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Santrumpos

EKL — Embrioninés kamieningés Iastelés

IPKL — Indukuotos pluripotentinés kamieninés lastelés

MKL — Mezenchiminés kamieninés Iastelés

KCMKL — Kauly &ulpy mezenchiminés kamieninés lastelés

OA — Osteoartritas

GAG - Gliukozaminoglikanai (angl. Glycosaminoglycans)

PIPAAm — Termoreaktyvus polimeras poli(N-izopropilakrilamidas)

HIF-1 — Hipoksijos indukuojamas veiksnys 1 (angl. Hypoxia-inducible Factor 1)

HIF-10 — Hipoksijos indukuojamo veiksnio 1 alfa subvienetas (angl. Hypoxia-inducible Factor I-a)
PHD - Prolino hidroksilaze (angl. Prolyl Hydroxylase)

VHL — Von Hippel-Lindau baltymas

LW6 — HIF-1a inhibitorius (cheminé formulé 3-(2-(4-adamantan-1-il-fenoksi)-acetilamino)-4-hid-
roksibenzoinés riigSties metil esteris)

MDH?2 — Malato dehidrogenaz¢ 2 (angl. Malate Dehydrogenase 2)

OCR — Deguonies suvartojimo greitis (angl. Oxygen Consumption Rate)

ECAR - Uzlgstelinio rigstéjimo greitis (angl. Extracellular Acidification Rate)

RT-qPCR — Atvirkstinés transkripcijos kiekybiné polimerazés grandininé reakcija (angl. Reverse
Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction)

PBS - fosfatinio buferio tirpalas (angl. Phosphate Buffered Saline)



Ivadas

Augant vidutinei zmoniy gyvenimo trukmei, su sené¢jimu susijusios ligos yra nei§vengiamos.
Iki 2050 mety, mokslininkai spéja jog osteoartrito (OA) sergamumas padidés 74 % lyginant su 2020
mety duomenimis. (GBD 2021 Osteoarthritis Collaborators, 2023). Sanario kremzlés audinys turi
ribotg gebéjima regeneruoti po fiziniy traumy, sen¢jimo sukelty procesy ir degeneraciniy ligy kaip
osteoartrito. Siuo metu néra né vieno placiai taikomo, prieinamo vaisto ar gydymo, kuris sustabdo
kremzlés audinio degeneracijg arba atstato pazeistg jos struktiirg. Tyrin¢jami jvairiis inovatyvis gy-
dymo biidai — tarp jy ir kamieniniy lgsteliy terapija, siekiant efektyviai indukuoti jy in vitro chondro-
gening diferenciacijg | kremzl¢je esanciu chondrocitus, skatinti kremzlinio audinio gamyba, prilygs-
tanCig natiiraliam sgnario audiniui ir potencialiai gydyti kremzlés pazaidas bei degeneracija transp-
lantavus naujai sukurtas kremzlés struktiiras pacientuose. Nepaisant nuolat tobul¢jancios regeneraci-
nés medicinos ir audiniy inZinerijos sri¢iy, dabartiniai chondrogeninés diferenciacijos metodai ir mo-
deliai susiduria su problemomis ir kliGitimis, kurios riboja sukurto kremzlinio audinio terapinj poten-
ciala, nes jis daznai neprilygsta natiiraliai organizme esanciai kremzlei. Norint pakankamai efektyviai
atkartoti visus veiksnius, kurie daro jtakg kremzlés formavimuisi, svarbu tobulinti diferenciacijos me-
todus ir technologijas, kurios leisty lengviau kurti produktus tinkamus klinikiniams tyrimams.

Audiniy inzinerijos technologija, sulaukusi daug démesio per pastaruosius kelis deSimtmecius
— lasteliy laksty technologija (angl. cell sheet technology). Sis metodas paremtas lasteliy kultivacija
ant pavirSiaus padengto temperatiirai jautriu polimeru PIPAAm (poli(N-izopropilakrilamidu). Kei-
Ciant Igsteliy inkubavimo temperatiirag Zemiau arba auks$ciau 32°C, polimero savybés keiciasi — jis
tampa hidrofobiskas arba hidrofiliskas, kas lemia lgsteliy sluoksnio nukibimg kaip savita struktiirg su
tarplgstelinémis jungtimis, pavirSiaus molekulémis ir uzlgsteliniu uzpildu — komponentais, kurie itin
svarbiis biointegracijai paciento audinyje. Lasteliy lakstai, sukurti i§ chondrogeniskai diferencijuoty
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy (MKL) gali biiti tiesiogiai taikomi pavirSinéms sgnario kremzlés
pazaidoms arba vietoms, kur ji pradéjusi degeneruoti. Tai yra modelis, kuriam nereikalingi 1asteliy
karkasai — kurie daznai biina brangis, reikalauja daug darbo efektyviame jy kiirime, gali sukelti neti-
kétas sgveikas arba imunogeniSkuma paciento organizme po transplantacijos. Lasteliy laksty techno-
skirtingy audiniy regeneracijos tikslams. Si technologija gali biiti tobulinama kaip modernus lasteliy
terapijos produktas kremzlés regeneracijai, taciau tam reikia uZtikrinti ir nagrinéti, kaip jame vyksta
chondrogeniné diferenciacija, ir kaip galima jg patobulinti.

Fiziologiné hipoksija — tai yra vadinama natiiraliai organizme esanti deguonies koncentracija,
kuri skiriasi tarp skirtingy audiniy ir organy. Kadangi kremzIlé neturi kraujagysliy, o jame esantis

lasteliy tankis yra palyginamai retas, Siame audinyje vyrauja 1 % - 5 % O» gradientas nuo kaulo iki



kremzlés pavirSiaus. Vienas i§ pagrindiniy biidu, kaip lgstelés auga ir prisitaiko fizioksijos saglygomis
yra hipoksijos indukuojami veiksniai HIF (angl. Hypoxia-Inducible factors). Tai yra transkripcijos
veiksniai, aktyvuojami esant ribotam deguonies kiekiui lgstelés aplinkoje. Iki Siol aprasyta daug me-
chanizmy, kuriais jie sukelia geny raiSkos pokycius, susijusius su prisitaikymu, metabolizmu ir ho-
meostazes palaikymu. Kremzléje Sie veiksniai yra svarbiis chondrogenezés procesuose, tad jy me-
chanizmy nagrin¢jimas gali biti taikomas kuriant patobulintus chondrogeninés diferenciacijos
metodus ir kultivuojant MKL kilmés kremzlinj audinj. Sio darbo metu buvo tiriamas 5 % O
fizioksijos salyguy poveikis kauly &ulpy mezenchiminéms kamieninéms lasteléms (KCMKL) ir
sgnario chondrocitams, nagrinéjama ir su laboratorine normoksija (5 % O) lyginama deguonies
salygy itaka lasteliy augimui, metabolizmui ir chondrogeninei diferenciacijai lasteliy lakStuose.
Papildomai buvo tiriamas HIF-1a slopiklio LW6 poveikis ir jo mechanizmai, norint iStirti HIF-1
veiksnio svarbg lgsteliy biologiniams procesams, kurie susij¢ su fizioksija. Darbo metu istirta Igsteliy
proliferacija, migracija, vidulgstelinio kalcio jony kiekis, buvo tiriamas lasteliy metabolizmas ir
energijos apsiriipinimas, tiesiogiai tiriami su hipoksija susijusiy baltymy HIF-la ir VHL kiekiai
lastelése, nagrin¢jamas LW6 slopinimo mechanizmas bei analizuojama chondrogeniskai
diferencijuoty lasteliy laks$ty geny SOX9, COL2A1 ir ACAN raiSka, susijusi su diferenciacijos ir
chondrogenezes efektyvumu.

Darbo tikslas:

Ivertinti 5 % O fizioksijos ir HIF-la slopiklio LW6 poveikj zmogaus kauly ciulpy
mezenchiminéms kamieninéms lasteléms, jy augimui, metabolizmui bei chondrogeninei
diferenciacijai lasteliy lakSty modelyje palyginus su Zzmogaus sanario chondrocitais

Darbo uZdaviniai:

1. Jvertinti fizioksijos ir LW6 poveiki KCMKL bei chondrocity augimui, proliferacijai ir

vidulastelinio kalcio jony kiekiui.

2. Jvertinti slopiklio LW6 poveikj KCMKL ir chondrocity migracijai ir judrumui.

3. Nustatyti ir palyginti mitochondrinj bei glikolitinj metabolizmg KCMKL ir chondrocituose

tarp skirtingy deguonies salygy ir su LW6.

4. Palyginti HIF-1a ir VHL baltymy kiekj KCMKL ir chondrocituose skirtingomis deguonies

salygomis ir su slopikliu LW6.

5. vertinti fermento MDH?2 aktyvumo poky¢ius KCMKL ir chondrocituose fizioksijoje ir su

slopikliu LW6.

6. Palyginti chondrogenezes geny SOX9, COL2A1 ir ACAN raisSka chondrogeniskai diferenci-

juotuose lasteliy lakStuose skirtingomis deguonies salygomis bei slopinant transkripcijos

veiksnj HIF-1a.



1. Literatiuros apzvalga

1.1. Kamieninés Igstelés ir juy taikymas regeneracinéje medicinoje
Kamieninés lastelés - tai lgstelés, aptinkamos daugialgsCiuose eukariotiniuose organizmuose,
kurios neturi specializuotos funkcijos, gali neribotai dalytis j dukterines lasteles ir veikiamos tam
tikry signaliniy molekuliy, augimo faktoriy ar papildomy stimuly diferencijuoti j skirtingus speciali-
zuotus lgsteliy tipus. Kamienings lgstelés organizmo vystymosi metu atlieka svarbig funkcijg audiniy,
organy susiformavime, o véliau likusi smulki jy populiacija atlieka audinio apykaitos, homeostazés
ir regeneracijos pazaidy metu funkcijas savo niSoje. (Bindu ir Srilatha 2011). Kamieninés lastelés
skirstomos j totipotentines, pluripotentines ir multipotentines, pagal jy diferenciacijos potencialg. Jy
geb¢jimas diferencijuoti organizme jprastai priklauso nuo vystymosi stadijos — kuo anksciau vysty-
mosi stadijoje yra organizmas, tuo didesnis potentiSkumas aptinkamas jo lastelése, o brestant orga-
nizmui kamieninés lastelés su laiku praranda gebéjima diferencijuoti j didesng jvairove skirtingo tipo

lasteliy. (1.1. pav.).

Pluripotentinés
kamieninés lgsteles
= : Indukuota

~  pluripotencija
) : 2 Igsteliy 4 Iasteliy 8 Iasteliy
\OOCltaS Zigota stadija stadija stadija

- ~ -

/ o«
. £~
)

Morulé Blastocista

MultipotentiSkumas

Pavaizduoti du daZnai naudojami pluripotentiniy kamieniniy lasteliy gavimo budai —
iSskyrimas 1§ blastocistos vidinés lasteliy masés arba somatiniy lasteliy perprogramavimas i}
pluripotentines in vitro (Adaptuota pagal Lu ir Zhang 2015)

TotipotentiSkumas yra lgstelés gebé¢jimas diferencijuoti | visas organizmo embrionines ir
uzembrionines lgsteles (t.y. 1S jy gali iSsivystyti pilnas organizmas). Vienintelés nattiralios organizmo
totipotentinés lastelés — po lytiniy lasteliy susiliejimo susiformavusi zigota ir ankstyvos jos dalijimosi
stadijos iki 8 lasteliy stadijos (Bindu ir Srilatha 2011; Lu ir Zhang 2015). Pluripotentiskumas yra
embrioninéms kamieninéms lgsteléms (EKL) ir indukuotoms pluripotentinéms kamieninéms laste-
lems (IPKL) biidinga savybé — pluripotentinés lastelés gali diferencijuoti i bet kurias mezodermos,
endodermos ir ektodermos kilmés tipo organizmo lagsteles. (Eguizabal et al. 2019). Multipotentinés
kamieninés lastelés gali diferencijuoti j keliy skirtingy tipy lasteles, taciau tai apribota audinio nisos

ir priklauso nuo lgsteliy kilmés organizme. Pavyzdziui, kauly Ciulpuose yra dviejy atskiry tipy



multipotentiniy kamieniniy Igsteliy — hematopoetiniy kamieniniy Igsteliy, 1§ kuriy susidaro kraujo
lastelés, ir kauly ¢ulpy mezenchiminiy kamieniniy arba kauly &ulpy stromos lasteliy (KCMKL),
kurios geba diferencijuoti j riebalines, kremzlés ir kauly lasteles.

Regeneraciné medicina apibréziama kaip moderni medicinos moksly kryptis, kurios pagalba
siekiama gydyti, atkurti lgsteles, organus ir audinius, naudojant smulkiy molekuliy pagrindo vaistus,
audiniy inzinerijos modelius, lasteliy terapija ar geny modifikacija (Cossu et al. 2018). Kamieninés
lastelés yra vienas i§ placdiausiai tyrinéjamy objekty Sioje srityje.

Embrioninés kamieninés lgstelés yra vienas i§ anksciausiai naudojamy regeneracinés medici-
nos technologijy. Jos jprastai iSskiriamos 1§ blastocisty vidinés lgsteliy masés arba kity embrioniniy
daliy, pasizymi pluripotentiSkumu, geb¢jimu diferencijuoti j visus suaugusiy Igsteliy tipus. EKL mo-
delis susiduria su i$Siikiais. Kadangi EKL yra alogeninés (t.y. ne i§ pacio paciento), transplantacija
gali sukelti imunine¢ reakcija. Nepakankamai efektyvis diferenciacijos biidai taip pat negali pilnai
garantuoti, jog visos transplantuotos lgstelés bus pilnai diferencijuotos. Atsiranda atvejai, kai paciento
organizme gali likti maza dalis nediferencijuoty EKL, kurios toliau proliferuoja audinyje ir sukelia
navikus vadinamus teratomomis. (Cossu et al. 2018; Hermeren 2021; Harris et al. 2022). Regenera-
ciné medicina taip pat susiduria su etinémis problemomis ir apribojimais, susijusiais su embrionine-
mis lastelémis. Skirtingos valstybés turi labai skirtingus leidimus ir poziiirj jstatymy kontekste j EKL
tyrinéjima ir taikyma. Tai apsunkina gebéjima s¢kmingus ikiklinikinius tyrimus perkelti j klinikinj
konteksta, terapinj panaudojima, galimybe gauti finansavimg ar leidimg terapija naudoti placiu mastu
skirtingose pasaulio valstybése (Hermeren 2021).

