§skyrus meginj su 1 puM MitoTEMPO. Méginyje su serumu po 6 val lyginant hipoksija su
normoksija konkrecios priklausomybés tarp MitoTEMPO ir Ryr2 raiSkos nebuvo pastebéta. Po 22
val. méginyje su serumu galima pastebéti, kad didinant MitoTEMPO koncentracijg Serca? raiSka

meéginyje po hipoksijos — reoksigenacijos mazeja (zr. 20 pav.).
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20 pav. MitoTEMPO jtaka A#p2a2 (Serca2) geno raiSkai normoksijos ir hipoksijos salygomis.
Atp2a2 (Serca2) genas koduoja baltyma, vadinamg sarko/endoplazminio tinklo kalcio
perneSimo ATPaze 2 (SERCAZ2). Prie§ hipoksija lastelés valandg laikomos normoksijos (21 %
02, 5 % CO», 37°C) salygomis, naudojant Claycomb terpe. Tuomet terpé pakei¢iama j RPMI
1640 ir Iastelés 6 val. auginamos hipoksijos (0.1 % Oz, 5 % CO., 37°C) salygomis. Tuomet
terpé pakei¢iama dar kartg ir Igstelés 16 val. perkeliamos j normoksijos (21 % O2, 5 % CO»,
37°C) salygas, imituojant reoksigenacijos laikotarpj. Terpiy keitimo metu i dalj méginiy
pridedama 1 arba 5 uM MitoTEMPO. Santykiné geno raiSka skaic¢iuota naudojant AACt
metoda, grafike vaizduojamas skirtumas tarp hipoksijos ir normoksijos. A. MitoTEMPO
poveikis auginant Igsteles terpéje be serumo; B. MitoTEMPO poveikis auginant lasteles
terpéje su serumu. Duomenys pateikti i§ dviejy pamatavimy + SN

Anks¢iau minétas SERCA2 kanalas pumpuoja kalcj 1§ lgstelés citoplazmos | sarkoplazminj
tinkla, tuo tarp SLC8A 1 kanalas vienu metu pumpuoja kalcj i$ citoplazmos ir pumpuoja natrj j lastelés
vidy. Auginant lgsteles terpéje be serumo SlcSal geno raiSka pirmas 6 valandas buvo didesné
hipoksijos sglygomis. DidzZiausias skirtumas stebimas naudojant 1 uM MitoTEMPO koncentracija,
tuomet skirtumas tarp hipoksijos ir normoksijos buvo mazdaug 2,3. Po 22 valandy stebimi prieSingi

rezultatai - Slc8al geno raiska buvo didesné normoksijos salygomis (Zr. 21A pav.).
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21 pav. MitoTEMPO jtaka Sic8al (Ncx1) geno raiSkai normoksijos ir hipoksijos salygomis.
Slc8al (NcxlI) genas koduoja natrio ir kalcio mainus 1 (NCXT1). Prie§ hipoksijg lastelés
valandg laikomos normoksijos (21 % Oz, 5 % COz, 37°C) salygomis, naudojant Claycomb
terpe. Tuomet terpé pakei¢iama ;| RPMI 1640 ir lastelés 6 val. auginamos hipoksijos (0.1 %
02, 5 % COy, 37°C) salygomis. Tuomet terpé pakei¢iama dar karta ir lastelés 16 val.
perkeliamos j normoksijos (21 % Oz, 5 % COz, 37°C) salygas, imituojant reoksigenacijos
laikotarpj. Terpiy keitimo metu j dalj méginiy pridedama 1 arba 5 uM MitoTEMPO. Santykiné
geno raiSka skaiciuota naudojant AACt metoda, grafike vaizduojamas skirtumas tarp
hipoksijos ir normoksijos. A. MitoTEMPO poveikis auginant Igsteles terpéje be serumo; B.
MitoTEMPO poveikis auginant Igsteles terpéje su serumu. Duomenys pateikti i§ dviejy
pamatavimy = SN

Auginant lgsteles terpéje su serumu matomos kiek kitokios tendencijos. Po 6 valandy Sic8al
raiSka buvo didesné normoksijos saglygomis, o su MitoTEMPO didesné hipoksijos saglygomis. Po 22
valandy nenaudojant antioksidanto stebima prieSinga tendencija, kuomet hipoksijos saglygomis geno
raiSka yra du kartus didesné nei normoksijos sglygomis. 1 uM MitoTEMPO koncentracija smarkiai
sumazino geno raiska hipoksijoje, o 5 uM sukelé didesng geno raiSkg normoksijos salygomis (Zr. 21B
pav.).

Bendrai geny raiskos tendencijos buvo aiskiausios po 6 val. terpéje be serumo. Visy tirty geny
raiSka buvo padidéjusi lyginant hipoksijg su normoksija. MitoTEMPO poveikis po 6 val. buvo
akivaizdziausias su Cacnalc ir Ryr2 genais, kur did¢janti koncentracija mazino raiSka hipoksijoje.
Po 22 val, terp¢je be serumo geny raiSka hipoksijoje nukrito ar net buvo didesné normoksijoje.
Terpéje su serumu konkrecios tendencijos po 6 val. nebuvo pastebéta, tac¢iau po 22 val. 5 uM

MitoTEMPO beveik visuose méginiuose didino raiska normoksijos méginiuose.
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Rezultaty aptarimas

Sio tyrimo eigoje naudojome skirtingas salygas hipoksijai sukelti HL-1 kardiomiocituose. I§
pradziy pasirinkome Svelnesnes hipoksijos salygas, kur lastelés buvo veikiamos 24 arba 48 val. 1%
hipoksijos, o po to perkeliamos j normoksija. Siame etape buvo tirtas lasteliy gyvybingumas po
hipoksijos — reoksigenacijos su nemetaboliniu CyQuant™ ir metaboliniu alamarBlue™ rinkiniais.
Rezultatai buvo kiek netikéti - hipoksijoje lasteliy metabolizmas smarkiai iSaugo, nors nemetabolinis
metodas nerodé tokio staigaus padidéjimo. Padidéjes jautrumas alamarBlue™ gali biiti susijes su
padidéjusiu  dazo metabolizmu hipoksijos salygomis. Resazurinas, pagrinding alamarBlue™
sudedamoji dalis, yra metabolizuojamas lasteliy mitochondrijose (Petiti ir kt., 2024). Hipoksijos
salygomis kinta ROS gamyba, siekiama iSvengti lastelinés anoksijos, kas galbiit turi jtakos ir
resazurino metabolizmui (Wheaton & Chandel, 2011). Kadangi hipoksija turi jtakos alamarBlue™
metabolizmui buvo nuspregsta jvertinti gyvybinguma ir nemetaboliniu metodu. Dél maZo jautrumo
CyQuant™ metodas pasirodé irgi netinkamas, todél buvo nuspresta jvertinti LDH aktyvumg ir
Aneksing V, kurie ankstesnése studijose rodé reikSmingg hipoksijos - reoksigenacijos poveikj HL-1
kardiomiocity gyvybingumui (Huang ir kt., 2022).

Ivertinus LHD aktyvuma po 24 val. arba 48 val. hipoksijos — reoksigenacijos, pastebétas
rySkus LDH aktyvumo padidéjimas po 48 val. bet ne 24 val. poveikio. LDH aktyvumo padidéjimas
po hipoksijos — reoksigenacijos buvo stebimas ir kitose studijose. Po 24 valandy 1% hipoksijos ir 3
val. reoksigenacijos auginant HL-1 Igsteles DMEM terpéje be serumo buvo stebimas Zenkliai didesnis
LDH kiekio iSaugimas lastelése paZeistose po hipoksijos — reoksigenacijos (Huang ir kt., 2022). LDH
kiekio padid¢jimas uz Igstelés riby po hipoksijos-reoksigenacijos gali biiti susij¢s su staigiu deguonies
koncentracijos padid¢jimu ir po to sekan¢iu ROS susidarymu. Dél oksidacinio streso yra
pazeidziamas lastelés membranos vientisumas ir LDH iSskiriamas j tarplasteling erdve (Habener ir
kt., 2016). Pastebéjus, kad LDH aktyvumas padidéjo buvo nuspresta tékmés citometru jvertinti HL-
1 kardiomiocity ankstyvaja apoptoze. Deja apoptuojanciy lasteliy kiekis po 1% hipoksijos nepadidéjo,
todél buvo nuspresta ieSkoti grieztesniy hipoksijos-reoksigenacijos salygy.

