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SANTRUMPOS

BMI1 — pirmojo Polikombo slopinan¢io komplekso subvienetas (angl.
B Lymphoma Mo-MLYV Insertion Region 1 Homolog)

Cx43 — Connexin43 baltymas

DMEM - Dulbecco‘s modifikuota Eagle terpé (angl. Dulbecco's Modified
Eagle Medium)

DNMT — DNR metiltransferazé (angl. DNA methyltransferase)

ECAR — uzlastelinio rugstéjimo greitis (angl. extracellular acidification rate)
EKL — embrioninés kamieninés lastelés

EZH2 - antrojo Polikombo slopinancio komplekso subvienetas (angl.
enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit)

FBS — fetalinis versSiuko serumas (angl. fetal bovine serum)

FITC — fluoresceino izotiocianatas (angl. fluorescein isothiocyanate)

HDAC - histony deacetilazé (angl. histone deacetylase)

HP1a — heterochromatino baltymas 1a (angl. heterochromatin protein 1)
miR — mikroRNR

MKL — mezenchiminés kamieninés Iastelés

NDS — natrio dodecilsulfatas (angl. sodium dodecylsulphate, SDS)

OCR - deguonies suvartojimo greitis (angl. oxygen consumption rate)

PAA — poliakrilamidas

PE — fikoeritrinas (angl. phycoerythin)

Pfto, — Pifitrinas-a

PRC1 / 2 — Polikombo slopinantis kompleksas 1 / 2 (angl. Polycomb
repressive complex 1/ 2, PRC1/ 2)

RA — retinoiné riigstis (angl. all-trans retinoic acid)

SUZ12 - antrojo Polikombo slopinancio komplekso subvienetas (angl.
suppressor of zeste 12 protein)

TGF-p1 — transformuojantis augimo veiksnys-beta 1 (angl. transforming
growth factor-41)

VV-MKL — vaisiaus vandeny mezenchiminés kamieninés Igstelés



IVADAS

Vaisiaus vandeny mezenchiminés kamieninés lastelés (VV-MKL) —
vienas i§ lasteliy tipy, aptinkamy besivystancio vaisiaus vandenyse. Yra
zinoma, kad vaisiaus vandenyse randama daugybé jvairiy tipy vaisiaus ir
ekstraembrioniniy audiniy Igsteliy, pavyzdziui, vaisiaus odos, placentos,
epiteliniy, virSkinamojo, kvépavimo ir Salinimo trakty lastelés (De Coppi et
al., 2007; Trohatau et al., 2013).

Vaisiaus vandeny kamieninés lgstelés pasizymi mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy ypatybémis, t.y. turi didelj proliferacijos ir atsinaujinimo
potencialg ir geba diferencijuoti ] mezodermos gemalinio lapelio lasteliy
linijas (osteocitus, miocitus, riebaly, kremzliy lasteles) (Tsai et al., 2004;
Roubelakis et al., 2007; Savickiene et al., 2015). Taciau labai svarbu pabrézti,
kad VV-MKL turi daug platesn;j diferenciacijos potencialg nei i§ suaugusio
zmogaus audiniy, pvz. riebaly ar kauly ciulpy, surinktos mezenchiminés
kamieninés lastelés — VV-MKL gali diferencijuoti ir j ektodermos (nervinio
audinio lgstelés) bei endodermos (hepatocitai) gemaliniy lapeliy lasteles (Tsai
et al., 2006; De Coppi et al., 2007). Taigi, kamieniniy lgsteliy hierarchijoje
VV-MKL uzima niSg tarp pliuripotentiniy kamieniniy lasteliy ir labiau
diferencijuoty multipotentiniy kamieniniy lgsteliy i§ suaugusio zmogaus
audiniy (Ratajczak et al., 2014).

Be plataus diferenciacijos potencialo, VV-MKL pasizymi ir kitais
privalumais, dél kuriy jos gali biiti laikomos nauju alternatyviu kamieniniy
lasteliy Saltiniu lgsteliy terapijai, regeneracinei medicinai bei audiniy
inzinerijai (Sessarego et al., 2008; Loukogeorgakis & De Coppi, 2017).
Vaisiaus vandeny kamieninés Iastelés yra terapiSkai  saugios:
neimunogeniskos, nesukelia imuninés sistemos atsako net ir alogeninés
transplantacijos atveju ir neformuoja teratomy in vivo (De Coppi et al., 2007;
Loukogeorgakis & De Coppi, 2016). Be to, tai yra ,jaunos” kamieninés
lastelés, nes jos yra vaisiaus kilmés ir jy savybés priklauso tik nuo néstumo
trimestro, taciau nepriklauso nuo donorés amziaus, prieSingai riebalinio
audinio mezenchiminéms kamieninéms lgsteléms, kuriy augimo kinetika,
morfologija, diferenciacijos potencialas ir senéjimas priklauso nuo donoro
amziaus (Kornicka et al., 2015; Maredziak et al., 2016). Taigi, vaisiaus
vandeny kamieninés lastelés pasizymi daugybe iSskirtiniy savybiy ir turi
galima pritaikyma klinikiniuose tyrimuose ir terapijoje (Dziadosz et al., 2015;
Loukogeorgakis & De Coppi, 2016), todél jy funkcionavimo reguliavimo
vairiy diferenciacijy metu molekuliniy mechanizmy tyrimai suteikia
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papildomy ziniy norint kuo efektyviau pritaikyti Sias Igsteles klinikinéje
praktikoje.

Greta kamieniniy lasteliy reguliavimo transkripciniame  ir
transliaciniame lygmenyse, labai svarby vaidmenj vaidina ir epigenetiné
reguliacija — ji apima trumpas ir ilgas nekoduojancias RNR, DNR metilinima,
chromatino modifikavimo baltymus bei histony modifikacijas (Klose & Bird,
2006). Parodyta, kad embrioninése kamieninése lastelése (EKL) DNR
metilinimas ir histony metilinimas bei acetilinimas kartu su Polikombo
slopinanciais kompleksais 1 ir 2 yra pagrindiniai kamieniSkumo reguliatoriai,
palaikantys bivalenting chromatino struktiira genuose, atsakinguose uZz
embriono vystymasi ir diferenciacija (Meissner et al., 2008; Fouse et al., 2008;
Barrand & Collas, 2010; Aloia et al., 2013). Jie veikia lygiagreéiai su
kamieniSkumg palaikanciais ir diferenciacija slopinanciais transkripcijos
faktoriais Oct4, Sox2 ir Nanog bei mikroRNR (Kashyap et al., 2009).
Suaugusio Zmogaus mezenchiminése kamieninése lgstelése diferenciacijos
jvairiomis kryptimis metu histonus modifikuojantys fermentai taip pat vaidina
labai reikSmingg reguliacinj vaidmenj (Wei et al., 2011; Haberland et al.,
2010; Hemming et al., 2014). Tad ir vaisiaus vandeny mezenchiminése
kamieninése lastelése, kurios pagal diferenciacijos potencialg uzima nisg tarp
embrioniniy ir suaugusio zmogaus kamieniniy lasteliy, epigenetiniai veiksniai
ir jy dalyvavimas nediferencijuotos biisenos palaikyme bei indukuoty
diferenciacijy metu neabejotinai yra labai svarbiis. Deja, minéti epigenetiniai
mechanizmai VV-MKL kol kas ne itin pla¢iai iSaiskinti, tad jy tyrimai svariai
prisidéty prie $iy lasteliy apibiidinimo ir galimo terapinio panaudojimo.

Darbo tikslas: isaiskinti vaisiaus vandeny mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy  molekulinius (genetinius bei epigenetinius) poky¢ius po
diferenciacijos indukcijos jvairiomis kryptimis (osteogenine, miogenine,
neurogenine ir kardiomiogenine).

Darbo uzdaviniai:

1. Charakterizuoti VV-MKL pagal pavir$iaus zymeny ir kamieniSkumo geny
raiSka po lasteliy iSskyrimo ir jvertinti molekulinius poky¢ius skirtingomis
kryptimis (osteogenine, miogenine, neurogenine ir kardiomiogenine)
diferencijuotose VV-MKL.

2. Nustatyti epigenetiniy veiksniy, tokiy kaip chromatino pertvarkymo
baltymy ir modifikuoty histony, pakitimus, vykstanéius indukavus VV-MKL
diferenciacija osteogenine, miogenine ir neurogenine kryptimis.
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3. Istirti epigenetinius virsmus indukuotos kardiomiogeninés diferenciacijos
metu bei identifikuoti genus, praturtintus saveika su hiperacetilintu H4 ir
dalyvaujanéius epigenetiniame kardiomiogeninés diferenciacijos
reguliavime.

4. Tvertinti kardiomiogenine kryptimi indukuoty VV-MKL energetinj fenotipa
ir metabolizmo pokycius.

Mokslinis naujumas ir praktiné reikSmé

Siame darbe visapusiskai nagrinéjome procesus, vykstanéius Zmogaus
vaisiaus vandeny kamieniniy lasteliy diferenciacijos jvairiomis kryptimis
metu. Parodéme, kad Sioms Igsteléms diferencijuojantis osteogenine,
miogenine, neurogenine ir kardiomiogenine kryptimis chromatinas yra
visuotinai pertvarkomas, kei¢iasi histony modifikacijy bei mikroRNR profilis.
Tai reikalinga, kad buty aktyvuojami diferenciacija skatinantys genai ir
slopinami genai, susij¢ su lgstelés atsinaujinimu ir kamieniskumo palaikymu.
Pirmieji iSsamiai iSnagriné¢jome zmogaus VV-MKL lastelés ciklo pokycius ir
jo reguliavima, atlikome lgstelés energetikos ir metabolizmo tyrimus
indukuotos kardiomiogeninés diferenciacijos metu bei parodéme, kad VV-
MKL diferencijuojant j kardiomiocity pirmtakus aktyvuojami genai yra
praturtinti  transkripciS$kai  aktyvig chromatino biiseng lemianciu
hiperacetilintu histonu H4. Taip pat parodéme, kad inicijuoti VV-MKL
pokycius link kardiomiogeninés diferenciacijos galima naudojant cheminés
prigimties agentus (DNMT ir p53 slopiklius) ir kai kurias biomolekules
(Angiotenzing I, TGF-B1). Pastarosios natiraliai aptinkamos Zmogaus
organizme, dalyvauja daugybéje signaliniy keliy jvairiy audiniy lgstelése, tad
yra laikomos saugiomis, o jy sukelti genetiniai, epigenetiniai bei metaboliniai
poky¢iai yra labai panasaus lygio, kaip ir veikiant cheminiams agentams.

Gauti tyrimy rezultatai papildo esamas Zinias apie dar pakankamai
nauja kamieniniy lasteliy Saltinj — Zmogaus vaisiaus vandeny kamienines
lasteles, jy funkcionavimg bei molekulinius mechanizmus jvairiy
diferenciacijy metu. Misy gauti duomenys atskleidzia galimg Zzmogaus VV-
MKL praktinj pritaikomuma medicinoje. Ateityje Sios lastelés sékmingai gali
biti panaudotos lasteliy terapijoje ar regeneracinéje medicinoje, pvz. kauly
atstatymui, Sirdies raumens regeneracijai po miokardo infarkto ar kity Sirdies
ir kraujagysliy sistemos ligy gydymui.

10



1. METODAI

1.1. VV-MKL isskyrimas, kultivavimas ir diferenciacijos
indukcija

Vaisiaus vandenys (dazniausiai antro trimestro metu, 14-28 savaitg)
paimti amniocentezés budu i§ nésciy motery, kurioms reikalinga
prieSgimdyviné vaisiaus diagnostika, tac¢iau atlikus tyrimus jokiy genetiniy
pakitimy neaptikta, tad i$ jy iSskirtos lgstelés laikomos sveikomis (norma).
Visi protokolai buvo patvirtinti Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy
etikos komiteto (leidimo nr. 158200-123-428-122). VV-MKL buvo isskirtos
kaip aprasyta ankstesniuose darbuose (Savickiené et al., 2015; Gasitiniené et
al., 2019a, b, ¢, d), t. y. vaisiaus vandenys centrifuguojami 20 min. 500 x ¢
kambario temperatiiroje, nusédusios lgstelés plaunamos steriliu PBS tirpalu
(fosfatiniu  buferiniu tirpalu, angl. phosphate buffered saline) ir
suspenduojamos augimo terpéje AmnioMAX-C100 su AmnioMAX-C100
priedu, 100 vnt./ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino (Gibco). Lastelés
auginamos 37 °C termostate, 5% CO,. Po 10-15 dieny terpé su dar
neprikibusiomis VV-MKL perne$ama j nauja auginimo indg. Cia prikibusios
VV-MKL dauginamos ir naudojamos tyrimams. Lastelés perséjamos pasiekus
70-80 % konfluencija, naudojant 0,05 % tripsino-EDTA tirpala (Gibco).

Diferenciacija skirtingomis kryptimis buvo inicijuota lasteléms augant
monosluoksniu:

a) osteogeniné diferenciacija indukuota naudojant komercing
diferenciacijos terpe StemPro Osteogenesis Differentiation kit (Gibco),
keiciant ja kas 2-3 dienas 15 dieny. Diferencijuotos lastelés jvertintos
morfologiskai naudojant Alizarin Red dazg ir pagal budingy geny-Zymeny
raiSka. Detalus protokolas pateiktas Glemzaité & Navakauskiené (2016).

b) kardiomiogeniné¢ diferenciacija indukuota dvejopai: naudojant DNR
metiltransferaziy slopiklius (Decitabing, Zebularing, RG108 (Sigma-
Aldrich)) ir p53 slopiklj Pifitring-a (Merck-Millipore) bei biomolekules
(Angiotenzing Il (Sigma-Aldrich) ir transformuojantj augimo veiksnj- B1,
angl. Transforming growth factor-beta 1, TGF-4/ (R&D Systems)). Lastelés
diferencijuotos 12 dieny, véliau jvertintos morfologiskai, pagal kardiomiocity
geny-zymeny raiSka, kardiomiocity jony kanaly geny raiSkg, Connexin43
baltymo lygj ir lokalizacijg. Induktoriy koncentracijos ir diferenciacijos terpiy
sudetis pateikta Gasitiniené et al. (2019a) ir Gasitniené et al. (2019d).