2006 metais mokslininkai Kazutoshi Takahashi ir Shinya Yamanaka parod¢, kad peliy soma-
tines Igstelés gali biiti perprogramuojamos ] embrionines lgsteles su specifiniais genais ir jy indukcija
(Takahashi ir Yamanaka 2006), o 2007 metais $is metodas s€kmingai buvo pritaikytas ir Zmogaus
fibroblasty Igsteléms (Takahashi et al. 2007). Sios lastelés buvo pavadintos indukuotomis pluripoten-
tinémis kamieninémis lastelémis (IPKL, angl. Induced Pluripotent Stem Cells, 1PSCs), uz jy atradima
2012 metais buvo apdovanota Nobelio premija (Larouche ir Aguilar 2019; Hermeren 2021). IPKL
atlieka tokias pat funkcijas ir turi tokj pat diferenciacinj potencialg kaip EKL, taciau jos pranasios tuo,
jog gali biiti perprogramuojamos pacio paciento alogeninés lastelés (taip iSvengiant imuninés reakci-
jos ir atmetimo), tuo paciu neturi etiniy ir teisiniy problemy, susijusiy su EKL, jy i§skyrimu ir kulti-
vavimu (Cossu et al. 2018; Moradi et al. 2019). Nepaisant to, kad IPKL yra inovatyvi alternatyva
EKL lasteléms ir jy terapijai, kaip ir su kiekvienais naujais atradimais regeneracinéje medicinoje, jie
nebiina visiskai tobuli ir iSkyla savitos klititys, norint panaudoti Sias Igsteles audiniy inzinerijai in
vivo. DazZniausios problemos yra tai, kad IPKL po kiek laiko kultliroje pasizymi genetiniu nesta-

bilumu, galimomis variacijomis tarp teoriSkai kloniniy lasteliy 1§ to paties donoro, todél sunku sukurti



standartizuotus klinikinio lygio kriterijus, bei teratomy formavimu — panasia problema, su kuria su-
siduria ir EKL tyr¢jai. (Doss ir Sachinidis 2019; Loo et al. 2021). Dél Siy veiksniy gali biiti ieSkomos
kitos alternatyvos audiniy inzinerijai, kuriy taikymas efektyvesnis ir labiau praktiskas laiko, ekono-
mine ir darbo jégos prasme norint sukurti s€kmingg lgsteliy terapijg ar i8S jy sukurta gydyma.

Mezenchiminés kamieninés lgstelés yra multipotentiné kamieniniy Igsteliy rusis. Pagal Tarp-
tautine lasteliy terapijos draugija (angl. International Society for Cell Therapy, ISCT) ir jos nuorodas,
MKL turi tureti kelis kriterijus: geb¢jima prisitvirtinti prie plastiko pavirSiaus in vitro, tam tikry pa-
virSiaus Zymeny raiska (CD105, CD73, CD90), hematopoetinéms lgsteléms budingy pavirSiaus zy-
meny triikuma (CD45, CD34, CD14/CD11b, CD79a/CD19, II tipo MHC) ir multipotencijg — gebé-
jimg indukuoti jas diferencijuoti j chondrocitus, adipocitus ir osteoblastus (Dominici et al. 2006).
MKL gali biti i$skiriamos i§ jvairiy audiniy — placiausiai tyrin¢jamos kauly ¢iulpy kilmeés MKL,
taCiau yra aprasytos ir naudojamos MKL kultiiros 1§ jvairiy Saltiniy — riebalinio audinio, sinovinio
skyscio, placentos, raumeny, danty pulpos, virkstelés, endometriumo, menstruacinio kraujo, kepeny
ir kity (Bindu ir Srilatha 2011; Ullah et al. 2015; Ding et al. 2015; Sharpe 2016; Rodrigues et al. 2016;
Mushahary et al. 2019; Loo et al. 2021).

MKL turi pranasumg audiniy inZinerijoje ir lasteliy terapijoje dél jvairiy veiksniy — jas paly-
ginamai lengva iSskirti i§ jvairiy audiniy ir kultivuoti in vitro, dél diferenciacijos potencialo tinkamos
naudoti skirtingy audiniy ar organy tyrimams, dél proliferacijos limito ir gery senéjimo kontrolés
mechanizmy neturi naviky formavimo rizikos kaip EKL ir [IPKL. Organizme jos nattraliai dalyvauja
regeneracijos procesuose, skatina zaizdy gijima, pasizymi imunomoduliacinémis savybémis (geba
migruoti link pazaidy pagal jvairius molekulinius signalus, i§skirti prieSuZdegiminius citokinus, del
to taip pat pasiZymi Zemu imunogeniSkumu net ir alogeniniy transplanty atvejais) (Rodriguez-Me-

nocal et al. 2015; Mishra et al. 2020; Loo et al. 2021)

1.2. Kremzlinis audinys, jo komponentai ir mechanizmai

Kremzlinis audinys yra mezodermos kilmés specializuotas jungiamasis audinys, sudarytas 18
dviejy komponenty — uZlgstelinio uZpildo ir chondrocity. Kremzlé neturi kraujagysliy, limfagysliy ir
nervy, tad medZiagy pasisavinimas vyksta difuzijos buidu i§ aplinkiniy audiniy ir skysc¢iy. Pagal funk-
cines ir struktiirines savybes kremzlinis audinys skirstomas ] tris skirtingus tipus — elasting kremzle,
hialining kremzle ir skaiduling kremzlg¢ (Fox et al. 2009; Armiento et al. 2019). Elastiné kremzlé —
itin lanksti, suteikia elastingg struktiirg audiniams ir organams kurie i§ jos sudaryti, tarp jy ausies
kausSelis, antgerklis ir gerklos. Skaidulin¢ kremzIl¢ yra stangriausias kremzIés tipas, tankiai uzpildytas
kolageno skaiduly ir turintis maZesnj kiekj chondrocity. Sis kremzlés tipas daznas tarp kauly ir rau-

meny jungciy aplink sausgysles ir raiS¢ius. Hialininé kremzlé — placiausiai organizme paplites



kremzIés tipas. Ji atlieka laiking struktiiring griau¢iy funkcijg embriono vystymosi metu, kol ji pakei-
¢iama kaulinio audinio, o suaugusiame organizme randama sgnariuose, jungtyse tarp Sonkauliy ir
kriitinkaulio, kvépavimo takuose ir trachéjoje (Fox et al. 2009). Hialinin¢ kremzI¢ yra lygi, blizgi ir
iSsiskiria savo biomechaninémis savybémis, ypa¢ aktualiomis sgnariy funkcijai. Kadangi sgnariai
nuolat patiria mechaninj stresa, fizinj krtvj ir trintj, $i kremzI¢ pritaikyta atlaikyti Siuos veiksnius be
zalos audiniui ir jo lgsteléms (Bacenkova et al. 2023).

Pagrindinis kremzlés komponentas, sudarantis iki 80% audinio svorio yra uzlastelinis uzpil-
das, iSskiriamas chondrocity (Fox et al. 2009). Jis sudarytas i$ didelio kiekio vandens, kolageno, pro-
teoglikany, glikozaminoglikany (GAG) ir kity molekuliy (1.2. pav.). II tipo kolagenas sudaro apie
90 % kolageno molekuliy sgnario kremzléje (Fox et al. 2009), jis sudaro fibriles ir skaidulas, kurios
sgveikauja su proteoglikanais ir palaiko kremzlés struktiirg, biomechanines savybes ir osmotinj skys-
¢iy balansa. Proteoglikanai — glikozilinti hidrofiliniai baltymai, turintys baltymine Serdj su kovalen-
tiSkai prisijungusiomis GAG grandinémis. DaZniausi proteoglikanai kremzlés uZlasteliniame uZpilde
yra agrekanas, dekorinas, fibromodulinas (Fox et al. 2009; Raikov et al. 2024). Dar vienas svarbus
kremzlés komponentas — kremzlés oligomerinis uzpildo baltymas (angl. Cartilage Oligomeric Matrix
Protein, COMP), kuris sagveikauja su uzlasteliniu uZpildu, jame esanciu kolagenu ir chondrocitais per
pavirSiaus integrino receptorius. Jis gali tiesiogiai jungtis su TGF-f augimo veiksniais, skatinti jy
signalinj kelig tarp lasteliy. Padidéjes Sio baltymo kiekis sinoviniame skystyje arba serume taip pat
gali buti naudojamas kaip zZymuo diagnozuoti kremzlés degeneracija, ankstyvo OA progresavima

(Armiento et al. 2019; Cui ir Zhang 2022).
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1.2. pav. Sagnario kremzlés struktiiros schema, vaizduojanti kelio sgnario anatomija, kremzlés zonas,
uzlgstelinio uzpildo iSsidéstyma, jame esanc¢ius komponentus, proteoglikano agrekano struk-
tiirg bei jo ir kolageno sgveikas su chondrocitais (Adaptuota pagal Bacenkova et al. 2023).
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Chondrocitai yra KCMKL kilmés pilnai diferencijuotos lastelés, kuriy pagrindiné funkcija yra
sintetinti kremzlés uzlastelinj uzpilda ir taip palaikyti stabilig audinio homeostaze¢ (Chen et al. 2021).
Jy tankis ir kiekis audinyje skiriasi pagal sluoksnius ir kremzlés gylj. Subrende chondrocitai iSsidésto
imobilizuotose struktiirose vadinamose chondronais, kuriy daugiausia vidurin¢je kremzlés zonoje.
Giliausioje zonoje artéjant kaulo chondrocitai padidéja — tampa hipertrofiniais, nustoja dalintis ir vie-
toje I ar II tipo kolageno pradeda sintetinti trumpesniy grandiniy X tipo kolagena, kuris budingas
kremzlés mineralizacijai ir kaul¢jimo procesui (Fox et al. 2009; Armiento et al. 2019). Chondrocity
homeostazés, kremzlés anabolizmo ir katabolizmo pusiausvyra yra gana jautri iSoriniams veiksniams.
Disbalansas tarp abiejy procesy gali sukelti kremzlés defektus arba degeneracijg. Uz kremzlés kata-
bolizmg pagrinde atsakingi endogeniniai fermentai matrikso metaloproteinazés (angl. Matrix Metal-
loproteinases MMPs) tokios kaip kolagenazé ir gelatinazé (Fox et al. 2009). Jas stimuliuoja prouzde-
giminiai citokinai kaip interleukinas 1 (IL-1) ir naviky nekrozés faktorius o ( angl. Tumor Necrosis
Factor Alpha, TNF-a) (Mehana et al. 2019). Kremzlés pazaidy metu, chondrocitai ir sinoviocitai iSs-
kiria Siuos citokinus, kurie sukelia uzdegimine kaskada, aktyvuoja MMP ir dar labiau skatina

kremzlés katabolizmg ir suirimg (Rose ir Kooyman 2016).

1.3. Osteoartritas ir kremzlés regeneracijos budai

Osteoartritas (OA) yra dazniausiai paplitusi 1étiné kremzlIés ir sanariy degeneraciné liga. 2020
mety duomenimis, 595 milijonai arba 7,6 % zmoniy populiacijos pasaulyje sirgo osteoartritu — tai yra
132 % didesnis sergamumas palyginus su 1990 m. duomenimis (256 milijonai Zzmoniy) (GBD 2021
Osteoarthritis Collaborators, 2023). Dazniausia OA prieZastis yra fiziniai paZeidimai arba senéjimas,
del kuriy pradeda degeneruoti sgnario kremzlés pavirSius, judéjimo metu kaulai pradeda trintis vienas
1 kitg, formuoja ataugas vadinamas osteofitais. Kelio sgnario osteoartritas yra dazniausiai pasitaikanti
OA forma. (March et al. 2014; Turkiewicz et al. 2014; GBD 2021 Osteoarthritis Collaborators, 2023).
Sergantieji patiria sunkumus fizines veiklos ir judéjimo metu, jaucia chroniSkg skausmag ir priklauso-
mai nuo ligos stadijos gali tapti nejgaliais (Armiento et al. 2019). Rizikos faktoriai OA vystymuisi
yra amzius (1.3. pav.), genetinis polinkis, lytis (moterys daZzniau serga osteoartritu), fizinio aktyvumo
truikumas — arba atvirk$ciai, itin dideliu fiziniu aktyvumu pasizyminti veikla, kuri gali sukelti fizing
trauma. Su OA sergamumu ir gyvenimo kokybés sumazéjimu taip pat siejamos kitos daznos gretuti-
nés ligos/sutrikimai kaip nutukimas, kraujagysliy ligos ar diabetas (Prieto-Alhambra et al. 2014; Hun-

ter ir Bierma-Zeinstra 2019; Kamps et al. 2023).
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1.3. pav. Osteoartrito (OA) sergamumo atvejai per 100 tikst. Zmoniy pagal amziy ir lytj.
(Adaptuota pagal GBD 2021 Osteoarthritis Collaborators, 2023).