Norint sukelti Igsteléms dar didesnj stresa ir stipresnj atsaka 1 hipoksijos salygas,
tolimesniuose tyrimuose naudota 0,1% hipoksija. HL-1 kardiomiocitai laikyti 6 val. 0,1% hipoksijoje,
o po to buvo vykdyta 16 val. reoksigenacija. Tyrimui pasirinktos trys terpés: DMEM, Claycomb ir
RPMI 1640. Lastelés augintos su ir be serumo norint jvertinti jo jtaka lasteliy gyvybingumui po
hipoksijos reoksigenacijos. Literatiiroje hipoksijos reoksigenacijos eksperimentams daZniausiai
naudojamos DMEM arba Claycomb terpés, o RPMI 1640 reciau. Ji buvo pasirinkta dél mazo
maistiniy medziagy kiekio ir lgsteliy proliferacija stabdanciy savybiy (Qiu ir kt., 2021). Palyginus

visas tris terpes su ir be serumo pastebéta, kad LDH aktyvumas, t.y. i§skyrimas ] terpe didZiausias
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visose trijose terpése be serumo. Kitose studijose parodyta, kad lgstelés augintos be serumo yra
jautresnés toksiniams poveikiams kaip hipoksija sukelianti cheminé medziaga CoCl2 ar karsc¢io Sokas
(Wu ir kt., 2012; Alagar Boopathy ir kt., 2022). Serumo buvimas terpéje gali apsaugoti nuo
citotoksiSkumo, mitochondrijy membranos potencialo sumazéjimo. Serume esantys baltymai geba
suristi toksinus, tokiu biidu juos neutralizuojant ir stabdant jy neigiama poveikj (Wu ir kt., 2012). Ne
tik serumas, bet ir terpés sudétis gali turéti jtakos Iasteliy gyvybingumui. Ryskus LDH aktyvumo
padidéjimas buvo stebimas po 0,1% hipoksijos tik Claycomb ir RPMI 1640, bet ne DMEM terpéje.
Tai gali biiti susij¢ su gliukozes kiekiu terpéje - Claycomb ir RPMI 1640 gliukozés neturi, o DMEM
buvo 1 g/mol. Kitose studijose su HL-1 lgstelémis po 3 val. hipoksijos ir 6 arba 12 valandy
reoksigenacijos DMEM terpéje su 4.5 g/mol buvo stebimas kardiomiocity pazeidimas. Toks
neatitikimas tarp misy studijos ir kity mokslininky tyrimy galéjo atsirasti dél ne visai identiSky
eksperimentiniy salygy. Kadangi Siame tyrime DMEM terpé¢je po hipoksijos - reoksigenacijos nebuvo
padid¢jes iSskirto LDH kiekis, $i terpé tolimesniems tyrimams nebus naudojama.

HL-1 lastelés po hipoksijos - reoksigenacijos rod¢ padidéjusi LDH aktyvuma, todél buvo
nuspresta jvertinti ankstyvosios apoptozés zymens Aneksino V kiekj. Sis dazas pasirinktas dél savo
gebéjimo jungtis prie iSoriniame plazminés membranos sluoksnyje esancio fosfotidilserino, kuriuo
pasizymi apoptuojancios lastelés. Rezultatai parodé Aneksino V kiekio padidéjima po H-R pazeidimo
RPMI 1640, bet ne Claycomb terpéje. Tai gali biiti susije su tuo, kad Claycomb terpé yra specialiai
subalansuota kardiomiocity auginimui ir turi daugiau maistiniy medZziagy bei augimo faktoriy, tokiy
kaip EGF, IGF, askorbo riigstis, insulinas ir daugelis kity, nei RPMI 1640 (White ir kt., 2004). Kituose
tyrimuose taip pat buvo stebimas stiprus apoptuojanciy lasteliy kiekio iSaugimas po hipoksijos —
reoksigenaijos pazeidimo, net ir naudojant 1% O> hipoksijg (Huang ir kt., 2022; Lv ir kt., 2021).
Tolimesniems tyrimams buvo nuspresta atsisakyti Claycomb ir vykdyti tyrimus tik su RPMI 1640
terpe.

Vienas 1§ budy, kurie galéty mazZinti hipoksijos — reoksigenacijos metu sukelty pazaidy
neigiamus efektus organizmui yra antioksidantai. Tyrimuose su HL-1 kardiomiocity linija jau buvo
naudotas MitoNEET. Manoma, kad Sis geleZies ir sieros baltymas pasizymi antioksidacinémis
savybémis ir geba mazinti hipoksijos — reoksigenacijos sukelta oksidacinj stresg ir jo sukelta apoptoze
(Habener ir kt., 2016). Remiantis tuo, tolimesniuose tyrimuose steb&jome antioksidanto MitoTEMPO
ir skirtingy jo koncentracijy (1uM ir 5 uM) poveik; LDH aktyvumui, Aneksino V kiekiui ir geny
raiSkai.  Skirtingos antioksidanto koncentracijos pasirinktos remiantis ankstesniais medziagy,
pasiZyminc¢iy antioksidantinémis savybémis, tyrimais, kuomet buvo stebima, jog didesné¢ medziagos
koncentracija gali veikti Iasteles neigiamai ar keisti LDH kiekj net ne per antioksidantines savybes
(Woo ir kt., 2005). Auginant lgsteles terpéje be serumo, normoksijos salygomis, MitoTEMPO
netur¢jo zalingo poveikio ir neskatino LDH aktyvumo, taciau hipoksijos salygomis abi MitoTEMPO
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koncentracijos turéjo apsauginj poveikj ir mazino LDH aktyvumg. Kity mokslininky tyrimuose,
kuomet buvo naudojama terpé be serumo, apsauginés medziagos, tokios kaip MitoNEET neturéjo
itakos LDH issiskyrimui po hipoksijos — reoksigenacijos (Habener ir kt., 2016). Naudojant terpg su
serumu, tiek normoksijos, tiek hipoksijos — reoksigenacijos salygomis MitoTEMPO neturéjo ryskios
jtakos i§skiriam LDH kiekiui ir neparod¢ jokio apsauginio efekto. Sie rezultatai sutapo ir su Aneksino
V tyrimu — MitoTEMPO terpéjé be serumo mazino apoptuojanciy lasteliy kiekj ir rodé apsauginj
poveikj. Kiti tyr¢jai apoptozés nustatymui naudojo Western Blot ir nustaté, kad auginant lasteles
terpéje be serumo didesnis MitoNEET kiekis zenkliai sumazino apoptoz¢ (Habener ir kt., 2016).
Apsauginis MitoTEMPO ir MitoNEET poveikis gali biti susijes su jy gebéjimu apsaugoti 1astele nuo
oksidacinio streso ir teigiamo poveikio mitochondrijy veiklai (H. Hu & Li, 2016). Kadangi buvo
pastebétas teigiamas MitoTEMPO poveikis nuspresta toliau gilintis j jo poveiki HL-1 kardiomiocity
funkcionavimui.

