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Anotacija

Daugeliui neurodegeneraciniy ligy biidingas létinis uzdegimas. Centrinéje nervy sistemoje
uzdegiminius procesus reguliuoja funkciniai audiniy makrofagai, vadinami mikroglija.
Fiziologinémis salygomis mikroglija yra ramybés biisenos, ta¢iau neurouzdegimo
metu ji aktyvuojama ir atlieka kriting funkcija diferencijuodama | uzdegimini M1 arba
antiuzdegimin] M2 imunofenotipa.

Sio darbo tikslas yra istirti kaip pieninio danties pulpos kamieniniy lasteliy (PDPKL) sekretuojamos
ekstralgstelinés vezikulés veikia zmogaus mikroglijos lasteliy uzdegimine aktyvacija in vitro.
Nustatyta, kad Siame darbe naudojamas in vitro poliarizavimo

protokolas padeda efektyviai indukuoti M1 ir M2 imunofenotipg zmogaus mikroglijos Igstelése.
Taip pat identifikuoti potencialtis egzosomy taikiniai zmogaus mikroglijos lastelése. Eksperimento
duomenys rodo, kad PDPKL egzosomos veikia uzdegima (ARG1, iNOS, VEGFA), fagocitozg
(CD11b, TREM2), bei nespecifinj imuninj atsaka (CD14, TLR4) reguliuojanciy geny ir miR-124-
3p bei miR-145-5p raiskg M0, M1 ir M2 zmogaus mikroglijos lastelése. Kitas svarbus rezultatas —
PDPKL sekretuojamos egzosomos skatina mikroglijos lasteliy migracijg ir fagocitinj aktyvuma. Sie
rezultatai suteikia naujy Ziniy apie prieSuzdegiminj ir neuroprotekcinj PDPKL sekretuojamy
egzosomy poveikj ir potencialiai gali biiti panaudoti kuriant naujus neurodegeneraciniy ligy
metodus.

Darbg sudaro SeSios dalys: jvadas, literatliros apZvalga, medZiagos ir metodai, tyrimy
rezultatai ir jy aptarimas, i§vados ir literatliros sarasas.

Darbo apimtis — 54 p., 14 paveiksly, 4 lentelés, 79 bibliografiniai $altiniai.

Prasminiai ZodZziai: mikroglija, ekstralastelinés vezikulés, egzosomos, neurodegeneracija,

neurouzdegimas



Annotation

Acute inflammation is associated with many neurodegenerative diseases. In central nervous system
inflammatory process is regulated by resident tissue macrophages, named microglia. In physiology
conditions microglial cells are ramified, but during neuroinflammation microglia become activated.
During microglial activation cell morphology is changed either to M1, the typically activated

phenotype, or to M2, an alternatively activated phenotype.

The aim of this study is to investigate the exosomes effect on the activation of human microglial
cells. Exosomes were obtained from the stem cells derived from the dental pulp of human exfoliated
deciduous teeth (SHEDSs). During this study effective in vitro polarization of human microglial cells
into M1 and M2 states was established. In addition, potential targets of exosomes in human
microglial cells were identified. Obtained results indicate that exosomes affect expression of genes
involved in the regulation of inflammatory response (ARG1, iNOS, VEGFA), phagocytosis
(CD11b, TREMZ2) and also unspecific immune response (CD14, TLR4). Moreover, exosomes
significantly affected expression of miR-124-3p and miR-145-5p in M0, M1 and M2 microglial
cells. Another important finding of this study was that exosomes activate migration and phagocytic
activity of human microglial cells. In conclusion, it demonstrates that exosomes derived from
SHEDs can act as potent immunomodulators of human microglial cells. Herein, successful
implementation of this project provides knowledge about neuroprotective and anti-inflammatory
properties of exosomes which might be helpful for the development of new therapeutic strategies

against neurodegenerative disorders.

Structure: introduction, literature review, materials and methods, results and discussion,
conclusions and references.

Thesis consist of: 54 p. text without appendixes, 14 pictures, 4 table, 79 bibliographical
entries.

Keywords: microglia, extracellular vesicles, exosomes, neurodegeneration, neuroinflammation



TURINYS

PAVEIKSLAI TR LENTELES .......cooooviiiiiieteeees ettt enes s enenas s asn s 6
SANTRUMPOS ...t b et s a e e e e b e e e e e nneeanneenneas 7
IV A A S et E e e e e e re e 10
1. LITERATUROS APZVALGA ........oovvviiiiieieieiesseissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesans 12
1.1. Centriné nervy sistema ir MIKIOZIija .......cccovriiiiiiiiiieiicec e 12
1.2. Neurodegeneracings ligos it UZAEZIMAS..........ceerirriiieriiiiiiieie e 14
1.3. Uzdegiminé mikroglijos aktyVacija ......ccccvuuririiiiiiieiiiie e 15
1.4. Mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy prieSuzdegimings SavVybeEs ........ccovvvviiveriiieeiiiieeiinennns 17
1.5. Ekstralgstelin€s VeZIKUIES .........c.ccoveiiiiiiiiiiicie e 18
1.6. Egzosomy neuroprotekCinis POVEIKIS ......veviriiiiiiiiiieiiccseese e 24
2. MEDZIAGOS IR METODAL ........oiiviiiiimiiiiiiesiisessssssssssssssssss s 26
2.1. MedZiagOos 1T QPATATTIIA. .....eeuveiueeieeeisieesteese e bttt et b et e e b e e b e e e e e bt e s nbeesneenens 26
B T R I ] 1) PP RPPR 26
2.1.2. MNEAZIAZOS ...veenveeiiieetie ettt ettt b et r e n e be e et n e nnn e 26
B T TN o 1 111 - HO PSPPSR 27
2.2, MBLOTAN ... 28
2.2.1. Mikroglijos lasteliy kultivavimas ir aktyvacija.........cccooveriiiiieniieiiie e 28
2.2.2. Zmogaus pieninio danties pulpos lasteliy i§skyrimas ir kultivavimas..............c..cc.oo.... 29
2.2.3. Zmogaus nerviniy kamieniniy lasteliy ReNcell VM kultivavimas ir apoptotiniy kiineliy
[0 L= L= \VZ T T PSSP 30
2.2.4. Egzosomy iSskyrimas diferencinio ultracentrifugavimo metodu i§ PDPKL ................ 31
2.2.5. EZZ0SOMUY AOZAVIIMAS.......cciviiiiiiiiiiieiiiie ittt 31
2.2.6. Mikroglijos lasteliy inkubacija su €2ZOSOMOMIS .........ccuvrviiieiriiieiieii e 31
2.2.7. Nanodalelig analizZe..........ccooouiiiieiiiiiieiie e 31
2.2.8. Mikroglijos migracijos tYriMaS........c.cccverueiiiieeiieiee e esreeee s se e sre e nas 32
2.3.9. Mikroglijos fagocitinis aktyVUMAS ...........cccueiieiieiieireie e 32
2.2.10. RNR ISSKYTIMAS ..ouviiiiiiiiiiieii e 32
2.2.11. Kopijinés DNR sintezé ir tikro 1aiKo PGR.........cccooiiiiiiiiiiceee s 33
2.2.13. Baltymy iSskyrimas 18 mikroglijos 1asteliy .........cccocvriiiiiiiiii 35
2.2 14, EIGKLIOTOTEZE ...ttt ettt 35
2.2.15. Baltymy pernesimas ant membranos ir imuniné baltymy analizé ...............ccccueeneee. 36
2.2.16. StatiSting @NALIZE ........ooiiuvieiiiieiiie s 36
3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS ... ..ottt s 37



3.1. Mikroglijos uzdegiming aktyVacija ........ccccoviiiiiiiiiiiiiiiii e 37

3.2. Ekstralgsteliniy vezikuliy iSskyrimas 1§ zmogaus pieninio danties pulpos MKL

S80S wF 1721011 ) SRR 39
3.3. Ekstralasteliniy vezikuliy poveikis mikroglijos geny ir mikroRNR ekspresijai.................. 40
3.4. EV poveikis JAK/STAT signaliniam keliui Zzmogaus mikroglijos lgstelése ..............co....... 42
3.5. Ekstralgsteliniy vezikuliy poveikis mikroglijos lasteliy migracijai ir fagocitiniam
BKEYVUIMIUT .ot b bbbt bbbt e et b bt 44
A ISVADOS ..ot 48
LITERATUROS SARASAS .......ooooioiieieeeee e ees s sseasass st 49



PAVEIKSLAI IR LENTELES

pav. Mikroglijos morfologija;
pav. Mikroglijos aktyvacija: M1 ir M2;
pav. Egzosomy susidarymas ir sekrecija;

pav. Antigeng pateikiancios lastelés egzosomos sudétis;

aa ~r W N -

pav. Geny raiSka ramybés buisenos (kontrolinése) ir poliarizuotose M1 ir M2 mikroglijos

lastelése;

6 pav. MiRNR raiska ramybés busenos (kontrolinése) ir poliarizuotose M1 ir M2 mikroglijos
lastelése;

7 pav. Is PDPKL isskirty egzosomy NTA analizé;

8 pav. Ramybés biisenos mikroglijos (kontrolings) ir ramybésmikroglijos mikroglijos lasteliy
veikty egzosomomis kokybinis migracijos jvertinimas;

9 pav. Ramybés biisenos mikroglijos (kontrolinés) ir ramybés biisenos mikroglijos lasteliy veikty
egzosomomis kiekybinis migracijos jvertinimas;

10 pav. Zmogaus mikroglijos lasteliy fagocitinio aktyvumo tyrimas;

11 pav. AK fagocitavusiy lasteliy kiekis procentais;

12 pav. Egzosomy poveikis geny raiskai M0, M1 ir M2 mikroglijos Iastelése;

13 pav. Egzosomy poveikis miRNR raiskai M0, M1 ir M2 mikroglijos Iastelése;

14 pav. Imunobloto JAK/STAT signalinio kelio analizé mikroglijos lastelése veiktose
egzosomomis;

1 lentelé. Ekstralgsteliniy vezikuliy klasifikacija ;

2 lentelé. TL-PGR pradmeny sekos;

3 lentelé. Tirty miRNR sarasas;

4 lentelé. Naudojami antikiinai.



SANTRUMPOS

AK — apoptotiniai kiineliai (angl. apoptotic bodies)

AL — Alzheimerio liga

ALS — amiotrofiné lateraliné sklerozé

AP-1 — aktyvuojantis baltymas 1 (angl. activator protein 1)
Arg-1 — arginaze 1

ATP — adenozintrifosfatas

AP — beta amiloidas

CD - diferenciacijos Klasteris (angl. cluster of differentiation)
CNS — centriné nervy sistema

COX-2 — ciklooksigenazé 2 (angl. cyclooxygenase 2)

CSF — cerebrospinalinis skystis (angl. cerebrospinal fluid)

DAMP — su pazeidimu susijusios molekulinés strukttiros (angl. damage associated molecular
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ESCRT - transportui biitinas endosominio sortingo kompleksas (angl. endosomal sorting
complexes required for transport)
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INFyR - interferono gama receptorius
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IVADAS

Alzheimerio liga, Parkinsono liga ir amiotrofiné lateralin¢ sklerozé yra dazniausios
neurodegeneracinés ligos, pasireiSkiancios senyvo amziaus zmonéms. Jos pasizymi laipsniska
nerviniy lgsteliy ztutimi ir kognityviniy funkcijy pablogéjimu. Pagrindinis veiksnys, inicijuojantis
neurodegeneracinius susirgimus yra netipiSky baltymy sankaupos centrinéje nervy sistemoje
(CNS), o ligos progresavimg itin paskatina daugel] neurodegeneraciniy ligy lydintis létinis

uzdegimas.

CNS uzdegiminius procesus reguliuoja funkciniai audiniy makrofagai, vadinami mikroglija.
Fiziologinémis salygomis mikroglija yra ramybeés biisenos, taiau neurouzdegimo metu ji
aktyvuojama ir atlicka kriting funkcija, diferencijuodama j uzdegiminj M1 fenotipg arba |
antiuzdegiminj M2 fenotipa. Neurodegeneracines ligas sukeliantys veiksniai aktyvuoja
mikroglijos lasteles ir paskatina NF-kB signalinj kelig?, kuris lemia uzdegiminiy citokiny raiska.
Uzdegiminiai citokinai paraleliai aktyvuoja dar daugiau mikroglijos Iagsteliy. Tokiu budu
uzdegimas tampa ilgalaikis procesas, lemiantis neurodegeneraciniy ligy progresavima. