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SANTRUMPOS

BCh — bendrasis cholesterolis

CD105 - endoglinas

CD144 — VE (vazoendotelinis)-kadherinas

CD31 (PECAM) — trombocity ir endoteliocity adhezijos molekulé
CD42a — glikoproteinas 1X

CD61 — integrinas B 3

CD62e — E-selektinas

CRB — C reaktyvusis baltymas

DTL-C — didelio tankio lipoproteiny cholesterolis

ELM — ekstralgstelinés mikrodalelés

ELISA — imunofermentiné analizé (angl. Enzyme linked
immunosorbent assay)

EMD — endotelinés mikrodalelés

KSL — koronariné $irdies liga

MTL-C — mazo tankio lipoproteiny cholesterolis

MDA — malondialdehidas

NS — néra patikimumo

PECAM — trombocity ir endoteliocity adhezijos molekulé
TMD — trombocitinés mikrodalelés



SANTRAUKA
1.JVADAS

Praéjusi deSimtmetj buvo iSsiaiSkinta, kad ekstralgstelinés
mikrodalelés (ELM) gali dalyvauti lgsteliy tarpusavio bendravime.
Siuo metu yra intensyviai nagrinéjami §iy veiksniy rySiai su
patologiniais procesais siekiant panaudoti juos klinikinéje ligy
diagnostikoje. Aterosklerozé ir jos klinikinés formos, kaip antai
koronariné §irdies liga (KSL), yra puikus to pavyzdys. ELM gali
atspindéti lastelés funkcijas ir parodyti pazeista audinj geriau ir
greiCiau nei bet kuris kitas tradicinis rodiklis. Taip pat Siy
mikrodaleliy neSamas krovinys dalyvauja jvairiuose tiek
teigiamuose, tiek neigiamuose lastelés vidaus procesuose. Nors apie
$iy daleliy funkcijas Zmogaus organizme jau yra nemazai Zinoma,
kol kas jos néra visiskai aiskios. Siame darbe mikrodalelés buvo
nagriné¢jamos kaip aterosklerozés biozymenys. Siekiant geriau
iSsiaiskinti jy reik§me, buvo taikomi keli metodai, kuriuos pasitelkus
buvo galima detaliau apibrézti dideliy endoteliniy (EMD) ir
trombocitiniy mikrodaleliy (TMD) bei egzosomy (mazyjy
mikrodaleliy) skaiCius ir sgsajas su rizikos veiksniais bei oksidacinio
streso zymeniu — malondialdehidu.

1.1. Problema

Endotelinés ir trombocitinés mikrodalelés bei egzosomos biity geras
endotelio pazeidimo rodiklis, taciau dar néra pakankamai duomeny,
kurie leisty naudoti $iuos zymenis klinikinéje praktikoje.

1.2. Tyrimo pranasumas ir naujumas

Siame darbe pateikti duomenys gali padéti geriau suprasti
rysj tarp oksidacinio bei létinio streso ir endoteliniy mikrodaleliy
susidarymo ankstyvose aterosklerozés stadijose. Galutinis tokiy
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tyrimy tikslas bity §iy Zymeny naudojimas ankstyvai aterosklerozés
ir jos klinikiniy komplikacijy diagnostikai.

1.3.Tyrimo tikslas

Darbo tikslas buvo istirti endotelines ir trombocitines
mikrodaleles bei egzosomas jvertinant jy kiekio ryS§j su
aterosklerozés rizikos veiksniais ir oksidaciniu stresu jauny (25-39
mety), vyresniy (40—-60 mety) ir patyrusiy miokardo infarkta (40-60

mety) vyry populiacijose.

1.4.Tyrimo uzdaviniai

1.4.1. Istirti ir jvertinti endoteliniy ir trombocitiniy mikrodaleliy
kiekj serganciy ir sveiky Zzmoniy kraujo plazmoje.

1.4.2. Istirti ir jvertinti visas endotelines mikrodaleles, kurios turi
CD62e (nustatyti skirtingy mikrodaleliy aktyvacijos lygj).

1.4.3. Surasti egzosomas ir nustatyti bei jvertinti jy kiekj sveiky ir
serganciy asmeny kraujyje.

1.4.4. Tstirti malondialdehido koncentracijg ir jvertinti jos ry$j su
mikrodaleliy kiekiais sveiky ir serganciy miokardo infarktu kraujyje.
1.4.5. Istirti ir jvertinti lipidy zymeny (bendrojo cholesterolio,
didelio ir maZo tankio lipoproteiny cholesterolio), C reaktyviojo
baltymo ir gliukozés koncentracijas sveiky ir serganéiy asmeny
kraujyje, jvertinti $iy veiksniy ry$j su mikrodaleliy kiekiu bei jy
aktyvacija.

1.5. Ginamieji teiginiai
1.5.1. Skirtingy ekstralasteliniy mikrodaleliy populiacijy kiekiai

organizme ir $iy kiekiy tarpusavio santykiai sveiky ir serganciy
asmeny sKiriasi.



1.5.2. Skirtingy endoteliniy mikrodaleliy populiacijy aktyvacijos
lygiai sveiky ir serganCiy asmeny SKiriasi ir yra svarbis
aterosklerozés ir endotelio pazaidos patogenezéje.

1.5.3. Egzosomy kiekiai sveiky ir serganciy asmeny sKiriasi ir $ie
kiekiai siejasi su oksidacinio streso Zymens malondialdehido
koncentracija kraujyje.

1.5.4. Ekstralgsteliniy mikrodaleliy ir egzosomy kiekiai bei
mikrodaleliy aktyvacijos lygis yra susije su oksidacinio ir streso
zymens malondialdehido koncetracija kraujyje.

1.5.5. Aterosklerozés rizikos veiksniai (dislipidemija, sistolinis
kraujospudis ir kt.) siejasi su mikrodaleliy ir egzosomy kiekiais
sveiky ir sergan¢iy asmeny populiacijose.



2. METODAI
2.1. Tyrimo dalyviy parinkimas.

Sveiki zmonés buvo kvie€iami | tyrima nuo 2015 mety gruodzio
iki 2017 mety liepos.

Pacientai, sergantys koronarine Sirdies liga, buvo kvie€iami |
tyrimag praéjus trims ménesiams po miokardo infarkto. Jie buvo istirti
véliau nei sveiki zmonés. Visi pacientai buvo gydyti 2018 mety
sausj—vasarj Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
Intensyvios kardiologijos, reanimacijos ir intensyvios terapijos ir
pirmajame kardiologijos skyriuose.

2.2. Kraujo méginiy paémimas.

EMD ir TMD Kkiekiui nustatyti i§ alkiininés venos buvo
paimta 4 ml kraujo j ,,Vacutainer” tipo vakuuminius mégintuvélius
su natrio heparinu. Pakopiné centrifugacija buvo pritaikyta siekiant
iSgauti betrombociting plazma.

C reaktyviojo baltymo (CRB), malondialdehido (MDA),
trigliceridy ir bendrojo cholesterolio (BCh) bei didelio ir mazo tankio
lipoproteiny cholesterolio (DTL-C ir MTL-C) koncentracijy
matavimai buvo atlikti i§ kito 4 ml ,,Vacutainer tipo mégintuvélio,
turin€io gelio, atskirian¢io serumg nuo lasteliy. Méginiai buvo paimti
naktj nevalgius. Serumo mégintuvélis visada buvo imamas pirmas.

2.3. Derivatizacija ir didelés gebos skys¢iy chromotografijos metodo
taikymas nustatant malondialdehido koncentracija kraujo
serume.

MDA yra lipidy peroksidacijos Zymuo ir daznai naudojamas
nustatant oksidacinio streso lygj [1]. Méginiai buvo paruosti taikant
Khoschsorur ir kity. metoda. Serumo malondialdehido koncentracija
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buvo istirta Shimadzu Nexera X2 UHPLC aparatu [2]. Duomenys
buvo apdoroti naudojant LabSolutions programing jrangs.

2.4. Tékmés citometrija

Tyrime buvo naudojami fluorescenciniai  polistireno
rutuliukai Megamix-Plus FSC (Bio-Cytex, Pranciizija). Sis miginys
buvo sudarytas i§ Zaliai fluorescuojanciy 100, 300, 500 ir 900 nm
dydzio rutuliuky. Pagal $iuos rutuliukus buvo nustatyta mikrodaleliy,
kuriy spindis yra maZesnis nei vienas mikrometras, vieta taskiniame
grafike. EMD ir TMD koncentracija buvo isreik§ta kaip
mikrodalelés/pl. CD62¢ ekspresija buvo iSreikSta kaip procentiné
mikrodaleliy, ekspresuojan¢iy §j zymenj, dalis nuo bendro
endoteliniy mikrodaleliy kiekio kiekvienoje EMD populiacijoje.
Nustatant CD9 ant egzosomy buvo taikomas metodas, apraSytas
Mellisho ir kity [3]. Méginiai buvo tiriami LSRII tékmés citometru
(BD, San Jose, Kallifornija, JAV).

2.5. Tyrimai in vitro Igsteliy kulttiroje

Siekiant jsitikinti, kad aptiktos dalelelés i§ tikryjy yra
endotelinés mikrodalelés, buvo atliktas in vitro tyrimas su HUVEC
endoteliniy lgsteliy linija (Lonza). Siekiant palyginti aktyvinty ir
neaktyvinty lasteliy iSskirty mikrodaleliy kiekiy skirtumus,
endotelinés lastelés buvo augintos su ciklofilinu A (Abcam,
Vokietija) ir be jo augimo terpéje. Mikrodalelés buvo iSskirtos ir
iStirtos tuo paciu metodu kaip ir in vivo eksperimentuose. Tokios
pacios keturios skirtingos EMD populiacijos buvo stebimos in vitro
ir in vivo. Paveiktos ciklofilinu A endotelinés lastelés generavo du
kartus daugiau mikrodaleliy nei tos, kurios augo ramybés salygomis.
Reikéty pazymeéti, kad tos lastelés, kurios augo auksStesnés nei 10
ng/ml ciklofilino A koncentracijos terpéje, generavo maziau EMD
negu tos, kurios augo nepaveiktos ciklofilino A. Tikétina, kad taip
ivyko dél to, kad ciklofilinas A yra stiprus apoptozés sukéléjas [4].
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2.6. Western blotas

Atliekant Western bloto analize, méginiai buvo tirti
naudojant 10 % arba 12 % poliakrilamido gelius. Buvo naudojami
pirminiai antikiinai: prie§ vézinio jautrumo gena (angl. tumour
susceptibility gene 101-TSG101), pries flotiling-1 (angl. anti-flotillin-
1), prie§ kars¢io Soko baltyma 70 (angl. antiheat shock protein 70
(HSP70)).

2.7. Bradfordo baltymy koncentracijos kiekio analize

Buvo naudojama skaidri 96 Sulinéliy plokstelé. I neigiamos
kontrolés ulinélj buvo dedama tik buferio. Sviesos absorbcija buvo
nustatyta ties 595 nm.

2.8. Nanodaleliy sekimo analizé

Daleliy dydis ir jy koncentracija méginiuose buvo nustatyti
nanodaleliy sekimo analizés metodu naudojant ZetaView platforma
(ParticleMetrix, Vokietija). Gauti duomenys analizuojami su
ZetaView analizés programa (versija 8.03.08.02).
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3.REZULTATAI
3.1. Klinikinés charakteristikos

Demografinés ir klinikinés charakteristikos yra pateiktos 1
lenteléje.

1 lentelé. Tirtos populiacijos demografinés ir  klinikinés
charakteristikos. ~ Duomenys  pateikti ~ kaip  medianos ir
interkvartiliniai skirtumai arba kaip vidurkiai (tai priklauso nuo
rodiklio pasiskirstymo). NS reiskia, kad jokio patikimumo neaptikta.

Rodikliai Mediana (IQR) arba vidurkiai (SD) P
Jauny Vyresniy Ml
sveiky sveiky patyrusiy
asmeny asmeny grupé | asmeny
grupé (25— | (40-60 mety) | grupé (40—
40 mety) (n | (n=29) 60 mety) (n
=52) =15)
Amzius, Vidurkis Vidurkis (SD) | Vidurkis <0,001
metais (SD) 30,31 | 47,28 (0,84) (SD) 51,93
(0,49) (1,54)
Sistolinis Mediana Mediana Mediana 0,021
kraujospudis | (IQR) (IQR) 131 | (IQR) 120
131,50 (12) | (18,50) (15)
Diastolinis Mediana Mediana Mediana NS
kraujospudis | (IQR) (IQR) 71 | (IQR) 80 (6)
78,50 (8) (17,50)
Sirdies Vidurkis Vidurkis (SD) | Vidurkis NS
susitraukimy | (SD) 71,35 | 71,55 (2,28) (SD) 67,07
daznis  per | (1,84) (9,09)
minutg
CRB Mediana Mediana Mediana 0,002
koncentracija | (IQR) 0,46 | (IQR) 0,60 | (IQR) 1,78
(mg/1) (0,70) (1,70) (1,90)
MTL-C Mediana Mediana(IQR) | Mediana <0,001
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koncentracija | (IQR) 2,92 | 3,14 (0,97) (IQR) 2,02
(mmol/l) (0,98) (0,9)
DTL-C Mediana Mediana Mediana NS
koncentracija | (IQR) 1,20 | (IQR) 1,18 | (IQR) 1
(mmol/l) (0,30) (0,35) (0,36)
Trigliceridy | Mediana Mediana Mediana NS
koncentracija | (IQR) 1,12 | (IQR) 1,29 (1) | (IQR) 1,44
(mmol/l) (0,59) (0,52)
BCh Mediana Mediana Mediana < 0,001
koncentracija | (IQR) 4,79 | (IQR) 5,08 | (IQR) 3,73
(mmol/l) (1,31) (1,13) (1,31)
Gliukozés Mediana Mediana Mediana 0,03
koncentracija | (IQR) 5,13 | (IQR) 5,32 | (IQR) 5,82
(mmol/l) (0,57) (0,66) (3,29)
MDA Mediana Mediana Mediana < 0,001
koncentracija | (IQR) (IQR) 101,61 | (IQR)

92,17 (34,85) 154,72

(30,98) (8,21)
Kairiojo - - Vidurkis -
skilvelio (SD) 457
i$metimo (7,50)
frakcija

Visy keturiy EMD populiacijy charakteristikos pateiktos 2 ir 3

lentelése.

3.2.Tékmés citometrija
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2 lentele.

EMD

charakteristika,

isreiksta

medianomis  ir

interkvartiliniais skirtumais. Pateiktos P (statistinio patikimumo)

reiksmes.

Mikrodaleliy kiekis (mikrodalelés/p)

(mediana £ IQR)
Mikrodaleliy Jauny sveiky | Vyresniy Miokardo P
populiacija asmeny sveiky infarkta

grupé (25-40 | asmeny patyrusiy

mety) grupé (40— | asmeny grupé

60 mety) (40-60 mety)

Endoglininiy 22,89 + 10,93 + 33,68+ NS
EMD kiekiali 75,20 53,81 205,47
VE-kadherini- | 322,79 + 173,37 £ 215,56 £ NS
niy be trombo- | 232,64 426,84 133,67
citiniy
zymeny EMD
kiekiai
VE- 254,68 £ 304,73 £ 73,29 + < 0,001
kadherininiy 185,15 210,64 49,23
su trombo-
citiniais
Zymenimis
EMD kiekiai
PECAM EMD | 0,63+ 1,94 + 1,38+ 0,04
kiekiai 2,16 2,62 2,02
TMD kiekiai 257,14 + | 186,92 + | 338,99 £ 375 NS

353,43 307,86
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3 lentele. EMD charakteristika, isreikSta medianomis ir
interkvartiliniais skirtumais. CD62e ekspresija yra skaiciuojama
kaip procentinis santykis nuo bendro mikrodaleliy kiekio. Pateiktos
P (statistinio patikimumo) reiksmes.

CD62e ekspresija (%) (mediana + IQR)
Mikrodaleliy | Jauny sveiky Vyresniy sveiky | Miokardo P
populiacija asmeny grupé asmeny grupé infarkta

(2540 mety) (40-60 mety) patyrusiy

asmeny grupé
(40-60 mety)

Endoglininiy | 1,75+ 1,40 + 14,80 + < 0,001
EMD kiekiai | 4,58 5,05 17,60
VE-kadherini- | 5,55 7+5,95 1,80 +6 0,03
niy be 6,13
trombo-
citiniy
zymeny EMD
kiekiai
VE- 41,25 + 63,70 £ 98,90 + 0,002
kadherininiy 87,80 79,45 5,80
su trombo-
citiniais
Zymenimis
EMD kiekiai

Buvo rastos keturios skirtingos mikrodaleliy populiacijos (1
pav.): 1) CD105+, CD42a— ir CD61- arba endoglino EMD; 2)
CD31+, CD42a- ir CD61- arba PECAM (trombocity ir endoteliocity
adhezijos molekulé) EMD; 3) CD144+, CD42a— ir CD61- arba VE-
kadherino EMD be trombocitiniy zymeny; 4) CD144+, CD42a+ ir
CD61- arba VE-kadherino EMD su trombocitiniais zZymenimis.
Kiekviena subpopuliacija turéjo vieng endotelinj zymenj: CD105
(endoglinas), CD144 (VE-kadherinas) arba CD31 (PECAM), kuris
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galgjo atspindéti  jy funkcijg. CD144+ EMD populiacijos
i$siskyrimas j dvi grupes pagal trombocitiniy Zymeny ekspresija ant
membranos atitiko tékmés citometrijos duomenis ir abiejy

oksidacinio streso zymeniu — malondialdehidu.

A Endoglino mikrodaleliy

%ﬂe CD105+ nustatymas
£

5o
o
w0
o
a
(8]

hid

bl L L L P L PR L

010 10 10
ooz CDB1 APC-A

g, PECAM mikrodaleliy

s cD31+ nustatymas

P

L

&on

53

O

L]

53

a =

O =

& Sy T
-107 0 10 10 10

L CDB1 APC-A

Adomaitis-Tube_002

C. VE-kadherino su
CD144+CD42+ trombocitiniais Zymenimis ir be
ju mikrodaleliy nustatymas

105

CD144+

II]4

1[]3

CD144 FITC-A

-386

3 4 &
1468 (U1} 10 10

"™ CD42a PerCP-Cy5-5-A

1 pav. Skirtingy endoteliniy mikrodaleliy populiacijy nustatymas. A.
Endoglino mikrodaleliy;, B. PECAM mikrodaleliy; C. VE-kadherino
su trombocitiniais Zymenimis ir be jy mikrodaleliy.
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3.3.Aterosklerozés rizikos veiksniy skirtumai tarp grupiy

Sergantiems  asmenims buvo labiau padidéjusi MDA
koncentracija (154,72 + 8,21) nei vyresniems sveikiems asmenims
(101,61 + 34,85) ar jauniems sveikiems asmenims (92,17 + 30,98, P
< 0,001). Serganc¢iy asmeny taip pat buvo mazesné mazo tankio
lipoproteino cholesterolio koncentracija (2,02 £ 0,9) nei jauny sveiky
asmeny (2,92 + 0,98) ar vyresniy sveiky asmeny (3,14 £ 0,97, P <
0,001) ir mazesné bendrojo cholesterolio koncentracija, palyginti su
abiejy grupiy sveikais asmenimis — patyrusiy miokardo infarkta
asmeny grupé (3,73 = 1,31), jauny sveiky asmeny grupé (4,79 *
1,31), vyresniy sveiky asmeny grupé (5,08 + 1,13, P < 0,001), (1
lentelé, 2 ir 3 pav.). Buvo fiksuotas statistinis amziaus skirtumas tarp
miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupés ir vyresniy sveiky
asmeny grupés. Sj skirtuma galima paaiskinti tuo, kad miokardo
infarkta patyrusiy asmeny grupéje buvo daugiau 50-60 mety
asmeny, palyginti su vyresniy sveiky asmeny grupe (d = —4,83 %
1,62, P = 0,005).

Lyginant jauny sveiky asmeny grup¢ su miokardo infarkta
patyrusiy asmeny grupe, statistiSkai reikSmingas skirtumas buvo
aptiktas istyrus MDA koncentracijg: jauny sveiky asmeny grupé
(92,17 + 30,98), miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupé (154,72
+ 8,21, P < 0,001); MTL-C koncentracijg: jauny sveiky asmeny
grupé (2,92 £ 0,98), miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupé (2,02
+ 0,9, P <0,001); DTL-C koncentracijg: jauny sveiky asmeny grupé
(1,2 £ 0,3), miokardo infarktg patyrusiy asmeny grupé (1 + 0,36, P =
0,023); CRB koncentracija: jauny sveiky asmeny grupé (0,46 £ 0,7),
miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupé (1,78 £ 1,9, P = 0,001);
BCh koncentracijg: jauny sveiky asmeny grupé (4,79 + 1,31),
miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupé (3,73 + 1,31, P < 0,001);
gliukozés koncentracijg: jauny sveiky asmeny grupé (5,13 = 0,57,
miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupé (5,82 + 3,29, P = 0,029) ir
sistolinj kraujosptidj: jauny sveiky asmeny grupé (131,27 + 1,64),
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miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupé (120 + 15, P = 0,005) (2 ir
3 pav.).

Lyginant vyresniy sveiky asmeny grup¢ su miokardo infarktg
patyrusiy asmeny grupe, statistiSkai reik§Smingy skirtumy buvo
aptikta jvertinus MDA koncentracijg: miokardo infarkta patyrusiyjy
grupés asmenims (154,72 + 8,21) buvo nustatyta didesné
koncentracija, nei vyresniy sveikyjy grupés asmenims (101,61 +
34,85, P <0,001). BCh koncentracija buvo didesné vyresniy sveikyjy
grupés asmenims (5,08 £ 1,13), nei miokardo infarkta patyrusiyjy
grupés asmenims (3,73 = 1,31, P < 0,001). MTL-C koncentracija
buvo didesné vyresniy sveikyjy grupés asmenims (3,14 £ 0,97), nei
miokardo infarkta patyrusiyjy grupés asmenims (2,02 £ 0,9, P <
0,001). Sistolinis kraujospudis taip pat buvo aukS$tesnis vyresniy
sveiky asmeny grupés asmenims (131,41 + 2,51), nei miokardo
infarkta patyrusiyjy grupés asmenims (120 + 15, P = 0,029) (2 ir 3
pav.). Malondialdehido, BCh, MTL-C koncentracijos ir sistolinis
kraujospudis abiejy sveiky asmeny grupiy ir pacienty reikSmingai
skyrési (2 ir 3 pav.). Sveiky ir serganciy zmoniy lipidy
koncentracijos ir sistolinio kraujospuidzio skirtumai susidaré dél
statiny ir antihipertenzinio gydymo, kuris buvo taikomas
sergantiesiems.
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mediang ir interkvartilinj skirtumg. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <
0,001
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Lyginant abi sveiky asmeny grupes tarpusavyje, tik bendrojo
cholesterolio (4,79 £ 1,31 (jauny sveiky asmeny grupé), 5,08 = 1,13
(vyresniy sveiky asmeny grupé), P = 0,021) ir gliukozés (5,13 + 0,57
(jauny sveiky asmeny grupé), 5,32 + 0,66 (vyresniy sveiky asmeny
grup¢), P = 0,05) koncentracijos buvo statistiSkai reikSmingai
skirtingos.

3.4. Cirkuliuojanc¢iy endoteliniy ir trombocitiniy mikrodaleliy kiekio
skirtumai

Lyginant tiriamy asmeny grupes buvo aptiktas VE-kadherino
EMD su trombocitiniais Zymenimis kiekio medianos skirtumas:
jauny sveiky asmeny grupé (254,68 * 185,15), vyresniy sveiky
asmeny grupé (304,73 £ 210,64) ir miokardo infarkta patyrusiy
asmeny grupé (73,29 * 49,23, P < 0,001) (2 lentelé, 5 pav.), taip pat
PECAM EMD bendro kiekio medianos skirtumas: jauny sveiky
asmeny grupé (0,63 + 2,16), vyresniy sveiky asmeny grupé (1,94 +
2,62) ir miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupé (1,38 £ 2,02, P =
0,04) (2 lentelé, 4 pav.).

* *

o

Mikrodaleles/ul

PECAM mikrodalelés MI patyrusiu PECAM mikrodalelés vyresniu sveiku PECAM mikrodalelés jauny sveiku
asmenu grupéje asmenuy grupéje asmenu grupéje

4 pav. PECAM mikrodaleliy kiekio skirtumai tarp grupiy.
*P <0,05, ** P <0,01, ** P <0,001
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Lyginant jauny sveiky asmeny grupe (254,68 + 185,15) su
miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupe (73,29 £ 49,23, P <
0,001), buvo aptiktas tik VE-kadherino mikrodaleliy su
trombocitiniais zymenimis kiekio medianos skirtumas. Lyginant
vyresniy sveiky asmeny grupe ir miokardo infarkta patyrusiy asmeny
grupe, buvo aptiktas mikrodaleliy kiekio medianos skirtumas visose
EMD populiacijose, isskyrus VE-kadherino be trombocitiniy
zymeny: 1) VE kadherino mikrodaleliy su trombocitiniais Zymenimis
populiacijoje — vyresniy sveiky asmeny grupé (304,73 + 210,64),
miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupé (73,29 + 49,23, P < 0,001)
(5 pav.); 2) endoglino mikrodaleliy populiacijoje — vyresniy sveiky
asmeny grupé (10,93 £ 53,81), miokardo infarktg patyrusiy asmeny
grupé (33,68 + 205,47, P = 0,009) (6 pav.); 3) PECAM mikrodaleliy
populiacijoje — vyresniy sveiky asmeny grupé¢ (1,94 = 2,62),
miokardo infarktg patyrusiy asmeny grupé (1,38 + 2,02, P = 0,032)
(4 pav.). Lyginant abi sveiky asmeny grupes, kiekio medianos
skirtumas buvo rastas PECAM mikrodaleliy populiacijoje — jauny
sveiky asmeny grupé (0,63 + 2,16 ), vyresniy sveiky asmeny grupé
(1,94 * 2,62, P = 0,025) 4 pav.).

23



1200

EE X 3
1000 -
= BOO
S~
w
@
K]
S 600
4
i
E r
400
200 l J. l
o T T T T T
VE-kadherino be VE-kadherino be VE-kadherino be VE-kadherino su VE-kadherino su VE-kadherino su
trombocitinio Zymens trombocitinio 2ymens trombocitinio Zymens trombocitiniu Zymeniu trombocitiniu Zymeniu trombocitiniu Zymeniu
mikrodalelés M1 mikrodalelés vyresniy mikrodalelés jauny mikrodalelés M1

patyrusiy asmeny
grupéje

mikrodale lés vyresniy mikrodalelés jauny

sveiky asmeny grupéje sveiky asmeny grupéje sveiky asmeny grupéje sveiky asmeny grupéje

patyrusiy asmeny
grupéje

5 pav. VE-kadherino mikrodaleliy su trombocitiniais Zymenimis ir be jy kiekio skirtumai tarp grupiy.
* P <0,05, ** P <0,01, *** P<0,001
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6 pav. Endoglino mikrodaleliy kiekio skirtumai tarp grupiy. * P <
0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001

Lyginant sveiky ir serganciy asmeny grupiy CD62e ekspresija,
visy mikrodaleliy populiacijose, iSskyrus PECAM mikrodaleles,
buvo aptikta ekspresijos skirtumy (3 lentelé, 7 pav.). Lyginant sveiky
asmeny grupes, buvo rasta endoglino (jauny sveiky asmeny grupé
(1,75 £ 4,58), vyresniy sveiky asmeny grupé (1,4 £ 5,05), P < 0,001)
ir VE-kadherino be trombocitiniy Zymeny mikrodalelése (jauny
sveiky asmeny grupé (5,55 + 6,13) ir vyresniy sveiky asmeny grupé
(7 £5,95), P = 0,002) medianos skirtumy. Lyginant vyresniy sveiky
asmeny grupe su patyrusiy miokardo infarktg asmeny grupe, CD62e
ekspresija buvo statistiskai reik§mingai skirtinga visose mikrodaleliy
populiacijose, i8skyrus PECAM mikrodaleles, — endoglino
mikrodaleliy populiacijoje (vyresniy sveiky asmeny grupé (1,4 +
5,05), miokardo infarktg patyrusiy asmeny grupé (14,8 £ 1,76), P <
0,001), VE-kadherino mikrodaleliy be trombocitiniy zymeny
populiacijoje (vyresniy sveiky asmeny grupé (7 = 5,95), miokardo
infarkta patyrusiy asmeny grupé) (1,8 + 6), P = 0,013) ir VE-
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kadherino su trombocitiniais Zzymenimis populiacijoje (vyresniy
sveiky asmeny grupé (63,7 £ 79,45), miokardo infarkta patyrusiy
asmeny grupé (98,9 + 5,8), P = 0,001). Tarp jauny sveiky asmeny
grupés ir miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupés buvo rastas
aktyvacijos lygio statistikai reikSmingas endoglino (jauny sveiky
asmeny grupé (1,75 + 4,58) ir miokardo infarkta patyrusiy asmeny
grupé (14,8 £ 17,6), P < 0,001) ir VE-kadherino su trombocitiniais
zymenimis mikrodaleliy populiacijy (jauny sveiky asmeny grupé
(41,25 + 87,8) ir miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupé (98,9 +
58), P = 0,002) skirtumas (7 pav.). Sveiky asmeny grupiy
mikrodaleliy aktyvacijos lygio medianos skirtumy nebuvo rasta. Ant
PECAM mikrodaleliy membranos CD62e nebuvo aptiktas.
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7 pav. Akovacijos lygio (CD62e raiska ant mikrodaleliy
membranos) skirtumai tarp grupiy. * P < 0,05, ** P < 0,01,
*** P < (0,001
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3.5. Tradiciniy Zymeny ir endoteliniy mikrodaleliy kiekio bei jy
aktyvacijos lygio sasajos