Kalcio homeostazé svarbi kardiomiocity susitraukimo ir suzadinimo bei apoptotiniuose
procesuose, todél dalis Sio tyrimo démesio buvo skirta citoplazminio ir mitochondrinio kalcio
tyrimams. HL-1 kardiomiocity kalcio koncentracija buvo tiriama po 6 valandy hipoksijos ir 16
valandy reoksigenacijos laikotarpio. Tiriant citoplazminj kalcj terpéje be serumo pastebéta, kad po
hipoksijos — reoksigenacijos jo buvo daugiau nei normoksijoje. Pridéjus MitoTEMPO kalcio kiekis
normoksijoje ir po hipoksijos - reoksigenacijos iSaugo. Kituose tyrimuose, kuriuose buvo naudoti
ziurkiy kardiomiocitai ir Cal-520, stebéta, kad po 2 val. reoksigenacijos kalcio kiekis sparciai
padid¢jo ir pasieké maksimaly (He ir kt., 2015). Laisvo kalcio kiekio padidé¢jimas pridéjus
MitoTEMPO gali biiti susijes su mitochondrijy oksidacinio streso reguliavimu ir jy poveikiu kalcio
signaliniams keliams. MitoTEMPO mazindamas oksidacinj stresg gali keisti kalcio iSskyrimo 1§
mitochondrijy kanaly aktyvuma ir taip sukelti kalcio kaupimasi citoplazmoje (Mukherjee ir kt., 2024).
Tiriant mitochondrinj kalcj terp¢je su serumu jokie rySkesni pokyciai nepastebimi, tik kad terpéje su
serumu kalcio buvo maZiau bei RPMI 1640 terpéje be serumo.

Kalcio kiekio pokyciai pridéjus MitoTEMPO paskatino istirti su kalcio homeostaze susijusiy
geny raiSka. Bendrai geny raiSkos tendencijos buvo aiskiausios po 6 val. terpéje be serumo. Visy tirty
geny raiSka buvo padidéjusi lyginant hipoksija su normoksijg. Tai gali buti susij¢ su sumazejusiu
jautrumu kalciui hipoksijos salygomis, tod¢l nes visy kanaly arba pompy raiSka buvo didesné
hipoksijoje lyginat su normoksija. MitoTEMPO poveikis po 6 val. terpéje be serumo buvo
akivaizdziausias su Cacnalc ir Ryr2 genais, kur did¢janti koncentracija mazino raiSka hipoksijoje.
Siy geny raiskos sumazéjimas gali biiti susijes su lastelés apsauga, siekiant sumazinti kalcio isskyrima
ir patekima j lastelg, taip saugant ja nuo kalcio pertekliaus. Konkrecios tendencijos su MitoTEMPO
po 22 val. buvo pastebétos tik terpéje su serumu —5 pM MitoTEMPO didino beveik visy geny raiSka

normoksijoje.
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Hipoksijos — reoksigenacijos modelis yra sudétingas, o poveikis kardiomiocity funkcionavimui
yra daugialypis. Hipoksijos — reoksigenacijos salygos su 0,1% deguonies sukélé 1astelines pazaidas
— did¢jo isskiriamo LDH kiekis, padidéjo apoptotiniy Iasteliy kiekis. Stebétas MitoTEMPO poveikis
nevienareikSmis — mazino iSskirto LDH ir apoptuojanciy Igsteliy kiekj po hipoksijos - reoksigenacijos,
bet didesnéje 5 uM koncentracijoje galé€jo buti toksiskas. Kalcio kiekis ir geny raiskos tendencijos tik
dalinai atskleid¢ MitoTEMPO poveikj ir labiau iskéle klausimy, o ne atsakymy. Remiantis LDH,
Aneksino V, geny ir kalcio duomeninis MitoTEMPO mazina zalingg hipoksijos — reoksigenacijos

poveikj, bet jo jtakai yra kalcio homeostazei jvertinti reikalingi papildomi tyrimai.
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IsSvados

1.

Tinkamiausios salygos HL-1 kardiomiocity hipoksijos — reoksigenacijos tyrimams yra naudojant
umig 0,1% hipoksija ir RPMI 1640 terpe be serumo.

MitoTEMPO mazino LDH aktyvumg ir apoptuojanciy Iasteliy kieki po hipoksijos -
reoksigenacijos, taciau didesné jo koncentracija gali buti toksiska.

MitoTEMPO po 6 valandy terpéje be serumo mazino Cacnalc ir Ryr2 geny raiska, taciau didino

citoplazminio kalcio kiekj.
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Autoriaus asmeninis indélis

Atlikti tyrimai naudojant 0,1% hipoksija ir tiriant antioksidanto MitoTEMPO poveikj, atlikta

gauty rezultaty analizé ir interpretacija. Baigiamojo darbo rengimas ir redagavimas.
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Rezultaty sklaida

Rezultatai pristatyti Lietuvos moksly tarybos organizuojamoje konferencijoje "Naujoji
mokslininky karta", vykusioje 2024 m. geguzés 16 — 17 dienomis. Pristatymo tema - ,,Mitochondrijas
apsauganciy antioksidanty poveikis HL -1 kardiomiocity gyvybingumui ir kalcio signalams

hipoksijos - reoksigenacijos saglygomis
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Padéka

Dékoju VMTI Inovatyvios medicinos centrui, Regeneracinés medicinos skyriui uz galimybg
atlikti praktika.

Labiausiai dékoju savo magistro baigiamojo darbo vadovui Dr. Rokui MikSitinui uz pagalba,
vertingas pamokas ir palaikyma visos praktikos metu, taip pat uz konsultacijas rengiant baigiamajj
darba.

Dr. Eivai Bernotienei uz pagalbg ir kuravimg praktikos metu, uz galimybe atlikti praktika Jos
vadovaujamame skyriuje.

Uz konsultacijas ir palaikymg magistro metu dékoju Dr. Daivai Bironaitei, Dr. Ilonai Uzielienei,
Jolitai Pachalevai bei Ramintai Vaiciuleviciiitei.

Projektas  dalinai  finansuojamas  Horizon 2022  projekto = EMAPS-CARDIO
(ElectroMechanoActive Polymer-based Scaffolds for Heart-on-Chip) ir Lietuvos mokslo tarybos
(ParaiSkos reg. Nr. P-ST-23-23).
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Hipoksijos - reoksigenacijos poveikis HL-1 kardiomiocity gyvybingumui
ir vidulasteliniams mechanizmams

SANTRAUKA

Kiekvienais metais nuo $irdies iSeminés Sirdies ligos pasaulyje mirsta 9,14 mln. Zmoniy. Ligos
eigoje dél sumazejusios ar visai nutriikusios Sirdies vainikiniy arterijy kraujotakos sutrinka deguonies
ir maisto medziagy tiekimas. UZsitesus iSeminiams procesams chirurginiu biidy yra atstatomas kraujo
tekejimas ir jvyksta reperfuzija. D¢l staigaus O: kiekio atstatymo kardiomiocituose sukeliamas
oksidacinis stresas ir uzdegimas, negrjztami zalingi pokyciai Sirdies miokarde. Norint iStirti §j
procesa laboratorinémis sglygomis gali buti pasitelkiamas hipoksijos — reoksigenacijos modelis,
kuriame galima grieZtai kontroliuoti eksperimentines sglygas.

Sio tyrimo metu jvertintas hipoksijos — reoksigenacijos ir mitochondrijy antioksidanto
MitoTEMPO poveikis HL-1 kardiomiocity gyvybingumui, kalcio kiekiui ir geny raiskai. Buvo tirtos
hipoksijos — reoksigenacijos salygos su 1% ir 0,1% deguonies koncentracija, norint atrasti
zalingiausig poveiki HL-1 kardiomiocitams. Tirtas apsauginis mitochondrijy antioksidanto
MitoTEMPO poveikis LDH aktyvumui, ankstyvajai apoptozei, kalcio kiekiui ir su hipoksijos
salygomis (Hifla) ar kalcio homeostaze susijusiy geny raiskai (Cacnalc, Atp2a2, Scl8al, Ryr2).

Nustatyta, jog tinkamiausias modelis hipoksijos — reoksigenacijos tyrimams yra naudojant timig
0,1% hipoksija ir maistiniy medZiagy gausa nepasizyminéia terpe RPMI 1640 be serumo. Siomis
salygomis matytas didziausias skirtumas tarp hipoksijos ir normoksijos salygy, vertinant pagal LDH
aktyvuma ir apoptotiniy lgsteliy kiekj, kas tolimesniy tyrimy metu leido lengviau vertinti papildomy
medziagy poveikj. | mitochondrijas nukreipto antioksidanto MitoTEMPO poveikis buvo
dviprasmiskas. MitoTEMPO mazino LDH kiekj ir apoptuojanciy Iasteliy skaiciy, taciau pastebeta,
kad kai kuriomis sglygomis, didesné jo koncentracija gali buti toksiSka ir sukelti lgsteliy zutj.
Pastebima, kad citoplazminio kalcio kiekis buvo didesnis hipoksijos - reoksigenacijos salygomis,
taciau antioksidanto naudojimas jj smarkiau iSaugino normoksijoje. Mitochondrinio kalcio tyrimuose
ryskis skirtumai nepastebimi. MitoTEMPO poveikis matomas tik tiriant Cancalc ir Ryr2 genus,

kuomet didéjanti antioksidanto koncentracija mazino jy raiska hipoksijos salygomis.
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Effects of Hypoxia-reoxygenation on HL-1 Cardiomyocyte Viability
and Intracellular Mechanisms

ABSTRACT

Every year, 9.14 million people worldwide die from ischemic heart disease. During the course
of the disease, oxygen and nutrient supply are compromised due to reduced or complete loss of blood
flow in the coronary arteries of the heart. When ischemic processes are prolonged, blood flow is
restored surgically, and reperfusion takes place. The sudden restoration of O in cardiomyocytes leads
to oxidative stress and inflammation and irreversible damaging changes in the myocardium. To study
this process under laboratory conditions, the hypoxia-reoxygenation model can be used, where the
experimental conditions can be tightly controlled.

The present study evaluated the effects of hypoxia-reoxygenation and the mitochondrial
antioxidant MitoTEMPO on HL-1 cardiomyocyte viability, calcium content and gene expression.
Hypoxia - reoxygenation conditions with 1% and 0.1% oxygen concentrations were investigated to
find the most detrimental effects on HL-1 cardiomyocytes. The protective effect of the mitochondrial
antioxidant MitoTEMPO on LDH activity, early apoptosis, calcium levels and the expression of genes
related to hypoxia (Hifla) or calcium homeostasis (Cacnalc, Atp2a2, Scl8al, Ryr2) was investigated.

The most appropriate model for hypoxia-reoxygenation studies was found to be using acute 0.1%
hypoxia and the nutrient-dense serum-free RPMI 1640 medium. Under these conditions, the greatest
difference between hypoxic and normoxic conditions was observed in terms of LDH activity and
apoptotic cell counts, which facilitated the assessment of the effects of additional nutrients in further
studies. The effect of the mitochondria-targeted antioxidant MitoTEMPO was equivocal.
MitoTEMPO reduced LDH levels and the number of apoptotic cells, but it was observed that, under
some conditions, higher concentrations could be toxic and cause cell death. Cytoplasmic calcium
levels were observed to be higher in hypoxia - reoxygenation conditions, but the antioxidant treatment
resulted in a greater increase in normoxia. There were no marked differences in mitochondrial
calcium. The effect of MitoTEMPO was only evident for the Cancalc and Ryr2 genes, where

increasing concentrations of the antioxidant reduced their expression under hypoxia.
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