¢) miogeniné diferenciacija indukuota pridedant 2 % arklio serumo
(Gibco) | DMEM terpe (Gibco) su 100 vnt./ml penicilino ir 100 pg/ml
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streptomicino. Diferenciacijos terpé kei¢iama kas 2-3 dienas 12 dieny.
Daugiabranduolés Igstelés vizualizuotos 0,1 % Kristalinio violeto dazu bei
pagal budingy geny raiska. Detalesnis apra§ymas pateiktas Gasitiniené et al.
(2019b).

d) neurogeniné diferenciacija indukuota pridedant 1,5 pM all-trans
retinoinés ragsties | DMEM/F12 terpe su GlutaMax ir N2 priedu (Gibco).
Diferenciacijos terpé kei¢iama kas 2-3 dienas 12 dieny. Morfologiniai
poky¢iai stebimi nudazius lasteles 0,1 % Kristalinio violeto dazu bei pagal
budingy geny raiska. Detalesnis apraSymas pateiktas Gasifiniené et al.
(2019b).

e) adipogeniné diferenciacija indukuota naudojant komercine
diferenciacijos terpe STEMPro Adipogenic Differentiation medium (Gibco),
kei¢iant ja kas 2-3 dienos 12 dieny. Diferencijuotos lastelés jvertintos
morfologiskai dazant susidariusius riebaly laselius Oil Red O dazu
(Gasiiiniené et al., 2019b).

f) chondrogeniné¢ diferenciacija indukuota naudojant komercing
diferenciacijos terpe STEMPro Chondrogenic Differentiation medium
(Gibco), keiciant ja kas 2-3 dienas 12 dieny. Diferencijuotos lastelés jvertintos
dazant 1 % Alcial Blue dazu (3 % acto rugstyje) (Gasitiniené et al., 2019b).

1.2. PavirS§iaus Zymeny analizé tékmés citometru

PavirSiaus zymeny nustatymui tékmés citometru lastelés pazymétos
specifiniais antikiinais prie$ tiriamus Iasteliy pavirSiaus baltymus kaip
apraSyta Glemzaité & Navakauskiené (2016). Naudoti Sie Zyméti antikiinai:
pelés pries zmogaus CD44, zyméti fluoresceino izotiocianatu (angl.,
fluorescein isothiocyanate (FITC)) (Invitrogen), CD45-FITC (BD
Pharmingen), CD34-FITC (Miltenyi Biotec) ir CD90-FITC (Molecular
Probes), pelés prie§ zmogaus CDI105, zyméti fikoeritrinu (angl.,
phycoerythrin (PE)) (Invitrogen). Pelés IgG2A-FITC (Miltenyi Biotec), IgG1-
FITC, 1gG2b-FITC (Invitrogen) bei 1gG1-PE (Molecular Probes) buvo
naudoti kaip izotipinés kontrolés. Zyméti méginiai analizuoti tékmés
citometru Guava easyCyte 8HT (Millipore) su InCyte 2.2.2 programa arba BD
FACSCanto Il ir BD FACSDIVA programa (BD Biosciences).
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1.3. RNR i$skyrimas ir AT-KPGR

RNR iSskirta naudojant TRIzol reagenta (Thermo Fisher Scientific)
pagal gamintojo nurodymus. Geny raiSkos analizei kopijiné DNR (kDNR)
sintetinta naudojant Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific). AtvirksStinés transkripcijos kiekybiné polimerazés grandiningé
reakcija (AT-KPGR) vykdyta naudojant Maxima SYBR Green gPCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific) ir Rotor-Gene 6000 termociklerj (Qiagen
Instruments AG). Santykiné geny raiSka (lyginant su nediferencijuota
kontrole) apskaiciuota AACt metodu, normalizavus pagal GAPDH raiska.
Naudoti pradmenys pateikti Siuose Saltiniuose: Glemzaité & Navakauskiené
(2016); Gasitiniené et al. (20194, b, c, d).

mikroRNR raiskos analizei, specifiné KDNR buvo sintetinta naudojant
Tagman MicroRNA Reverse Transcription Kit ir Tagman MicroRNA Assay
(Thermo Fisher Scientific). mikroRNR raiskos lygis tirtas naudojant Tagman
MicroRNA Assay ir Tagman Universal PCR Master Mix Il, without UNG
(Thermo Fisher Scientific). mikroRNR lygis normalizuotas pagal RNU48
raiska, santykiné raiska (lyginant su nediferencijuota kontrole) apskaiciuota
naudojant AACt metoda. Tirtos $ios mikroRNR: miR-223, miR-21, miR-34a,
miR-17, miR-148b, miR-145, miR-146a.

1.4. Baltymy iSskyrimas ir imuniné analizé

Visi lgstelés baltymai buvo iSskirti naudojant NDS lizés buferin; tirpala,
kaip pateikta Glemzait¢ & Navakauskiené (2016). Baltymy lizatas buvo
i$frakcionuotas gradientiniame NDS-PAA gelyje (7,5-15 %) ir pernestas ant
PVDF membranos. Tiriami baltymai detektuoti naudojant Siuos pirminius
antik@inus prie§ Zmogaus baltymus: ozkos prie§ DNMT], pelés pries HDACI
ir HDAC2, pelés prie§ p21 ir p53 (Santa Cruz Biotechnology), triusio prie$
EZH2 ir SUZ12 (Cell Signaling), triusio prie§ H3K4me3, H3K9Ac,
H3K9me3, H3K27me3, H4 hiperacetilinta, pelés pries BMI1 ir pries HPla
(Merck-Millipore), triusio prie§ Connexin43 (Thermo Scientific), triusio pries
Nkx2.5 (GeneTex). Pirminiai pelés antikiinai prie§ GAPDH ar triusio pries H4
(Abcam,) buvo naudojami kaip uznesimo kontrolé. Antriniai antikiinai pries
pelés, triuSio ar ozkos imunoglobulinus buvo zyméti krieny peroksidaze
(Dako), chemiliuminescenciné baltymy detekcija vykdyta naudojant Clarity
Western ECL Substrate ir ChemiDoc XRS+system su Image Lab programine
jranga (Bio-Rad Laboratories). Pusiau kiekybinis iSrySkinty baltymy juosteliy
jvertinimas atliktas naudojant ImageJ programa (NIH), santykinis kiekvienos
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baltymo juostelés tankis normalizuotas pagal uzneSimo kontrolés tankj ir
apskaiCiuotas pokytis (kartais) diferencijuotose lgstelése lyginant su
nediferencijuota kontrole.

1.5. Lastelés ciklo analize

Lastelés ciklo matavimui per nakt] 96 % etanoliu fiksuotos lastelés
buvo nudazytos propidzio jodidu ir analizuotos tékmés citometru BD
FACSCanto Il. Detali informacija pateikta Gasitiniené et al. (2019d).

1.6. Lasteliy energetikos ir metabolizmo tyrimai

Diferencijuoty ir kontroliniy lIasteliy energetinis profilis buvo
nustatytas naudojant Seahorse XFp Extracellular Flux Analyzer ir Cell Energy
Phenotype Test Kit (Agilent Technologies). Mitochondrinis kvépavimas
iSmatuotas naudojant tg patj analizatoriy ir Cell Mito Stress Test Kit.
Matavimo metu lygiagreciai detektuojamas deguonies suvartojimo greitis
(angl. oxygen consumption rate (OCR)) ir uZlgstelinio rigstéjimo greitis (angl.
extracellular acidification rate (ECAR)). Pirmiausia nustatomos bazinés $iy
parametry vertés (be elektrony pernasos grandinés slopikliy), o véliau
palaipsniui pridedama elektrony pernasos grandinés slopikliy: oligomicino
(slopina V ATP sintazés kompleksa), FCCP (suardo protony gradients) ir
rotenono kartu su antimicinu A (slopina IIT ATP sintazés kompleksg), ir
matuojamas OCR ir ECAR. ISmatavus, lastelés buvo surinktos, sulizuotos
RIPA buferiniu tirpalu ir iSmatuota suminé baltymy koncentracija naudojant
DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) ir spektrofotometrg Infinite M200
Pro (Tecan). Visuose skai¢iavimuose OCR ir ECAR vertés normalizuotos
pagal baltymy kiekj ir iSreik§tos mikrogramui baltymo. Ivertinti ir
apskaiciuoti Sie parametrai: a) lasteliy energetinis fenotipas (aerobinis ar
glikolitinis); b) OCR/ECAR santykis, nurodantis, ar vyrauja oksidacinis
fosforilinimas, ar glikolizé; ¢) metabolinis potencialas (procentais) — OCR
padid¢jimas po oligomicino ir FCCP pridéjimo lyginant su bazine OCR verte
bei ECAR padidéjimas tomis paciomis salygomis lyginant su bazine ECAR
verte, rodo lasteliy gebéjimg prisitaikyti prie maksimaliy energijos sgnaudy
per kvépavima ar glikolize; d) maksimalus kvépavimas (angl. maximal
respiration) — skirtumas tarp OCR vertés pridéjus FCCP ir nemitochondrinio
OCR (pridéjus visy slopikliy), iSreiSkiamas kaip pokytis (kartais) lyginant su
bazine OCR verte; e) rezerviné kvépavimo talpa (angl. spare respiratory
capacity) — santykis (procentais) tarp bazinio ir maksimalaus kvépavimo, kur
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bazinis kvépavimas atspindi tik mitochondrinj kvépavimg; f) ATP gamyba —
OCR skirtumas prie§ pridedant oligomicino ir pridéjus; g) sujungimo
efektyvumas (angl. coupling efficiency), procentais — santykis tarp ATP
gamybos ir bazinio OCR.

1.7. Imunofluorescencija ir kiekybinis branduolinio Nkx2.5
jvertinimas

Baltymy detekcijai imunofluorescencijos btudu kontrolinés ir
diferencijuotos VV-MKL buvo iSsétos ant stikliuky ir detektuoti tiriami
baltymai — plySiniy jung¢iy komponentas Connexin43 ir transkripcijos
veiksnys Nkx2.5 (Gasitiniené et al., 2019d). Connexin43 detekcijai stikliukai
inkubuoti su pirminiais triusio antikiinais prie§ Connexin43 ir antriniais ozkos
prie§ triusio IgG Highly Cross-Adsorbed, Alexa Fluor-488 antikiinais
(Thermo Fisher Scientific), f-aktinas zymétas naudojant Alexa Fluor-594
Phalloidin (Thermo Fisher Scientific). Nkx2.5 detekcijai stikliukai inkubuoti
su pirminiais triuSio antiktinais prie§ Nkx2.5 ir antriniais ozkos prie§ triusio
IgG Highly Cross-Adsorbed, Alexa Fluor-594 antikiinais (Thermo Fisher
Scientific), f-aktinas Siose lgstelése Zymétas naudojant Alexa Fluor-488
Phalloidin (Thermo Fisher Scientific). Lasteliy branduoliai nudazyti 300 nM
DAPI tirpalu. Méginiai analizuoti Zeiss Axio Observer (Zeiss)
fluorescenciniu mikroskopu, 63X imersiniu objektyvu, naudojant Zen BLUE
programing jrangg. Nkx2.5 kiekis branduolyje buvo apskaifiuotas kaip
raudonai fluorescuojanciy tasky kiekis branduolio regione naudojantis
imunofluorescencijos vaizdas ir Matlab™ aplinka (The MathWorks).
Duomenys pateikti Tukey stiliaus grafiku, pokyc¢iai tarp méginiy ir kontrolés
mediany jvertinti statistiniu Wilcoxon ranginiu testu. Matematinés operacijos
pla¢iau apraSytos Gasitiniené et al. (2019a).

1.8. Chromatino imunoiS$sodinimas, DNR sekoskaita ir duomeny
analizé

Chromatino imunoissodinimas atliktas naudojant rinkinj Zymo-Spin
ChIP kit (Zymo Research Corp) su modifikacijomis ir antikiing pries
hiperacetilinta histong H4 ir apraSytas Gasitniené et al. (2019c). DNR
fragmenty, praturtinty anti-hiperacetilintu H4 antikiinu, biblioteka paruosta su
rinkiniu KAPA HyperPrep Library Preparation Kit (Kapa Biosystems). DNR
kiekis ir kokybé jvertinta spektrofotometru Nanodrop (Thermo Scientific),
fluorimetru Quantus (Promega Corporation) ir 2100 bioanalizatoriumi
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(Agilent Technologies). Bibliotekos kvantifikuotos kPGR ir naujos kartos
sekoskaita vykdyta HiSeq 1500 (lllumina). Gauti duomenys apdoroti
Trimmomatic programa (Usadel Lab), prilyginti zmogaus referentiniam
genomui (hg38) ir detektuoti iSsodinti pikai. Sie pikai priskirti geny
promotoriams (3 kb j virsy ir 0,5 kb Zemyn nuo transkripcijos pradzios vietos)
ir geny kiinams, atlikta jy diferenciné analizé bei funkciné analizé geny, kurie
galimai regulivojami H4 acetilinimu promotoriuose ar geny kiinuose. Detalus
bioinformatinés analizés aprasymas pateiktas Gasitiniené et al. (2019c).

1.9. Statistiné analizé

Visi eksperimentai buvo pakartoti maziausiai 3 kartus, jei neapibrézta
kitaip. Duomenys pateikti kaip vidurkiai su standartiniu nuokrypiu. Statistiné
analiz¢ atlikta naudojant Stjudento t-testg ar vienkrypte¢ ANOVA su Tukey
testu GraphPad Prism programoje.

I$sodintos DNR sekoskaitos duomenims palyginti ir statistiSkai jvertinti
jvesta tikimybé aptikti atsitiktinai (angl. probability of obtaining by chance —
POC). Pvz., jei ji lygi 0,01, tai reiSkia, kad atlikus 2 méginiy (kontrolés ir
diferencijuoty lasteliy) piky diferencine persidengimo analiz¢ 100 karty, yra
1 % tikimybé, kad jie sutaps atsitiktinai.
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2. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Sioje dalyje aptariami rezultatai, pateikti su disertacijos tema
susijusiose publikacijose, démesj kreipiant | VV-MKL diferenciacijos
reguliavima ir epigenetinius mechanizmus.

2.1. VV-MKL charakterizavimas

Tyrimuose naudotos Zmogaus Vaisiaus vandeny mezenchiminés
kamieninés Iastelés iSskirtos i§ antrojo trimestro nés¢iy motery vaisiaus
vandeny. Po i8skyrimo lastelés kultivuotos ir charakterizuotos pagal keleta
pozymiy: morfologija, kamieniSkuma, pavirSiaus Zymeny raiSka bei
diferenciacijos potenciala.

Zmogaus VV-MKL pasizymi verpstidka, pailga, fibroblastiska forma
(2.1 pav.).

2.1 pav. VV-MKL morfologija kultivavimo metu, mikroskopo skalé — 400 pm
(Gasianiené et al., 2019d).

Nustatéme, kad joms biidinga tam tikry pavirSiaus Zymeny raiSka:
daugiau nei 95 % VV-MKL turi CD44 (Iasteliy adhezijos molekulé), CD90
(Thy-1, timocity antigenas-1) ir CD105 (endoglinas) molekules, taciau yra
neigiamos pagal CD34 (hematopoetiniy lasteliy Zymuo) ir CD45 (leukocity
antigenas) zymenis. Parodéme, kad, kaip ir embrioninése kamieninése
lasteleése, VV-MKL vyksta kamieniSkumo geny, tokiy kaip OCT4, SOX2,
REX1 ir NANOG raiska (Glemzaité & Navakauskiené, 2016; Gasitiniené et
al., 20193, b, c, d). Kadangi $ios vaisiaus vandeny kamieninés lastelés yra
priskiriamos mezenchiminéms kamieninéms lasteléms, be jau paminéty
charakteristiky, jos taip pat, kaip ir mezenchiminés kamieninés, in vitro gali
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diferencijuoti  bent trimis  kryptimis— adipogenine, osteogenine,
chondrogenine (Gasitniené et al., 2019b), 0 kaip parodéme mes — taip pat ir
miogenine, neurogenine bei kardiomiogenine kryptimis. Taigi, VV-MKL
pilnai atitinka Tarptautinés lasteliy terapijos draugijos (angl. International
Society for Cellular Therapy) pateiktus mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy
kriterijus: morfologija, specifiniy pavirSiaus zymeny, tokiy kaip CD44, CD90,
CD105, raiska ir CD34 ar CD45 nebuvima bei diferenciacijos potencialg in
vitro trimis kryptimis (Dominici et al., 2006).

Indukuoty diferenciacijy metu lastelés praranda kamieniSkuma,
kadangi pradeda diferencijuoti ir virsti specializuotomis lastelémis —
osteocity, miocitys, neurony ar kardiomiocity pirmtakais ir kt., taigi ir
kamieniS$kumo geny raiSka turéty mazéti. Parodyta, kad visi kamieniskumo
Zzymenys — Oct4, Sox2, Rex1 ir Nanog — formuoja uzdara kamieniniy lasteliy
reguliacijos tinkla, kontroliuojantj pagrindiniy kamieniskumo geny raiska
(Rodda et al., 2005). Misy tirtose kamieninése Igstelése po osteogeninés ir
kardiomiogeninés diferenciacijos indukcijos sumazéja SOX2, REX1
(Glemzaité & Navakauskiené, 2016; Gasitiniené et al., 2019c¢, d) bei NANOG
(Gasitniené et al., 2019¢) geny raiska. Yra zinoma, kad Sox2 kartu su Oct4
valdo visa kamieniSkumo reguliacijos tinklg ir skatina lasteliy proliferacija
palengvindami jy peréjimag i§ G1 lIgstelés ciklo fazés j S faze (Chen et al.,
2008). Misy gautais duomenimis, indukuoty diferenciacijy metu VV-MKL
stabdomas augimas bei lastelés ciklas (Gasitiniené et al., 2019d) ir viena i$ to
priezasCiy galimai yra Sox2 raiskos kritimas. Taip pat yra Zinoma, kad Sox2
laikomas vienu i§ Rex1 reguliatoriy kartu su kitais kamieniskumo zymenimis
(Shi et al., 2006), tad Zemesni Sox2 kiekiai koreliuoja su sumazéjusiais Rex1
kiekiais indukuotose lgstelése.

Taigi VV-MKL pasizymi bruozais, blidingais ir embrioninéms
kamieninéms lgsteléms (kamieniSkumo geny rai$ka), ir suaugusio Zmogaus
mezenchiminéms kamieninéms lasteléms (pavirSiaus Zymeny raiska).
Indukavus diferenciacija, jy augimas létéja, o kamieniSkumo poZymiai
silpnéja Iasteléms pereinant | labiau specializuota biiseng. Toliau aptariami
VV-MK lasteliy diferenciacijos jvairiomis kryptimis metu vykstantys
molekuliniai poky¢ciai.
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2.2. VV-MKL diferenciacijos potencialas

Kaip jau buvo minéta, VV-MKL pasizymi platesniu diferenciacijos
potencialu nei MKL i§ suaugusio Zzmogaus audiniy, kadangi jos gali
diferencijuoti ne tik  mezodermos gemalinio lapelio lasteliy linijas, taciau ir
kity gemaliniy lapeliy lasteles (Tsai et al., 2006; De Coppi et al., 2007). Siame
darbe VVV-MKL buvo tiriamos in vitro indukavus diferenciacija osteogenine,
miogenine, neurogenine ir kardiomiogenine kryptimis.

2.2.1.Diferencijuoty VV-MKL morfologiniai pokyc¢iai

Jvykusig sékmingg VV-MKL diferenciacijos indukcijg pirmiausia
jvertinome pagal lasteliy morfologinius pokycius.

Osteogeniné diferenciacija Siame darbe buvo indukuota naudojant
komercing diferenciacijos terpg. Vykstant $iai diferenciacijai, lastelés pradeda
gaminti mineralines nuosédas, sudarytas i§ kalcio katijony ir neorganiniy
fosfaty, kurie kaupiasi tarplgsteliniame uzpilde lasteliy monosluoksnio
pavirdiuje (Stein et al., 1990). Sias kalcio sankaupas 15 dieny diferencijuotose
VV-MK lgstelése galima stebéti nudazius jas Alizarin Red dazu, kai tuo tarpu
nediferencijuotose kontrolinése lastelése kalcio sankaupy nematyti (2.2 pav.,
Glemzaité & Navakauskiené, 2016).

NedlferenCIJUOtos lqsteles Diferencijuotos Igstelés
& - o “@g’w ;,s,,,gx
NSy S

e »,

2.2 pav. Osteogenine kryptimi diferencijuotos VV-MKL (15 d.), dazytos Alizarin Red
dazu. Mikroskopo padidinimas — 20X (pagal Glemzaité & Navakauskiené, 2016).

Miogeninés VV-MKL diferenciacijos indukcijai naudojome arklio
serumg. Jis turi nedaug augimg skatinanciy veiksniy, todél Iasteliy
proliferacija yra létesné ir paskatinama diferenciacija (Franke et al., 2014; Lin
et al., 2014). Taip pat, nesant augimo veiksniy, aktyvuojama MyoD
transkripcijos veiksniy Seima, kurie yra specifiniai raumeny lasteléms, slopina
lasteliy dalijimasi ir aktyvina diferenciacija (Olson 1992). Pagrindinis
miogeninés diferenciacijos bruozas — daugiabranduoliy lgsteliy atsiradimas.
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Gauti rezultatai rodo, kad daugiabranduolés 1gstelés aptinkamos jau 5 dieng
nuo diferenciacijos indukcijos pradzios, o po 12 dieny po diferenciacijos
indukcijos jy dar labiau padauggéja (2.3 pav., Gasitinien¢ et al., 2019b).

Nediferencijuotos last.

5 d dlf lqsteles 12 d. dif. 1gstelés

2.3 pav. Miogenine kryptimi dlferencuuotos VV-MKL po 5 ir 12 d. dlferenmacuos
indukcijos, dazytos Kristalinio violeto dazu. Rodyklémis parodytos daugiabranduolés
lastelés, mikroskopo skalé — 400 um (pagal Gasitiniené et al., 2019b).

Neurogeniné diferenciacija indukuota retinoine rugstimi (angl. all-
trans retinoic acid). Retinoiné rugstis (RA) — signaliné molekulé, dalyvaujanti
nerviniame vystymese, diferenciacijoje ir aksony augime (Maden et al., 2007).
Yra parodyta, kad RA viena ar kombinacijoje su Kitais cheminiais agentais
(IBMX, BDNF, Forskolin) bei augimo veiksniais pagerina neurogeninés
diferenciacijos indukcijos efektyvuma (Jin et al., 2015; Rafieemehr et al.,
2015). Ivykusig neurogenine diferenciacija morfologiskai vertinome pagal
lasteliy formos pakitimg — lastelés kiinas pailgéja, lastelés iSsitempia, susidaro
lasteliy atSakos (2.4 pav., Gasiliniené et al., 2019b).

Nedlferencuuotos last. 5d dif. Iasteles 12 d. dif. lqsteles

2.4 pav. Neurogenine kryptimi diferencijuotos VV-MKL po 5ir 12 d. dlferenuacuos
indukcijos, dazytos Kristalinio violeto dazu. Mikroskopo skalé — 400 pm (pagal
Gasitiniené et al., 2019b).

Kardiomiogenine diferenciacijag Siame darbe indukavome dvejopai:
naudodami cheminés prigimties agentus — DNR metiltransferaziy (DNMT)
slopiklius Decitabing (5-aza-2°-deoksicitiding), Zebularing, RG108 bei p53
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baltymo slopiklj Pifitring-o ir biomolekules, tokias kaip Angiotenzinas II
(Angll) ir transformuojantis augimo veiksnys-beta 1 (TGF-B1) (2.1 lentelé).

2.1 lentelé. Naudoti kardiomiogeninés diferenciacijos induktoriai

Kardiomiogeninés Funkcija

diferenciacijos

induktorius

Decitabinas Nukleozidinis DNMT slopiklis, indukuoja Zzmogaus VV-
KL kardiomiogening diferenciacija (Guan et al., 2011).

Zebularinas Nukleozidinis DNMT slopiklis, indukuoja pelés

embrioniniy  kamieniniy  Iasteliy  kardiomiogening
diferenciacija (Horrilo et al., 2013).

RG108 Nenukleozidinis DNMT slopiklis, pasizymi prieSvéziniu
efektu prostatos vézio (Graca et al., 2014) ar leukemijos

atveju (Savickien¢ et al., 2012), kardiomiogeninéje
diferenciacijoje netirtas.

Pifitrinas-a P53  baltymo  slopiklis, tirtas kaip  galimas
kardiomiogeninés diferenciacijos induktorius ziurkés
kauly ¢iulpy mezenchiminése kamieninése lgstelése (Yan
etal., 2011; Liu et al., 2013).

Angiotenzinas 11 Vienas i§ renino-angiotenzino sistemos komponenty, kuri

labai svarbi kamieninése lastelése ir Sirdies-kraujagysliy
sistemos vystymesi (Ahmadian et al., 2015). Sukelia
ziurkés kauly Ciulpy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy
diferenciacija link kardiomiocity (Xing et al., 2012).
TGF-p1 Citokiny Seimos, dalyvaujancios Sirdies-kraujagysliy
sistemos  vystymesi ir inksty renino-angiotenzino
sistemoje, narys (Azhar et al., 2003). Inicijuoja Zmogaus
ar ziurkés kauly Ciulpy kamieniniy lasteliy diferenciacija
link kardiomiocity pirmtaky (Mohanty et al., 2013; Lv et
al., 2016).

Visais tirtais atvejais kardiomiogeninés diferenciacijos metu VV-MK
lastelés padidéja, pailgéja, sudaro labai tanky pluoStinj monosluoksnj
(Gasitiniené¢ et al., 2019a, d), kai kur atsiranda dvibranduoliy lasteliy (2.5 pav.,
Gasitiniené et al., 2019c).
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Decitabinas

2.5 pav. Kardiomiogenine kryptimi diferencijuotos VV-MKL, indukuotos naudojant
Decitabing ir Zebularing, 12 d. po diferenciacijos indukcijos. Pateikiamos nedazyty
lasteliy ir Kristalinio violeto dazu dazyty lasteliy nuotraukos, rodyklémis pazymétos
dvibranduolés lastelés. Mikroskopo skalé — 400 um (pagal Gasitiniené et al., 2019c¢).

Taigi, visy indukuoty diferenciacijy metu lasteliy morfologija stipriai
pakinta lyginant su nediferencijuotomis kontrolinémis lgstelémis. Tai
pirmasis pozymis, rodantis, kad VV-MKL pasikei€ia ir i§ kamieniniy lgsteliy
tampa labiau specializuotomis. Kitas pozymis — specifiniy, su diferenciacija
susijusiy geny ir baltymy raiSkos aktyvinimas, aprasytas toliau einanciame
skyriuje.

2.2.2.Geny ir baltymy raiskos poky¢iai indukuojant VV-MKL diferenciacija

2.2.2.1.Geny raiskos pokyciai osteogeninés, miogeninés ir neurogeninés
diferenciacijy metu

Be pakitusios MK lgsteliy morfologijos, Kitas prasidéjusios indukuotos
diferenciacijos pozymis — padidéjusi diferencijuotoms lgsteléms specifiniy
geny, susijusiy su specializuoty lasteliy funkcijomis ir struktiiriniais
poky¢iais, raiska. Osteogeninés, miogeninés ir neurogeninés diferenciacijy
metu tirty geny apradymas pateiktas 2.2 lentel¢je. Sie genai laikomi tirty
diferenciacijy zymenimis, kuriy raiSkos padidéjima indukuotose lgstelése
galima laikyti sékmingos diferenciacijos iniciacijos pozymiu.
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2.2 lentelé. Tirti diferencijuoty lasteliy genai-Zymenys

Tirti genai Geny koduojamy baltymy funkcijos

OSTEOGENINE DIFERENCIACIJA
ALP (angl. Sarminé¢ fosfataze, dalyvauja kietyjy audiniy formavimesi ir
Alkaline yra gaminama dideliais kiekiais mineralizuoty audiniy
Phosphatase) lastelése (Marom et al., 2005; Golub & Boesze-Battaglia,

2007).

Osteopontinas

Laikomas mezenchiminiy lasteliy osteogenezés Zymeniu
(Zohar et al., 1998).

MIOGENINE DIFERENCIACIJA

Aktininas-o Griau¢iy raumeny zymuo, sarkomery dalis, jungia aktino
(ACTN2, angl. filamentus, formuoja Z diskus (Baldassarri et al., 2012).
Actinin alpha 2)

Kalponinas Lygiyjy raumeny zymuo (Duband et al., 1993).

Desminas (DES)

Lygiyjy ir griau€iy raumeny zymuo, tarpiniy filamenty
baltymas, aptinkamas kraujagysliy lygiuosiuose raumenyse,
susijes su raumeny gebéjimu susitraukinéti, tad randamas ir
Sirdies raumenyse (Capetanaki et al., 1997).

MRF4 (angl.
myogenic
regulatory factor
4)

Griau¢iy raumeny Zymuo, dalyvauja embrioningje, bet ne
suaugusio individo miogenezéje kartu su MyoD1, miogeninu
ir Myf5 baltymais (Rhodes & Konieczny, 1989; Zammit
2017).

NEUROGENINE DIFERENCIACIJA

Nestinas (NES) Tarpiniy filamenty baltymas, nediferencijuoty nerviniy
kamieniniy lasteliy ar jau specializuotis pradéjusiy
pirmtakiniy Igsteliy Zymuo, atsirandantis vystantis centrinei
nervy sistemai (Lendahl et al., 1990; Dahlstrand et al., 1995).

NSE (angl. Glikolitinis izofermentas, skirtingos izoformos aptinkamos

neuron-specific neuronuose ir glijos lastelése. Vélyvos nervinés

enolase) diferenciacijos zymuo, embriono smegenyse aptinkamas

mazais kiekiais (Marangos et al., 1980).

Remiantis tyrimy duomenimis, oSteogeninés diferenciacijos atveju

stebima stipriai

iSaugusi

Sarminés fosfatazés ir Siek tiek maZiau —

osteopontino raiska (Glemzaité & Navakauskien¢, 2016).
Nustatéme, kad vykstant miogeninei diferenciacijai labiausiai padidéja
griau¢iy raumeny geny raiska — MRF4 ir aktinino-o, Siek tieck maziau —

desmino, kuris aptinkamas ir lygiuosiuose raumenyse, O maziausiai —

kalponino rai$ka. Taigi musy tirtomis sglygomis miogeniné diferenciacija
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vyksta labiau link griau¢iy raumeny mioblasty — Igsteliy-pirmtakiy
formavimosi (Gasitiniené et al., 2019b).