Jauny sveiky asmeny grupéje CD62e+ ekspresijos lygis endoglino
populiacijoje neigiamai koreliavo su amziumi. Vyresniy sveiky
asmeny grupéje taip pat buvo rastos koreliacijos su mikrodaleliy
kiekiais: 1) bendras Kkiekis VE-kadherino mikrodaleliy be
trombocitiniy Zymeny neigiamai koreliavo su DTL-C koncentracija
(R = -0,37, P = 0,046); 2) TMD Kkiekis teigiamai koreliavo su
amziumi (R = -0,39, P = 0,036); 3) endoglino mikrodaleliy bendras
kiekis neigiamai koreliavo su DTL-C koncentracija (R = -0,47, P =
0,011); 4) CD62e+ ekspresijos lygis endoglino mikrodalelése
neigiamai koreliavo su DTL-C koncentracija (R =-0,64, P < 0,001).

Miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupéje buvo rastos Sios
koreliacijos: 1) bendras VE-kadherino mikrodaleliy be trombocitiniy
zymeny kiekis neigiamai koreliavo su BCh koncentracija (R = -0,63,
P = 0,011) ir MTL-C koncentracija (R = -0,68, P = 0,005); 2)
bendras endoglino mikrodaleliy kiekis neigiamai koreliavo su BCh
koncentracija (R = 0,64, P = 0,01) ir MTL-C koncentracija (R = —
0,69, P = 0,004) ir teigiamai koreliavo su sistoliniu kraujospudziu (R
= 0,54, P = 0,038); 3) CD62e ekspresijos lygis VE-kadherino be
trombocitiniy zymeny mikrodalelése teigiamai koreliavo su DTL-C
koncentracija (R = 0,78, P = 0,001) ir neigiamai — su sistoliniu kraujo
spaudimu (R = -0,54, P = 0,037); 4) CD62e ekspresijos lygis VE-
kadherino mikrodalelése su trombocitiniais zZymenimis neigiamai
koreliavo su gliukozés koncentracija (R = -0,65, P = 0,009) ir
sistoliniu kraujo spaudimu (R = -0,53, P = 0,04). Jokiy koreliacijy su
aktyvacijos lygiu endoglino mikrodalelése nebuvo aptikta. Tai rodo
galimus funkcinius skirtumus tarp VE-kadhering ir endogling
ekspresuojanciy mikrodaleliy.

Sirdies daznis ir diastolinis kraujospadis neturéjo jokio rysio su
EMD visose trijose grupése.
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3.6. Mikrodaleliy kiekio ir malondialdehido koncentracijos kraujo
serume rysys

Jauny sveiky asmeny grupéje tik VE-kadherino mikrodaleliy be
trombocitiniy zZymeny koncentracija teigiamai koreliavo su MDA
koncentracija (R = 0,28, P = 0,04). Vyresniy sveiky asmeny grupéje
MDA koncentracija teigiamai koreliavo su TMD koncentracija (R =
0,64, P < 0,001), VE-kadherino mikrodaleliy be trombocitiniy
zymeny koncentracija (R = 0,49, P = 0,007), endoglino mikrodaleliy
koncentracija (R = 0,38, P = 0,04) ir su aktyvacijos lygiu endoglino
mikrodalelése (R = 0,49, P = 0,008).

Miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupéje nebuvo rasta jokio
rySio tarp MDA koncentracijos ir mikrodaleliy kiekio ar jy
aktyvacijos lygio.

3.7. Rysiai tarp atskiry endoteliniy mikrodaleliy populiacijy

Jauny sveiky asmeny grupéje VE-kadherino mikrodaleliy be
trombocitiniy zymeny koncentracija teigiamai koreliavo su bendra
endoglino mikrodaleliy koncentracija (R = 0,41, P = 0,003) ir
aktyvacijos lygiu endoglino mikrodalelése (R = 0,37, P = 0,007).
Endoglino mikrodaleliy koncentracija teigiamai koreliavo su
aktyvacijos lygiu VE-kadherino be trombocitiniy Zymeny
mikrodaleliy populiacijoje (R = 0,42, P = 0,002) ir aktyvacijos lygiu
VE-kadherino su trombocitiniais = zZymenimis  mikrodaleliy
populiacijoje (R = 0,66, P < 0,001).

Vyresniy sveiky asmeny grupéje endoglino mikrodaleliy
koncentracija teigiamai koreliavo su VE-kadherino be trombocitiniy
zymeny mikrodaleliy koncentracija (R = 0,69, P < 0,001) ir su VE-
kadherino su trombocitiniais zymenimis mikrodaleliy koncentracija
(R=0,47, P =0,01). Taip pat toje pacioje grupéje aktyvacijos lygis
endoglino mikrodaleliy populiacijoje turéjo neigiama rysj su TMD
koncentracija (R = 0,47, P = 0,018) ir teigiamai koreliavo su VE-
kadherino mikrodaleliy be trombocitiniy Zymeny populiacijos
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koncentracija (R = 0,48, P = 0,009). Aktyvacijos lygis VE-kadherino
mikrodalelése su trombocitiniais Zymenimis teigiamai koreliavo su
endoglino mikrodaleliy koncentracija (R = 0,53, P = 0,003).

Miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupéje VE-kadherino be
trombocitiniy Zymeny mikrodaleliy populiacija teigiamai koreliavo
su endoglino mikrodaleliy populiacijos koncentracija (R = 0,64, P =
0,01) ir neigiamai su CD62e ekspresija VE-kadherino mikrodalelése
su trombocitiniais Zymenimis (R = -0,76, P = 0,001). CD62e
ekspresija endoglino mikrodalelése neigiamai koreliavo su PECAM
mikrodaleliy bendru kiekiu (R = -0,57, P =0 ,027). Aktyvacijos lygis
VE-kadherino mikrodalelése su trombocitiniais Zymenimis neigiamai
koreliavo su TMD (R = -0,56, P = 0,031) ir endoglino mikrodaleliy
koncentracijomis (R =-0,76, P = 0,001).

3.8. Santykiai tarp skirtingy endoteliniy ir trombocitiniy
mikrodaleliy koncentracijy ir jy aktyvacijos lygio

NustaCius ryS$j tarp mikrodaleliy populiacijy kiekiy, buvo
nuspresta apskaiciuoti santykius tarp $iy mikrodaleliy populiacijy ir
juos jvertinti. EMD aktyvacijos lygis taip pat buvo jtrauktas j analize,
taciau santykis tarp mikrodaleliy kiekiy ir jy aktyvacijos lygio
nebuvo skaiciuojamas dél nesutampanciy matavimo dimensijy. Tiek
santykis tarp endoglino mikrodaleliy ir VE-kadherino mikrodaleliy
su trombocitiniais zymenimis koncentracijy (P < 0,001), tiek
santykis tarp endoglino mikrodaleliy ir VE-kadherino be
trombocitiniy Zymeny mikrodaleliy koncentracijy (P = 0,011) buvo
statistiskai reik§mingi. Santykis tarp aktyvinty endoglino ir aktyvinty
VE-kadherino su trombocitiniais Zymenimis mikrodaleliy lygiy taip
pat reik§mingai skyrési (P = 0,002). TMD koncentracija taip pat
buvo jtraukta | skaiCiavimus ir jos santykis su VE-kadherino
mikrodaleliy su trombocitiniais Zymenimis koncentracija buvo
reik§mingas (P = 0,001).
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3.9. Cirkuliuojanc¢iy egzosomy (mazyjy mikrodaleliy) skaicius

Remiantis nanodaleliy sekimo analize (Zeta View, Particle
metrix, Vokietija) buvo rastas daleliy koncentracijos medianos
skirtumas tarp miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupés
(3,1*10"/ml) ir vyresniy sveiky asmeny grupés (7,07*10"/ml, P <
0,001). Sveikiems zmonéms koncentracija buvo didesné nei
asmenims, patyrusiems miokardo infarkta. Nagrinéjant daleliy dydj
ar tirj, tarp grupiy nebuvo rasta jokio skirtumo.

Tetraspanino CD9 ekspresija ant mazyjy mikrodaleliy
membranos buvo nustatoma naudojant tékmés citometrija. Vidutinio
fluorescencijos intensyvumo ir procentinio santykio nuo visy jvykiy
skaiCiaus analizé parodé, kad sveiki zmonés turé¢jo didesnj kiekj
mazyjy mikrodaleliy nei miokardo infarkta patyrusiyjy grupés
asmenys (MFI — 275 £ 39,5 (vyresniy sveiky asmeny grup¢), 252 +
13 (miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupé), P < 0,001, jvykiy
procentiné dalis — 23,01 % + 17,4 (vyresniy sveiky asmeny grupé)
1,3 % + 0,6 (miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupé), P < 0,001).
Analizuojant bendrg baltymy koncentracija, didesnis jy kiekis buvo
aptiktas pacienty méginiuose (1,01 pg/ml = 0,49 (vyresniy sveiky
asmeny grupé) 1,95 pg/ml £ 1,07 (miokardo infarkta patyrusiy
asmeny grupé), P = 0,001). Méginio priemaiSos gali biiti Sio
fenomeno priezastis, nes nanodaleliy sekimo analizés duomenys
koreliavo su Bradfordo tyrimo rezultatais sveiky asmeny grupéje, bet
nekoreliavo miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupéje.

3.10. Egzosomy (mazyjy mikrodaleliy) fenotipavimas

TSG101, flotilinas-1 ir kars¢io ir Soko baltymas 70 ant egzosomy
membranos nustatyti taikant Western bloto metodg, bet buvo
matomas tik TSG101. Flotilino 1 buvimas ant membranos buvo
patvirtintas tékmés citometrijos metodu, naudojant po 4 méginius i$
kiekvienos grupés.
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3.11. Rysiai tarp tradiciniy aterosklerozés Zymeny, malondialdehido
koncentracijos ir mazyjy mikrodaleliy koncentracijos bei CD9
mazyjy mikrodaleliy Kiekio.

Sveiky vyresniy asmeny grupéje MDA koncentracija koreliavo su
mazyjy mikrodaleliy koncentracija, nustatyta nanodaleliy sekimo
analizés metodu (R = 0,4, P = 0,003), vidutinu CD9 ekspresuojanciy
mazyjy mikrodaleliy fluorescencijos intensyvumu (R = 0,49, P =
0,008) ir CD9 ekspresuojanéiy mazyjy mikrodaleliy procentine
dalimi nuo bendro jvykio skaic¢iaus (R = 0,55, P = 0,002). Miokardo
infarktg patyrusiy asmeny grupéje jokiy rySiy neaptikta.

Sveiky vyresniy asmeny grup¢je taip pat buvo rasta koreliacija
tarp didelio tankio lipoproteiny cholesterolio koncentracijos ir
mazyjy mikrodaleliy koncentracijos (R = 0,46, P = 0,01).

3.12. Tioredoksino nustatymas Western bloto metodu

Tioredoksino, taikant Western bloto metoda, buvo rasta visuose
méginiuose, taCiau atlickant ELISA analize jokio tioredoksino
aktyvumo nebuvo aptikta. Galima teigti, kad tioredoksinas yra
lokalizuotas labiau mazyjy mikrodaleliy viduje, bet ne ant
membranos.
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4. APTARIMAS

Sio darbo tikslas buvo nustatyti mikrodaleliy kiekio skirtumus
tarp sveiky asmeny (skirtinguose laiko intervaluose) ir pacienty,
kuriems nuo miokardo infarkto yra pragje trys ménesiai. Buvo
nustatytos keturios skirtingos endoteliniy mikrodaleliy grupés ir
rastas rySys tarp Siy daleliy kiekio ir oksidacinj stresa parodancio
veiksnio — malondialdehido koncentracijos kraujo serume. Taip pat
CD62e (e-selektino) ekspresijos ant mikrodaleliy membrany lygis
buvo aukstesnis asmenims, kurie tur¢jo Sirdies ir kraujagysliy rizikos
veiksniy.

MDA  koncentracija buvo susijusi su padidéjusiu
mikrodaleliy kiekiu abiejose sveiky asmeny grupése, bet ne
miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupéje. Taip pat buvo aiskiai
matyti, kad VE-kadherino mikrodaleliy kiekiai skirtingai koreliavo
su aterosklerozés rizikos veiksniais — tai priklaus¢ nuo CD42a
buvimo ant jy membranos. Tos, kurios turéjo CD42a, buvo labiau
susijusios su aterosklerozés rizikos veiksniais, o neturin¢ios CD42a —
su oksidaciniu stresu. Tikétina, kad toks rezultatas buvo gautas dél
$iy mikrodaleliy skirtingy funkcijy organizme, kurios, greiciausiai,
susijusios su §iy mikrodaleliy neSamomis adhezijos molekulémis.

Analizuojant rizikos veiksniy rysj su mikrodaleliy kiekiais ar
ju aktyvacijos lygiu, buvo aiskiai matomas skirtumas tarp endogling
ar VE-kadhering neSanéiy endoteliniy mikrodaleliy. Tai aiSkiai
matoma lyginant DTL-C koncentracijos sgsajas su endoteliniy
mikrodaleliy populiacijy kiekiu ir aktyvacijos lygiu. Skirtingos
studijos rodo, kad padidéjes VE-kadherining ir E-selekting nesanciy
mikrodaleliy kiekis yra siejamas su dislipidemija [5]. Taéiau yra
gaunama ir prieStaraujan¢iy duomeny. Vienoje studijoje buvo
nustatyta, kad endoglino ir VE-kadherino mikrodaleliy kiekiai
nesiskyré sveiky asmeny ir asmeny, sergané¢iy KSL [6].

Mikrodaleliy kiekiai dazniau skyrési tarp pacienty ir
vyresniy sveiky asmeny: VE-kadherino mikrodaleliy daugiau buvo
sveiky asmeny grupéje, o endoglino mikrodaleliy daugiau miokardo
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infarkta patyrusiy asmeny grupéje. Tas pats matyti ir nagrinéjant Siy
populiacijy aktyvacijos lygius. Abu zymenys dalyvauja endotelio
pazaidos ir reparacijos mechanizmuose. VE-kadherinas yra
reikalingas siekiant palaikyti endotelio barjera, taip pat atlieka
lastelés jungties molekulés funkcija [7]. Si molekulé yra aprasoma
kaip tikétinai susijusi su endotelio pazaida [8]. Jos fosforilinimo ir
degradacijos procesai yra glaudziai susij¢ su limfocity ir neutrofily
migracija per endotelio sluoksnj [9]. Endoglino molekulé yra kaip
papildomas transformuojan¢io augimo faktoriaus p (TGFp)
receptorius ir yra reikalinga endotelio aktyvacijos procese [10].
Endoglinas paprastai yra siejamas su sveiku endoteliu ir atvirksciai
koreliuoja su koronarinés aterosklerozés sunkumu [11]. Tikétina, kad
VE-kadherino mikrodalelés labiau susijusios su uzdegimu, o
endoglino — su sveiko endotelio regeneracijos procesais. Reikéty
pazyméti, kad, lygindami jaunesniy sveiky asmeny grupe su
miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupe, tokio skirtumo
nematome, taCiau tikétina, kad tam turéjo jtakos taikomas gydymas.
Statinai yra aprasyti literattiroje kaip galintys mazinti EMD sintezg
[12], taciau yra ir tam prieStaraujanciy rezultaty [13]. Kitas galimas
paaiskinimas yra, kad mikrodaleliy iSskyrimas didéjant amziui
skiriasi dél atsirandanc¢iy pokyciy endotelio sluoksnyje. Taikomas
gydymas galéjo sumazinti pazeidziamg tirty zymeny poveiki
endotelio 1gstelémis ir taip pakeisti endoteliniy mikrodaleliy kiekius
ir tarpusavio santykius. Taciau reikéty nepamirsti rySio su DTL-C
koncentracija, nes didelio tankio lipoproteiny cholesterolis yra
zinomas kaip atliekantis antioksidacing protekcing funkcija [14],
todeél dalis aptariamy mikrodaleliy gali turéti protekcing funkcija.
Taip pat buvo atliktas egzosomy arba mazyjy mikrodaleliy
tyrimas, ta¢iau ] jj buvo jtraukta tik vyresniy sveiky asmeny grupé ir
pacientai. Taip buvo pasielgta nustacius, kad, tiriant didesnes
mikrodaleles, tarp S$iy grupiy buvo rasta rySkesniy skirtumuy.
Vertinant mazyjy mikrodaleliy tyrime gautus duomenis matyti, kad
skirtumai tarp grupiy buvo panasiis j gautus mikrodaleliy tyrime, ir
tai rodo ry$j tarp mazy ir dideliy mikrodaleliy. Egzosomy
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meginiuose buvo nustatytas tioredoksinas, kuris yra Zinomas kaip
antioksidantas [15]. Taip pat buvo nustatytas mazyjy mikrodaleliy
kiekio ir CD9 ekspresijos rySys su malondialdehido koncentracija.
Tai rodo jy dalyvavima oksidacinio streso procese ir véliau
atsirandancioje endotelio pazaidoje.

Apibendrinant rezultatus yra aiSkiai matomas CD62e arba e-
selektino vaidmuo pazeidziant endotelj. Mikrodaleliy, neSanciy $§j
zymenyj, kiekiy skirtumai tarp grupiy, rySiai su aterosklerozés rizikos
faktoriais ar malondialdehido koncentracija aiSkiai rodo, kad yra
svarbu ne tik jvertinti patj mikrodaleliy kiekj, bet ir nustatyti, kokia
ju dalis neSa CD62e. Tai gali buti reikSmingas ankstyvo endotelio
pazeidimo zZymuo.
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5. ISVADOS

1. Sveiky ir serganciy (patyrusiy miokardo infarkta) asmeny kraujyje
buvo rastos Kketurios skirtingos endoteliniy mikrodaleliy
populiacijos:

a) VE-kadherino zymenj turin¢iose mikrodaleliy populiacijose:
1) VE-kadherino mikrodaleliy, neSanciy trombocitinj
zymenj, kiekis buvo didziausias vyresniy sveiky asmeny
grupéje (304,73 = 210,64 mikrodalelés/pul), maziausias
miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupéje (73,29 * 49,23
mikrodalelés/pl).
2) VE-kadherino mikrodaleliy, kurios neneSa trombocitinio
zymens, kiekis buvo didziausias jauny sveiky asmeny
grupéje (322,79 £ 232,15 mikrodalelés/ul), maziausias
vyresniy sveiky asmeny grupéje (173,37 + 426,84
mikrodalelés/pl).

b)PECAM zZymenj turiniy mikrodaleliy kiekis didziausias
vyresniy  sveiky asmeny grupéje (1,94 = 2,62
mikrodalelés/ul), maziausias jauny sveiky asmeny grupéje
(0,63 2,16 mikrodalelés/pl).

c¢) Endoglininiy mikrodaleliy kiekiai buvo gerokai mazesni
sveiky asmeny grupése: maziausi vyresniy sveiky asmeny
grupéje (10,93 + 53,81 mikrodalelés/ul) ir didziausi
miokardo infarkta patyrusiy asmeny grupéje (33,68 + 205,47
mikrodalelés/ul).

d) Trombocitiniy mikrodaleliy kiekiy skirtumy tarp grupiy
nebuvo aptikta.

2. Aktyvacijos lygis (CD62e ekspresija) buvo aukstesnis miokardo
infarkta patyrusiy asmeny grupéje visose endoteliniy
mikrodaleliy populiacijose, i§skyrus VE-kadherino mikrodaleles,
kurios neturéjo trombocitinio Zymens (endoglino mikrodaleliy
populiacijoje (14,8 + 17,6 %), VE-kadherino be trombocitinio
zymens mikrodaleliy populiacijoje (1,8 £ 6 %); VE-kadherino su
trombocitiniu Zymeniu mikrodaleliy populiacijoje (98,9 £+ 5,8
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%). Tai rodo, kad mikrodaleliy kiekiai ir aktyvacijos lygis yra
vienodai svarbds.

3. Egzosomy (mazyjy mikrodaleliy) koncentracija, nustatyta
nanodaleliy sekimo analizés metodu, buvo didesné vyresniy
sveiky asmeny grupéje (7,07*10"/ml £ 3), nei MI patyrusiy
asmeny grupéje (3,1*10"/ml £ 1,9).

4. Malondialdehido koncentracija koreliavo su VE-kadherino
mikrodaleliy (neturin¢iy trombocitinio zymens) kiekiu jauny ir
vyresniy sveiky asmeny grupése, su endoglino mikrodaleliy
kiekiu ir su jy aktyvacijos lygiu — vyresniy sveiky asmeny
grupéje, taip pat su trombocitiniy mikrodaleliy kiekiu vyresniy
sveiky asmeny grupéje. Buvo aptiktas malondialdehido
koncentracijos rySys su mazyjy mikrodaleliy Kkoncentracija
vyresniy sveiky asmeny grupéje, 0 tioredoksino buvo rasta
mazyjy mikrodaleliy méginiuose. Tai rodo ry$i tarp
mikrodaleliy, egzosomy (mazyjy mikrodaleliy) ir oksidacinio
streso.

5. Rysiai su aterosklerozés rizikos faktoriais:

5.1. VE-kadherino be trombocitinio Zymens ir endoglino
mikrodaleliy kiekiai koreliavo su bendro, mazo ir didelio
tankio lipoproteiny cholesterolio koncentracijomis ir
pacienty, ir sveiky asmeny kraujo méginiuose. Endoglino
mikrodaleliy e-selektino ekspresija sveikiems asmenims
buvo susijusi su didelio tankio cholesterolio koncentracija.

5.2. E-selektino ekspresija VE-kadherino mikrodalelése, kurios
neturéjo trombocitinio zymens, buvo susijusi su sistoliniu
kraujosptidziu. Rysiai rodo, kad ligos procese dalyvauja
endotelinés, bet ne trombocitinés mikrodalelés.

36



6. LITERATUROS SARASAS

1.Torun AN, Kulaksizoglu S, Kulaksizoglu M, Pamuk BO,
Isbilen E, Tutuncu NB. Serum total antioxidant status and
lipid peroxidation marker malondialdehyde levels in overt
and subclinical hypothyroidism. Clinical Endocrinology
(Oxf). 2009; 70:469-474.

2.Khoschsorur  GA, Winklhofer-Roob BM, Rabl H et al.
Evaluation of a Sensitive HPLC Method for the
determination of malondialdehyde, and application of the
Method to Different Biological Materials. Chromatographia
2000; 52:181.

3. Mellisho EA, Veldsquez AE, Nufiez MJ, Cabezas JG, Cueto
JA, Fader C et al. Identification and characteristics of
extracellular vesicles from bovine blastocysts produced in
vitro. PLoS ONE. 2017; 12 (5):e0178306.

4. Candé C, Vahsen N, Kouranti I, Schmitt E, Daugas E, Spahr C
et al. AIF and cyclophilin A cooperate in apoptosis-
associated chromatinolysis. Oncogene. 2004; 23 (8):1514—
1521.

5.Hu SS, Zhang HG, Zhang QJ, Xiu RJ. CD144 * EMPs/CD62E
" EMPs: A couple of new biomarkers to monitor endothelial
function in hypertension with hyperlipidemia involved.
International Journal of Cardiology. 2014; 175 (1):203.

6. Berezin AE, Kremzer AA, Berezina TA, Martovitskaya YV.
Pattern of circulating microparticles in chronic heart failure
patients with metabolic syndrome: Relevance to
neurohumoral and inflammatory activation. BBA Clinical.
2015; 4:69-75.

7. Gavard J. Endothelial permeability and VVE-cadherin: A wacky
comradeship. Cell Adhesion & Migration. 2014; 8 (2):158-
164.

37



8.Zhang LZ, Lei S. Changes of junctions of endothelial cells in
coronary sclerosis: A review. Chronic Diseases and
Translational Medicine. 2016; 2 (1):22-26.

9. Turowski P, Martinelli R, Crawford R, Wateridge D,
Papageorgiou A-P, Lampugnani MG et al. Phosphorylation
of vascular endothelial cadherin controls lymphocyte
emigration. Journal of Cell Science. 2008; 121:29-37.

10.Park SY, DiMaio TA, Liu W, Wang S, Sorenson CM,
Sheibani N. Endoglin regulates the activation and quiescence
of endothelium by participating in canonical and non-
canonical TGF-B signaling pathways. Journal of Cell
Science. 2013; 126:1392—-1405.

11. Saita E, Miura K, Suzuki-Sugihara N, Miyata K, Ikemura N,
Ohmori R et al. Plasma soluble endoglin levels are inversely
associated with the severity of coronary atherosclerosis —
brief report. Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular
Biology. 2016; 37:49-52.

12. Tramontano AF, O’Leary J, Black AD, Muniyappa R, Cutaia
MV, El-Sherif N. Statin decreases endothelial microparticle
release from human coronary artery endothelial cells:
Implication for the Rho-kinase pathway. Biochemical and
Biophysical Research Communications. 2004; 320-1:34-38.

13. Badimon L, Suades R, Arderiu G, Pefia E, Chiva-Blanch G,
Padré T. Microvesicles in atherosclerosis and angiogenesis:
From bench to bedside and reverse. Frontiers in
Cardiovascular Medicine. 2017; 4:77.

14. Brites F, Martin M, Guillas |, Kontush A. Antioxidative
activity of high-density lipoprotein (HDL): Mechanistic
insights into potential clinical benefit. BBA Clinical. 2017;
8:66-77.

15. Chettimada S, Lorenz DR, Misra V et al. Exosome markers
associated with immune activation and oxidative stress in
HIV patients on antiretroviral therapy. Scientific Reports.
2018; 8 (1):7227.

38


https://www.ahajournals.org/doi/abs/10.1161/ATVBAHA.116.308494
https://www.ahajournals.org/doi/abs/10.1161/ATVBAHA.116.308494
https://www.ahajournals.org/doi/abs/10.1161/ATVBAHA.116.308494

7. PUBLIKACIJU SARASAS

1. Zékas V, Kuéinskiené ZA. Endotelinés mikrodalelés:
naujas ankstyvosios aterosklerozés zymuo. Laboratoriné medicina.
2016; 18 (2):25-29.

2.Thery C, Kenneth WW, Aikawa E, Alcaraz MJ, Anderson
JD, Andriantsitohaina R, ..., Zékas V et al. Minimal information for
studies of extracellular vesicles 2018 (MISEV2018): A position
statement of the International Society for Extracellular Vesicles and
update of the MISEV2014 guidelines. Journal of Extracellular
Vesicles. 2018; 23; 7 (1):1535750.

3.Zékas V, Matuzevitiené¢ R, Kar¢iauskaité D, Mazeikiené
Kucinskiené ZA. Chronic and oxidative stress association with total
count of endothelial microvesicles in healthy young male plasma.
Advances in Clinical and Experimental Medicine. 2019; 28 (5):683—
692.

4. Z¢ékas V, Matuzeviciené R, Karéiauskaite D, Vitkus D,
Radzevic¢ius M, Janiulioniené A, Linkevic¢itité A, Kutkiené S,
Kucinskiene ZA. Circulating microvesicles association with
oxidative and chronic stress in healthy and coronary artery disease
affected male populations. Laboratoriné medicina. 2019; 21:2
(82):51-55.

39



8.STAZUOTE

Stazuoté Tartu universiteto Technologijos institute, Tartu, Estija
(2018 m. geguzg ir 2019 m. sausj—vasarj). Priéméjas — instituto
direktor¢ dr. Reet Kurg. Stazuotés metu buvo tirtos mazosios
mikrodalelés ir jy rySys su oksidaciniu stresu. Tam buvo taikomi
Western bloto, tékmés citometrijos, nanodaleliy sekimo analizes,
Bradfordo baltymy koncentracijos tyrimo ir ELISA metodai.

40



9. TRUMPOS ZINIOS APIE DISERTANTA

Vardas, pavardé: Vytautas Zékas.

Dabartinés pareigos: Vilniaus universiteto Biomedicinos moksly
instituto Fiziologijos, biochemijos, mikrobiologijos ir laboratorinés
medicinos katedros doktorantas, jaunesnysis mokslo darbuotojas.

Adresas: Santariskiy g. 2, LT-08661 Vilnius.

Elektroninis pastas: vytautas.zekas@mf.vu.lt

AukStasis iSsilavinimas:
2019 m. — doktorantiiros studijos Vilniaus universiteto Biomedicinos
moksly instituto Fiziologijos, biochemijos, mikrobiologijos ir
laboratorinés medicinos katedroje.
2014 m. — rezidenttros studijos Vilniaus universiteto Medicinos
fakultete. Igyta laboratorinés medicinos gydytojo kvalifikacija.
2010 m. — medicinos studijos Vilniaus universiteto Medicinos
fakultete. Suteiktas medicinos magistro laipsnis ir medicinos
gydytojo kvalifikacija.
2004 m. — Varénos r. Merkinés mstl. Vinco Krévés-Mickeviciaus
viduriné mokykla.

Dalyvavimas sajungy ir draugijy veikloje:

Lietuvos laboratorinés medicinos draugija — narys.

Europos aterosklerozés draugija — narys.
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