Siuo metu OA gydymas yra daznai paliatyvus (skirtas palengvinti ligos simptomus ir diskom-
forta), negeba pilnai sustabdyti sanario degeneracijos. Vaistai jprastai naudojami skausmo palengvi-
nimui ir uzdegimo sumazinimui, taciau negydo pacios ligos progresijos. Daugeliui pacienty galiausiai
reikalinga pilna sanario keitimo operacija — artroplastija. (Kwon et al. 2019; Bacenkova et al. 2023)

Iki Siol néra patvirtinty ligg modifikuojanciy vaisty nuo OA (Armiento et al. 2019), o taikomos
chirurgings intervencijos ar terapijos turi savity trikumy arba nepakankamo efektyvumo pacientams
ilgalaikéje perspektyvoje. Gydymo metody tobulinimas daznai ribojamas dideliu kiekiu rizikos fak-
toriy ir nuo individualiy pacienty priklausoma skirtinga ligos progresija, taip pat nepakankamu sek-
mingumu bandant tyrimus perkelti 1§ in vitro, gyviiny modeliy ] klinikinius bandymus ir taikyma
pacientams. Kremzlinio audinio ypatumai taip pat sukelia problemy, kadangi kremzI¢ natiiraliai turi
menka gebéjima regeneruoti — medziagy apykaita léta dél kraujagysliy, limfagysliy nebuvimo, audi-
nys turi maza kiekj lasteliy, kurios imobilizuotos uzlgsteliniame uzpilde, o MKL, esancios kauly ¢iul-
puose, priklausomai nuo pazaidos dydzio daznai irgi negeba pakankamu pajégumu sustabdyti uzde-
gimo ar degeneracijos procesus (Mobasheri et al. 2014)

Dabartiniai metodai kremzlés defekty gydymui daznai reikalauja chirurginés intervencijos, ta-
¢iau nuolat nagrin¢jami ir tobulinami maziau invaziniai buidai, Iasteliy terapija ir audiniy inzinerijos
panaudojimas gydymui. (Kwon et al. 2019). Autologiniai kremzlés transplantai vienas i§ klasikiniy

budy, kai dalis sveikos kremzlés iSoperuojama i$ vietos kuri nepatiria didelio mechaninio streso ir
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transplantuojama j paZeista kremzle. Sie osteochondriniai transplantai gali atlaikyti didesng mecha-
ning¢ apkrova ankstyvajame pooperaciniame laikotarpyje palyginus su kitomis sukurtomis kremzlés
atstatymo strategijomis, reabilitacija vyksta greiciau, taciau dél mazo lasteliy kiekio ir transplantuo-
jamos kremzlés priecinamumo organizme, jis naudojamas maziems defektams ir Siais laikais taikomas
reciau. (Kwon et al. 2019). Kitas biidas, kurio metu j pazeistg kremzle tiesiogiai suleidziami chond-
rocitai vadinamas autologine chondrocity implantacija (ACI). Siam metodui reikalingos dvi operaci-
jos — pirmosios operacijos metu surenkami sveikos kremzlés chondrocitai, in vitro vykdomas lgsteliy
auginimas ir pagausinimas, véliau antros operacijos metu jie suleidziami ] pazeista sgnario vieta.
(Mobasheri et al. 2014; Kwon et al. 2019). Sis metodas véliau buvo patobulintas karkasy pagalba,
pavadintas matrikso indukuota autologiniy chondrocity implantacija (MACI, angl. Matrix-Induced
Autologous Chondrocyte Implantation). Jis pasizymi didesne biointegracija su kremzle, pooperacine
reabilitacine sékme ir geresne kremzlés funkcija (Jones ir Cash 2019). Kauly ¢iulpy stimuliacija, dar
kitaip vadinama mikroliiziy metodu, yra taip pat vienas i§ dazniau naudojamy metody, kai sukuriamos
mazos skylutés pokremzlingje kaulo dalyje. Tai skatina kauly ¢iulpy lasteliy migracija, gijimg ir kre-
$¢jima, taciau po chirurginés intervencijos naturaliai sugijusi kremzIl¢ daznai pasizymi skaidulinés
kremzlés savybémis, kurios néra pritaikytos sgnario funkcijoms ir mechaniniam stresui — tai gali su-
kelti papildomus nepatogumus pacientui, turi tolesnés degeneracijos rizika po tam tikro laiko (Kwon
et al. 2019; Armiento et al. 2019; Bacenkova et al. 2023). Norint pasiekti efektyvesniy rezultaty,

kuriomis buty atkurta sveika hialininé kremzlé, svarbu ieskoti papildomy alternatyvy.

1.4. Lasteliy lakSty modelis kremzlés regeneracijai

Lasteliy laks$ty technologija yra pastaruosius kelis deSimtmecius sparciai populiaré¢jantis meto-
das audiniy inZinerijos srityje. Sis metodas buvo sukurtas Japonijoje, kai 1990 metais mokslininkai
pradé¢jo tyrinéti termoreaktyvy polimera poli(N-izopropilakrilamidg) (PIPAAm) ir jo savybiy poten-
cialy panaudojima Igsteliy kultivavime (Yamada et al. 1990), o 1999 metais sékmingai sugebéjo at-
kabinti endotelio 13steliy monosluoksnj nuo kieto pavirSiaus, padengto Siuo polimeru be jprasty pro-
teolitiniy fermenty kaip tripsino pagalbos — tiesiog sumazinant inkubacijos temperatiirg (Kushida et
al. 1999).

PIPAAm yra temperatiirai jautrus polimeras, kuris pasiZymi hidrofobinémis savybémis auks-
tesnéje 32 °C temperatiroje (puikiai tinka in vitro zmogaus lasteliy kultivavime, kadangi jos augina-
mos ir inkubuojamos 37 °C temperatiiroje), prie jo pavirSiaus geba prisitvirtinti ir augti adhezinés
lastelés, o sumazinus temperatiirg Zemiau 25 °C polimeras jgauna hidrofilines savybes — lastelés ir
ju monosluoksnis pradeda atsiskirti nuo pavirsiaus (Kushida et al. 1999; Yamato ir Okano 2004; Mat-
suda et al. 2007; Kobayashi et al. 2019) (1.4. pav.). Lasteliy laksty metodas paremtas tuo, jog uzau-

ginti ir nukabinti lakstai i§laiko visg natiiralig struktiirg — Igsteliy mikroaplinka, lgsteles jy pavirSiaus
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baltymais, receptoriais ir tarplastelinémis jungtimis, taip pat susiformavusiu uzlgsteliniu uzpildu, kas
pagerina Igsteliy diferenciacijg kultivavimo metu dél tarplasteliniy signaly, sumaZzina mirtinguma po
transplantacijos, padidina Igsteliy proliferacinj geb¢jimga ir padeda joms geriau integruotis j recipiento

audinj (Yamato ir Okano 2004; Zurina et al. 2023).
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1.4. pav. Lasteliy lakSty technologija palyginus su jprastais lgsteliy nukabinimo metodais:
A) Fermentinés disociacijos metu suardomos tarplastelinés jungtys, pavirSiaus receptoriai ir
baltymai, nelieka uZlgstelinio uzpildo. B) Fizinio nukabinimo metu mirSta dalis Iasteliy, sus-
kaldomas uZlastelinis uzpildas ir 1gsteliy jungtys. C) Lastelés auginamos ant PIPAAm poli-
mero, kuris 37 °C temperatiiroje hidrofobiskas ir veikia kaip kietas pavirSius lgsteléms prisit-
virtinti ir augti; Sumazinus temperatiirg iki 20 °C PIPA Am tampa hidrofiliSkas, 1asteliy sluoks-
nis nuo jo atsikabina kaip vientisa struktiira su pilnu uzlgsteliniu uZpildu, tarplastelinémis
jungtimis ir komponentais (Adaptuota pagal Kobayashi et al. 2019)

Tai yra audiniy inZinerijos metodas, nereikalaujantis karkasy ar papildomy sintetiniy strukttiry
konstravimo (apart PIPAAm padengto pavirsiaus kultivacijos metu), taip iSvengiantis problemy susi-
jusiy su Igsteliy-karkasy modeliais ir jy taikymu. Dazni apribojimai ir kliiitys su karkasy modeliais
biina prastos mechaninés savybés ir biodegradabilumas paciento organizme, karkaso imunogenisku-
mas, pakitusios lasteliy funkcijos ir signaliniai keliai sgveikaujant su bioveikliais komponentais, na-
tiiralaus uZzlgstelinio uzpildo trikkumas (Ge et al. 2015; Chan et al. 2020; Shahin-Shamsabadi ir Cap-
puccitti 2023).

Lasteliy lakstai yra struktiiros, kurios turi platy pritaikymg regeneracin¢je medicinoje. Jie ti-
riami in vitro ir in vivo eksperimentuose jvairiy organy ir audiniy taikymui — odos epidermio, kauly,
raumeny, kremzIeés, Sirdies ir kraujagysliy, akies ragenos ir kity (Matsuda et al.2007; Moschouris et

al. 2016; Yamamoto et al. 2017; Zurina et al. 2023). Zinomi vykdyti sékmingi gyviiny eksperimentai
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ir klinikiniai tyrimai su Zmonémis, lgsteliy lakStais regeneruojant Sirdies raumenj, rageng, stemple,
plaucius, sanarius, vidinés ausies strukturas (Ge et al. 2015; Kameishi et al. 2015; Firoozi ir Kang
2016; Kobayashi et al. 2019; De Pieri et al. 2021). Dar 2002 m., vos pradéjus vystyti Sig technologija,
atliktas klinikinis bandymas su akies ragenos regeneracija autologiniy diferencijuoty lasteliy lakstais
parodé sékmingus rezultatus pacientuose be papildomy komplikacijy po transplantacijos praé¢jus 14
ménesiams (Nishida et al. 2002). Priklausomai nuo pazaidos storio ir audinio savybiy, lasteliy lakstai
daznai yra sluoksniuojami — apraSyti s€kmingai atlikti tyrimai kuriant keleto laksty struktiiras, tai
padidina transplanto dydj, lasteliy skaiciy ir tankj, jrodyta jog sluoksniuojami lakstai gali geriau ska-
tinti audiniy regeneracijg (Yang et al. 2005; aneshiro et al. 2006; De Pieri et al. 2021; Zurina et al.
2023).

Kalbant apie lgsteliy lakSty naudojima kremzlés regeneracijai — zinoma, jog monosluoksniy
kultiirose kultivuojami chondrocitai link¢ dediferencijuoti — vietoje apvalios, ovalo formos morfolo-
gija ir fenotipas keiciasi panaSesné i fibroblasty, vietoje II tipo kolageno, didéja I ir III tipo kolageno
sintezé (Lafont 2010). Gali pasireiksti ir chondrocity hipertrofija, X tipo kolageno sintezé, kuri nepa-
lanki chondrogenezei ir 1gsteliy taikymui regeneracijai siekiant uzauginti hialininés kremzIlés savybiy
turint] transplanta (Otero et al. 2012; Fox et al. 2009). Lasteliy laksty technologija ir uZlastelinio
uzpildo iSlaikymas pagerina chondrogenez¢ — jrodyta, jog lasteliy lakSty modelyje uzauginti chond-
rocitai palyginus su monosluoksniais islaiko geresnj kremzlinj fenotipa, turi didesn¢ kremzlés kom-
ponenty raiska (SOX9, II tipo kolageno, agrekano, fibronektino) (Mitani et al. 2009; Sato et al. 2014;
Thorp et al. 2020). ApraSytas ir tyrimas, kurio metu Igsteliy lakStai buvo naudojami kartu su jprasto-
mis chirurginémis procedtiromis kremzlés regeneracijai, su sekmingais rezultatais 36 ménesiy po o-
peracijos (Sato et al. 2019). Lasteliy lakStai itin aktuallis pavir§Sinéms sgnario hialininés kremzlés
pazaidoms, kadangi laksto forma ir savybés gali veikti tarsi pleistras ant degeneruojancios kremzlés

pavir$iaus (Thorp et al. 2020).

1.5. Kremzlés fizioksija ir hipoksijos indukuojami veiksniai

Visuose Zmogaus audiniuose ir organuose vyrauja mazesn¢ nei atmosferos deguonies koncent-
racija (21 % Oz) — tai vadinama fiziologine hipoksija arba kitaip fizioksija (Scete 2005). Tai reiSkia
jog iprastos atmosferinio deguonies lasteliy kultivavimo salygos, daznai tyrimuose vadinamos nor-
moksija, 18 tiesy yra hiperoksinés, kas gali turéti skirtingg arba tam tikrais atvejais net zalingg poveikj
lasteliy homeostazei palyginant su nattralia jy in vivo aplinka (Mirchandani et al. 2024). Molekuli-
niame lygmenyje deguonies poky¢iai ir lasteliy atsakas j juos yra kontroliuojamas hipoksijos indu-
kuojamy veiksniy HIF (angl. Hypoxia-Inducible Factors). Tai yra transkripcijos veiksniai, jautriis de-
guonies koncentracijai, gebantys indukuoti pokycius specifiniy geny transkripcijoje, signaliniuose

keliuose, sukelti potransliacines modifikacijas — jie dazniausiai susij¢ su lasteliy prisitaikymu riboto
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deguonies kiekio aplinkoje ir jvairiais metabolizmo poky¢iais (Scete 2005; Mirchandani, Sanchez-
Garia ir Walmsley 2024). Labiausiai tyrinéjamas ir placiausiai aprasytas HIF Seimos veiksnys yra
HIF-1. Normoksijos salygomis, kai lasteliy uzlastelinéje aplinkoje ir citoplazmoje yra didelis kiekis
deguonies, HIF-1a subvienetas yra hidroksilinamas O» aktyvinamy fermenty prolino hidroksilaziy
(PHD). Sias modifikacijas atpaZjsta Von Hippel-Lindau baltymas (VHL), kuris ubikvitilina hidroksi-
lintg HIF-1a subvieneta ir jis galiausiai suskaidomas proteasomose. Hipoksinéje aplinkoje (<5 % Oz),
kai PHD veikla slopinama dél deguonies trikumo, HIF-1a lieka stabilus, i§ citoplazmos sékmingai
translokuojamas j branduolj ir suformuoja kompleksa su HIF-1p. Susiformaves HIF-1 dimeras prisi-
jungia prie DNR hipoksijos atsako elementy (HRE, angl. Hypoxia Response Elements), kuriais gali
modifikuoti specifiniy geny raiska (1.5. pav.) (Jiang et al. 1996; Lafont 2010; Semenza 2012; Shang,
et al. 2014; Pattappa et al. 2019; Arai et al. 2024).

Normoksija Hipoksija

Uzlastelinio

o° > s
O
° e
uzpildo baltymy

@
sintezé

Chondrogeniné
Prohl diferenciacija
h H

idroksilinimas HIF-18

ll—v./

Proteasomose
degraduotas /
HIF-1a
Lasteliy
gyvybingumas
-a,> HIF-1a —
b o
o, 8 '
: %@ ' HIF-18
) % OVNTDNTNINTSONPNONONG
& : s

1.5. pav. Hipoksijos indukuojamo veiksnio HIF-1 mechanizmas priklausomai nuo deguonies salygy.
Normoksijoje — HIF-1a subvienetas yra hidroksilinamas prolino hidroksilazés PHD, ubikvi-
tilinamas VHL baltymo ir nukreipiamas ] proteasomg degradacijai. Hipoksijoje — HIF-1a
subvienetas lieka stabilus dél PHD neveiklumo esant deguonies trikumui, translokuojamas j
branduolj ir su HIF-1 subvienetu sudaro HIF-1 dimerg. HIF-1 vykdo geny transkripcijg per
HRE (hipoksijos atsako elementy) sekas. (Sukurta Biorender.com).

Kadangi kremzlinis audinys neturi kraujagysliy, natiiraliai kremzléje vyrauja apie 1 — 5 % O2
gradientas, su stipréjancia hipoksija nuo pavirSinés ties gilesnémis zonomis (Pattappa et al. 2019;
Pattappa et al. 2020). Zinoma, jog fizioksija yra biocheminis signalas, kuris itin svarbus uZlasteliniam
uzpildui ir jo sintezei, homeostazei bei chondrogeninei lasteliy diferenciacijai. Chondrogeniné dife-

renciacija lastelése jprastai jvertinama tiriant chondrogeniniy geny ir transkripcijos veiksniy raiska,
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uzlastelinio uzpildo sinteze ir jos komponentus — visi aspektai, kurie yra modifikuojami fizioksijos ir
HIF veiksniy (Duval et al 2012; Shang, Liu ir Zhou 2014). Sumazinta deguonies koncentracija gali
paskatinti stabily chondrocity fenotipa, todél fizioksijos svarba ir jos mechanizmy nagrinéjimas
kremzliniame audinyje gali padéti patobulinti dabartinius lgsteliy kultivavimo, diferenciacijos ir au-
diniy inzinerijos metodus norint juos pritaikyti regeneracinés medicinos tikslams (Pattappa et al. 2019;
Loo et al. 2021).

Fizioksijos taikymas chondrogeninei diferenciacijai néra visiSkai naujas dalykas, bet d¢l didelio
skaiciaus tarpusavyje susijusiy veiksniy, papildomy sglygy ir l1gsteliy modeliy, kuriems galima taikyti
fizioksija, iki Siol néra gerai iSnagrinéti visi su hipoksija ir HIF susije¢ mechanizmai. Iki $iol vykdomi
tyrimai rodo daugiausiai teigiama 1 — 5 % O, fizioksijos efekta ir KCMKL ir pirminiy chondrocity
augimui, kultivacijai, (re)diferenciacijai bei chondrogenezés procesui (Basciano et al 2011; Sheehy,
Buckley ir Kelly 2012; Markway, Cho ir Johnstone 2013). In vitro kultiirose, kultivuotose fizioksijos
salygomis, MKL parodé didesnj polinki chondrogenezés geny (SOX9, COL2A1, ACAN) raiskai, 11
tipo kolageno ir GAG sintezei (Krinner et al 2009; Duval et al 2012; Shang, Liu ir Zhou 2014; Dennis
et al. 2020; Pattappa et al 2020). Hipoksinés saglygos lemia HIF-1 stabilizacijg lastelése — tai aktyvuoja
Notch ir Wnt signalinius kelius, kurie svarbis ir skatina lgsteliy diferenciacija. Yra aprasyta, kad HIF-
la baltymas geba tiesiogiai prisijungti ir moduliuoti chondrogeninés diferenciacijos veiksnius Sox
(Samal et al. 2021). Chondrocitai kultivuoti fizioksijos salygomis pasizyméjo zymiai padidéjusia
chondrogeniniy geny raiska (COL2A41, COL1142, COL9A41, ACAN, SOX9, PRG4), sumazgjusiu X
tipo kolageno kiekiu uzlgsteliniame uzpilde, didesne proteoglikany sinteze, nuslopinta MMP kolage-
naziy ir agrekanaziy bei uzdegiminiy citokiny IL-1, TNF-a veikla (Bentovim, Amarilio ir Zelzer 2012;
Shang, Liu ir Zhou 2014; Kokubo et al. 2016; Anderson et al. 2018; Pattappa et al. 2019). MKL
reoksigenacija (deguonies kiekio padidinimas iki normoksijos) po chondrogeninés diferenciacijos fi-
zioksijos salygomis parodé efekta, panasy | ankstyvo OA vystymasi. In vitro eksperimentai parode,
kad deguonies koncentracijos Suolis ir oksidacinis stresas po ilgo laiko fizioksijos sukélé uZlastelinio
uzpildo GAG katabolizma, MMP raiskos padidéjima (Pattappa et al. 2019). Sis faktas parodo fiziok-
sijos svarbg ne tik pacios diferenciacijos metu, bet ir susiformavusios kremzlés tolesnéje homeos-

tazéje.

1.6. HIF-1a slopiklis LW6 ir jo veikimo charakteristika

Hipoksijos indukuojamy veiksniy atradimas ir jy sukeliamos geny raiskos modifikacijos taip
pat sukéelé susidoméjima Siais veiksniais kaip vaisty taikiniais. Kadangi HIF-1 atlieka svarby vaid-
men] lasteliy prisitaikyme prie hipoksijos, tai reiskia jog priklausomai nuo konteksto — pavyzdziui

veéziniame navike, kuriame vyrauja stipri hipoksija, HIF aktyvacija néra palanki ir apsunkina vézZio
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gydyma. Kuriamos ir ieSkomos jvairios molekulés, kurios veikia kaip HIF slopikliai, skirti onkologi-
niy ligy terapijai siekiant sulétinti vézio progresija, angiogenezg, nuslopinti véziniy lasteliy metabo-
lines funkcijas arba sukelti jy apoptoze naviky mikroaplinkoje. (Naik, Han ir Lee 2015; Ikeda ir Ka-
keya 2021)

Vienas 1§ $iy slopikliy yra sintetiné molekulé 3-(2-(4-adamantan-1-ilfenoksi)-acetilamino)-4
hidroksibenzoinés riigsties metil esteris, vadinamas trumpiniu LW6 (1.6. pav). Iki Siol LW6 néra pil-
nai iSnagrinétas HIF-1 slopiklis, bet ankstesniais tyrimais zinoma, jog jis turi bent kelis taikinius,
kuriy déka vykdo slopiklio funkcijg. LW6 slopina HIF-1a susikaupima lgstelése ir skatina jo degra-
dacija proteasomose per VHL raiSkos aktyvinimg (Lee et al. 2010), tiesiogiai prisijungia prie fermento
malato dehidrogenazés 2 (MDH2), kuris dalyvauja griztamoje malato/oksaloacetato sintezés reakci-
joje svarbioje Krebso cikle. MDH2 slopinimas stabdo Krebso ciklg ir sutrikdo mitochondrinj lasteliy
kveépavima, deguonies suvartojimg. Tai padidina deguonies kiekij lastelése ir HIF-1a degraduojamas
PHD ir VHL mechanizmy (Lee et al 2013; Naik et al. 2014; Eleftheriadis et al 2015; Ban et al. 2016).
Viename tyrime taip pat apraSyta jog LW6 galimai sumazina mitochondrijy membranos potenciala,
skatina padidéjusj ROS susidaryma Igstelése ir oksidacinj stresa, taciau galutinis efektas irgi trikdo
mitochondrijy veikla, oksidacinj fosforilinimag ir deguonies susikaupimg lastelése, kas skatina
HIF-1a degradacija (Sato et al. 2015). Iki Siol visi minéti tyrimai vykdyti pagrinde su véZinémis arba
imuninémis lgstelémis su LW6 kaip potencialiu prieSvéziniu vaistu, tad LW6 ir jo slopinimo mecha-

nizmai néra gerai iStyrinéti kituose Igsteliy tipuose.

O\/U\N
H  on

1.6. pav. HIF-1a slopiklio LW6 cheminé strukttira (cheminé formulé 3-(2-(4-adamantan-1-ilfenoksi)-
acetilamino)-4 hidroksibenzoinés riigSties metil esteris) (Pagal Naik, Han ir Lee 2015).
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos

Pilna lasteliy augimo terpé buvo paruosta naudojant 1 g/L gliukozés koncentracijos DMEM
terpe (angl. Dulbecco s Modified Eagle s Medium) (Capricorn Scientific), papildyta 1 % antibiotikais
penicilinu ir streptomicinu (PS, 10,000 U/mL) (Gibco) bei 10 % fetalinio jauc¢io serumu (FBS, ang]l.
Fetal bovine serum) (Gibco).

Lasteliy chondrogening diferenciacija skatinanti terpé buvo paruosta naudojant 4,5 g/L
gliukozés koncentracijos DMEM terpg (Capricorn Scientific), papildyta 1 % insulino, transferino,
selenio, etanolamino tirpalo (ITS-X, 100x) (Gibco), 1 uM deksametazono (Sigma-Aldrich), 50 pg/mL
L-askorbo riigsties 2-fosfato (Sigma-Aldrich), 50 pg/mL prolino (Sigma-Aldrich), 1 % penicilino ir
streptomicino (PS, 10,000 U/mL) (Gibco) ir 10 ng/mL augimo veiksnio TGF-f3 (Invitrogen).

HIF-1a slopiklis LW6 pirktas i§ Santa Cruz Biotechnology ir naudojimui iStirpintas DMSO
(Sigma-Aldrich).

KCMKL ir chondrocitai tyrimams, kuriems buvo reikalingos fizioksijos salygos, buvo
kultivuojami uzdaros erdvés hipoksijos kameroje BioSpherix Xvivo System Model X3 (BioSpherix)
ir joje esanc¢iame inkubatoriuje su pastovia 37 °C temperatiira, 5 % O ir 5 % CO; koncentracija.

Meéginiy sugerties matavimams eksperimenty metu buvo naudotas ploksteliy skaitytuvas
SpectraMax 13 Microplate Reader (Molecular Devices).

Visiems eksperimentams ir tyrimams su Zzmoniy audiniais ir jy kilmés Igstelémis yra gautas
bioetikos komiteto patvirtinimas, leidimas ir pacienty pasiraSytos sutikimo formos (leidimo numeris

158200-14-741-257).

2.2. Metodai

2.2.1. Lasteliy iSskyrimas ir kultivavimas

KCMKL ir chondrocitai i§skiriami ir kultivuojami pagal anks¢iau apibiidintus laboratorijoje
naudojamus metodus (Uzieliene 2019; Uzieliene 2021). Po chirurginés intervencijos kauly ¢iulpai ir
kremzlés méginiai buvo gauti i§ Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos po chirurginiy ope-
racijy. KCMKL buvo i3skirtos i§ 28 - 32 amziaus motery (n = 5), o chondrocitai buvo isskirti i§
40 - 82 amziaus motery (n = 5).

Chondrocity iSskyrimas iS kremzlés:

Kremzlés fragmentai perkeliami j Petrj 1€kstele ir plaunami fosfatinio buferio tirpalu (PBS) su
2 % antibiotiky misiniu — penicilinu/streptomicinu (PS). Naudojant sterily skalpelj, kremzlé supjaus-
toma gabaléliais, perkeliant juos j kitg sterilig Petrj 1ékstele ir susmulkinama j mazus 1-3 mm gaba-

lelius, kurie yra sveriami. Pasvérus kremzlés gabaliukus, jie inkubuojami per nakt; 1 g/L gliukozés
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koncentracijos DMEM terp¢je inkubatoriuje su 37 °C temperatiira ir 5 % CO». Kitg dieng kremzlés
gabaléliai plaunami PBS ir valandg inkubuojami pronazés tirpale (26,5 U/mL) 37 °C temperattroje
ir 5 % CO». Kremzlés gabaléliai du kartus praplaunami PBS, susmulkinami j dar mazesnius gabalélius
ir perkeliami j 50 mL mégintuvélj, kuriame chondrocitai iSskiriami apdorojant kremzle II tipo kola-
genaze. 1 g kremzlés paruosiama 10 mL II tipo kolagenazes tirpalo (545 U/mL). Kremzlés gabaliukai
inkubuojami 37 °C temperatiiroje ir 5 % CO; apie 3-4 valandas su nuolatiniu purtymu. Po inkubacijos
tirpalas filtruojamas pro 100 um ir 70 pm lasteliy filtrus. Fermentinis kolagenazés aktyvumas sustab-
domas pridedant dvigubag turj pilnos DMEM augimo terpés. Lasteliy filtratas centrifuguojamas 5 mi-
nutes 400 x g, pasalinamas supernatantas o Igsteliy peletas suspenduojamas pilnoje DMEM terpéje.
Surinkti chondrocitai skai¢iuojami hemocitometro pagalba ir i§séjami j kultivavimo flakonus (75 cm?)
po 400 lasteliy, toliau inkubuojami ir auginami inkubatoriuje su 37 °C temperatira ir 5 % COx.

KCMKL i§skyrimas i§ kauly fragmenty:

Gauti kauly méginiai yra perkeliami j sterilias Petrj 1¢kSteles ir plaunami PBS tirpalu. Kauly
Ciulpai atskiriami nuo kaulo steriliu skalpeliu. | kauly ¢iulpus pridedama 1 g/L gliukozés DMEM
terpé, jie susmulkinami ir filtruojami pro 100 pm lgsteliy filtrus. Lasteliy lizatas centrifuguojamas
10 min x 350 g, supernatantas pasalinamas ir lgsteliy peletas suspenduojamas MKL terpéje —
mezenchimingje kamieniniy lgsteliy bazinéje terpéje (MSCBM), papildytoje 10 % FBS, 1 % PS ir
1 ng/mL fibroblasty augimo veiksnio 2 (FGF-2, angl. Fibroblast Growth Factor 2). Surinktos
KCMKL suskai¢iuojamos naudojant hemocitometra ir i§séjamos j kultivavimo flakonus (75 cm2) po
400 lasteliy i flakong su MKL terpe, toliau inkubuojamos ir auginamos inkubatoriuje su 37 °C tem-
peratira ir 5 % COz.

KCMKL ir chondrocitams pasiekus tinkama konfluencija (padengus apie 80-90 % indo pavir-
Siaus), lastelés yra nukabinamos, uzsaldomos arba panaudojamos tyrimams. Terpés flakonuose kei-
¢iamos du kartus per savaite, plokStelése 3 kartus per savaite, 1astelés pers¢jamos arba naudojamos
eksperimentams pasiekus > 80 % konfluencijg. Visuose eksperimentuose buvo naudojami lasteliy
pasazai iki p = 5.

Lasteliy nukabinimas, skaif¢iavimas, uzSaldymas:

Lasteléms pasiekus ~ 80 % konfluencija, jos nukabinamos — pasalinama pilna terpé, lastelés
praplaunamos PBS tirpalu ir pridedamas 0,25 % tripsino-EDTA tirpalas (Gibco) (50 pL/cm?). Laste-
1és su tripsino tirpalu inkubuojamos ne daugiau 5 minuciy 37 °C inkubatoriuje su 5 % COa, tripsino
poveikis Igsteléms nuslopinamas pridedant pilnos DMEM terpés 1:1 santykiu. Nukabintos lgstelés
perkeliamos j 15 mL mégintuvélj, kuris centrifuguojamas 5 min 500 x g. Pasalinamas supernatantas,
likes Iasteliy peletas resuspenduojamas pilnoje DMEM terpg¢je ir lastelés suskai¢iuojamos naudojant

hemocitometra.

20



Norint uZzSaldyti lgsteles, pirma pagal reikiamg tiiri paruoSiama Saldymo terpé — 30%
1 g/L gliukozés DMEM, 50 % FBS (Gibco) ir 20% DMSO (Sigma-Aldrich). Nukabintos 1astelés
perkeliamos i $aldymo (Cryo) mégintuvélius (1 min. Igsteliy 1 mégintuvélyje) ir suspenduojamos su
1:1 santykiu pilnos DMEM augimo terpés ir Saldymo terpés. Mégintuvélis(-iai) dedami j Saldymo
stova, kuris perkeliamas j —70 °C temperatiirg, praéjus parai vél perkeliamas j —150 °C saldiklj ilga-
laikiam saugojimui. Lastelés atSildomos ir resuspenduojamos i uzsaldytas lasteles pridedant Siltos
pilnos DMEM terpés, centrifuguojamos 5 min 500 x g, paSalinus supernatantg i§s¢jamos j auginimo

indus pagal specifiniy eksperimenty reikalavimus.

2.2.2. Lasteliy proliferacijos tyrimas

Lasteliy proliferacijos tyrimui KCMKL ir chondrocitai i§s¢jami j 12 Sulinéliy ploksteles
(20 tiikst. Igsteliy Sulinélyje) ir auginami pilnoje terpéje papildytoje 10 uM slopiklio LW6 normoksi-
jos (37 °C su 21 % Oz, 5 % COy) ir fizioksijos (37 °C su 5 % Oz, 5 % CO») salygomis 7 dienas.
Kontrolés méginiai — tomis paciomis saglygomis be LW6. Po 3-os ir 7-os dieny lastelés praplaunamos
PBS tirpalu ir naujai pakeista terpé papildoma 4 % WST-8 reagentu i§ Cell Counting Kit 8 (CCK-8)
rinkinio (Dojindo Laboratories). Lastelés inkubuojamos 3 valandas atitinkamuose normoksijos ir fi-
zioksijos inkubatoriuose, po to surenkama jy terpé ir iSmatuojama jos sugertis ties 480 nm spektrofo-
tometrijos budu. Statistiné analize ir grafinis duomeny vaizdavimas atlikti programoje GraphPad

Prism 9.

2.2.3. Tékmés citometrija lgsteliy vidulastelinio kalcio jony tyrimui

Vidulastelinio kalcio jony tyrimui KCMKL ir chondrocitai i§séjami 6 $ulinéliy plokstelése (200
tukst. 1asteliy Sulinélyje) ir auginami pilnoje terp¢je papildytoje 10 uM slopiklio LW6 normoksijos
(37°Csu2l % 02,5 % CO») ir fizioksijos (37 °C su 5 % Oz, 5 % CO3) salygomis 7 dienas. Kontrolés
meéginiai — tomis paciomis saglygomis be LW6. Pries atliekant tyrima, lgstelés nukabinamos nuo pa-
virSiaus 0,25 % tripsino-EDTA tirpalu (Gibco), suskaiciuojamos ir perkeliamos j naujus 1,5 mL
mégintuvélius po 100 tikst. lasteliy. Sios Iastelés nudazomos 1 uM Cal-520 dazu (Interchim), inku-
buojamos kambario temperatiiroje 30 minuciy ir du kartus nuplaunamos PBS tirpalu prie§ matuojant
meéginiy fluorescencijg t€ékmes citometru Luminex Guava easyCyte (Cytek). Cal-520 yra suzadina-
mas ties 488 nm, o emisija matuojama ties 520 nm. Matuojant Igsteles, paZymima gyvybingy Igsteliy
populiacija pagal dydj ir griidétuma, vertinant priekine Sviesos sklaida FSC (angl. forward scatter) ir
Soning Sviesos sklaidg SSC (angl. side scatter), atskiriant Igsteliy nuolauZzas ir kitas daleles. Atskiriami
lasteliy dubletai (susijungusios lastelés), jvertinama nezymeéty lasteliy autofluorescencija ir pazymi-
mos jos ribos. Tada matuojamos Cal-520 pazymétos lgstelés. Rezultaty apdorojimas vykdomas prog-

raminéje jrangoje FlowJo, vertinant kiekvieno méginio vidutinj fluorescencijos intensyvumg MFI
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(angl. median fluorescence intensity) atimant Igsteliy autofluorescencijg. Statistiné analizé ir grafinis

duomeny vaizdavimas atlikti programoje GraphPad Prism 9

2.2.4. Holografiné mikroskopija lasteliy migracijos ir judrumo nustatymui

Migracijos ir judrumo tyrimui KCMKL ir chondrocitai i$séjami j 6 Sulinéliy ploksteles
(30 tiikst. Iasteliy Sulinélyje) pilnoje terpéje, terpe papildant 10 uM slopiklio LW6. Kitg diena, Iastelés
uzdengiamos specializuotais stikliniais dangteliais (HoloLids) ir patalpinamos ] inkubatoriy
(37 °C, 21 % Oz ir 5 % CO3) gyvy lasteliy vaizdinimo sistemoje HoloMonitor (Phiab). Pasirenkami
sistemos programos parametrai pavieniy lasteliy sekimui (Single cell tracking), pazymimi visi ploks-
teléje esantys Igsteliy pilni Sulinéliai ir konfigtiruojamos Igsteliy pozicijos pagal bent 8 1gsteles. Buvo
pasirinktas 24 val. laikotarpis su lasteliy pozicijos sekimu fotografuojant jas kas 2 valandas. Lasteliy
judéjimas sistemoje matuojamas pagal holografinius lasteliy vaizdus, sukurtus lazeriniy jutikliy, ku-
riuos programa atpazjsta ir fiksuoja. Gauti rezultatai yra analizuojami ir apdorojami Phiab programos,
atrenkant lasteles, patekusias | holonuotraukas tyrimo metu. Taip jvertinama lgsteliy migracija, jud-
rumas ir judrumo greitis. Papildoma duomeny, statistin¢ analizé ir grafinis duomeny vaizdavimas

atlikti programose Hstudio ir GraphPad Prism 9.

2.1. pav.. Lasteliy vaizdinimo ir steb&jimo Phiab HoloMonitor sistemoje principas (Vaizdas paimtas
1§ https://phiab.com/holomonitor/cell-imaging-software).

2.2.5. Lasteliy metabolizmo ir Iastelinio kvépavimo tyrimai

KCMKL ir chondrocity metabolizmas — lastelinis kvépavimas (deguonies suvartojimo greitis,
angl. Oxygen Consumption Rate (OCR)) ir glikolizés aktyvumas (uzlastelinio rtig§téjimo greitis, angl.
Extracellular Acidification Rate (ECAR)) analizuojami naudojant Seahorse XFp Mito Stress Test ir
Seahorse XFp Glycolysis Stress Test rinkinius ir papildomus jy reagentus (Seahorse XF kalibracijos
skystj, DMEM terpg, 1 M gliukozés tirpala, 100 mM piruvato tirpalg ir 200 mM glutamino tirpalg)
(Agilent). Lastelés iSs¢jamos } 8 Sulineliy Seahorse XFp FluxPak ploksteles (Agilent)
(5 tukst. 1gsteliy Sulinélyje) ir auginamos normoksijos (37 °C su 21 % O, 5 % CO») bei fizioksijos
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(37 °Csu 5 % O2, 5 % CO2) salygomis 3 dienas pilnoje terpéje, su ir be 10 uM slopiklio LW6. Po 3
dieny, plokstelés, reikiamos terpés ir jy sensorinés kasetés buvo paruostos pagal gamintojo pateiktus
protokolus ir jstatytos | Seahorse XF HS Mini metabolizmo analizatoriy (Agilent). Matavimai buvo
vykdomi pagal gamintojo pateiktus protokoly nustatymus prietaiso sistemoje (Mito Stress Test ir
Glycolysis Stress Test). Papildoma duomeny analizé, statistiné analiz¢ ir grafinis duomeny vaizdavi-

mas atlikti programoje GraphPad Prism 9.

2.2.6. Imunofermentinis tyrimas ELISA baltymui HIF-1a

KCMKL ir chondrocitai i$s¢jami j 6 $ulinéliy ploksteles (50 tikst. lasteliy $ulinélyje) ir lastelés
auginamos normoksijos (37 °C su 21 % Oz, 5 % CO2) bei fizioksijos (37 °C su 5 % O2, 5 % CO»)
salygomis 3 ir 7 dienas pilnoje terpéje, su ir be 10 uM slopiklio LW6. Hipoksijos indukuojamo transk-
ripcijos veiksnio HIF-1 baltymo HIF-la analizei buvo naudojamas PathScan® Total HIF-la
Sandwich ELISA rinkinys (Cell Signaling Technology). Lastelés praplaunamos PBS tirpalu, inku-
buojamos ant ledo 5 minutes su 1x praskiestu lizés buferiu (Cell Lysis Buffer 10X, Cell Signaling
Technology) ir 1x praskiestu proteaziy/fosfataziy slopikliy kokteiliu (Protease/Phosphatase Inhibitor
Cocktail 100X, Cell Signaling Technology), tada nugremziamos nuo pavirSiaus ir surenkamos j mé-
gintuvélj. Lizatas centrifuguojamas 14000 X rpm, 4 °C temperatiiroje 10 minuciy ir surenkamas jo
supernatantas. Imunofermentinis tyrimas buvo vykdomas pagal gamintojo nurodyta protokola ir jame
esancius zingsnius, naudojant neskiestus lizaty méginius ir su jais inkubuojant plokstele 2 valandas
37 °C temperaturoje. Pridéjus STOP Solution tirpalo, kuo skubiau spektrofotometrijos budu iSma-
tuota meéginiy sugertis ties 450 nm. Statistiné analize ir grafinis duomeny vaizdavimas atlikti progra-

moje GraphPad Prism 9.

2.2.7. Imunofermentinis tyrimas ELISA baltymui VHL

KCMKL ir chondrocitai i§s¢jami j 6 Sulinéliy ploksteles (50 tikst. lasteliy Sulinélyje) ir laste-
lés auginamos normoksijos (37 °C su 21 % Oz, 5 % CO2) bei fizioksijos (37 °C su 5 % Oz, 5 % CO»)
salygomis 3 ir 7 dienas pilnoje terpéje, su ir be 10 pM slopiklio LW6. Baltymo VHL analizei buvo
naudojamas Human Von Hippel-Lindau Tumor Suppressor (VHL) ELISA rinkinys (Abbexa). Laste-
lés surenkamos jas praplaunant 3 kartus PBS tirpalu, nukabinant nuo pavirSiaus 0,25 % tripsino-
EDTA tirpalu (Gibco) ir nupilant supernatanta po centrifugavimo. Nukabintos Igstelés buvo resus-
penduojamos PBS, 3 kartus pakartotinai atSildomos ir uzsaldomos -20 °C temperatiiroje ir centrifu-
guojamos 1500 x g, 4 °C temperatiroje 10 minuciy, surenkant supernatanta. Reagenty skiedimas,
standarty paruoSimas ir protokolo zingsniai buvo vykdomi pagal gamintojo pateikta protokola, inku-
buojant méginius su TMB substratu 30 minuciy pries pilant Stop Solution tirpalg ir matuojant méginiy
sugert] ties 450 nm. Statistin¢ analize ir grafinis duomeny vaizdavimas atlikti programoje GraphPad

Prism 9.
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2.2.8. Fermento MDH2 lastelése aktyvumo tyrimas

KCMKL ir chondrocitai i§séjami j 6 $ulinéliy ploksteles (50 tiikst. lasteliy Sulinélyje) ir lastelés
auginamos normoksijos (37 °C su 21 % Oz, 5 % CO2) bei fizioksijos (37 °C su 5 % O, 5 % CO»)
salygomis 3 ir 7 dienas pilnoje terpéje, su ir be 10 uM slopiklio LW6. Fermento MDH?2 aktyvumo
analizei buvo naudojamas Mitochondrial Malate Dehydrogenase (MDH2) Activity Assay rinkinys
(Abcam). Lastelés praplaunamos PBS tirpalu 2 kartus ir nugremziamos nuo pavirSiaus, tada uzpila-
mos rinkinyje esanciu lizés buferiu Extraction Buffer, papildytu 1x praskiestu proteaziy/fosfataziy
slopikliy kokteiliu (Protease/Phosphatase Inhibitor Cocktail 100X, Cell Signaling Technology). Rei-
kiami reagentai, tyrimas ir jo zingsniai buvo atlikti pagal gamintojo pateikta protokola, matuojant
méginiy sugertj po 30 min. kaip galutinio tasko (angl. endpoinf) matavima vietoje kinetinio matavimo.

Statistiné analizé ir grafinis duomeny vaizdavimas atlikti programoje GraphPad Prism 9.

2.2.9. Lasteliy chondrogeninés diferenciacijos indukcija Igsteliy lakStuose
KCMKL ir chondrocitai i§séjami temperatiirai-reaktyviose PIPAAm polimeru padengtose

Nunc™ UpCell™ Surface plokstelése (Thermo Scientific) (12 Sulinéliy plokstelés — 200 tikst. 13ste-
liy Sulinélyje, 24 Sulinéliy plokstelés — 100 tikst. Iasteliy Sulinélyje) ir Iastelés auginamos normoksi-
jos salygomis (37 °C su 21 % Oz, 5 % CO») pilnoje terpéje iki pilnos konfluencijos. Lasteléms pasie-
kus konfluencija, pilna terpé pakei¢iama chondrogeninés diferenciacijos terpe (su ir be 10 uM slo-
piklio LW6 priklausomai nuo kontrolés ar poveikio méginio), ir dalis ploksteliy perkelta j hipoksijos
kamera su fizioksijos salygomis (37 °C su 5 % Oz, 5 % COz). Chondrogenin¢ diferenciacija indukuo-
jama 21 dienas, keiciant terpe 3 kartus per savaite, o po 21 dieny lasteliy lakStai atkabinami nuo
pavirSiaus ploksteles laikant kambario temperatiiroje (< 25 °C) ir lengvai pipetuojant lasteliy laksto

kraStus kol jie pilnai atsikabina.

2.2.10.Lasteliy laksty RNR iSskyrimas

Po 21 dieny chondrogeninés diferenciacijos, 1asteliy lakstai praplaunami 2 kartus PBS, suren-
kami j mégintuveélius lizés buferyje RLT su 10% merkaptoetanoliu (RNeasy Mini Kit, QIAGEN) ir
laikomi -70 °C temperatiiroje iki panaudojimo. RNR buvo iSskirta ir i§gryninta RNeasy Mini Kit
rinkinio ir jame esanc¢iy Mini Spin gryninimo kolony pagalba, sekant gamintojo nurodytas instrukci-
jas, nemodifikuojant protokolo. RNR koncentracija ir grynumas buvo iSmatuoti spektrofotometrijos

biidu, toliau RNR méginiai laikomi -20 °C temperatiiroje panaudojimui kopijinés DNR sintezei.

2.2.11.RNR kopijinés DNR sintezé
I8skyrus ir i1§gryninus lgsteliy lakSty RNR meéginius, buvo atliekama kopijinés DNR sinteze
rinkinio Maxima First Strand cDNA Synthesis (with dsDNase) pagalba. Kopijinés DNR sintez¢ ir

méginiy paruosimas buvo vykdomi pagal gamintojo pateikta protokola, pirmame Zingsnyje méginius
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paveikiant dsDNaze, su papildomais kontrolés méginiais RT- (be fermenty misinio) ir NTC (be RNR).

Reakcijos buvo vykdomos Mastercycler personal (Eppendorf) termocikleryje.

2.2.12. Atvirkstinés transkripcijos kiekybiné PGR ir geny raiSkos analizé

Atvirkstinés transkripcijos kiekybiné PGR (angl. Reverse Transcription Quantitative Real-Time
PCR, RT-gPCR) atlieckama paruoSiant méginius 3 techniniais replikatais su Maxima Probe qPCR
Master Mix (2X) ir TagMan Real-Time Gene Expression Assay reagentais (Thermo Scientific) pagal
ju naudojimo gida, galutin] vieno méginio tiirj sumazinant iki 12 pL. PGR reakcijos zingsniai vyk-
domi QuantStudio 1 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) instrumento pagalba. Reakcijy
salygos — pradiné denatiiracija 95 °C 10 minuciy ir 40 cikly su denattracija 95 °C 15 sekundziy,
prilydymu ir prailginimu 60 °C 60 sekundziy. Eksperimento metu kartu su lasteliy laksty meéginiais
buvo naudojami anksc¢iau aprasyti kontrolés méginiai RT- ir NTC, pasalinés DNR uzkrato ir reagenty
kokybés patikrinimui.

RT-qPCR metu naudojami atskaitos (,,Housekeeping®) geny RPS9, B2M pradmenys bei tiriamy
geny SOX9, COL2A41 ir ACAN pradmenys (Thermo Fisher Scientific, lentele 2.1). Geny raiskos duo-
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meny analizé buvo atlikta pagal metoda, statistiné analizé ir grafinis duomeny vaizdavimas

atliktas programoje GraphPad Prism 9.

2.1. lentelé. Atvirkstinés transkripcijos kiekybinés PGR metu naudoti geny pradmenys ir jy Assay ID
kodai (pradmenys pirkti i§ Thermo Fisher Scientific).

Genas Assay ID

B2M (Beta-2 microglobulin) Hs00984230 m1
RPS9 (Ribosomal Protein S9) Hs02339424 ¢l
SOX9 (SRY-Box Transcription Factor 9) Hs00165814 ml
COL2A41 (Collagen Type II Alpha 1 Chain) Hs01060345 ml
ACAN (Aggrecan) Hs00153936 ml

2.2.13.AtvirkStinés transkripcijos kiekybiné PGR ir geny raiSkos analizé

Statistiné analizé buvo atliekama visoms normalizuotoms imtims, pagal grupes vertinant duo-
meny statistinj reikSminguma dvipuse ANOVA (su Tukey post hoc analize). Skirtumai buvo laikomi
statistiSkai reikSmingais su p reikSme < 0,05. Statistinei analizei naudojama programa GraphPad

Prism versija 9.
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3. Rezultatai

3.1. Lasteliy proliferacija

KCMKL ir chondrocitai buvo auginami normoksijos ir fizioksijos salygomis 7 dienas su ir be
LW, tiriant jy proliferacijg ir metabolinj aktyvuma po 3-os ir 7-os dienos. Rezultatai (pav. 3.1.) rodo
po 3 dieny vidutiniskai padidéjusia proliferacija/metabolinj aktyvuma KCMKL ir chondrocituose fi-
zioksijoje. Po 7 dieny ir KCMKL ir chondrocituose taip pat buvo stebima padidéjusi proliferacija
fizioksinémis salygomis. Slopikliu LW6 paveiktos KCMKL ir chondrocitai pasizyméjo vidutinidkai
didesne Iasteliy proliferacija po 7 dieny nepaisant deguonies salygy.

KCMKL Chondrocitai
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e c =3 Normoksija
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(=]
2 1.0+ 2 1.0+ =3 Fizioksija
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-t e
2 K]
t 0.51 Tt 0.59
Q @
=) o
= 3

0.0 r T 0.0 ,

3 Diena 7 Diena 3 Diena 7 Diena

Lasteliy proliferacija

3.1. pav. KCMKL ir chondrocity proliferacija (CCK-8) po 3 ir 7 dieny normoksijos ir fizioksijos
salygomis (normoksija — 21 % O3, fizioksija — 5 % O) su HIF-1a slopikliu LW6. ISmatuota
sugertis ties 450 nm (n = 4).

3.2. Vidulastelinio kalcio jonu koncentracijos pokytis su LW6

Atlikus vidulastelinio kalcio jony (Ca®" ) tyrima tékmés citometrijos bidu su KCMKL ir chond-
rocitais, 21 dieng juos auginant normoksijos ir fizioksijos saglygomis su slopikliu LW6, pavaizduoti
duomeny rezultatai (pav. 3.2.).

Po 3 dieny pastebimas statistiskai reikimingas Ca>* sumazéjimas KCMKL ir chondrocituose
fizioksijos salygomis. LW6 tur¢jo statistiSkai reikSmingg poveikj chondrocituose fizioksijos salygo-
mis.

Po 7 dieny vidulgstelinio Ca?* kiekis neturéjo pastebimo skirtumo KCMKL, ta¢iau chondroci-

tuose Ca®* kiekis nezymiai didesnis fizioksijoje.
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3.2. pav. KCMKL ir chondrocity vidulastelinio kalcio jonuy kiekis (pagal Cal-520 vidutinj
fluorescencijos intensyvumg MFI) po 3 ir 7 dieny augimo normoksijos ir fizioksijos saglygomis
(normoksija — 21 % Oo, fizioksija — 5 % O2) su HIF-1a slopikliu LW6 (n =3, * = p <0,05).

3.3. Lasteliy migracija, judrumas ir judrumo greitis

Atliktas KCMKL ir chondrocity lasteliy migracijos ir judrumo stebéjimas 24 valandas su

HIF-1a slopikliu LW6 (3.3. pav.). Duomenys rodo vidutiniskai, bet ne reikSmingai sumazéjusia 13s-

teliy migracija, judrumg ir judrumo greitj KCMKL ir chondrocituose su slopikliu LW6, pastebimas

statistiikai mazesnis judrumas KCMKL + LW6, lyginant su kontrole.
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3.3. pav. KCMKL ir chondrocity migracija, judrumas ir judrumo greitis normoksijos salygomis

21

(n=3,*=p<0,05).

% 0O per 24 valandas (matavimai kas 2 wval.)) su HIF-la slopikliu LW6
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3.4. Lasteliy metabolizmas: mitochondrinis ir glikolitinis aktyvumas

Buvo tiriamas KCMKL ir chondrocity lasteliy metabolizmas po 3 dieny normoksijos ir fiziok-
sijos saglygomis su slopikliu LW6 — iSanalizuotas bazinis ir maksimalus deguonies suvartojimo greitis
(OCR, angl. Oxygen Consumption Rate) (3.4. pav. A), bazinis ir maksimalus uzlastelinio ruigstéjimo
greitis (ECAR, angl. Extracellular Acidification Rate) (3.4. pav. B).

Zitrint j deguonies suvartojimo greitji OCR, po 3 dieny KCMKL pastebimas tendencingas, o
chondrocituose statistiSkai reikSmingas bazinio ir maksimalaus OCR sumazéjimas tarp normoksi-
jos/fizioksijos. LW6 slopinamos KCMKL ir chondrocity Igstelés turéjo ne zymuy, bet vidutiniskai su-
mazejus] bazinj ir maksimaly OCR, lyginant su kontrole.

ECAR rezultatai parodo, jog fizioksija reik§mingai sumazina bazinj ECAR KCMKL. Slopiklis
LW6 sukelia reik§mingg bazinio ir maksimalaus ECAR sumazéjimag KCMKL normoksijos salygomis,
taCiau turi prieSingg efekty fizioksijoje — bazinis ir maksimalus ECAR nuo slopiklio padidéja. LW6
taip pat padidina bazinj ECAR fizioksijoje, lyginant su kontrole.
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3.4. pav. KCMKL ir chondrocity metabolizmas po 3 dieny normoksijos ir fizioksijos salygomis
(normoksija — 21 % Oz, fizioksija — 5 % O:) su HIF-1a slopikliu LW6. A — Lasteliy aerobinis
kvépavimas isSreikStas deguonies suvartojimo grei¢iu (OCR), iSskirti lgsteliy bazinio ir
maksimalaus OCR duomeny grafikai. B — Lasteliy glikolizés aktyvumas iSreikstas kaip
uzlastelinio riugstejimo greitis (ECAR), iSskirti lgsteliy bazinio ir maksimalaus ECAR
duomeny grafikai. (n =3, * =p <0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001; **** =p <0,0001).
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3.5. HIF-1a kiekis

Analizuotas santykinis baltymo HIF-1a kiekis KCMKL ir chondrocituose po 3 ir po 7 dieny
normoksijos ir fizioksijos salygomis, paveikiant HIF-1a slopikliu LW6 (pav. 3.5). KCMKL po 3
dieny matomas nezymus HIF-1a kiekio sumaz¢jimas, salygojamas slopiklio LW6 normoksijoje ir
fizioksijoje. Po 7 dieny HIF-1a kiekis KCMKL beveik neturi skirtumy tarp skirtingy eksperimento
grupiy. Chondrocity HIF-1a kiekis nesiskiria tarp grupiy po 3 dieny, ir 7 dieny tik kontrolés mégi-

niuose, taciau po 7 dieny HIF-1a kiekis padidéja nuo slopiklio LW6 chondrocituose.
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3.5. pav. Imunofermentinis tyrimas vaizduojantis santykinj baltymo HIF-1a kiekj (pagal sugertj ties
450 nm) KCMKL ir chondrocituose, po 3 ir 7 dieny normoksijos ir fizioksijos saglygomis
(normoksija — 21 % O, fizioksija — 5 % O2) su HIF-1a slopikliu LW6 (n = 3).

3.6. VHL Kkiekis

Analizuotas baltymo Von Hippel-Lindau (VHL) kiekis KCMKL ir chondrocituose po 3 ir po 7
dieny normoksijos ir fizioksijos salygomis, paveikiant lgsteles HIF-1a slopikliu LW6 (pav. 3.6.). Re-
zultatai nerodo Zymaus skirtumo tarp VHL kiekio KCMKL po 3 ir 7 dieny tarp skirtingy deguonies
koncentracijos salygy. LW6 poveikis taip pat neturéjo poveikio KCMKL nei po 3, nei po 7 dieny.
Chondrocituose VHL kiekis nesiskyré tarp grupiy po 3 dieny, taciau po 7 dieny pastebéta, jog LW6

vidutiniSkai padidino VHL kiekj chondrocituose ir normoksijos ir fizioksijos salygomis.
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3.6. pav. Baltymo VHL kiekis (ng/mL) KCMKL ir chondrocituose, po 3 ir 7 dieny normoksijos ir
fizioksijos salygomis (normoksija — 21 % Oz, fizioksija — 5 % Oz) su HIF-1a slopikliu LW6
(n=23).