Taip pat iStyréme, kad indukuotos neurogeninés diferenciacijos metu
stipriau padidéja Nestino — ankstyvojo neurony pirmtaky geno raiSka — nei
NSE, kuris laikomas vélyvos nervinés diferenciacijos Zymeniu (Gasiiiniené et
al., 2019b).

Taigi, po diferenciacijos indukcijos VV-MKL padidéjo specifiniy
geny-zymeny, susijusiy su diferencijuoty lasteliy struktiira ir funkcijomis,
raiSka, o tai rodo, kad lagstelés i§ kamieniniy pradéjo virsti specializuotomis
kauly, raumeny ar nervinio audinio lgstelémis.

2.2.2.2. Geny ir baltymy raiskos pokyciai kardiomiogeninés diferenciacijos
metu

Kaip buvo minéta 2.1. skyriuje, kardiomiogenine diferenciacija
indukavome dviem skirtingais biidais — cheminiais agentais (DNMT ir p53
slopikliais) ir biomolekulémis (Angll ir TGF-B1). Diferenciacijos metu
nustatéme Siy geny, kurie pateikti 2.3 lenteléje, raiskos poky¢ius (Gasitiniené
et al., 2019a, c, d). Be to, kardiomiogeninés diferenciacijos metu tyréme ir
Desmino, kuris randamas ir lygiuosiuose bei skeletiniuose, ir Sirdies
raumenyse (2.2 lentelé), raiska.

2.3 lentelé. Tirti kardiomiogeninés diferenciacijos genai-zymenys
Tirti genai | Geny koduojamy baltymy funkcijos

KARDIOMIOGENINE DIFERENCIACIJA

Transkripcijos veiksniai

NKX2-5 (angl. NK2 Dalyvauja embriono ir suaugusio individo kamieniniy
Homeobox 5) lasteliy kardiomiogenezéje, priesirdziy ir skilveliy
vystymesi, reguliuoja tokiy geny kaip o-sarkomerinis
aktinis ar B-MHC transkripcijg (Faustino et al., 2008).
TBX5 (angl. T-Box 5) | Tbx5 kartu su Nkx2.5 skatina S$irdies vystymasi,
reguliuoja kardiomiogeneze (Hiroi et al., 2001).
GATAA4 (angl. GATA | Siejamas su kardiomiogeninés diferenciacijos metu

Binding Protein 4) aktyvuojamy geny valdymu (Rossi et al., 2001),
aktyvuoja Nkx2.5, kuris jungiasi su Thx5 (Durocher et
al., 1997).
Struktiiriniy baltymy genai
TNNT2 (angl. Sirdies troponinas T — viena i§ troponino T izoformy.
Troponin T2, Cardiac | Sarkomeros sudétiné dalis, dalyvauja Sirdies raumeny
Type) judesiuose, uztikrina jy koordinacijg (Wei ir Jin, 2016).
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2.3 lentelé (tesinys). Tirti kardiomiogeninés diferenciacijos genai-zymenys

MYHS6 (angl. Myosin
Heavy Chain 6)

a-MHC (angl. myosin heavy chain) a. miozino sunkiosios
grandinés baltymas. Vystantis Sirdziai biina ir skilveliy,
ir priesirdziy miocituose, véliau dazniausiai nustatomas
prieSirdziuose. Dalyvauja  §irdies  susitraukimuose
(England & Loughna, 2013).

Jony kanaly genai

SCNb5A (angl. Sodium
Voltage-Gated
Channel Alpha
Subunit 5)

Natrio jony jtampa valdomo kanalo Navl.5 alfa-5
subvienetas. Dalyvauja sarkomery susitraukime, atlicka
pagrindinj vaidmen;j elektrinio signalo generavime ir
perdavime (Priest & McDermott, 2015).

CACNAID (angl.
Calcium Voltage-
Gated Channel
Subunit Alphal D)

L-tipo kalcio kanalo Cavl.3 dalis, formuojanti pora
membranoje, pro kurig keliaujant Ca?* jonams
uztikrinamas $irdies raumeny susitraukimas, dalyvauja
pulso palaikyme (Priest & McDermott, 2015).

KCNJ12 (angl.
Potassium Voltage-
Gated Channel
Subfamily J
Member 12)

ATP jautrus jeinancios srovés kalio kanalas Kir2.2,
paprastai randamas skilveliy miocituose, reguliuoja
ramybés potenciala (Zobel et al., 2003).

KCNJ2 (angl.
Potassium Voltage-
Gated Channel

Ieinancios srovés kalio kanalas Kir2.1, reguliuoja srove
skilveliy miocituose ir membrany ramybés potenciala
(Lange et al., 2003; Zobel et al., 2003), kontroliuoja ir

Potassium Voltage-
Gated Channel
Subfamily D
Member 3)

Subfamily J siaury arterijy tonusg (Jackson 1998).
Member 2)
KCND3 (angl. Itampos valdomas trumpalaikés iSeinancios srovés kalio

kanalas Kv4.3 (Priest & McDermott, 2015).

HCN2 / HCN4 (angl.
Hyperpolarization
Activated Cyclic
Nucleotide Gated
Potassium

Channel 2/4)

Hiperpoliarizacija aktyvuojamas cikliniy nukleotidy
(cAMP) valdomas kanalas, dalyvaujantis $irdies ritmo
palaikyme, galintis generuoti greitgjg srove (Biel et al.,
2002).

Visais atvejais indukuotos kardiomiogeninés diferenciacijos metu
didziausia raiska pasizyméjo struktiiriniy kardiomiocity baltymy genai, tokie
kaip MYH6, TNNT2, DES bei ACTN2. Mazesnis pokytis indukuotose lastelése
lyginant su nediferencijuota kontrole uZzfiksuotas transkripcijos veiksniy
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NKX2-5, TBX5 bei GATA4 geny raiSkoje. Tai rodo, kad net ir santykinai
nedidelés kardiomiocity transkripcijos veiksniy aktyvacijos uztenka, kad biity
aktyvuoti funkciniai ir struktiriniai kardiomiocity genai. Labiausiai tirty geny
raiSka didino poveikis Decitabinu, maziausiai — RG108, o biomolekulés
daugeliu atvejy veiké panaSiai kaip Decitabinas ar Siek tiek silpniau
(Gasitiniené et al., 2019a, c, d).

Greta $iy geny iStyréme ir kardiomiocity jony kanaly geny raiska. Gauti
duomenys rodo, kad ir DNMT bei p53 slopikliais, ir Angll bei TGF-p1
indukuotose VV-MKL labiausiai didéjo kalcio kanalo CACNA1D bei kalio
kanaly KCNJ12 ir KCND3 ir HCN4 geny raiska, o natrio kanalo SCN5A, kalio
kanalo KCNJ2 bei HCN2 geny raiska aktyvuota zymiai silpniau (Gasitniené
et al., 2019a, d). Sis detektuotas kardiomiocity jony kanaly geny raiskos
padidéjimas ir kardiomiogeninés programos inicijavimas gali biti siejamas su
VV-MKL bisenos pasikeitimo lygiu — nors spontanisky lasteliy
susitraukingjimy ar elektrofiziologiniy charakteristiky poky¢iy neaptikome
(nepublikuoti  duomenys), lasteliy likimas  virsti  funkcionaliais
kardiomiocitais in vitro ar in vivo po subrendimo jau nulemtas ir grjzti atgal
(dediferencijuoti) jos nebegali (Honda et al., 2011).

Be geny raiskos, svarbiu kardiomiogeninés diferenciacijos iniciacijos
pozymiu yra baltymo Connexin 43 (Cx43) kiekio padidéjimas ir jo
lokalizacija lastel¢je. Cx43 yra pagrindinis plySiniy jungciy baltymas,
valdantis elektrinj ir cheminj gretimy kardiomiocity susijungima (Boengler et
al., 2006), tad jis turéty biiti aptinkamas lastelés krastuose, tarplasteliniy
saveiky vietose. Misy indukuotose VV-MKL (ir cheminémis, ir biologinémis
molekulémis) jo kiekis didéja ir jis pradeda kauptis lasteliy periferijoje, 0 tai
sudaro pagrinda interkaliaciniy disky formavimuisi ir miokardo funkcijos
palaikymui brestant diferencijuotoms lasteléms (2.6 pav., Gasitiniené et al.,
2019a, d).

Nkx2.5 taip pat detektavome ne tik geny, bet ir baltymy lygyje ir
nustatéme, kad, kaip ir dera transkripcijos veiksniui, jo branduolinis kiekis po
diferenciacijos indukcijos biomolekulémis didéja (2.6 pav., Gasitiniené et al.,
2019a), o tai labai puikiai siejasi su jo atliekamomis funkcijomis vystantis
Sirdziai.
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Nedif. Iastelés

Angll 1 pM TGF-B1 5 ng/ml

Cx43
DAPI
F-actin

Nkx2.5
DAPI
F-actin

2.6 pav. Connexin 43 (Cx43) ir Nkx2.5 baltymy lokalizacija VV-MKL, indukuotose
kardiomiogenine linkme naudojant Decitabing (Dec), Angiotenzing II (Angll) ir TGF-
B1. Mikroskopo skalé = 10 um (pagal Gasitiniené et al., 2019a).

Apibendrinant, galima teigti, jog VV-MKL sékmingai gali buti
indukuotos diferencijuoti kardiomiogenine kryptimi — pakinta Igsteliy
morfologija ir aktyvuojami specifiniai, kardiomiocitams buidingi genai bei
prasideda unikaliy, kitoms lgsteléms nebtdingy, baltymy sintezé. Svarbu
pabrézti, kad tai néra pilnai subrende kardiomiocitai, labiau — jy pirmtakai,
pradéje vystytis | Sirdies raumens lasteles ir galintys tapti funkcionaliais
Sirdies miocitais pateke j reikiamg aplinka in vitro ar in vivo.

2.2.2.2.1. Lastelés ciklg reguliuojanéiy geny ir baltymy poky¢iai indukuotos
kardiomiogeninés diferenciacijos metu

Yra zinoma, kad lasteléms diferencijuojantis, be morfologiniy ir
genetiniy virsmy, vyksta ir lastelés ciklo stabdymas vienoje ar kitoje fazéje.
Buvo parodyta, kad diferenciacijos j lygiuosius raumenis metu lgstelés ciklas
stabdomas GO/G1 fazéje (You et al., 2015). Siame darbe lastelés ciklo
poky¢ius tyréme VV-MKL, indukuotose kardiomiogenine kryptimi naudojant
DNMT slopiklius Decitabing, Zebularing, RG108 bei p53 slopiklj Pifitring-a
(2.7 pav., Gasitnieng¢ et al., 2019d).

Gauti rezultatai rodo, kad visais tirtais agentais kardiomiogenine
linkme indukuoty VV-MKL ciklas stabdomas G0/G1 fazéje, mazéja lasteliy
S ir G2/M fazése. Taip pat didéja ir Iastelés cikla reguliuojancius baltymus
koduojanéiy geny raiska: TP53 (p53 baltymas), CDKN1A (p21), CDKN2A
(p16) ir CDKN2B (p15). Kartu didéja ir p21 bei p53 baltymy lygis
indukuotose lgstelése, nes yra Zinoma, kad p53 aktyvuoja CDKNIA geno
raiska ir inicijuoja lastelés ciklo stabdyma GO/G1 fazéje EKL diferenciacijos
metu (Jain et al., 2012).
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LC genai:
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2.7 pav. Lastelés ciklo poky¢iai kardiomiogenine linkme indukuotose VV-MKL. Dec
— Decitabinas, Zeb — Zebularinas, RG — RG108, Pfta — Pifitrinas-a, LC — Igstelés
ciklas (pagal Gasitniené et al., 2019d.).

Literaturiniai duomenys rodo, kad p53 baltymas labai svarbus
kardiomiogeninéje diferenciacijoje dar ir dél to, kad embrioninése
kamieninése lastelése jis gali slopinti kamieniskumo veiksnius OCT4 ar
NANOG ir aktyvuoti specifiniy vystymosi geny, pvz. HOX, transkripcija
(Kim et al., 1994). Taip pat p53 geba sgveikauti su transkripcijos veiksniais
Nkx2.5 ir Gata4 ir taip dalyvauja kardiomiocitams reikalingy aktyviy
funkciniy ir architekttriniy geny transkripcijos palaikyme, mitochondrijy
biogenezéje ir bioenergetikoje, gliukozés ir riebaly rugsciy metabolizme
(Kojic et al., 2015; Mak et al., 2017). Taigi p53 vaidmuo Sirdies audinio
homeostazéje yra labai jvairiapusiskas.

Apibendrinant galima teigti, kad diferenciacijai indukuoty VV-MKL
kaupimasis GO/G1 lastelés ciklo fazéje ir lastelés cikla valdanciy baltymy p21
bei p53 lygio padidéjimas yra laikomas vienu i§ Igsteliy specializavimosi i$
nediferencijuoty j diferencijuotas zenkly.

Taigi, kaip rodo VV-MKL diferenciacijos potencialo tyrimy rezultatai,
Siose lastelése sékmingai gali buti indukuota diferenciacija jvairiomis
kryptimis — ne tik ] mezodermos kilmés lgsteliy linijas (osteocitus, miocitus,
kardiomiocitus), bet ir j neuroektodermag (neurony pirmtakai). Gauti
duomenys puikiai pademonstruoja VV-MKL plastiskumg ir gebéjima
LHjungti“ skirtingas specializacijos programas morfologiniame, geny ir
baltymy lygyje esant skirtingoms diferenciacijos salygoms. Toliau bus
aptariami molekulinius vyksmus diferenciacijy metu lydintys epigenetiniai
poky¢iai.
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2.3. Epigenetiniai poky¢iai VV-MKL indukuoty diferenciacijy
metu

Indukavus VV-MKL diferenciacijas jvairiomis kryptimis, greta
stebimy morfologiniy ir transkripciniy pokyciy, lastelése kartu vyksta ir
didziuliai chromatino persitvarkymo virsmai, nes lasteliy biisenai pereinant i§
kamieninés j diferencijuota yra aktyvuojami su diferenciacija susij¢ genai,
slopinami kamieniskumo genai, o tam tikslui pasiekti reikalingi ne tik lokalds,
tadiau ir globaliis epigenetiniai poky¢iai. Siame darbe epigenetinius virsmus
indukuoty  diferenciacijy metu nagrinéjome tirdami epigenetiniy
modifikatoriy, tokiy kaip chromatino pertvarkymo baltymy, modifikuoty
(metilinty ar acetilinty) histony bei mikroRNR, lygj. Pirmiausia aptariami
VV-MKL, indukuoty osteogenine, miogenine bei neurogenine Kryptimi,
pokyciai epigenetiniame lygmenyje, o véliau — kardiomiogenine linkme
diferencijuoty VV-MKL epigenetiniai virsmai.

