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SUTRUMPINIMALI IR PAAISKINIMAI

CD - pavirsiaus zymuo (angl. Cluster of differentiation)
CyPA — ciklofilinas A

CRB — C reaktyvus baltymas

DNR — deoksiribonukleoriigstis

DPBS - Dulbecco's fosfato buferinis tirpalas

EMD - endotelinés mikrodalelés
ICAM — 1 — intralgsteliné adhezijos molekulé 1
IFN — interferonas

IgM — imunoglobulinas M

IL — 6 — interleukinas 6

IL -1a — interleukinas 1o

LA — Lupus antikoaguliantas
LPS — lipopolisacharidai

MiRNR — mikroribonukleori$tis
MTL — mazo tankio lipoproteinai

NO — azoto oksidas

RNR — ribonukleoriigstis

ROCK — Rho asocijuota baltymy kinazé
SKS - sistolinis kraujo spaudimas
TNF-a — tumoro nekrozés faktorius o

VCAM-1 - kraujagysliy 1asteliy adhezijos molekulés



IVADAS

Endotelinés mikrodalelés - bebranduolés ptslelés, kuriy dydis svyruoja nuo 100 nm iki
1000 nm. Jos pernesa baltymus bei kitas strukturas, galincias veikti 1asteléje vykstancius
procesus [1]. Yra Zinoma, jog endoteliniy mikrodaleliy kiekio poky¢iai sicjami su patologiniais
procesais zmogaus organizme ir d¢l Sios priezasties mikrodalelés gali biti taitkomos atitinkamy
ligy diagnostikai [2]. Endoteliniy mikrodaleliy i$siskyrima skatina TNF-a [3], plazminogeno
aktyviklio inhibitorius 1, angiotenzinas II, ureminiai toksinai, oksiduoti lipoproteinai, didelé
gliukozés koncentracija, trombinas, oksidacinis stresas, IL-1a [1]. Uzdegimo metu, esant
oksidaciniam stresui dél hipoksijos, arba infekcijos , lgstelés pradeda aktyviai sekretuoti
ciklofiling A. Ekstralastelinis ciklofilinas A veikia kaip signaliné molekulé, kuri stimuliuoja
uzdegiminj atsakg endoteliocituose bei skatina kraujagysliy lasteliy adhezijos molekulés
(VCAM-1) ekspresijg lasteliy pavirsiuje. Ciklofilinas A taip pat dalyvauja keliose aterosklerozés
vystymosi stadijose — nuo riebalinés démés susidarymo intimoje iki aterosklerozinés plokstelés

plySimo ir trombo formavimosi [4].

Darbo tikslas: jvertinti endoteliniy mikrodaleliy susidarymg veikiant ciklofilinu A ir palyginti
su mikrodaleliy kiekiu sveiky asmeny kraujo plazmoje, pagrindziant jas kaip naujg diagnostinj
Zymenj.

Darbo uZdaviniai:

1. Nustatyti ciklofilino A poveikj pirminei endoteliniy lgsteliy kulttrai;
2. ISmatuoti endoteliniy mikrodaleliy kiekj tekmés citometrijos metodu;
3. Gautus rezultatus palyginti su sveiky asmeny endoteliniy mikrodaleliy tyrimo

rezultatais ir pateikti iSvadas.



LITERATUROS APZVALGA

1. Endotelinés mikrodalelés

Mikrodalelés — citoplazmag turintys nebranduoliniai, 100 — 1000 um dydzio Igsteliy
fragmentai, neSantys baltymus ir kitas struktiiras. Mikrodaleliy i§skyrimas buvo stebétas
endoteliocituose, trombocituose, leukocituose, lygiyjy raumeny audiniy Igstelése, eritrocituose,
kardiomiocituose, podocituose, naviko lgstelése. Mikrodalelés skiriasi tiek normaliomis
salygomis, tiek patologinémis, lgsteles paveikus streso faktoriais. Mikrodalelés turi pavirsiaus
baltymus bei citoplazmg su baltymais, DNR, RNR, miRNR gautg is$ 1gstelés, nuo kurios atsiskyré
[1]. Nuo kity vezikuliy, mikrodaleles galima atskirti pagal dydj, neSamus baltymus ir pavirSiaus
molekules. Mikrodalelés turinj gali perduoti kitoms lgsteléms, aktyvinti jas, skatinti baltymy
sintezg. Apie mikrodaleliy irimg zinoma daug maziau nei apie susidarymg. Manoma, jog in vivo
mikrodalelés eliminuojamos fagocitiniy lasteliy ir retikulo-endotelinés sistemos fagocitozés
biidu. Mikrodaleliy opsonizacija IgM taip pat gali biiti vienas i§ mikrodaleliy eliminavimo
mechanizmy. Opsonizuotos mikrodalelés pagaunamos makrofagy ir sunaikinamos [5].
Mokslininkai teigia, jog mikrodalelés gali biiti kraujagysliy busenos zymuo. Jy kiekio
padidé¢jimas siejamas su ligomis, kuriy metu pazeidziamos kraujagyslés — ateroskleroze, Sirdies

nepakankamumu, diabetu, pulmonarine hipertenzija, 1étine inksty liga [1].

1.1.Endoteliniy mikrodaleliy formavimasis

Mikrodaleliy membraniniy baltymy sastatas priklauso nuo motininés Igstelés, nuo kurios
atsiskyré mikrodalelés bei stimulo, kuriuo buvo veikiamos motininés Iastelés [6].
Endoteliocitai reaguoja j TNF-a [3], plazminogeno aktyviklio inhibitoriy 1, angiotenzing II,
ureminius toksinus, oksiduotus lipoproteinus, didel¢ gliukozés koncentracija, trombina,
oksidacinj stresg, IL-1a [1]. Nuo aktyvuoty endoteliocity atsiskiria mikrodalelés. Nors EMD
susidarymo mechanizmas in vivo néra iki galo istirtas, tyrimai in vitro rodo, jog mikrodaleliy
formavimasis vyksta dél fosfolipidinés membranos asimetriSkumo praradimo bei citoskeleto
baltymy persitvarkymo [7]. Padidéjusi intralgstelinio kalcio jony koncentracija inhibuoja lipidy
pernaSos fermentus ir aktyvina fermentus - kaspazes, ROCK ir mitogeny aktyvinto baltymo
kinaze [8]. Sie fermentai kartu su kalcio jonais aktyvina kitus fermentus — skrambalaze, kalpaina,
gelsoling — bei slopina fosfolipidy translokazg. Fosfolipidy translokazé - fermentas atsakingas
uz fosfolipidy asimetrijos lastelés membranoje palaikyma. Esant normalioms salygoms,
aminofosfolipidai (fosfatidilserinas ir fosfatidiletanolaminas) randami tik vidiniame fosfolipidy

sluoksnyje lgstelés membranoje (1 pav.). Formuojantis endotelinei mikrodalelei skrambalazé



perskirsto fosfolipidus tiek j iSorinj, tiek j vidinj sluoksnj. ISnykus fosfolipidy asimetrijai
membranoje, fosfatidilserinas patenka j iSorg, citoskeletas suardomas ir susiformuoja puslel¢,
kuri atsiskiria nuo Igstelés ir patenka j kraujotaka. Skirtingy lasteliy mikrodaleliy susidarymas

gali nezymiai skirtis.
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1 pav. Endoteliniy mikrodaleliy susidarymas. (Shiro et al., 2014)

Mikrodaleliy formavimasi 1§ endoteliniy lgsteliy stimuliuoja TNF-a , bakteriniai LPS ,
esant riebaly rigstims, IL-10 ir CRB, reaktyviis deguonies dariniai, plazminogeno aktyvatoriaus
inhibitorius, trombinas, ureminiai toksinai. Antioksidantai, tokie kaip vitaminas C, padidina
endoteliniy mikrodaleliy kiekj pacienty, serganc¢iy diabetu ir dislipidemija, plazmoje po
miokardo infarkto [9]. Statiny poveikis endotelinéms mikrodaleléms néra iki galo istirtas. Vieni
tyrimai rodo, kad statinai skatina mikrodaleliy atsiskyrima in vitro [10]. Kiti tyrimai in vitro
parodé, kad 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzimo A reduktazés inhibitorius (statinas) gali turéti
priesuzdegiminj poveikj endotelinéms lgsteléms, inhibuoti Rho-kinazés kelig ir taip stabdyti
endoteliniy mikrodaleliy susidaryma bei kiekj organizme [11]. Yra keletas gydymo algoritmy,
kurie siejami su endoteliniy mikrodaleliy mazinimu. II tipo diabetu sergantiems pacientams,
kurie vartojo kalcio antagonistus arba blokatorius, nustatytas sumazejes endoteliniy mikrodaleliy

kiekis pagal zymenis — CDS51 ir aneksing V [12]. PanaSius rezultatus parodé ir



eikosapentateoniné riigStis [13]. Tokie tyrimai gali padéti suprasti endoteliniy mikrodaleliy

formavimasi bei jy sgsaja su ligomis.

1.2.Endoteliniy mikrodaleliy detekcija

Siuo metu mikrodaleliy i§skyrimas ir tyrimas neturi protokolo, tad skirtingais metodais
gautus rezultatus lyginti yra keblu. Yra zinoma, jog mikrodaleliy i§skyrimas priklausomo nuo
centrifugavimo greicio ir vyksta dviem etapais. IS pradziy, periferinio kraujo ar lgsteliy kultiiros
virSnuosédinis skystis yra sukamas 3000 g gravitacijos jéga 10 minuciy. Taip paSalinamos
lastelés ir didelés dalelés. Antrame etape papildomai centrifuguojamas virsnuosédinis skystis
10000 - 20000 g gravitacijos jéga 30—45 minuciy [14]. Taip gaunama betrombocitiné plazma ir
nuosédos, kuriose nustatomas skirtingas mikrodaleliy santykis. Tyrimams galima pasirinkti tiek
betrombociting plazma, tiek nuosédas, nes taip uztikrinamas efektyvesnis tyrimas bei geresni
rezultatai. Tyrima gali paveikti lasteliy nuolauzos bei $iukslés, taciau, naudojant kalibracinius
tekmes citometrijos rutuliukus ir fluorochromu zymétus antikiinus, galima atskirti mikrodaleles
pagal jy dydj ir membraniniy molekuliy kiekj.

Mikrodaleliy tyrimui gali biiti naudojami jvairiis metodai: elektroniné mikroskopija,
atomings jégos mikroskopija, Western blotas, masés spektrometrija, ttkmés citometrija
imunofluorescenciniai, imunofermentiniai ir funkciniai tyrimai [15]. Visi $ie metodai yra
skirtingos gebos ir kainos, tad parenkami priklausomai nuo atliekamy tyrimy. Elektroniné
mikroskopija - ribotas metodas, nes sunku atskirti mikrodaleles nuo artefakty dél jy panasaus
dydzio, tod¢l tiek kiekybiniam, tiek kokybiniam tyrimui taikyti §; metoda nerekomenduojama.
Atomin¢s mikroskopijos metodas panasus ] elektroning mikroskopija savo efektyvumu ir
jautrumu susidariusiems artefaktams. Naudojant masiy spektrometrija galima nustatyti baltymy
kiekj mikrodalelés viduje, taiau nejmanoma diferencijuoti mikrodaleliy pagal jy dydj. Masiy
spektrometrija ir Western blotas gali bati parenkami tiriant mikrodaleliy vidinius baltymus.

Endoteliniy mikrodaleliy ieSkoma tékmeés citometrijos metodu tiriant kraujo plazmos
meéginius. Taikant §] metoda galima nustatyti kelis antigenus vienu metu ir geriau apibrézti
mikrodalelés fenotipa, todél metodas gali buti tinkamas kiekybiniam ir kokybiniam tyrimui [15].
Pagrindiniai identifikavimo kriterijai: dydis, granuliuotumas ir specifiniai pavirSiaus antigenai.
Sis metodas pritaikytas aptikti ir maziausias mikrodaleles — iki 0,1pm. Naudojant pavirsiaus
antigenus galima atsekti nuo kokio tipo lgstelés atsiskyré mikrodalelés. Néra vienintelio
markerio endotelinéms mikrodaleléms aptikti, todé¢l efektyviai detekcijai rekomenduojama

naudoti kiek jmanoma daugiau markeriy.



1.3.Endoteliniy mikrodaleliy funkcijos

Endotelinés mikrodalelés yra biologinés informacijos pernasos elementas. Mikrodalelés
gali aktyvinti, modifikuoti ar pakeisti Igsteliy funkcijas, perduodant joms savo vidaus molekules,
pvz., baltymus, bioaktyvius lipidus, RNR, citokinus, chemokinus, augimo faktorius (2 pav.) [16].
Siy vidaus molekuliy perdavimas vyksta endotelinei mikrodalelei susiliejus su Igstele — taikiniu.
Kadangi mikrodalelés cirkuliuoja kraujotakoje, jos gali aktyvinti Igsteles tiek autokrininiu, tiek
parakrininiu biidu. Tai rodo, kad Igstelés gali saveikauti tarpusavyje ne tik sekretuojant
signalines molekules ar membranoms susilietus, bet ir per mikrodaleles [17]. Tokia
mikrodalelémis paremta lgsteliy komunikacija gali greitai sklisti bei efektyviau aktyvinti buitinas
lasteliy funkcijas, pvz., imunoreguliacijg. Taciau, esant patologiniams procesams, mikrodalelés
gali aktyvuoti generalizuotus procesus, pvz., uzdegima, tromboze. Be medziagy pernesimo,
mikrodalelés gali veikti kaip organizme cirkuliuojantys signalai, ekspresuojantys su membrana
suriStus receptorius, sukeliancius specifinj atsaka lasteléje-taikinyje. Mikrodalelés gali suzadinti
lastele ir neperduodant jai savo vidaus turinio.

Endotelinés mikrodalelés, perneSancios geneting informacija, gali pakeisti lgstelés-
taikinio geny raiska [16]. Endoteliocity iSskirtos mikrodalelés pernesa transkriptus,
stimuliuojancius angiogenezinj aktyvuma nesidalinan¢iuose endoteliocituose ir skating

endoteliocity proliferacija, organizacija j kapiliary struktiirg ir apoptozés inhibicija [18].

erdavimas, erdavima: pernasa erdavimas erdavimas

Lastelé-taikinys
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2 pav. Endoteliniy mikrodaleliy funkcijos. (Mause SF, Weber C, 2010)



Mikrodalelés gali perduoti savo membranoje esancius receptorius lgsteléms-taikiniams.
Taip pakeiciamas lasteliy fenotipas - jos tampa jautresnés dirgikliams nei kitos tokio pat tipo
lastelés. Mack et al. pademonstravo chemokino receptoriaus CCRS perdavimg nuo ziurkéno
kiausidziy lgsteliy ant Sio receptoriaus neturin¢iy monocity [19]. Mikrodalelés membranos
receptoriy perdavimas vyksta mikrodalelei susiliejus su lastele-taikiniu.

Tiriant mikrodaleles in vitro pastebéta, kad mikrodalelés gali perduoti ir infekcinius
agentus, tokius kaip prionus ar Zzmogaus imunodeficito virusg. Tac¢iau tokia funkcija yra maziau

tikétina in vivo [16].

1.4 Endotelinés mikrodalelés Zmogaus organizmo procesuose

Endotelinés mikrodalelés dalyvauja jvairiuose Zmogaus fiziologiniuose procesuose.
Mokslininky tyrimai parodé, kad mikrodalelés reguliuoja laisvy deguonies radikaly susidarymag
mazinandamos NO kiekj [7]. IS miokardo infarktg patyrusiy Zmoniy i$skirtos mikrodalelés
slopino NO sintazés veiklg ir stipriai sumazino NO kiekj, o i§ sveiko endotelio isskirtos
mikrodalelés, tokiu poveikiu nepasizyméjo [20].

Mikrodaleliy gebéjimas salygoti trombino gamyba buvo jrodytas endoteliniy Igsteliy
kultiiroje maZinant normalios plazmos, inkubuotos su vis did¢janciy mikrodaleliy kiekiu,
kres¢jimo laikg in vitro. Trombogeninis mikrodaleliy aktyvumas patvirtintas pademonstravus
endoteliniy mikrodaleliy i$Saukto nuo audiniy faktoriaus priklausomo trombino formavimasi in
vitro ir trombo formavimasi in vivo [21]. Mikrodalelés su audiniy faktoriais bei adhezijos
molekulémis gali prisijungti prie kity Iasteliy, tokiy kaip monocitai, ir perduoti bioaktyvy
audiniy faktoriy in vitro [22]. Kiti moksliniai tyrimai parodé, kad mikrodalelés gali turéti
endotelinio proteino C receptoriy ir pasizyméti antikoaguliacinémis savybémis. Tai leidzia daryti
prielaida, jog endotelinés mikrodalelés dalyvauja kre$¢jimo skatinimo ir slopinimo veiksniy
reguliavime [23].

Sabattier et al pademonstravo EMD, i$skirtos i§ endoteliocity, paveikus juos TNF-a,
jungiasi prie monocity kultiiros ir skatina nuo audiniy faktoriaus priklausomg prokoaguliacinj
aktyvumg Siose lastelése. Tai priklauso nuo ICAM-1 receptoriaus ant EMD ir B2 integrino ant
monocity. EMD moduliuoja audiniy faktoriaus geno ekspresija monocituose. Gauti duomenys
gali biiti pritaikomi protrombotinése situacijose siejant padidéjusia EMD koncentracijg ir
monocity audiniy faktoriy, pvz., meningokokinio sepsio, trombotinés trombocitopenines
purpuros, antifosfolipidinio sindromo, aterosklerotinés plokstelés plySimo metu [24].

Eksperimentai su endoteliocity kultiromis parodé, kad mikrodaleliy fomavimasis

koreliuoja su IL-6 iSlaisvinimu, o tai parodo glaudy rys;j tarp endotelio vezikuliacijos ir citokiny



gamybos klasikiniame uzdegimo procese [25]. Kiti tyrimai parod¢, jog endotelinémis
mikrodalelémis paveikus naivias endotelines lasteles, padidéja ICAM — 1 reguliacija bei atsakas |
uzdegima, o uzdegimo paveiktas endoteliocitas gali formuoti uzdegimines mikrodaleles [10].
Taip pailgéja uzdegimo laikas, kuris gali daryti jtakg aterosklerotiniams pokyciams
kraujagyslése. Neutrofily mikrodalelés pasizymi uzdegima slopinanciu poveikiu ir iSskiria
baltymg aneksing — 1, kuris inhibuoja leukocity ir endoteliniy Iasteliy saveika [11].

Apoptozés procese, kaip ir uzdegimo metu, endotelinés mikrodalelés yra ne tik rezultatas,
bet ir stimuliuojantis veiksnys [13]. Mikrodalelés turi savyje proteolitiniy fermenty, skatinanc¢iy
apoptozeés pradzig. Abid Hussein et al tirdami endotelines mikrodaleles pateiké hipoteze apie
mikrodaleliy jtaka siekiant iSvengti apoptozes. Endoteliniy lasteliy iSskirtos mikrodalelés gali
gauti ir apoptoze sukeliantj fermentg — kaspaze 3 — taip sumazindamos jo kiekj lgsteléje ir
slopindamos apoptoze [3].

Plazmino turin€ios endotelinés mikrodalelés yra svarbios kraujagysliy pralaidumui.
Perduodamos plazming, mikrodalelés aktyvuoja matrikso metaloproteazes, kurios susijusios su
uzlgstelinio matrikso irimu ir i$laisvina augimo faktorius, svarbius audiniy pertvarkymui,
angiogenezei ir vézio plitimui [26]. Kitas in vitro tyrimas parodé, kad endotelinés mikrodalelés
perduoda matrikso metaloproteaziy Seimai signalus angiogenezei pradéti [27]. Proangiogeneting
programg mikrodalelés taip pat gali suzadinti horizontaliai perduodamos turimg iRNR lasteléms
[18]. Sie atradimai buvo jrodyti in vivo: endotelinés mikrodalelés i§ iSeminio raumens skatina
endotelio proliferacija in vitro ir postnataling vaskulogeneze in vivo [28]. Endoteliniy
mikrodaleliy angiogenezes skatinimas iSlieka kontraversiSkas.

Endoteliniy mikrodaleliy tyrimams daznai naudojamas TNF — a, kurio veikimas j
endoteliniy mikrodaleliy i8siskyrimg iStirtas geriausiai. Tyrimai parodé, jog endoteliniy Iasteliy
stimuliavimas TNF — a, veikia Igstelése esanéiy baltymy kiek] ir tipg. Tiriant 29 skirtingus
lastelés baltymus, rezultatai parodé¢, kad po veikimo TNF — a, 8 baltymai ekspresuojami stipriau,
12 baltymy raiSka nusilpo, 8 baltymy raiska visiSkai sustabdyta ir vienas naujas baltymas
pradétas ekspresuoti. ISnagrinéjus mikrodaleles, jose aptikti 8 baltymai i§ 29 nagrinéty ir i$ jy
trijy raiSka buvo padidéjusi, keturiy — sumazejusi ir vienas nebeekspresuojamas [29]. Proteominé
endoteliniy mikrodaleliy analizé parodeé, kad 1/3 baltymy, esan¢iy mikrodalelése, yra speficiniy
signalui, sglygojan¢iam jy formavimasi [16]. Tai rodo, kad endotelinés mikrodalelés gali skirtis
tarpusavyje dél skirtingy neSamy baltymy, o jas iStyrus galima nustatyti endoteliniy Iasteliy
bukle.

Ivairiy Iasteliy i$skirtos mikrodalelés cirkuliuoja sveiko Zmogaus kraujyje. Staigus
endoteliniy mikrodaleliy pokytis gali turéti rimta priezast] — Sirdies-kraujagysliy sistemos
sutrikimg. Nezymios endotelio pazaidos, pvz., sukeltos pasyvaus rakymo, sutrikdo endotelio
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funkcijg ir padidina endoteliniy mikrodaleliy kiekj jaunuose ir sveikuose tiriamuosiuose [30].
Tiriamuosiuose su rizika susirgti Sirdies koronarine liga, endotelinés mikrodalelés,
ekspresuojancios kraugysliy endotelinj kadherina, taip pat dalyvauja ligos predikcijoje [11].
Tokie ir panasiis tyrimai leidzia endotelines mikrodaleles ateityje priskirti diagnostiniams
zymenims pacientams su auksta Sirdies-kraujagysliy ligy rizika.

Combes et al atliko EMD kiekio lyginamuosius tyrimus tarp sveiky asmeny ir pacienty,
turin¢iy Lupus antikoaguliantg. Tyrimo rezultatai parod¢, jog Lupus antikoaguliantg turinciy
pacienty endoteliniy mikrodaleliy kiekis buvo du kartus didesnis, lyginant su sveikais
asmenimis. Pacientai su LA turi didesne rizikg turéti tromboziniy komplikacijy, nes LA siejamas
su hiperkoaguliacine biisena. Combes et al taip pat iStyré asmenis turin¢ius ir neturinéius
tromboziy. Tyrimo rezultatai parodé, kad EMD zymiai daugiau turi pacientai su trombozémis.
Gydant pacientus antikoaguliaciniais vaistais nuo tromboziy, EMD kiekis organizme nesumaz¢jo
[31].

Atliekant EMD tyrimus pacientams su iimiu koronariniu sindromu pastebéta, kad EMD
skaicius didesnis pacienty plazmoje, kurie turéjo pirmg miokardo infarkta lyginant su pacientais,
kurie neturéjo arba turéjo pakartotinj miokardo infarktg [32]. Morel et al pateiké duomenis, jog
vitaminas C apsaugo nuo miokardo infarkto pacientus ir nuo tolimesnio endotelinio pazeidimo ir
sumazina EMD [9].

2. Ciklofilinas A

Ciklofilinas A yra uzdegimo mediatorius, siejantis jvairius aterogenezes rizikos veiksnius
ir atspindi Sirdies ir kraujagysliy ligy sunkuma [9]. Ciklofilinais vadinami su ciklosporinu A
kompleksa sudarantys baltymai. Ciklofilinas A svarbus baltymy erdvinés struktiros pasikeitimui,
dalyvauja perduodant signalus, reguliuoja transkripcijos procesus. Jis taip pat Zinomas kaip
pagrindinis imunosupresanto ciklosporino A taikinys. Tyrimai rodo, kad uzdegimo metu jvairios
lastelés (endoteliocitai, imuninio atsako lastelés, trombocitai) gali i§skirti
§1 baltyma. Ciklofilinas A taip pat yra imuninio atsako lgsteliy (monocity, neutrofily, eozinofily,
T limfocity) chemoatraktantas. Moksliniy tyrimy rezultatai rodo, kad ciklofilinas A skatina
endotelio aktyvacijg, adhezijos molekuliy ekspresijg ir apoptoze¢ [33]. Literattroje yra duomeny
apie ciklofilino A vaidmenj jvairiy ligy patogenezéje: Sirdies-kraujagysliy, uzdegiminiy ligy,
naviky [34].

CyPA sekrecijg reguliuoja Rho-kinazé, kuri taip pat yra svarbi uzdegimo, kraujagysliy
susiauréjimo ir aterosklerozés patogenezéje [35]. Ypac svarbus ciklofilino A vaidmuo

aterosklerozés patogenezeje, nes ciklofilinas A aterosklerozés fone gali biiti vadinamas
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prouzdegimine ir proaterogenine molekule. Yra duomeny, teigianc¢iy, kad ciklofilinas A
dalyvauja mazo tankio lipoproteiny pasisavinimo stimuliavime, skatina VCAM-1 ekspresija
endoteliocituose, aktyvina juos ir skatina uzdegiminius procesus, endoteliniy mikrodaleliy
skyrimasi bei uzdegiminiy lasteliy telkimgsi pazeidimo vietoje. Ciklofilinas A dalyvauja keliose
aterosklerozés vystimosi stadijose — nuo riebalinés démés susidarymo intimoje iki
aterosklerozinés plokstelés plySimo ir trombo formavimosi. [4]. Ciklofilinas A taip pat yra
esminé TNF-a indukuotos endoteliocity apoptozés determinanté [36].

CyPA koncentracijos sumaz¢jimas yra siejamas su ryskiu aterosklerozés procesy
silpnéjimu. Keliais atliktais eksperimentais jrodyta endotelio Igsteliy proliferacijos ir

angiogenezés tiesioginé priklausomybé nuo CyPA koncentracijos kraujyje [ 34].
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TYRIMO MEDZIAGA IR METODIKA
1. Tyrimo medZiaga

Endoteliocity kultiiros auginimas

Pirminé endoteliniy mikrodaleliy kultira HUVEC (Lonza, Vokietija). Lasteliy

tankumas 2,500 lasteliy/cm?. Jos i§sétos j penkis lasteliy auginimo butelius. Endoteliocity

proliferacijai taikytos standartinés auginimo saglygos +37°C£1°C, 5% CO2, 90%=+2%

drégmés. Endoteliocitams augti buvo naudojama EGM — 2 /Bullet Kit (Lonza, Vokietija)

terpe.

2. Tyrimo eiga

Tyrimo priemonés:
1. Kintamo tiirio vienkanalés mechaninés pipetés su vienkartiniais antgaliais
2. Eppendorf tipo mégintuvéliai (1,5 mL)
3. Termostatas (salygos +37°C+1°C, 5% CO2, 90%+2%)
4. Mikrocentrifuga (Hettich, Vokietija)
5. BD Fortessa LSR II tekmés citometras (BD, San Jose)
6. 5 ml vienkartiniai mégintuvéliai
7

HUVEC linija, vieno donoro (Lonza, Vokietija)

Tyrimo medziagos:
1. Ciklofilinas A (Abcam, Vokietija)
2. Lasteliy augimo terpé EGM — 2 /Bullet Kit (Lonza, Vokietija)

Endoteliocity veikimas ciklofilinu A:

Endoteliocity kulttiros veikiamos ciklofilinu A — inkubuojamos 24 val. su skirtinga
ciklofilino A koncentracija — 10 ng/mL, 20 ng/mL, 30 ng/mL, 60 ng/mL.
Endoteliniy mikrodaleliy iSskyrimas iS endoteliocity kultiiros

Po endoteliocity veikimo ciklofilinu A, iSsiurbiama jy augimo terpé. Ji centrifuguojama
30 min 15200 g. Gautos nuosédos perpilamos j 2 mL mégintuvélj pridedant 1 mL endoteliocity
augimo terpés.
Tyrimas tékmés citometru

Endoteliniy mikrodaleliy méginiai buvo tiriami BD Fortessa LSR II tékmés citometru
(BD, San jose, California). Aptinkamy daleliy dydzio ribos buvo apibréztos remiantis priekinés

Sviesos sklaida i§ polistireno mikrosfery. Buvo naudojamos standartinés mikrogranulés 1§ BD
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Megamix + (BioCytex, Pranctizija), kuriy skersmuo 0,5, 0,9 ir 3 mikrometrai. Toks dydis buvo
parinktas mikrodaleliy, mazesniy uz 1 mikrometra, aptikimui. CD144 buvo parinktas, kaip pats
specifiskiausias markeris endotelinéms mikrodaleléms aptikti, taciau jis yra maziau jautrus.

Endotelinés mikrodalelés nustatomos tékmés citometrijos metodu, identifikuojant jy
pavirsiaus zymenis, kurie yra identiSki Igsteliy, nuo kuriy atsiskyré, Zzymenims [14, 15]. Pats
specifiskiausias markeris EMD aptikimui — VE-kadherinas (CD144). CD144 yra endoteliniy
lasteliy transmembraniné adhezijos molekulé, taciau $is vienas zymuo néra jautrus [5, 36]. Be
CD144, EMD identifikacijai naudojamas E-selektinas (CD62¢). EMD, turincios §j Zymenj,
siejamos su padidéjusia kardiovaskuliariniy sutrikimy rizika, ekstrakranijine stenoze [5, 36].
CD31 — trombocity endoteliniy lasteliy adhezijos molekulé. Jos kiekio padid¢jimas stebimas
pacientuose po pirmo arba pasikartojanc¢io miokardo infarkto [14, 36]. Glikoproteinas IX
(CDA42a) — tai mazas membraninis glikoproteinas, randamas ant trombocity. Jis formuoja
nekovalentinj kompleksg su glikoproteinu Ib, kuris veikia kaip receptorius von Vilebrando
faktoriui [5]. Endoglinas (CD105) — endotelio transmembraninis glikoproteinas taip pat
laikomas endoteliocity proliferacijos indikatoriumi [14]. Integrinas B3 (CD61) — integralinis
lastelés pavirSiaus proteinas, dalyvaujantis Igsteliy adhezijoje bei signaly perdavime.

Visi méginiai buvo pazymeéti su anti CD144-FITZ, anti CD105-BV421, anti CD42a-
PerCP, anti CD62e-PE, anti CD31-APCy7, anti CD61-APC (BD, San Jose).
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REZULTATAI

Atlikto tyrimo tikslas yra palyginti gautus duomenis in vivo ir in vitro. Statistiné analizé

atlikta su RStudio programa. Atliktas duomeny normalumo tikrinimas atlickant Shapiro-Wilk

testg. Duomenys pasiskirste pagal normalyjj skirtinj, jei p>a (a=0,05).

Tiriami kintamieji Vidurkis SD Distribucija
CD144+, CD42a+ 312,05 171,36 Nenormali
CD144+, CD42a- 310,2 203,42 Nenormali
CD144+ 539,9 296,03 Nenormali
CD31+, CD42a-, CD61- 2,219 3,37 Nenormali
CD105+ 79,63 199,47 Nenormali
CD62e+, CD144+, 5,841 3,84 Nenormali
CD42a-

CD62e+, CD144+, 54,73 40,87 Nenormali
CD42a+

MTL 3,08 0,79 Nenormali
SKS 131.32 12.37 Nenormali

1 lentelé. Tiriamy duomeny apraSomoji statistika.

Sveiky vyry, 25-54 mety amziaus, tyrimy duomenys buvo iSskirstyti j dvi grupes pagal
cholesterolio koncentracija kraujyje. Pirmoje grupéje n=41 (n — vyry skaicius grupg¢je),
cholesterolio koncentracija 3,5-4,99 mmol/L. Tai yra pageidaujama cholesterolio reik§mé
siekiant iSvengti Sirdies-kraujagysliy ligy. Antroje grupéje n=42, cholesterolio koncentracija — 5-
7,6 mmol/L. Sie asmenys yra padidéjusios rizikos grupéje ir jiems grei¢iau gali i§sivysti iSeminé
Sirdies liga bei ateroskleroze.

Siose abiejose grupése buvo tiriama koreliacija tarp MTL ir SKS bei endoteliniy
mikrodaleliy, tirty tékmés citometru. Kintamyjy koreliacija statistiSkai reikSminga tuomet, kai
P<a (0=0,05). Koreliacijos koeficientas skai¢iuotas Spearman metodu.

Pirmoje grupg¢je sistolinis kraujo spaudimas ir CD31+, CD42a-, CD61- mikrodalelés
koreliuoja statistiskai reikSmingai (P=0,0304). Koreliacijos koeficientas (R=0,343) rodo nestipria
koreliacija. Tarp kity kintamyjy koreliacija néra statistiskai reikSminga. Koreliuojanciy
kintamyjy i$sibarstymo grafikas rodo esancias penkias iSskirtis CD31+, CD42a-, CD61-
mikrodaleliy kintamyjy grupéje ir vieng i$skirti SKS kintamyjy grupéje.
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5 pav. Endoteliniy mikrodaleliy, pazyméty CD3 1+, CD42a- ir CD61-, ir SKS iSsibarstymo grafikas.

Kadangi kintamieji SKS ir EMD, pazymétos CD31+, CD42a- ir CD61-, koreliuoja
tarpusavyje pirmoje grupé€je, jiems sudarytas tiesinés regresijos modelis. Jo determinacijos
koeficientas 0,08313, o pataisytas determinacijos koeficientas 0,059. Gauta tiesinés regresijos
lygtis CD31+, CD42a-, CD61-=-10,76216+0,10224*(SKS), kur SKS — sistolinis kraujo
spaudimas. Galima daryti prielaida, jog vyrams, kuriy cholesterolio koncentracija kraujyje
nevirsSija normos riby, padid¢jes SKS lems padidéjusia ir EMD koncentracija, kurios turés

CD31+, CD42a- ir CD61- zymenis.
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Antroje grup¢je, vyrams, turintiems padidéjusia cholesterolio koncentracija, kintamasis
MTL statistiskai reikSmingai koreliuoja su CD105+ (P=0,0455, R=-0,314). Kity kintamyjy
koreliacija su MTL néra statistiSkai reikSminga. Kintamyjy iSsibarstymo grafikas rodo, jog tarp

CD105+ kintamyjy yra 5 i$skirtys, o tarp MTL yra 3 iSskirtys.
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6 pav. Endoteliniy mikrodaleliy, pazyméty CD105+, ir MTL iSsibarstymo grafikas.

Kadangi kintamieji MTL ir EMD, paZymétos CD105+ koreliuoja, jiems sudarytas
tiesinés regresijos modelis. Jo determinacijos koeficientas 0,0244, o pataisytas determinacijos
koeficientas -0,0006118. Gauta tiesinés regresijos lygtis CD105+=295,49-52,8*(MTL), kur
MTL — maZo tankio lipoproteiny koncentracija. Tad su padidé¢jusia MTL koncentracija maZzéja ir
mikrodaleliy kiekis, kurios Zymimos CD105+.

Antroje grupéje EMD, pazymétos CD62e+, CD144+ ir CD42a-, koreliuoja su SKS
(P=0,0489, R=0,309). Jiems sudarytas tiesinés regresijos modelis, kuriame determinacijos
koeficientas 0,1274, o pataisytas determinacijos koeficientas 0,1051. Gauta tiesinés regresijos
lygtis CD62e+, CD144+ ir CD42a-=-7,0558+0,10265*(SKS), kur SKS — sistolinis kraujo

spaudimas. Tokia statistiné duomeny analizé leidzia manyti, jog asmenys, turintys aukstg
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cholesterolio koncentracijg bei aukstg SKS taip pat turés didesnj CD62e+, CD144+, CD42a-
kieki.
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7 pav. Endoteliniy mikrodaleliy, pazyméty CD62e+144+42a-, ir SKS iSsibarstymo grafikas.

Antroje grup¢je SKS taip pat koreliuoja ir su CD105+ (P=0,0113, R=0,3916728). Jiems
sudarytas tiesinés regresijos modelis, kurio determinacijos koeficientas = 0,025, o pataisytas
determinacijos koeficientas = 0,00028. Gauta tiesinés regresijos lygtis CD105+=-
284,288+2,94*(SKS), kur SKS — sistolinis kraujo spaudimas. Tokia statistiné duomeny analizé
leidzia manyti, jog asmenys, turintys auksta cholesterolio koncentracijg bei auksta SKS taip pat

turés didesnj CD105+ kiekj.
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8 pav. Endoteliniy mikrodaleliy, pazyméty CD105+ ir SKS iSsibarstymo grafikas.
Duomenims, gautiems in vitro, normalumo tikrinimas buvo atliekamas pagal Shapiro-

Wilk testg. Duomenys pasiskirste pagal normalyjj skirtinj, jei p>a (¢=0,05). Duomenys in vitro
buvo gauti inkubuojant endotelines mikrodaleles su skirtingomis ciklofilino koncentracijomis 24

val. Stebima koreliacija tarp ciklofilino A koncentracijos ir endoteliniy mikrodaleliy, pazyméty

CD62e+, CD144+ ir CD42a- (P=0,005, R=-0,975).
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9 pav. Endoteliniy mikrodaleliy, pazyméty CD62e+144+42a-, ir ciklifino A iSsibarstymo grafikas.
Siems dviem kintamiesiems, ciklofilinui A ir CD62e+, CD144+, CD42- mikrodaleléms,

sudarytas tiesinés regresijos modelis. Siuo atveju tick determinacijos koeficientas, tiek ir
pataisytas determinacijos koeficientas yra daugiau uz 0,25 (determinacijos koeficientas 0,6923;
pataisytas determinacijos koeficientas 0,5897), tad tiesinés regresijos modelis tinkamas
nagrinéjamiems duomenims apraSyti. Sudaryta tiesinés regresijos lygtis CD62e+, CD144+,
CD42a-=1,29623-0,02651*(CyPA), kur (CyPA — ciklofilino koncentracija, ng/mL).

Lyginant duomenis, gautus in vivo ir in vitro pastebéta, jog in vivo SKS ir CD62e+,
CD144+ ir CD42a- pazymétos mikrodalelés koreliuoja teigiamai, o in vitro — ciklofilino A
koncentracija koreliuoja neigiamai su CD62e+, CD144+, CD42a-. Yra Zinoma, jog CyPA
sukelia lasteliy apoptoze [33]. Rezultatai, gauti in vitro, galéjo biti paveikti sumazéjusiu lasteliu

kiekiu, del kurio sumazéja susidariusiy EMD kiekis.

21



APTARIMAS IR ISVADOS

Endotelinés mikrodalelés — bebranduolés membraninés puslelés, atsiskyrusios nuo
endoteliocity. Jy kiekio padidéjimas, siejamas su cukriniu diabetu, hipertenzija, Sirdies —
kraujagysliy ligomis [1-3, 8, 11-13, 15]. Padidéjusio EMD Kiekio aptikimas organizme, gali
padéti diagnozuoti ligas ankstyvose stadijose, taip pagerinant ligos gydymo efektyvumg ir iSeigg.

Siame tyrime buvo tirtos endotelinés mikrodalelés in vitro, gautos endoteliocitus
paveikus skirtingomis ciklofilino A koncentracijomis, ir palygintos su EMD tyrimy rezultatais,
gautais in vivo. Sveiky vyry grupéje, kurioje cholesterolis buvo 3,5-4,99 mmol/L, aukstas
sistolinis kraujo spaudimas sglygojo EMD, turin¢iy CD31+, CD42a- ir CD61- padidéjima. EMD,
turin¢ios CD31+, gali buti mikrovaskuliarios endotelinés apoptozés, sukeltos hipertenzijos,
zymuo [42].

Antroje grupg¢je, kurioje kurioje cholesterolio koncentracija 5-7,6 mmol/L, aukS§ta MTL
koncentracija neigiamai koreliuoja su EMD, kurios savo membranoje ekspresavo CD105+. Be
to, aukstas SKS parodé EMD, turin¢iy CD105+, teigiama koreliacija. SKS yra ateroskleroze
predisponuojantis veiksnys, tad tikétina, jog SKS paveikti endoteliocitai iSskyré didesnji EMD su
CD105+ kiekj [2]. Sios EMD, galimai rodancios aktyvuota endotelio biisena, galéty biiti
ankstyvas diagnostinis zymuo aterosklerozés rizikai nustatyti [39]. In vivo, sergantiems cukriniu
diabetu nustatytas zymiai didesnis CD105+ kiekis lyginant su sveikais tiriamaisiais [38]. Nors
literatiroje duomeny néra apie EMD, turin¢iy CD105+ padidéjima sveikuose individuose,
tyrimai in vitro parodeé, jog EMD su CD105+ ekspresuojamos esant hipoksijos, kuri kaip MTL ir
SKS, sukelia lgsteliy pazeidimg, sglygoms [39].

Vyrams, su padidéjusia cholesterolio koncentracija, taip pat nustatytas aukStas CD62e+,
CD144+ ir CD42a- zymenis ekspresuojan¢iy EMD Kkiekis, kuris teigiamai koreliuoja su SKS.
EMD, turiné¢iy CD62e+, CD144+ ir CD42a- zZymenis, padidéjimas siejamas su aktyvuotu
endoteliu. Toks endotelis dalyvauja Sirdies-kraujagysliy ligy patogenezéje [8, 43].
Identifikuojant CD62e+, CD144+ ir CD42a- endotelines mikrodaleles galima identifikuoti
asmenis, turincius auksta rizikg susirgti Sirdies-kraujagysliy ligomis [40, 43].

Duomenys, gauti in vitro, parod¢, jog didéjanti CyPA koncentracija mazino CD62e+,
CD144+ ir CD42a- EMD. Didziausias EMD, turin¢iy zymenis CD62, CD144+ bei CD42a-,
kiekis buvo kontrolinéje lasteliy grupéje bei esant 10 ng/mL koncentracijai. Taip pat, EMD
CD105+ kiekis didéjo didinant CyPA koncentracija endoteliocitams nuo 10 ng/mL iki 30ng/mL.
Toks pats CD105+ EMD nutatytas abiejose tirtose vyry grupése esant normaliam SKS —110-112
mm Hg, o SKS didé¢jant, atitinkamai didéja ir CD105+ pazytos EMD. Esant CyPA koncentracijai
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60ng/mL, EMD CD105+ kiekis nezymiai sumaz¢jo. EMD sumazéjimas esant didesnei
ciklofilino A koncentracijai gali buti siejamas su ciklofilino A sukelta lasteliy apoptoze [33, 41].

Lyginant EMD, pazyméty CD62e+, CD144+, CD42a-, kiekj abiejose tirtose vyry
grupése su rezultatais in vitro, matoma, jog grupéje, kurioje cholesterolis nevir§yja normos, toks
EMD Kiekis aptiktas esant apie 3-4mmol/L MTL koncentracijai. Antroje grupéje, kurioje
cholesterolio koncentracija vir§ 5 mmol/L, ty pac¢iy EMD kiekis aptiktas esant apie 4-5,5 mmol/L
MTL koncentracijai. Siems dviems rodmenims didéjant, CD62e+, CD144+ ir CD42a- turinéiy
EMD Kiekis atitinkamai didéja. Sis didéjimas ypac pastebimas auksta cholesterolio koncentracija
turincioje grupéje.

Duomenys gauti in vitro rodo, jog maza ciklofilino A koncentracija skatina EMD
susidaryma, o didesné koncentracija — endotelio lgsteliy apoptoze [33]. Taciau tam, kad biity
galima taikyti endotelines mikrodaleles kaip diagnostinj Zymenj, reikia papildomy tyrimy. Norint
gauti tikslesne informacija apie EMD, reikéty detaliau iSnagrinéti ciklofilino A koncentracijy

poveikij endoteliocitams bei atitinkamy koncentracijy veikima endoteliocitams laike.
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SANTRAUKA

Endotelinés mikrodalelés (EMD) yra kompleksinés vezikulinés struktiiros, atsiskyrusios nuo
endoteliniy lasteliy ir pernesancios baltymus bei geneting informacija, galin¢ia daryti jtaka
lasteliy gyvybiniams procesams. EMD atliekg svarby vaidmenj kre$¢jimo, uzdegimo ir
angiogenezés procesuose bei endotelio funkcijos palaikyme. Siame darbe EMD buvo tirtos
sveiky vyry populiacijoje bei palygintos su susidariusiomis EMD endoteliocity Iasteliy kultiirose,
paveiktose ciklofilinu A. Tiriamieji buvo suskirstyti j dvi grupes pagal cholesterolio
koncentracija kraujyje. Grupg¢je, kurioje cholesterolio koncentracija nevirSija 5 mmol/L,
sistolinis kraujo spaudimas teigiamai korealiuoja su CD105+ EMD. Kitoje grup¢je, kurioje
choleterolio koncentracija yra vir§ 5 mmol/L, CD105+ EMD neigiamai korealiuoja su mazo
tankio lipoproteinais, taciau Sioje grupéje sistolinis kraujo spaudimas teigiamai korealiuoja
CD62e+, CD144+ ir CD42a- turin¢iomis EMD. Siy EMD padidéjimas pastebétas ir in vitro,
paveikus endoteliocitus ciklofilino A 10 ng/mL koncentracija. Didesnéje ciklofilino A
koncentracijoje EMD susidarymas nepastebétas. Tai gali biiti susij¢ su apoptotiniu ciklofilino A
veikimu. Rezultatai in vivo ir in vitro rodo, jog EMD galima biity taikyti endotelio aktyvacijos
tyrimams, taciau tam, kad buity galima jas pritaikyti kaip nauja diagnostinj jrank]j, reikia

papildomy tyrimy.
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SUMMARY

Endothelial microvesicules (EMV) are complex vesicular structures shed from
activated or apoptotic endothelial cells and carry inside a variety of proteins and genetic material
that may influence the cell processes. They play a role in coagulation, inflammation, endothelial
function, and angiogenesis and thus may be marker for early vascular diseases. In the present
study, the presence of endothelial microvesicules in healthy male plasma were investigated using
flow cytometry and compared to endothelial microvesicules shed from endothelial cells effected
by cyclophilin A in vitro. Healthy subjects were divided into two groups according to cholesterol
concentration. Results have shown that in lower cholesterol concentration group, high sistolic
blood pressure positively correlated with EMV CD105+. Compared with other group, where
cholesterol concentration was higher, EMV CD105+ had negative correlation with concentration
of low density lipoproteins. Though second group have shown positive correlation between
systolic blood pressure and EMV CD62e+, CD144+, CD42a-. EMP CD62e+, CD144+ CD42a-
also were elevated in vitro influenced by cyclophilin A at concentration of 10ng/mL. EMV
increase was not observed at higher cyclophilin A concentrations. We believe apoptotic effect of
cyclophilin A on endothelial cells could be blamed. These in vivo and in vitro observations
indicate that endotelium activation level may be observed by identifying and counting EMV

Future research is needed to better evaluate EMV as diagnostic marker for early vascular disease.
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