3.7. MDH2 aktyvumas

Atlikta fermento malato dehidrogenazés 2 (MDH2) aktyvumo tyrimas KCMKL ir chondroci-
tuose, po 3 ir 7 dieny normoksijos ir fizioksijos saglygomis su slopikliu LW6 (pav. 3.7.)

MDH?2 aktyvumas nepakito nei nuo sumazejusios deguonies koncentracijos nei nuo slopiklio
LW6 po 3 dieny kultiroje. Po 7 dieny pastebimi poky¢iai —- KCMKL MDH2 aktyvumas reik$mingai
sumazgja normoksijos saglygomis nuo LW6, ir tarp slopinamy Igsteliy turi didesnj aktyvuma fizioksi-
joje. Chondrocituose po 7 dieny matomas reikSmingas pokytis tarp normoksijos ir fizioksijos —
MDH?2 aktyvumas mazesnis fizioksijoje ir tarp kontrolés ir tarp LW6 paveikty méginiy, taciau pats

slopiklis nesukélé pokyc€iy chondrocitams lyginant su kontrole.
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3.7. pav. Fermento MDH2 aktyvumas (pagal sugert] ties 450 nm) KCMKL ir chondrocituose, po 3 ir
7 dieny normoksijos ir fizioksijos sglygomis (normoksija — 21 % O, fizioksija — 5 % O2) su
HIF-1a slopikliu LW6 (n =3, * =p <0,05; ** = p <0,01; *** =p <0,001).
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3.8. Chondrogeniné diferenciacija lasteliy lakStuose

KCMKL ir chondrocitai buvo skatinami diferencijuoti chondrogenine kryptimi 21 d. lasteliy
lakStuose normoksijos ir fizioksijos saglygomis su ir be slopikliu LW6. Susidare laksStai buvo ploni,
apvalios formos, mazdaug 1/3 Sulinélio dugno dydzio (3.8. pav.). Mikroskopu buvo stebimas tankus

tarplastelinis uzpildas susidares chondrogeninés diferenciacijos metu, kuris suriSo lasteles ir palaike

laksty forma.

3.8. pav. In vitro chondrogeninés diferenciacijos metu susiformaves lasteliy lakstas, palaipsniui atsi-
kabinantis nuo Sulin¢lio dugno. Mikroskopu nufotografuotas ir pavaizduotas jo uzlastelinis
uzpildas (400x padidinimas).

3.9. Chondrogenine kryptimi diferencijuoty lasteliy lakSty genu raiska

Kremzliniam audiniui biidingy geny (SOX9, COL2A1, ACAN) raiSka buvo iSmatuota visiems
lasteliy lakStams, lyginant skirtingas deguonies koncentracijos salygas ir LW6 poveikj. Rezultatuose
(3.9. pav.) pateikti santykiai tarp fizioksijos ir normoksijos, normoksijos ir normoksijos su LW6, fi-
zioksijos ir fizioksijos su LW6.

Pastebéta, jog fizioksinés salygos Zymiai padidino II tipo kolageno, agrekano ir SOX9 geny
raika tiek KCMKL, tiek chondrocity lasteliy lak3tuose, o LW6 sumazino visy geny raiska chondro-
cituose skirtingose salygose, tadiau fizioksijoje nezymiai didino SOX9 ir ACAN geny raiska KCMKL.
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Santykinis mRNR lygis

NO - Normoksija

FO - Fizioksija

NO+LW6 - Normoksija + LW6
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3.9. pav. KCMKL ir chondrocity lasteliy lak$ty geny raiska pagal santykinj mRNR lygj po 21 dieny
chondrogeninés diferenciacijos normoksijos ir fizioksijos saglygomis (normoksija — 21 % Oo,
fizioksija — 5 % Oz) su HIF-1a slopikliu LW6. Tiriami genai SOX9, COL2A1 ir ACAN.
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4. Rezultaty aptarimas

Siame darbe buvo lyginamos skirtingos fiziologinés salygos — 20 % O, normoksija ir 5 % O
fizioksija — §i deguonies koncentracija vyrauja pavirSiniame hialininés kremzlés sluoksnyje, kuris
pirmiausiai patiria OA-veikiamg kremzlés degradacija. Koncentracija pasirinkta dél darbe panaudoto
inovatyvaus bekarkasio audiniy inZinerijos modelio — lasteliy laksty, kurie pazaidos atveju yra pa-
naudojami ir dedami biitent ant kremzlés pavirSiaus. Fizioksinés deguonies koncentracijos ir galimy
vaisty, turinCiy jtakg fizioksinéms salygoms, tyrimai yra svarbus tokiy audiniy kaip kremzlés ir jos

regeneracijos procesy kontrolei.

4.1. Fizioksija skatina lasteliy proliferacija

Pagal atliktus KCMKL ir chondrocity proliferacijos tyrimus ir gautus rezultatus (3.1.) paste-
bima, jog 5 % O: fizioksija skatina Igsteliy proliferacija iki 7 dieny. Fizioksijos nauda ir proliferacijos
aktyvinimas MKL jau placiai Zinomas ankstesnéje literatiiroje — kadangi kauly ¢iulpuose vyrauja tarp
1 — 7 % O deguonies koncentracija, hipoksija iki 1 % O padidina lasteliy gyvybinguma, skatina
MKL proliferacija, padeda islaikyti jy kamieniskumga ir multipotentines savybes per tam tikry kamie-
niSkumo veiksniy (kaip Oct-4, Sox2, Nanog) geny raiSka ir 1étina ROS sukelta Iasteliy senéjima
(Krinner et al 2009; Pattappa et al 2020; Samal et al. 2021; Loo et al. 2021; Arai et al. 2024). Chond-
rocity proliferacija 5 % fizioksijos salygomis taip pat vidutiniSkai padidéjo — tai paaiSkinama anksciau
apraSyty natiiraliy kremzlés fiziologinés hipoksijos salygy (1.5.), kurios palankios chondrocity proli-
feracijai, augimui, metabolizmui ir chondrogeninio fenotipo iSlaikymui (Basciano et al 2011; Sheehy
et al. 2012; Markway et al. 2013).

Slopiklis LW6 taip pat turéjo tendencija ne stipriai padidinti viduting KCMKL ir chondrocity
proliferacijg nepaisant deguonies koncentracijos. Kadangi efektas pastebimas ir normoksijos sglygo-
mis, kai HIF-1 nesusidaro lgstelése, tai galimai pacio LW6 veikimo mechanizmo pasekmé, susijusi

su metaboliniy keliy modifikacijomis (Naik et al. 2015).

4.2. Vidulastelinio kalcio jony lygis lastelése sumazéja po pirmuy 3 dieny
fizioksijos salygomis

Vidulastelinio kalcio tyrimo rezultatai (3.2.) rodo, jog fizioksija KCMKL ir chondrocituose
reik§mingai sumazina vidulastelinio Ca®" lygj po 3 dieny, ta¢iau po 7 dieny Ca** lygis sumazéja tiek
kontroléje, tiek po poveikio, normalizuojasi ir néra pastebimo ryskaus skirtumo Igstelese. Slopiklis
LW6 turi panasy poveikj — jis reik§mingai sumazino vidulastelinio kalcio jony kiekj KCMKL ir
chondrocituose po 3 dieny, bet pra¢jus 7 dienoms abiejuose lasteliy tipuose néra pastebimo pokycio

sukelto LW6.
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Vidulastelinio Ca** signalai kontroliuoja jvairius lasteliy biologinius procesus — lasteliy adhe-
zija, metabolizma, proliferacijg ir apoptoze¢ (Mengxi et al. 2018), taip pat diferenciacijag kamieninése
lastelése (Tonelli et al. 2012). Chondrocituose vidulastelinio kalcio signaliniai keliai aktyvuojami to-
kiy stimuly kaip mechaninio ar osmotinio streso ar hidrostatinio slégio (Zhou et al. 2019). Ca*" las-
telése kaupiamas jvairiose organelése, tarp jy Goldzio komplekse, mitochondrijose, branduolyje, li-
zosomose ir endoplazminiame tinkle, priklausomai nuo jy funkcijy ir mechanizmy (Ahamad ir Singh
2021). Zinoma, kad hipoksinés salygos jprastai sukelia Ca®" padidéjima lastelése (Salnikow et al.
2002; Seta et al. 2004), nors 3 dieny rezultatai rodo prieSinga efekty. Pagal gautus duomenis matoma
jog §is Ca®" jony lygio sumazéjimas lastelése yra trumpalaikis — iki 7 dienos lastelése jis normalizuo-
jasi iki lygio, kai beveik nesiskiria tarp fiziologiniy salygy. Tai gali reiksti lastelinius mechanizmus,
susijusius su lgsteliy stresu ir prisitaikymo prie fizioksijos procesy, trumpalaikius metabolinius po-
kyc¢ius — ir dél fizioksijos, ir dél LW6, kurio mechanizmai trikdo aerobinj kvépavima ir mitochondrijy
funkcijg (Sato et al. 2015). Norint geriau suprasti §j trumpalaiki pokyti reikéty papildomy tyrimy
kuriais biity iSnagrinéta, dél kokiy priezasciy trumpalaiké hipoksija slopina vidulastelinio kalcio lygj,

po kiek laiko ir kaip jis sumazéja.

4.3. LW6 sumazina KCMKL ir chondrocity lasteliy migracija bei judruma

Holografinés mikroskopijos biidu atliktas lasteliy migracijos, judrumo ir judrumo greicio tyri-
mas su HIF-1a slopikliu LW6 parodo viena ry$ky pokytj rezultatuose (3.3) — LW6 ir KCMKL ir
chondrocituose vidutiniskai sumazina lasteliy migracija, judruma ir judrumo greitj. Kadangi tyrimas
vykdytas normoksijos salygomis (20 % O.), tai reiskia jog §is poveikis sukeltas mechanizmy, nesu-
sijusiy su LW6 veikimu HIF-1a slopinime. I$ aprasyty ir Zinomy LW6 mechanizmy ir véliau gauty
metabolizmo rezultaty (4.4.) Zinoma, kad LW6 slopina lasteliy deguonies suvartojimg ir anaerobinj
metabolizma per Krebso cikle dalyvaujantji MDH2 (tiesiogini LW6 taikinj) ir mitochondrijy memb-
ranos depoliarizacija (Naik et al. 2014; Sato et al. 2015). D¢l metabolizmo poky¢iy ir mazesnio de-

guonies suvartojimo, galimai buvo sulétinta Igsteliy migracija, judrumas ir jo greitis.

4.4. Fizioksija ir LW6 sukelia pokytius KCMKL ir chondrocity mito-

chondriniam ir glikolitiniam metabolizmui

KCMKL ir chondrocity metabolizmas buvo analizuojamas atliekant deguonies suvartojimo ty-
rimg kuris parodo aerobinio Igsteliy kvépavimo aktyvuma, ir uzlastelinio riigsté¢jimo tyrima, kuris
parodo glikolizés aktyvuma lastelése (3.4.). Kaip tikétasi, 5 % Oa fizioksija sumazina KCMKL ir
chondrocity bazinj ir maksimaly deguonies suvartojimo greitj, dél deguonies trikumo lgsteliy aplin-
koje lyginant su 20 % O> normoksijos saglygomis. LW6 taip pat tur¢jo neigiamg efekta aerobiniam

kvépavimui — nuo jo sumazgjo bazinis ir maksimalus OCR abiejuose lasteliy tipuose. LW6 sukeltas

35



OCR sumaz¢jimas gali biiti paaiSkinamas jo veikimu kaip MDH2 slopikliu — ankstesni tyrimai su
LW6 slopinimo mechanizmais parodé panasius rezultatus, kuriy metu LW6 sumazino Iasteliy deguo-
nies suvartojimo greitj (Ban et al. 2016). Taip pat pastebimas didelis skirtumas tarp KCMKL ir chond-
rocity OCR lygio grafiky skaléje — KCMKL kaip nediferencijuotos, kamieniskuma turinéios lastelés,
turi daug aktyvesnj aerobinj metabolizma, lyginant su kremzlés chondrocitais, kuriy pagrindinis e-
nergijos sintezés biidas yra glikolizé dél kraujagysliy nebuvimo ir mazo deguonies apriipinimo
kremzliniame audinyje (Henrotin ir Aigner 2005; Fox et al. 2009; Arai et al. 2024).

Lyginant glikolizés rezultatus ir uZlastelinio rigstéjimo greitj (ECAR), KCMKL ir chondrocitai
skirtingai reagavo j fizioksines salygas ir slopikli LW6. KCMKL bazinis ir maksimalus ECAR lygis
sumazgjo fizioksijos salygomis, nors pagal Zinomus teorinius ir eksperimentinius duomenis jis turéty
nepakisti arba padidéti, priklausomai nuo tai kokio lygio hipoksijos salygomis lastelés auga. Nor-
moksijos (atmosferinio deguonies) saglygomis, MKL turi padidinta deguonies suvartojimg ir ATP sin-
teze vykdo oksidacinio fosforilinimo biidu. Fizioksinémis saglygomis, MKL deguonies suvartojimas
sumazgja, jy metabolizmas kinta j pagrinde glikolizés budu gaminama ATP (Pattappa et al. 2019; Arai
et al. 2024). LW6 reikSmingai sumazino bazinj ir maksimaly ECAR normoksijos salygomis, taciau
fizioksijos salygomis bazinis ECAR reikSmingai padidé¢jo. Chondrocituose glikolizés aktyvumas is-
liko panaSus visose tyrimy grupése.

LW6 kaip HIF-1a slopiklis pagal teorines zinias turéty sumazinti glikolitinj aktyvuma Iastelése,
kadangi HIF-1 mechanizmai hipoksijoje skatina glikoliz¢ lastelése ir kremzléje palengvina gliukozés

transportg (Semenza 2012; Arai et al. 2024).

4.5. KCMKL ir chondrocity HIF-1o baltymo kiekis ry$kiai nekinta 5 %
fizioksijoje, taciau LW6 pasizymi VHL aktyvinamu poveikiu po 7 dieny

Atlikti imunofermentiniai tyrimai ELISA norint nustatyti ir palyginti baltymy HIF-1a bei VHL
kiek; lastelése skirtingomis deguonies saglygomis, ir paveikus HIF-1a slopikliu LW6, kurio vienas 18
taikiniy yra VHL raiska (3.5. ir 3.6.).

Nebuvo pastebétas HIF-1a kiekio pokytis lyginant normoksijos ir fizioksijos salygas KCMKL
ir chondrocituose. Tai gali biiti priskiriama silpnai hipoksijai (kadangi HIF-1 1astelése stabilizuojamas
grei€iau, kuo maZzesné deguonies koncentracija) ir trumpam (tik 3 ir 7 dieny) laiko tarpui — HIF-1 yra
itin jautrus baltymas su keliy minuciy pusiniu baltymo degradavimo laiku (angl. half-life) kai lasteli-
néje aplinkoje yra deguonies (Moroz et al. 2009), tad jo susikaupimui lastelése gali turéti jtakos net
tokie veiksniai kaip papildomas deguonis 1§ auginimo terpes keitimo metu. Tikslesnis eksperimento

kartojimas galéty jtraukti ilgesnj kultivavimo laika fizioksijos salygomis. LW6 turéjo ne statistiskai
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reik§minga, bet vidutinj HIF-1a kieko sumazéjima KCMKL po 3 dieny, bet kadangi rezultatai neat-
sikartoja KCMKL po 7 dieny ir chondrocituose, negalima daryti prielaidy ar tai sukelta dél HIF-1a
slopinimo.

VHL kiekio rezultatai neparodé ryskiy skirtumy chondrocituose po 3 dieny, ta¢iau KCMKL ir
chondrocituose po 7 dieny pastebima tendencija — VHL kiekis padidéja normoksijos salygomis, lygi-
nant su fizioksija, o LW6 taip pat rodo vidutiniskai didesnj VHL kiekj lyginant su kontrole. Nors
duomenys néra statistiskai reikSmingi, §i tendencija atkartoja efekta kurio buty tikimasi — normoksijos
salygomis, VHL raiska ir aktyvumas padidéja tam kad biity vykdomas HIF-1a ubikvitilinimas ir deg-
radacija (Semenza 2007), o vienas 1§ LW6 kaip HIF-1 slopiklio mechanizmy yra VHL raiskos padi-
dinimas, kas taip pat skatina HIF-1a degradacija (Lee et al. 2010).

4.6. Fizioksija sumaZzina MDH2 aktyvumg chondrocituose po 7 dieny

Atliktas normoksijoje ir fizioksijoje 3, 7 dienas auginty KCMKL ir chondrocity malato dehid-
rogenazés 2 (MDH2) fermento aktyvumo tyrimas. Rezultatai (3.7.) nerodo zymiy MDH2 aktyvumo
skirtumy tarp KCMKL ir chondrocity po 3 dieny skirtingose salygose ir su slopikliu LW6. Po 7 dieny,
LW6 reikimingai sumazino MDH2 aktyvumg KCMKL normoksijos salygomis, ir turéjo ne statistis-
kai reikSminga, bet panaSy poveikj fizioksijos salygomis. Rezultatai chondrocituose po 7 dieny rodo
reik§mingg MDH2 aktyvumo sumaz¢jimg fizioksijos salygomis it tarp kontrolés, ir tarp LW6 slopi-
namy grupiy. LW6 yra aprasytas ir zinomas kaip tiesioginis MDH2 slopiklis, kuris trikdo jo veikla
Krebso cikle, todel pagal rezultatus galima buvo tikétis didesnio poveikio lasteléms (Naik et al. 2014;
Sato et al. 2015). MDH2 aktyvumo sumazéjimas fizioksijos saglygomis chondrocituose po 7 dieny
gali biiti paaiSkinamas jo svarba Krebso cikle ir aerobiniame kvépavime — kai fizioksinémis sglygo-
mis truksta deguonies aplinkoje, lasteleés ,,persijungia® j labiau joms palankesn; glikolitinj energijos

metabolizmg (Pattappa et al. 2019; Arai et al. 2024)

4.7. Fizioksija skatina SOX9, COL2A1 ir ACAN geny raiska, HIF-1 slo-

piklis LW6 turi neigiama poveikij Siems genams

Jvykdyta geny raiskos analizé su KCMKL ir chondrocity lasteliy lak$tuose, kuriuose 21 dienas
buvo indukuojama chondrogeniné diferenciacija normoksijos ir fizioksijos sglygomis, su ir be
HIF-1a slopikliu LW6. Rezultatai (3.9.) parodé pokycius, susijusius su chondrogenezés genais SOX9,
COL2A1 ir ACAN. Pastebéta, jog fizioksinés salygos turi teigiama poveikj SOXY, ir taip pat stipry
teigiama poveikj COL241, ACAN geny raiskai KCMKL ir chondrocity lakstuose. SOX9 yra transk-
ripcijos veiksnys, aktyvus chondrogenezés metu ir svarbus chondrocity fenotipui. Jis turi reguliacines

funkcijas paciai COL2A1 raiskai — tai reiSkia jog didesné SOX9 raiSka siejama su didesne COL2A4 1
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raiSka. COL2A1 genas koduoja II tipo kolageno baltymo alfa grandine, kuri yra svarbus II tipo kola-
geno fibriliy komponentas, biidingas hialininei kremzlei, o ACAN koduoja agrekang — dazniausiai
aptinkamg proteoglikang sveikos kremzlés uzlasteliniame uzpilde (Chen et al. 2021; Bac¢enkova et al.
2023). Siy geny raiska parodo ne tik sekminga chondrogenine diferenciacija lasteliy laksty modelyje,
bet taip pat ir patvirtina zinomg teigiama fizioksijos svarbg Siems genams ir jy raiSkai (Krinner et al
2009; Duval et al 2012). Slopiklis LW6 sumazino Siy geny raiska chondrocituose, kas gali lemti
HIF-1 slopinimo poveikj, kadangi HIF-1 transkripcijos veiksnys skatina chondrogening diferencia-
cija, jos geny raiskg ir pacio SOX9 aktyvacijg ir su tai susijusius diferenciacijai palankius mechaniz-

mus (Arai et al. 2024).
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ISvados

1.

Fizioksija paskatino KCMKL ir chondrocity proliferacija per 7 dienas, tadiau sumazino
vidulastelinio kalcio kiekj po 3 dieny. LW6 neturéjo reik§mingos jtakos tiek proliferacijai
tiek vidulastelinio kalcio jony koncentracijai KCMKL, bet sumazino kalcio jony kiekj po 3
dieny chondrocituose.

LW6 sumazino KCMKL ir chondrocity migracija, judruma ir judrumo greitj po 24 valandy
poveikio.

Fizioksija ir LW6 sumazina KCMKL ir chondrocity mitochondrinj kvépavima. Chondrocity
glikolizés lygis fizioksijoje i§licka panasus, o0 KCMKL yra slopinamas normoksijoje su
LW6.

Baltymy HIF-1a ir VHL kiekis ryskiai nepakito tarp KCMKL ir chondrocity tarp fizioksijos
ir normoksijos, ta¢iau LW6 padidino VHL kiekj chondrocituose po 7 dieny.

MDH2 aktyvumas priklausomai nuo fizioksijos sumaz¢jo chondrocituose po 7 dieny, taciau
LW6 turéjo reikiminga poveikj fermentui tik KCMKL normoksijos salygomis.

Fizioksija padidino geny SOX9, COL2A1 ir ACAN raisSka chondrogeniskai diferencijuo-
tuose KCMKL ir chondrocity lak$tuose, o LW6 slopino §iy geny raiska chondrocituose.

Apibendrinant, $ie tyrimai rodo fizioksijos svarbg visiems in vitro tyrimams su sgnario kremzle

ir chondrocitais, norint sukurti ar jvertinti kamieniniy lasteliy terapijg ar kremzliy audiniy inZinerijos

strategijas. Papildomai, vaistai kaip LW6, taikomi véZio ir kity ligy terapijoje, taip pat turi jtakos ir

kitoms nuo fizioksijos priklausomoms lasteliy funkcijoms.
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Autoriai: Ignas Lebedis, Eiva Bernotiene, Jolita Pachaleva, Raminta Vaiciuleviciute, Giedrius
Kvederas, Ilona Uzieliene

2024 m. balandzio 23-26 dd.
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cing Chondrogenic Differentiation of Human Mesenchymal Stromal Cell Sheets for Cartilage Rege-
neration During Osteoarthritis”.
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Santrauka

VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS

Ignas Lebedis
Magistro baigiamasis darbas
Zmogaus mezenchiminiu stromos lasteliu chondrogeniné diferenciacija lasteliy lak§tuose
fizioksijos salygomis kremzlés audinio regeneracijai
SANTRAUKA

Augant vidutinei Zmoniy gyvenimo trukmei, auga ir su senéjimu susijusiy ligy sergamumas.
Sanario kremzlés audinys turi ribotg gebéjima regeneruoti po fiziniy traumy, senéjimo sukelty pro-
cesy ir degeneraciniy ligy kaip osteoartrito (OA). Siuo metu néra pladiai taikomo ir prieinamo vaisto,
kuris stabdo kremzlés audinio degeneracija, gydo pazeista jos struktirg. Tyrin¢jami jvairls gydymo
budai, kaip kamieniniy Igsteliy terapija, siekiant i$ diferencijuoty lasteliy sukurti sveikg kremzlinj
audinj, gebama transplantuoti ant pazeidimy. Dabartiniais metodais sukurta kremzl¢ daznai nepri-
lygsta kremzlei, esanciai natiiraliai organizme, tad svarbu tobulinti technologijas, kurios palengvinty
kremzlés audiniy inzinerija gydymo tikslams.

Lasteliy laksty technologija — metodas, paremtas lasteliy kultivacija ant termoreaktyvaus poli-
mero PIPAAm, leidZianCio temperatiiros pokyciais nukabinti Igsteliy lakStus kaip struktiiras su visais
audinio biointegracijai po transplantavimo reikiamais komponentais. Chondrogeniskai diferencijuoty
kamieniniy Igsteliy lakStai gali biti tiesiogiai taikomi pavirSinéms sanario kremzlés pazaidoms arba
degeneracijai. Fiziologiné hipoksija — natiiraliai organizme esanti deguonies koncentracija, kuri ski-
riasi skirtinguose audiniuose ir organuose. Vienas i§ pagrindiniy budu, kaip lastelés auga ir prisitaiko
fizioksijos salygomis yra hipoksijos indukuojami veiksniai HIF — transkripcijos veiksniai, aktyvuo-
jami esant ribotam deguonies kiekiui. Jie sukelia geny raiSkos pokycius, susijusius su lgsteliy prisi-
taikymu, metabolizmu ir homeostazés palaikymu. Kremzl¢je jie yra itin svarbus chondrogenezeés pro-
cesuose, tad jy tyrin¢jimas gali buti taikomas kuriant diferencijuoty MKL kilmés kremzlinj audinj.

Sio darbo metu buvo tiriamas 5 % O, fizioksijos salygy poveikis kauly &iulpy mezenchiminéms
kamieninéms lasteléms (KCMKL) ir sanario chondrocitams, lyginamas su laboratorine normoksija
(20 % O2), pridedant HIF-1a slopikl] LW6. Darbo metu sékmingai uzauginti chondrogeniskai
diferencijuoti lgsteliy lakstai, parodyta fizioksijos nauda lgsteliy proliferacijai ir su chondrogeneze
susijusiy geny raiskai, apraSyti Igsteliy aerobinio ir anaerobinio metabolizmo, vidulastelinio kalcio
jony ir migracijos pokyciai, taip pat arCiau nagrinéti pacio LW6 slopinimo mechanizmai ir taikiniai,

tiriant Igsteliy baltymus HIF-1a, VHL ir fermento MDH2 aktyvumg fizioksijos saglygomis su LW6.
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ABSTRACT

As life expectancy rises, so does the incidence of age-related diseases. Cartilage tissue of joints
has a limited capacity to regenerate after physical trauma, ageing processes and degenerative diseases
such as osteoarthritis (OA). Currently, there is no widely used and available drug that stops the de-
generation of cartilage and heals its damaged structure. Different methods, such as stem cell therapy,
are being explored to create healthy cartilage tissue from differentiated cells that can be transplanted
onto lesions. Cartilage created by current techniques often does not have the same characteristics as
cartilage found naturally in the body, so it is important to develop technologies that improve the en-
gineering of cartilage tissue for therapeutic purposes. Cell sheet technology is a technique based on
culturing cells on a thermosensitive polymer, PIPAAm, which allows temperature changes to be used
to detach cell sheets as structures containing all the components necessary for tissue biointegration
after transplantation. Chondrogenically differentiated stem cell sheets can be directly applied to sur-
face articular cartilage lesions or degeneration.

Physiological hypoxia is the concentration of oxygen naturally present in the body, which varies
between different tissues and organs. One of the main ways in which cells continue to grow and adapt
under physioxic conditions is through hypoxia-inducible factors (HIFs) — transcription factors that
are activated in the presence of a limited amount of oxygen. They induce changes in gene expression
related to cellular adaptation, metabolism and maintenance of homeostasis. In cartilage, this tissue is
crucial for chondrogenesis, and studying their mechanisms can be applied to the development of dif-
ferentiated cartilage tissue of MSC origin. In this paper, the effect of 5 % O physioxia conditions on
bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) and articular chondrocytes was investigated in com-
parison to laboratory normoxia (20 % O2) with the addition of the HIF-1a inhibitor LW6.

In this paper, successful chondrogenically differentiated cell sheets were grown, we demon-
strated the benefits of physioxia on cell proliferation and chondrogenesis-related gene expression,
described changes in aerobic and anaerobic metabolism, intracellular calcium ions, cell migration and
investigated the mechanisms and targets of inhibition of LW6 itself by examining the intracellular

proteins HIF-1a, VHL, and the activity of the enzyme MDH?2 in conditions of physioxia with LW6.
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