2.3.1. Epigenetiniai pokyciai osteogeninés, miogeninés ir neurogeninés diferenciacijy
metu

Iverting sékmingg VV-MKL diferenciacijos indukcija 0steogenine,
miogenine ir neurogenine kryptimis pagal morfologinius pasikeitimus ir
specifiniy, su diferenciacija susijusiy, geny raiSkos padidéjima, toliau tyréme
epigenetiniy modifikatoriy poky¢ius (jy kiekio padidéjimg ar sumazéjima
lyginant su nediferencijuotomis VVV-MKL) diferenciacijy metu. Apibendrinti
chromatino pertvarkymo baltymy, histony modifikacijy ir mikroRNR lygio
kitimo duomenys 12-15 d. po indukuotos diferenciacijos pateikti 2.4 lenteléje
(remiantis Glemzaité & Navakauskiené, 2016; Gasitiniené et al., 2019b).

Gauti rezultatai rodo, kad chromatino pertvarkymo baltymy EZH2
(histony metiltransferazé) ir SUZ12 (cinko pirSty domeng turintis baltymas)
kiekis VV-MK lgstelése visy indukuoty diferenciacijy — osteogeninés,
miogeninés, neurogeninés — metu mazéjo (Glemzaité & Navakauskiené,
2016; Gasitiniené et al., 2019b). Sie du baltymai jeina j Polikombo slopinancio
komplekso 2 (angl. Polycomb repressive complex 2, PRC2) sudétj, kuris
veikia kartu su Polikombo slopinanciu kompleksu 1 (angl. Polycomb
repressive complex 1, PRC1). PRC2 inicijuoja diferenciacijos metu
nereikalingy geny, pvz. susijusiy su kamieniSkumo palaikymu ir
atsinaujinimu, transkripcijos represijg, kuri yra palaikoma PRC1 komplekso
ir jo komponento BMI1 baltymo (Shwartz & Pirrotta, 2008). Nustatyta, kad

miogeninés ir neurogeninés diferenciacijy metu BMII kiekis taip pat mazéjo
29



(Gasitinien¢ et al., 2019b). Sie miisy duomenys atitinka kity tyréjy paskelbtus
rezultatus, rodancius, jog EZH2 stipriai susijgs su osteogeninés diferenciacijos
valdymu (Wei et al., 2011), dalyvauja skirtingy geny slopinime jvairiose
neurogeninés diferenciacijos stadijose (Corley & Kroll, 2015) ir yra laikomas
vienu pagrindiniy reguliatoriy Zzmogaus EKL diferenciacijos |
neuroektodermos lasteles metu (Shan et al., 2017). Miogeningés diferenciacijos
metu Polikombo kompleksai irgi yra svarbils, taciau jy atlieckami vaidmenys
gali bti labai jvairas (Caretti et al., 2004; Asp et al., 2011).

2.4 lentelé. Epigenetiniy modifikatoriy poky¢iai 12-15 d. diferencijuotose lastelése
(remiantis Glemzaité & Navakauskieng, 2016; Gasitiniené et al., 2019b)

Epigenetinis Diferenciacijos
modifikatorius Osteogeniné Miogeniné ‘ Neurogeniné
Chromatino pertvarkymo baltymai
EZH2 v v v
SUZz12 v v v
DNMT1 n v v
HDAC1 v v v
HDAC2 v netirta netirta
BMI1 netirta v v
DNMT3a netirta 4 4
DNMT3b netirta 4 4
Modifikuoti histonai
H3K4me3 ~ v v
H3K9ac 4 v v
H4hiperAc 4 v v
H3K27me3 v 4 4
H3K9me3 netirta v v
mikroRNR
miR-21 4 ~ ~
miR-17 v v v
miR-34a ¥ A ~
miR-223 v netirta netirta
miR-148b ~ netirta netirta
miR-146a netirta 4 4
4 - lygis po diferenciacijos didéja; v - lygis po diferenciacijos mazéja; ~ - lygis

lieka panasus, kaip nediferencijuotose VV-MKL

Mes taip pat parodéme, kad tirty osteogeninés, miogeninés ir
neurogeninés diferenciacijy metu mazéjo ir kity chromatino remodeliavimo
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baltymy kiekiai, t.y. DNR metiltransferazés 1 bei histony deacetilaziy 1 ir 2
(HDAC1/2) (Glemzaité & Navakauskiené, 2016; Gasitiniené et al., 2019b).
DNMT]1 yra atsakinga uz DNR metilinimo palaikyma replikacijos metu, tad
jos kiekio maz¢jimas lasteléms diferencijuojant gali buti siejamas su
kamieniSkumo ir atsinaujinimo praradimu, kadangi buvo parodyta, jog
suaugusio zmogaus MKL DNMT1 yra tiesiogiai reguliuojama kamieniSkumo
veiksniy OCT4 ir NANOG, kurie jungiasi prie DNMT1 promotoriaus (Tsai et
al., 2012). Yra zinoma, kad HDACI ir HDAC2 slopinimas skatina
osteogenezg ir slopina adipogeneze (Haberland et al., 2010), o miogeninei ir
neurogeninei diferenciacijai specifiniy geny aktyvacija taip pat yra lydima
DNMT1 ir HDAC1 sumazé¢jimo (Laker & Ryall, 2016; Noguchi et al., 2016).
Tuo tarpu DNMT3a/3b, kuriy geny raiskos padidéjima nustatéme miogenine
ir neurogenine kryptimis indukuotose VV-MKL (Gasitiniené et al., 2019b),
gali kontroliuoti histony modifikacijas reguliuodamos PRC1 funkcija (Jin et
al., 2009). Svarbu paminéti, kad nervinése lgstelése DNMT3b dalyvauja
pradiniuose diferenciacijos etapuose, 0 DNMT3a labiau reikalinga brendimui
ir slopina galimg Iasteliy dediferenciacija tarsi fiksuodama esamg
diferencijuotos buisenos lgsteliy chromatino strukttirag (Watanabe et al., 2006).

Kartu su chromatino pertvarkymo baltymais tyréme ir modifikuoty
histony lygj indukuoty diferenciacijy metu. Kaip zinia, visos histony
modifikacijos gali buti suskirstytos j aptinkamas transkripci$kai aktyvaus
(,,aktyvuojanCios  modifikacijos) ir  transkripciskai = neaktyvaus
(,,slopinanc¢ios®) chromatino regionuose. Misy tirtos H3K4me3, H3K%ac ir
H4hiperAc modifikacijos priskiriamos aktyvinan¢ioms, o H3K27me3 ir
H3K9me3 — slopinancioms, susijusioms su heterochromatino formavimusi.

IStyre visuotinj histony modifikacijy lygj osteogeninés diferenciacijos
metu, nustatéme nepakitusj H3K4me3 modifikacijos lygj lyginant su
nediferencijuotomis VV-MKL ir padidéjusj acetilinty histony H3K9 ir H4
lygi, o tai koreliuoja su sumazéjusiu HDAC1/2 lygiu Siose lastelése. Kartu su
nukritusiu EZH2 baltymo lygiu, aptikome ir sumazéjusj lygj trimetilinto
H3K27, uz kurio metilinimg atsakingas EZH2 (Glemzaité & Navakauskiené,
2016). Tai koreliuoja su Wei ir bendraautoriy duomenimis (Wei et al., 2011),
rodanciais, kad zmogaus MKL osteogenezés metu H3K27me3 lygis
reguliuojamas dalyvaujant CDK1-EZH2 signalinio kelio baltymams.

Tuo tarpu miogeninés ir neurogeninés diferenciacijos metu VV-MKL
ivykusiy histony modifikacijy pobudis visiskai kitoks nei osteogenine
kryptimi indukuotose VV-MKL. VV-MKL virstant miocitais ir neurony
pirmtakais lastelése nukrito visuminis histony modifikacijy lygis, siejamy ir
su aktyviu chromatinu, pvz. H3K4me3, H3K9ac, H4hiperAc, ir su
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neaktyviu — H3K9me3. O H3K27me3 zymés lygis abiejomis kryptimis
diferencijuotose lgstelése iSaugo (Gasiliniené et al., 2019b). Literatiiriniai
duomenys rodo, kad raumeny Igsteléms specifiniy geny aktyvacija yra susijusi
su H3K9 demetilinimu ir H3K27 hipometilinimu (Sincennes et al., 2016).
Misy rezultatuose H3K27me3 lygis, Siek tiek sumazéja po 5 d. miogeninés
diferenciacijos indukcijos, taciau jis pasiekia pradinj lygj praéjus 12 d. po
diferenciacijos indukcijos (Gasitiniené et al., 2019b). Tai gali biiti siejama su
PRC1 komplekso slopinanciu veikimu, kuomet jis atstato §j H3K27
trimetilinimg ty geny srityse, kurie turi buti nutildyti: BMI1 (PRC1
komponentas) koncentruojasi geny, nesusijusiy su raumenine diferenciacija,
srityse ir palaiko slopinan¢ig H3K27me3 modifikacija, kai EZH2 aktyvumas
diferenciacijos metu nyksta (Asp et al., 2011). Zinoma, kad neurogeninés
diferenciacijos atveju gali egzistuoti bivalentinés modifikacijos (H3K4me3 ir
H3K27me3), biitinos neurogeniniam lasteliy vystymuisi (Mikkelson et al.,
2007). O kamieniniy lgsteliy virtimas neurony pirmtakais yra lydimas
epigenetinio slopinimo pasalinimo ir visuotinio hiperacetilinto H4, H3K4me3,
H3K27me3 histony modifikacijy lygio sumazéjimo bei DNR metilinimo
poky¢iy (5-metilcitozino pasiskirstymo, DNMT1, DNMT3a/3b) (Singh et al.,
2009).

Greta chromatino remodeliavimo baltymy ir histony modifikacijy, mes
tyréme ir specifiniy, pasirinkty mikroRNR raiska indukuoty diferenciacijy
metu. Yra zinoma, kad mazosios nekoduojanios RNR, vadinamos
mikroRNR (miR), yra atsakingos uz epigenomo valdyma lastelése, nes gali
reguliuoti geny raiSka potranskripciniame lygmenyje ir kontroliuoti raiska
svarbiy epigenetiniy modifikatoriy, pvz. DNR metiltransferaziy, histony
deacetilaziy ar Polikombo komplekso geny (Sato et al., 2011). Dvi i§ misy
tirty mikroRNR — miR-21 ir miR-17 yra susijusios su kamieniniy lasteliy
proliferacijos ir kamieniskumo reguliavimu. miR-21 gali tiesiogiai slopinti
Sox2 zmogaus MKL ir skatinti osteogening diferenciacija (Trohatau et al.,
2014; Mei et al., 2013), o0 miR-17 lygis yra stipriai padidéjes Zzmogaus
pliuripotentinése kamieninése lastelése (Leonardo et al., 2012). Ta rodo ir
miisy gauti rezultatai, kur miR-21 raiska indukuotos VV-MKL osteogeninés
diferenciacijos metu didéja, taciau miogeninés ir neurogeninés diferenciacijos
metu iSlicka tokiame pat lygyje kaip kontrolinése (neindukutose
diferenciacijai) lastelése, 0 tuo tarpu miR-17 raiSka visy tirty diferenciacijy
metu sumazéja (Glemzaité & Navakauskieng, 2016; Gasitiniené et al., 2019b).

Miisy tirtose osteogenine kryptimi indukuotose VV-MKL taip pat
sumazejo miR-223 ir miR-34a (Glemzaité & Navakauskiené, 2016), kurios

laikomos osteogeninés diferenciacijos slopikliais (Guan et al., 2015) ir MKL
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proliferacijos reguliatoriais, dalyvaujanéiais lgstelés ciklo kontroléje (Chen et
al., 2014). Tad galimai dél to miogeninés diferenciacijos metu miR-34a raiska
kilo, 0 neurogeninés diferenciacijos metu — liko nediferencijuoty lasteliy
lygyje (Gasitiniené et al., 2019b). miR-148b, kuri susijusi su osteogenezés
skatinimu (Liao et al., 2014), raiska misy indukuotose lgstelése labai
nezymiai didéjo, o miR-146a, kuri dalyvauja osteogeninés diferenciacijos
slopinime (Huszar & Payne, 2014), miogeninés ir neurogeninés diferenciacijy
metu didéjo (Gasitniené et al., 2019b). Remiantis miisy gautais rezultatais is
skirtingy diferenciacijy indukcijos tyrimy galime teigti, kad mikroRNR
veikimas yra universalus, o ne specifinis skirtinga linkme indukuotose
lastelése, kadangi tos pacios mikroRNR gali slopinti ar indukuoti labai jvairiy
geny raiSka priklausomai nuo lgstelés biivio.

Taigi, apibendrinant epigenetinius pokyc¢ius, vykstanéius osteogenine,
miogenine ir neurogenine kryptimi indukuotose VV-MKL, galima teigti, kad
globalus chromatino persitvarkymas, kuomet mazéja su transkripciskai
neaktyvia chromatino biisena susijusiy baltymy lygis, yra universalus ir
budingas visoms diferenciacijoms. Tuo tarpu histony modifikacijy svyravimai
yra labiau specifiskesni konkreciai diferencijuotai biisenai. Tai galimai susij¢
su konkreciy specifiniy geny, reikalingy diferenciacijos indukcijai, pradinéms
stadijoms ir véliau indukuotos biisenos palaikymui, raiskos kitimais.
Apskritai, visi epigenetiniai modifikatoriai, t.y. mikroRNR, Polikombo
kompleksai, DNR metilinimas ir kamieni§kumo veiksniai, tokie kaip Oct4,
Sox2, Nanog, veikia koordinuotai palaikydami kompleksiSkus geny raiskos
reguliavimo mechanizmus nediferencijuotose VV-MKL ir indukuoty
diferenciacijy metu.

2.3.2. Epigenetiniai poky¢iai indukuotos kardiomiogeninés diferenciacijos metu

VV-MKL Kkardiomiogeniné diferenciacija, kaip jau minéta, buvo
indukuota cheminiais agentais — DNMT ir p53 slopikliais bei biologiSkai
aktyviomis molekulémis — Angiotenzinu Il ir TGF-B1. Morfologiskai, geny ir
baltymy raiskos lygyje patvirtinus sékminga diferenciacijos iniciacija, toliau
tyréme jos metu vykstanCius epigenetinius pokycCius. 2.8 pav. pateikta
apibendrinanti schema, atspindinti chromatino pertvarkymo baltymy ir
modifikuoty histony lygio kitimus jvairiais induktoriais paveiktose VV-MKL
(parengta remiantis Gasitiniené¢ et al., 2019a, c, d).

33



VISI induktoriai l

PRC2 2:;; CHROMATINO
(suz2) Ao | visi PERTVARKYMO BALTYMAI
5?1 TGF-p1 induktoriai
T e . BMIL |/ DNmT1
RS /H3 \
g e L e visi induktoriail

HDAC1 HDAC2

me
«Angll 0,1 pM ~ , me

« Kiti induktoriai . RG108T

« kiti induktoriai ~

Ac —
*Dec
.ZebT I -Angll 0,1 uM ~ i H) N L

c HP1a
/Hz Hd me me

«Angll 1 uyMm RG108
+ TGF-B1 5 ng/ml l *Dec - Pfta ~ S
- TGF-1 10 ng/ml zifst-p . g

10 ngimil  * RG/Zeb A»\ }

9 «Angll 0,1 uM R
+Angll 1 M -4 -

- TGF-B1
5 ng/mi

MODIFIKUOTI HISTONAI me

|
2.8 pav. Apibendrinti epigenetiniy modifikatoriy — chromatino pertvarkymo baltymy
ir acetilinty bei metilinty histony — poky¢€iai skirtingais agentais indukuotos
kardiomiogeninés VV-MKL diferenciacijos metu (12 d.). Dec — Decitabinas, Zeb —
Zebularinas, Pfto — Pifitrinas-a, Angll - Angiotenzinas Il, TGF-p1 -
transformuojantis augimo veiksnys-beta 1. —4ygis po diferenciacijos didéja, - lygis
po diferenciacijos mazéja, ~ - lygis lieka panasus, kaip nediferencijuotose VV-MKL
(remiantis Gasitiniené et al., 2019a, c, d).

Miisy gauti rezultatai rodo, kad visais tirtais induktoriais paveiktose
VV-MKL sumaz¢jo chromatino remodeliavimo baltymy, tokiy kaip PRC2
komplekso komponenty EZH2 ir SUZ12, DNMT1 bei histony deacetilaziy 1
ir 2 (Gasitiniené et al., 20194, c, d). Sie duomenys koreliuoja su publikuotais
rezultatais, tvirtinanciais, kad EZH2 ir SUZ12 yra reikSmingi
kardiomiogeninés diferenciacijos reguliacijoje (Aloia et al., 2013), o jy lygio
sumaz¢jimas skatina diferenciacijg j kardiomiocity pirmtakus (Coppola et al.,
2014). Kaip buvo parodyta, DNR metiltransferazé 1 yra atsakinga uz DNR
metilinimo palaikyma lastelés ciklo S fazés metu (Hervouet et al., 2012). Tuo
tarpu misy gauti rezultatai, demonstruojantys VV-MKL ciklo stabdyma
GO0/G1 fazéje po kardiomiogeninés diferenciacijos indukcijos DNMT ir p53
slopikliais (2.2.2.2.1 skyrius; Gasitiniené et al., 2019d), koreliuoja su aptiktu
DNMT1 kiekio sumazéjimu indukuotos diferenciacijos metu. Parodyta, kad
HDACI ir HDAC2 baltymai vaidina esminj vaidmenj kardiomiogenezéje —
kontroliuoja specifiniy kardiomiocity geny, tokiy kaip TNNT2 ar MYHG6,
raiSka, o HDACI raiskos ir aktyvumo slopinimas sukelia lastelése virsmus
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link kardiomiogeninés diferenciacijos indukcijos (Liu et al., 2009;
Montgomery et al., 2007).

Svarbu paminéti, kad BMI1 baltymo, Polikombo slopinancio
komplekso 1 komponento, lygis taip pat sumazéjo biomolekulémis
kardiomiogenine linkme indukuotose VV-MKL (Gasitiniené et al., 2019a).
Tai atitinka Zhou ir kolegy atradimus, teigiancius, kad sumazinus BMI1 lygj
fibroblastuose labai padidéja jy virtimo susitraukinéjanciais kardiomiocitais
efektyvumas (Zhou et al., 2016). Be to, sumazéjusi BMI1 raiska yra siejama
su aktyvios histony modifikacijos H3K4me3 lygio padidéjimu
kardiomiocitams specifiniuose genuose (Zhou et al., 2016), 0 mes savo
tyrimuose parodéme panaSy globalinj H3K4me3 padidéjimg indukuotos
diferenciacijos metu (Gasitniené et al., 2019a, ¢, d). Masy gauti rezultatai
rodo, kad visais agentais, i§skyrus RG108, indukuotose VV-MKL uzfiksuotas
nezymus HPla baltymo pokytis (Gasitiniené et al., 2019d). Buvo parodyta,
kad 8is baltymas susij¢s su proliferacijg skatinan¢iy geny slopinimu suaugusio
zmogaus kardiomiocituose (Sdek et al., 2011) bei heterochromatino zyme
H3K9me3 ir geny nutildymu (Mishima et al., 2015). Tad Decitabinu ir
Zebularinu indukuotose VV-MKL $io modifikuoto histono lygis sumazéjo
(Gasitniené et al., 2019¢), o tai atitinka Horrillo ir bendraautoriy paskelbtus
rezultatus (Horrillo et al., 2013).

Jeigu aptarti chromatino remodeliavimo baltymy lygio pakitimai buvo
panasiis visais induktoriais paveiktose VV-MKL, detektuoti modifikuoty
histony pokyc¢iai daug labiau varijavo. Kaip ir H3K9me3, kita slopinanti
histono H3K27me3 modifikacija, taip pat buvo sumazéjusi Decitabinu ir
Zebularinu indukuotose VV-MKL (Gasitniené et al., 2019¢). Tuo tarpu
H3K4me3, transkripciSskai aktyvaus chromatino pozymio, lygis visose
indukuotose VV-MKL kilo (Gasitiniené et al., 20193, ¢, d). Svarbu pabrézti,
kad H3K27me3 EKL daznai aptinkama kartu su aktyvuojanéia Zyme
H3K4me3 bivalentiniuose domenuose, pvz. pagrindiniy kardiomiocity
transkripcijos veiksniy (GATA4, NKX2.5, TBX5) genuose, kur vykstant
diferenciacijai, pereinant i§ vienos stadijos j kita yra palaipsniui prarandama
slopinanti H3K27me3 modifikacija ir didé¢ja aktyvinancios H3K4me3
modifikacijos, o tai susije su $iy transkripcijos veiksniy raiSka ir jy valdomy
procesy jsijungimu (Paige et al., 2012).

Jdomu tai, kad misy gautuose rezultatuose histony H3 ir H4
acetilinimas, siejamas su transkripciskai aktyviu chromatinu, itin varijuoja
skirtingais agentais diferencijuotose VV-MKL. Siy modifikuoty histony —
H3K9ac ir H4hiperAc — lygio padidéjimas daugiausia aptinkamas Decitabinu
bei Zebularinu indukuotose VV-MKL (Gasitniené et al., 2019c, d), tuo tarpu
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po Angll ir TGF-B1 poveikio $iy modifikacijy kiekis mazéja (Gasitiniené et
al., 2019a). Miisy lastelése, kaip ir EKL, po poveikio Zebularinu HDAC lygis
mazg¢jo ir H4 acetilinimas augo (Horrillo et al., 2013). Kaip buvo parodyta,
kardiomiocitams buidingy geny (TNNT2, MYH6) promotoriai praturtinti
acetilintu H3 ir H4 ir bendras aukstesnis acetilinimo lygis koreliuoja su
didesniu kardiomiogeniniu potencialu (Wang et al., 2013). Tad atsizvelgiant |
tai ir | aptiktus geny raiSkos skirtumus tarp cheminiais agentais ir
biomolekulémis indukuoty VV-MKL, galima teigti, kad Angll ir TGF-B1
paveiktos lgstelés galimai turi Siek tiek maZesnj kardiomiogeninj potenciala.
Taip pat, kaip teigia Sdek ir kolegos (Sdek et al., 2011), tokie histony H3 ir
H4 acetilinimo ir metilinimo statuso svyravimai galimai rodo nesubrendusj
kardiomiocity fenotipa, kadangi pilnai diferencijuotose Sirdies lastelése
histony acetilinimo lygis yra zemas, o dominuoja metilinimas, susijes su
transkripcijos slopinimu (H3K9me3, H3K27me3). Kita vertus, globalus
acetilinimo lygis nebiitinai atspindi tikrajj epigenetinj statusg geny, susijusiy
su sirdies vystymusi, o aptikti visuminiai skirtumai gali atsirasti dél skirtingos
diferenciacijos induktoriy prigimties ir veikimo mechanizmy.

Apibendrinant  epigenetinius pokycius, vykstan¢ius VV-MKL
indukuotos kardiomiogeninés diferenciacijos metu, galima pastebéti, kad
chromatino pertvarkymo baltymy lygis sumazéja nepriklausomai nuo to, kaip
buvo indukuota diferenciacija — cheminiais agentais ar biomolekulémis.
Taipogi Sie rezultatai labai panaSis ir su osteogeninés, miogeninés bei
neurogeningés diferenciacijos metu vykstanciais epigenetiniais virsmais. Tuo
tarpu metilinty ar acetilinty histony kiekis kardiomiogeninés diferenciacijos
metu labai varijuoja skirtingais induktoriais diferencijuotose VV-MKL. Tai
gali buti susij¢ su skirtinga agenty prigimtimi, skirtingais veikimo
mechanizmais ir histony modifikacijy kitimo dinamiskumu.
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2.3.2.1.Chromatino imunoi$sodinimo i$ kardiomiogenine kryptimi
indukuoty VV-MKL, naudojant antikiing prie§ hiperacetilinta H4, tyrimo
rezultatai

Decitabinu ir Zebularinu kardiomiogenine linkme indukuotose VV-
MKL siekéme istirti, kaip vyksta epigenetiné reguliacija kardiomiogeninés
diferenciacijos iniciacijos metu ir kokie genai yra praturtinti H4
hiperacetilintu histonu, kadangi §i modifikacija Dec ir Zeb indukuotose VV-
MKL buvo viena i$ labiausiai padidéjusiy. Taipogi yra zinoma, kad histony
acetilinimas Zymi transkripciskai aktyvy chromating (Strahl & Allis, 2000) ir,
kaip jau buvo minéta, kardiomiocitams specifiniy geny (MYH6, TNNT2 ir kt.)
promotoriai yra praturtinti hiperacetilintu H4 histonu (Wang et al., 2013), o
tai palaiko sgsajg tarp H4 acetilinimo ir transkripcijos aktyvumo, kuria
patvirtinti mes ir sickéme. 2.9 pav. pateikta apibendrinanti tyrimo ir gauty
rezultaty schema (remiantis Gasitiniené et al., 2019c).

Ac Ac Ac Ac
Ac A‘L Ac Ac% Ac  9DNR 8 Dec ir Zeb diferencijuoty VV-MKL
| —

1.Veikimas ultragarsu
2.18sodinimas antikiinu prie$ hiperacetilinta H4

A

Dec ir Zeb:

> 100 unikaliy f-niy grupiy
geny promotoriuose

> 200 unikaliy f-niy grupiy
geny kiinuose

4m——
g:ProliIerI

\ (Dec ir Zeb):
i +Hpa

| *TF

i *BP

1 +CC

E Funkcines grupés (geny klasteriai):

1 > HOX geny aktyvacija diferenciacijos metu (tik Dec)
| ¥ Chromatino organizavimas

| » Chromatina modifikucjantys baltymai
| » Histony acetiltransferazes (tik Zeb)

i > Histony deacetilazés

: Praturtinti domenai

> KAT6A, KDM6B, NCOA2, GATAD2A

H4hiperAc praturtinty iSsodinty fragmenty
naujos kartos sekoskaita ir analizé

{

Diferenciné H4hiperAc
\ praturtinty piky analizé

Praturtinti genai (tikrinti AT-kPGR):
+ Dec ir Zeb:
o ACOT1, MPST, TST
+ Tik Dec:
o PGP, U2AF1, YY1
+ Tik Zeb:
o LAMA2, CBFA2T2,
RGPD2, RYR3, ANGPT1

n
| AT-kPGR 1

| ———> CREBBP, NCOA6 == Geny, praturtinty
H4hiperAc, raiska

padidéjusi

2.9 pav. Chromatino imunoi$sodinimo i§ Decitabinu (Dec) ir Zebularinu (Zeb)
indukuoty VV-MKL naudojant antikiing prie$ hiperacetilintg H4 (H4hiperAc) tyrimy
rezultatus apibendrinanti schema. Hpa — human protein atlas, TF — transcription
factor, BP — biological process, CC — cellular component, HP — human phenotype
ontoly, REA — reactome (remiantis Gasitiniené et al., 2019c¢).
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Gauti rezultatai rodo, kad atlikus chromatino imunoi$sodinimg su
antik@inu prie$ hiperacetilinta H4, nuskaicius gautus fragmentus naujos kartos
sekoskaita ir atlikus gauty piky analizg, nustatyta daugiau nei 100 unikaliy
funkciniy grupiy, praturtinty H4hiperAc, promotoriy regionuose ir apie 200 —
geny kiinuose. Atlikus funkcinge piky analize, aptikta, kad daugiausia
praturtinty geny priklausé bendriesiems domenams, tokiems kaip Hpa —
zmogaus baltymy atlasas (angl. Human protein atlas), TF — transkripcijos
veiksniai (angl. Transcription factors), BP — biologiniai procesai (angl.
Biological processes) ir kt. H4hiperAc praturtinti genai, priskiriami $iems
domenams, buvo bendri ir nediferencijuotoms VV-MKL, ir indukuotoms
Decitabinu bei Zebularinu, kadangi jie atspindi pagrindinéms Igstelés
funkcijoms gyvybiskai svarbius genus ir jy reguliuojamus procesus
(Gasiiiniené et al., 2019¢).

Daugiau specifiniy geny, susijusiy su indukuota diferenciacija ir
praturtinty H4hiperAc modifikacija, aptikta REA (reaktomy) domene.
Daugiausia Sie genai buvo susij¢ su jvairiais epigenetiniais pokyciais, pvz.
chromatino organizavimu, chromating modifikuojanciais baltymais, histony
acetilazémis ar deacetilazémis, HOX geny aktyvacija diferenciacijos metu.
Norédami patvirtinti koreliacija tarp praturtinimo aktyvuojancia modifikacija
— H4hiperAc — ir geny raiskos, mes pasirinkome keleta geny i§ REA domeno
geny klasteriy ir AT-kPGR metodu istyréme jy raiska Dec ir Zeb indukuotose
VV-MKL. Gauti rezultatai parodé raiskos padidéjima $iy geny, susijusiy su
histony ir kity baltymy acetilinimu — CREBBP, NCOA6, KAT6A (Cazzalini et
al., 2014; Mahajan & Samuels, 2000), susijusiy su histony demetilinimu
(KDM6B), transkripcijos aktyvinimu vystantis Sirdziai (NCOA2) Dbei
chromatino remodeliavimu (GATAD2A) (Lan et al., 2007; Reineke et al.,
2014; Lai & Wade, 2011). Labai svarbu, kad Sie duomenys atitinka imuninés
analizés metodu gautus epigenetiniy poky¢iy rezultatus — KATG6A, kurio
raiska padidéjo po kardiomiogeninés diferenciacijos indukcijos, atsakinga uz
histony H3K9 ir H4 acetilinima, o mes nustatéme padidéjusj Siy modifikacijy
lygi Dec ir Zeb indukuotose VV-MKL (2.8 pav.). Tas pats gauta ir su
KDM6B, H3K27 demetilaze — jos raiska padidéjusi po diferenciacijos
indukcijos ir tai galima sieti musy nustatytu H3K27me3 modifikacijos
mazejimu.

Atlikus analize aptikome genus, dalyvaujan¢ius chromatino virsmuose
ir globaliuose persitvarkymuose lasteléms diferencijuojantis, taciau
specifiniy, su kardiomiogeneze susijusiy geny, nebuvo atskleista. Tad buvo
iSbandyta kita naujos Kkartos sekoskaitos duomeny analizés strategija —
praturtinty piky diferenciné analizé pagal jy buvimg / aukstj skirtingomis
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diferenciacijos salygomis (nediferencijuotos VV-MKL ir paveiktos
Decitabinu ir Zebularinu). Taip buvo aptikti labiausiai H4 hiperacetilinta
zyme praturtinti genai kiekvienu diferenciacijos atveju. Tie genai, kuriy
diferenciacijos méginiuose buvo 5 ir daugiau karty gausiau nei
nediferencijuotose lgstelése, pasirinkti raiSkos validavimui AT-KPGR metodu.
Kaip matyti i§ 2.9 pav., kai kurie genai buvo biidingi tik Decitabinu, kai kurie
—tik Zebularinu indukuotoms VV-MKL, o kai kurie — abiems diferenciacijos
atvejams. Kas yra jdomu, jog Sie ir Decitabinu, ir Zebularinu indukuotose VV-
MKL praturtinti genai, kuriy raiSka taip pat nustatyta suaktyvéjusi, t.y.
ACOT1, MPST ir TST, yra susij¢ su metabolizmo aktyvinimu ir energijos
gamyba Sirdies ir kraujagysliy audiniuose (Emerson et al., 2013; Emerson et
al., 2012; Xia et al., 2015). Tuo tarpu genai, buidingi tik Dec ar tik Zeb
diferencijuotoms lasteléms, pasizyméjo labai didele funkcijy ir raiSkos
jvairove suaugusiy individy ar embriono S$irdyje. TacCiau misy tirtose
indukuotose VV-MKL $iy geny raiska taip pat buvo padidéjusi, lyginant su
nediferencijuotomis kontrolinémis lastelémis.

Taigi apibendrinant galima teigti, kad chromatino imunoi$sodinimo ir
naujos kartos sekoskaitos rezultatai patvirtino sarysj tarp geny praturtinimo
H4hiperAc modifikacija ir ty geny transkripcinio aktyvumo, t.y. raiSkos
padidéjimo. Taip pat parodéme, kad vykstant VV-MKL diferenciacijai
kardiomiogenine kryptimi lasteliy busenos pasikeitimus lemia kartu
vykstantys genetiniai, epigenetiniai ir metaboliniai virsmai. Butent Igsteliy
energetikos ir metabolizmo poky¢iai ir aptariami kitame skyriuje.
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2.4. Lasteliy energetika ir metabolizmas kardiomiogeninés
diferenciacijos metu

Kaip zinoma, embrioninés kamieninés lgstelés dazniausiai naudoja
glikolize paremtus anabolinius kelius energijos gamybai, o specializuotos
pirmtakinés lastelés pradeda naudoti ir oksidacinj metabolizma augancioms
energijos reikméms patenkinti (Folmes et al., 2012). Buvo parodyta, kad
kardiomiocitai, sukurti in vitro i§ indukuoty zmogaus kamieniniy lgsteliy,
energijos gamybai paprastai naudoja oksidacinj fosforilinimg (Rana et al.,
2012; Denning et al., 2016).

Taciau su diferencijuotomis VV-MKL tokiy tyrimy atlikta nebuvo.
Siame darbe mes pirmieji istyréeme VV-MKL, indukuoty kardiomiogenine
linkme naudojant DNMT ir p53 slopiklius bei biomolekules, energetikos ir
metabolizmo poky¢ius (Gasitniené et al., 2019a, d). 2.10 pav. schematiskai
pateikti misy tirti parametrai ir indukuotose VV-MKL vykstantys
metaboliniai ir energetiniai pokyciai. Tyrimams naudojome Seahorse XFp
analizatoriy (Agilent), tuo pac¢iu metu matuojantj deguonies suvartojimo greitj
(angl. Oxygen consumption rate, OCR) ir uzlastelinio ragstéjimo greitj (angl.
Extracellular acidification rate, ECAR).

Kardiomiocity pirmtakai

Didéja:
» OCR/ECAR santykis
» Metabolinis potencialas, susijes su O,

+ Dec, Zeb, RG, vartojimu
RG/Zeb, Pfta, » Maksimalus kvépavimas
+ Angll, TGF-1

» Rezervine kvepavimo talpa

> Metabolizma regulivojangiy geny raiska

Diferenciacija

VV-MKL

# Keitiasi energetinis fenotipas

Glikolizé Oksidacinisfosforilinimas )

2.10 pav. Kardiomiogenine linkme indukuotose VV-MKL vykstantys energetiniai ir
metaboliniai pokyciai, detektuoti naudojant Seahorse XFp analizatoriy (remiantis
Gasitiniené et al., 20193, d).
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Miisy, kaip ir Capasso ir kolegy (Capasso et al., 2015), rezultatai rodo,
kad sveikos, nediferencijuotos MKL kultiros ATP gamybg vykdo per
trikarboksirtig8ciy cikla ir anaerobing glikolizg, o tuo tarpu Iastelés,
indukuotos diferenciacijai, vis labiau ir labiau pereina prie mitochondriniy
ATP gamybos keliy (Gasitniené et al., 2019a, d).

Kaip parodyta 2.11 pav., kontrolinése ir indukuotose VV-MKL buvo
iSmatuoti OCR ir ECAR normaliomis (bazinis fenotipas) ir sukelto streso
salygomis (stresinis fenotipas). Siuose tyrimuose stresinis fenotipas buvo
sukeltas pridedant kvépavimo grandinés slopikliy oligomicino, FCCP,
rotenono ir antimicino A. IS gauty rezultaty matyti, kad visy diferencijuotis
pradéjusiy VV-MKL fenotipas pasislinko link labiau energetinio,
metaboliskai aktyvaus, kai tuo tarpu nediferencijuoty kontroliniy lasteliy liko
daugmaz tokiame pat lygyje.

VV-MKL ENERGETINIS

w FENOTIPAS
11}
= 50 — )
; Aerobinis Energetinis -+- Kontrole
© Stresinis .
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¥y _-»
8 o Ramybés* Glikolitinis| —®* TGF-p1 5ng/ml
= v T T T
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Glikolizeé

2.11 pav. Nediferencijuoty ir jvairiais agentais kardiomiogenine kryptimi indukuoty
VV-MKL energetinis fenotipas, iSmatuotas naudojant Seahorse XFp bioanalizatoriy
(remiantis Gasitiniené et al., 2019a, d).

Taip pat i§ i8matuoto bazinio ir stresinio OCR (gauto matavimo metu
pridedant elektrony pernasos grandinés slopikliy) apskaiiavome ir kitus
parametrus, susijusius su mitochondrijy funkcionavimu. Nustatéme, kad
kardiomiogenine linkme indukuoty VV-MKL, naudojant cheminius agentus
ir biomolekules, santykis tarp deguonies suvartojimo ir uzlastelinio rugstéjimo
(OCR/ECAR) buvo didesnis nei nediferencijuotose lastelése, 0 tai rodo
peréjima prie mitochondrinio oksidacinio fosforilinimo labiau nei prie
glikolizés (Gasitinien¢ et al., 2019 a, d).

Idomu tai, kad esant dideliems energijos poreikiams (sukelto streso
salygomis), Zebularinu, Pifitrinu-a ir Angiotenzinu Il indukuotos VV-MKL
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pasizyméjo didesniu stresiniu deguonies suvartojimu, kas rodo, kad jose
stipriau vyko mitochondrinis kvépavimas, tuo tarpu RG/Zeb ir Decitabinu
paveiktos VV-MKL labiau naudojosi glikolize (jy buvo aukStesnis stresinis
ECAR). RG108 ir TGF-f1 diferencijuotose VV-MKL, kaip ir
nediferencijuotose kontrolinése lgstelése, imituojant didziules energijos
reikmes lygiagreciai vyko ir glikolizé, ir oksidacinis fosforilinimas, tik Sie
procesai diferencijuotose lastelése buvo zymiai intensyvesni.

Visais atvejais kardiomiogenine linkme indukuotose lastelése
nustatéme ir pakilusias maksimalaus kvépavimo, rezervinés kvépavimo
talpos, sujungimo efektyvumo ir ATP gamybos padidéjimg lyginant su
nediferencijuotomis VV-MKL. Sie parametrai susije su lasteliy gebéjimu
prisitaikyti prie pakitusio energijos poreikio, kitaip tariant, su jy plastiSkumu
ir, atitinkamai kaip ir 1gsteliy fenotipo duomenys, atspindi energijos gamybai
labiau naudojama mitochondrinj kvépavima nei glikolize.

Gauti duomenys koreliuoja ir su geny raiskos tyrimu gautais rezultatais
— Decitabinu, Angiotenzinu Il ir TGF- B1 indukuotose VV-MKL istyréme
keleto geny, dalyvaujanéiy metabolizmo valdyme, raiskg. PPARGC1A (angl.
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha),
NRF1 (angl. nuclear respiratory factor 1) ir HIF1A (angl. hypoxia inducible
factor 1 alpha) geny raiska aptikta didesné, nei kontrolinése VV-MKL
(Gasitniené et al., 2019a). Yra parodyta, kad PPARGCI1A praturtintas
audiniuose, pasizymin¢iuose dideliu oksidaciniu aktyvumu, pvz. Sirdyje
(Ventura et al., 2008), taip pat jis skatina mitochondrijy proliferacijg ir
aktyvina NRF1 (Wu et al.,, 1999), kuris yra pagrindinis veiksnys
mitochondrijy biogenezéje ir kvépavime (Xia et al., 1997). Be to, HIF1A gali
skatinti kardiomiogening diferenciacijg embrioninése kamieninése lastelése
(Kwong-Man et al., 2010).

Apibendrinant, aptarti lasteliy energetikos ir metabolizmo pokyciai
kartu su padidéjusia specifiniy kardiomiocity geny-zymeny, metabolizmo
geny ir budingy baltymy raiska rodo visuminius VV-MKL poky¢ius bei jy
s¢kmingg diferenciacija j kardiomiocity pirmtakus, kuriy likimas jau nulemtas
ir kurie, esant tinkamoms sglygoms, galéty sékmingai subresti |
funkcionuojancias Sirdies raumens lgsteles.
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ISVADOS

1. Patvirtinta, kad nediferencijuotos Zzmogaus VV-MKL pasizymi CD44,
CD90 ir CD105 pavirsiaus zymeny raiska ir yra neigiamos CD34 atzvilgiu
bei jose vyksta kamieniSkumo geny OCT4, SOX2, NANOG ir REX1 raiska.
Sios lastelés geba sékmingai diferencijuoti osteogenine, miogenine,
neurogenine ir kardiomiogenine linkme vertinant pagal pakitusia jy
morfologijg ir bidingy geny bei baltymy raiska.

2. Istirta, kad VV-MKL, diferencijuotose osteogenine, miogenine ir
neurogenine Kryptimis, mazéja transkripciskai neaktyvy chromating
palaikan¢iy baltymy, tokiy kaip DNMTI1, EZH2, SUZ12, BMII,
HDAC1/2, lygis ir kinta acetilinty (H4hiperAc, H3K9ac) bei metilinty
(H3K4me3, H3K27me3, H3K9me3) histony lygis. Taip pat mazéja su
kamieniskumo palaikymu susijusiy mMikroRNR (miR-17) ir didéja
diferenciacijos reguliavime dalyvaujan¢iy mikroRNR (miR-21, miR-34a,
miR-146a) raiska.

3. Parodyta, jog VV-MKL, indukuotose kardiomiogenine kryptimi naudojant
cheminius agentus (Decitabing, Zebularing, RG108, Pifitring-a) ir
biomolekules (Angiotenzing II bei TGF-B1), abiem atvejais chromatino
pertvarkymo baltymy (DNMT1, EZH2, SUZ12, BMI1, HDACL1/2) lygis
mazéja, tac¢iau modifikuoty histony (H3K4me3, H3K9ac, H4hiperAc)
lygis kinta skirtingai. Taip pat nustatyta, kad Decitabinu ir Zebularinu
kardiomiogenine linkme diferencijuotose VV-MKL aktyvuojami genai,
praturtinti  transkripciSskai aktyvaus chromatino modifikacija -
hiperacetilintu histonu H4, yra susij¢ su epigenetiniu diferenciacijos
(NCOAG, KAT6A, KDM6B, NCOA2, GATA2D) bei metabolizmo (ACOT1,
MPST, TST) reguliavimu.

4. Nustatyta, kad kardiomiogenine linkme indukuoty VV-MKL fenotipas
keiciasi link energetiskai aktyvaus, lastelése energijos gamybai ima vyrauti
oksidacinis fosforilinimas ir vis maziau naudojama glikolizé, o Sie
metaboliniai virsmai, kartu su genetiniais ir epigenetiniais persitvarkymais
rodo VV-MKL virtimg specializuotais kardiomiocity pirmtakais. Sie
rezultatai patvirtina galima $iy lgsteliy pritaikomumag medicinoje.
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5. Gauti duomenys rodo, kad masy tirtos zZmogaus vaisiaus vandeny
kamieninés lastelés pasizymi placiu diferenciacijos jvairiomis kryptimis
potencialu in vitro ir $iy diferenciacijy metu vyksta budingi poky¢iai
genetiniame, baltymy, metaboliniame bei epigenetiniame lygmenyse. Tai
atveria galimybes perspektyviam $iy lgsteliy taikymui in vivo — ne tik
gyviny modeliuose, ta¢iau ateityje ir klinikiniuose tyrimuose.
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SUMMARY

Introduction

Human amniotic fluid-derived mesenchymal stem cells (AF-MSCs) are
considered as a rather new alternative source of stem cells with the potential
applications in cell therapy and regenerative medicine. They are found in the
amnion of the developing fetus together with other types of embryonic and
extraembryonic cells (De Coppi et al., 2007; Trohatau et al., 2013). Amniotic
fluid containing AF-MSCs is obtained during the amniocentesis procedure
which is considered to be rather safe for both the fetus and the mother.

These stem cells occupy the niche between the pluripotent embryonic
stem cells and multipotent adult stem cells (Ratajczak et al., 2014) as it was
shown that AF-MSCs have the differentiation potential not only into
mesodermal lineage (osteocytes, myocytes, adipocytes, chondrocytes) (Tsai
et al., 2004; Roubelakis et al., 2007; Savickiene et al., 2015) but also into
ectodermal (neural cells) and endodermal (hepatocytes) lineages (Tsai et al.,
2006; De Coppi et al., 2007). In addition to the broad differentiation potential
and easy obtaining procedure without any ethical restrictions, AF-MSCs have
more advantages over other multipotent stem cells. Amniotic fluid MSCs are
considered as non-immunogenic and do not cause immune system response
even after allogeneic transplantation as well as do not form teratomas in vivo
(De Coppi et al., 2007; Loukogeorgakis & De Coppi, 2016). Thus they may
be potentially applied in clinical trials and therapy (Dziadosz et al., 2015;
Loukogeorgakis & De Coppi, 2016) so the studies dealing with the regulation
of AF-MSCs functionality molecular and epigenetic mechanisms during
various differentiations would expand the knowledge and potentially
maximize the applications of these stem cells in the clinics.

The aim: to study molecular (genetic and epigenetic) alterations of

amniotic fluid-derived mesenchymal stem cells induced to differentiate into
osteogenic, myogenic, neural and cardiomyogenic lineages.

45



The main tasks:

1. To characterize AF-MSCs according to the expression of cell surface
markers and pluripotency genes and to assess the potency of AF-MSCs to
differentiate into various lineages (osteogenic, myogenic, neural and
cardiomyogenic) at the molecular level.

2. To evaluate epigenetic changes, such as chromatin remodeling
proteins and modified histones, during the induced AF-MSCs differentiations
towards osteogenic, myogenic and neural lineages.

3. To determine epigenetic changes during the induced cardiomyogenic
differentiation of AF-MSCS as well as to identify the genes after ChlP-Seq,
enriched in hyperacetylated H4, that are related to the epigenetic regulation of
differentiation.

4. To investigate energetic phenotype and metabolic alterations in AF-
MSCs during the induced cardiomyogenic differentiation.

Scientific novelty

In this work, we explored the processes occurring in human AF-MSCs
during the induced differentiations towards various lineages. We
demonstrated that when AF-MSCs are induced to become osteocytes,
myocytes, neural and cardiomyocytes progenitors, chromatin, modified
histones and the microRNAs profile undergo a global changeover so that
genes, promoting differentiation, would be activated and genes, related to the
cell renewal and maintenance of stemness, would be repressed. We were the
first to analyze AF-MSCs cell cycle and its regulation comprehensively as
well as to investigate cellular energetics and metabolism during the induced
cardiomyogenic differentiation and revealed that genes, activated at the
initiation of cardiac progenitors formation from AF-MSCs, are enriched in
hyperacetylated histone H4 modification. We also indicated that the
cardiomyogenic differentiation of AF-MSCs can be initiated using both the
chemical inducers (DNA methyltransferases (DNMT) and p53 inhibitors) and
some biomolecules (Angiotensin Il and TGF-B1). The latter are found in a
human organism, thus are safe, natural and participates in various signaling
pathways whereas the genetic, epigenetic and metabolic alterations induced
using these biomolecules are at the comparable level as using the chemical
agents.

The obtained results complement the knowledge about this rather new
source of stem cells — amniotic fluid stem cells, their functionality and
molecular mechanisms during the induced differentiations. These results hold

significant value as AF-MSCs possess a great future therapeutic potential, for
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example, for bones restoration or regeneration of the heart tissue after
myocardial infarction or for the treatment of other cardiovascular diseases.

Results

Characterization of AF-MSCs

Firstly, we characterized AF-MSCs as having spindle-shaped
morphology and positive for a set of mesenchymal cells surface markers as
detected using flow cytometry: CD44 (cell adhesion molecule), CD90 (Thy1),
CD105 (endoglin) but negative for CD34 (hematopoietic cells marker) and
CD45 (leukocyte antigen). Our isolated amniotic fluid-derived mesenchymal
stem cells also express the main pluripotency genes-markers, such as OCT4,
SOX2, REX1 and NANOG (Glemzaité & Navakauskiené, 2016; Gasitiniené et
al., 2019a, b, c, d). We demonstrated that after the induction of osteogenic and
cardiomyogenic differentiations, the relative expression of pluripotency genes
SOX2 and REX1 (Glemzaité & Navakauskiené, 2016; GasiGiniené et al.,
2019c, d), as well as NANOG (Gasitiniené et al., 2019c), was downregulated.

Evaluation of the induced differentiations

Then we initiated AF-MSCs differentiation into osteogenic, myogenic,
neural and cardiomyogenic lineages. Osteogenic differentiation was induced
using the commercially available differentiation medium and evaluated by
staining inorganic extracellular calcium deposits produced by differentiated
cells and determination of the relative expression of Alkaline Phosphatase and
Osteopontin  genes (Glemzait¢ & Navakauskiené, 2016). Myogenic
differentiation was induced with horse serum applied instead of FBS (fetal
bovine serum) and multinucleated cells started to appear as the sign of initiated
myogenic phenotype. In addition, we detected the upregulation of the relative
expression of myogenic genes-markers, such as Actinin-a, Calponin, Desmin
and MRF4 (Gasitiniené et al., 2019b). We also studied neural differentiation
initiated using all-trans retinoic acid and inspected the altered morphology of
AF-MSCs, such as elongated bodies, the presence of neurite-like projections
and cell extensions — typical features of neurons. Together with phenotypical
changes, the enhanced expression of Nestin and NSE genes was observed
(Gasitiniené et al., 2019b). And finally, we induced cardiomyogenic
differentiation of AF-MSCs using chemical agents — DNMT inhibitors
Decitabine, Zebularine, RG108 and p53 inhibitor Pifithrin-o (Gasitiniené et
al.,, 2019c, d) as well as biomolecules, such as Angiotensin Il and

Transforming growth factor-beta 1 (TGF-B1) (Gasitiniené et al., 2019a). All
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of these agents caused changes in AF-MSCs morphology and the increase in
the relative expression of genes, specific to cardiomyocytes and cardiac
progenitors, i.e. transcription factors NKX2-5, TBX5, GATA4, structural
proteins TNNT2, MYH6 as well as ion channels genes SCN5A (sodium),
CACNALD (calcium), KCNJ12 / KCNJ2 / KCND3 (potassium) and HCN2 /
HCN4 (hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated). What is more,
the levels of Connexin43 protein, the main component of gap junctions, and
early cardiac transcription factor Nkx2.5 were elevated during the induced
cardiac differentiation. In addition to that, we measured the cell cycle of AF-
MSCs induced to cardiomyogenic lineage with DNMT and p53 inhibitors
using flow cytometry. We obtained that the cell cycle of induced AF-MSCs
was arrested at GO/G1 phase and the expression of genes, encoding cell cycle
regulators p21, p53, pl6 and pl5, as well as p21 and p53 proteins, was
upregulated indicating the changed status of AF-MSCs that started
specializing into cardiomyocytes progenitors (Gasitiniené et al., 2019d).

Epigenetic changes during the induced differentiations

Next, we explored global epigenetic changes, i.e. chromatin remodeling
proteins, histone modifications and microRNAs, in AF-MSCs during the
induced osteogenic, myogenic, neural and cardiomyogenic differentiations
using Western blot. The results revealed that levels of chromatin modifying
proteins, such as DNMT1, Polycomb repressive complex 2 components EZH2
and SUZ12, histone deacetylases 1 and 2, Polycomb repressive complex 1
protein BMI1 as well as heterochromatin protein HP1a were downregulated
during the induced osteogenic, myogenic, neural and cardiomyogenic
differentiation initiated with almost all agents (Glemzait¢ & Navakauskien¢,
2016; Gasitiniené et al., 2019a, b, c, d). The analysis of several microRNAs,
involved in cell proliferation and potency regulation (miR-21 and miR-17),
demonstrated the altered expression as well as microRNAs, related to the
differentiated status of the cell (miR-223, miR-34a, miR-148b, miR-146a),
during osteogenic, myogenic and neural differentiations (Glemzaite¢ &
Navakauskiené, 2016; Gasitiniené et al., 2019b). However, the alterations in
the levels of modified histones (acetylated or methylated) varied among the
AF-MSCs induced to various differentiations and even among the AF-MSCs
differentiated into cardiac lineage with various agents. The global pattern of
histone modifications considered as the marks of transcriptionally active
chromatin (H3K4me3, H3K9Ac, H4hyperAc) and histone modifications
found in transcriptionally repressed chromatin (H3K27me3, H3K9me3) was

almost opposite in AF-MSCs differentiated towards osteogenic lineage
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compared to AF-MSCs induced to become myocytes and neural progenitors
(Glemzaité & Navakauskiené, 2016; Gasitiniené et al., 2019b). Similarly, the
profile of modified histones obtained in AF-MSCs differentiated with
Decitabine and Zebularine had more differences than similarities in
comparison to the histones profile in AF-MSCs induced using other DNMT
or p53 inhibitors or biomolecules (Gasitiniené et al., 20193, ¢, d). Overall,
these variations may indicate that modified histones are more specific to the
particular differentiated state of the cell when different sets of genes should
be switched on and off and the global levels do not fully reflect these
processes. Moreover, using AF-MSCs induced to the cardiomyogenic lineage
with Decitabine and Zebularine and ChIP-Seq with antibodies against
hyperacetylated histone H4, we demonstrated that genes, related to cardiac
differentiation and heart development and activated during the induced
differentiation, were enriched in this activating histone modification
(Gasitiniené et al., 2019¢). Thus we confirmed the relation between
enrichment in H4hyperAc modification in the promoter or gene body and
transcriptional activity of these genes.

Cellular energetics and metabolism during cardiac differentiation

For the first time, we measured alterations in AF-MSCs energetic
profile and metabolism during the cardiomyogenic differentiation, induced
using DNMT and p53 inhibitors (Decitabine, Zebularine, RG108 and
Pifithrin-o)) as well as biomolecules (Angiotensin IT and TGF-B1) (Gasitniené
et al., 2019a, d). The study was done using Seahorse XFp analyzer that
measures oxygen consumption rate (OCR) and extracellular acidification rate
(ECAR) simultaneously. Firstly, we measured the basal OCR and ECAR and
then at the induced stress conditions — this was achieved by the addition of
electron transfer chain inhibitors Oligomycin, FCCP, Antimycin and
Rotenone A. The obtained results revealed a switch in differentiated AF-
MSCs phenotype towards more energetic and metabolically active compared
to undifferentiated control. What is more, we identified that AF-MSCs
induced to cardiomyogenic lineage started utilizing mitochondrial oxidative
phosphorylation more than glycolysis for energy production. Other detected
parameters, such as maximal respiration, spare respiratory capacity and
coupling efficiency also exhibited the upregulated mitochondrial respiration
in AF-MSCs induced into cardiomyocytes progenitors. Together with the
metabolic activation, the relative expression of several genes, related to the
metabolism regulation, was enhanced as well (Gasitiniené et al., 2019a).

Overall, these data demonstrate that AF-MSCs committed to becoming
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cardiomyocytes progenitors undergo various metabolic alterations leading to
adjustment to the increased energetic demands and ATP production.

Conclusions

In this study we investigated the regulation of the functioning and
epigenetic mechanisms in AF-MSCs differentiated into osteogenic, myogenic,
neural and cardiomyogenic lineages. We demonstrated that all of these
differentiations are accompanied by the alterations in the cell morphology,
activation of the differentiation-specific genes (ALP, Osteopontin, Calponin,
Desmin, Nestin, TNNT2, MYH6 and others) and proteins (Connexin43,
Nkx2.5) as well as downregulation of pluripotency and self-renewal genes
(SOX2, NANOG) and global chromatin changeover. The levels of chromatin
remodeling proteins, keeping transcriptionally inactive DNA (DNMT1,
EZH2, SUZ12, BMI1, HDAC1/2), were downregulated in AF-MSCs, induced
to differentiate towards osteogenic, myogenic, neural and cardiomyogenic
lineages. On the other hand, the profile of modified histones (H3K4me3,
H4hyperAc, H3K9ac, H3K27me3, H3K9me3) was more specific to each
differentiation as a different set of genes were activated and repressed. Also,
the elevated levels of microRNAs (miR-21, miR-17, miR-34a, miR-223, miR-
148b, miR-146) demonstrated their universal role in the regulation of gene
expression during the induced osteogenic, myogenic and neurogenic
differentiations. Moreover, we determined that genes, activated in
cardiomyocytes progenitors from induced AF-MSCs and related to epigenetic
(NCOAG6, KAT6A, KDM6B, NCOA2, GATAD2A) and metabolic (ACOTL,
MPST, TST) regulation, were enriched in hyperacetylated H4. In addition, AF-
MSCs, induced to cardiomyogenic lineage, switched their phenotype towards
more energetic, started utilizing mitochondrial oxidative phosphorylation for
the increased energy demands and this, together with genetic and epigenetic
changes, demonstrated the transformation of AF-MSCs into specialized
cardiac progenitor cells. All in all, our results extend the knowledge of
molecular mechanisms occurring at the initial stages of induced
differentiations of AF-MSCs and may be valuable for the future applications
of AF-MSCs in cell therapy.
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PADEKA

Visy pirma, nuoSirdziai dékoju savo darbo vadovei prof. dr. Ritai
Navakauskienei uz suteikta galimybe doktorantiiros studijy metu darbuotis jos
vadovaujamoje laboratorijoje ir tyrinéti labai jdomy objekta — vaisiaus
vandeny kamienines lasteles, uz parodyta krypti ir naujas zinias, uz
palaikyma, patarimus, paskatinimg vykti | konferencijas, uz suteiktas salygas
ir toliau prisidéti prie mokslo populiarinimo vedant ekskursijas tiek po
Gyvybés moksly centra, tick po laboratorija. Aciti uz tai, kad leidote ir
skatinote augti tolygiai kaip mokslininkei ir kaip asmenybei.

Labai didelj aciti sakau visam Lagstelés molekulinés biologijos
kolektyvui, o ypac dr. J. Savickienei uz jvedima j kamieniniy Iasteliy pasaulj,
dr. S. Baronaitei ir A. Zentelytei — uz pasidalinimg lasteliy kultivavimo
subtilybémis ir pagalbg atliekant molekulinius tyrimus, dr. G. Treigytei — uz
supazindinimg su baltymy analizés metodais. Atskirai noriu padékoti dr. G.
Valiulienei, A. Zentelytei ir A. Vitkevi¢ienei — uz tai, kad visada galéjau kartu
pasidziaugti sékmémis, pasidalinti nuoskaudomis ar nepavykusiais
eksperimentais, padiskutuoti moksliniais bei gyvenimiskais klausimais.

Be abejo, didelé padéka keliauja ir buvusiems mano studentams
A. Zubovai, G. Petkui, E. Valatkaitei — jie savo darbais svariai prisidéjo prie
Sioje disertacijoje aptariamy rezultaty, taip pat padéjo man tobuléti mokymo
srityje bei leido man paciai mokytis bendrauti ir vadovauti.

Sirdingai dékoju téveliams ir broliui uz ta nuo pat mazy dieny jausta
akademing aplinkg, kantrybe, palaikymg ir paskatinima siekti vis daugiau,
supratingumga ir motyvacija.

Ir, Zinoma, i§ visos §irdies esu dékinga savo vyrui Vytautui uz tikéjima
manimi, visapusiska palaikymg ir pagalbg, nesibaigiantj optimizmg ir
Zinojima, kad viskas bus gerai Siame mano mokslinio kelio etape.
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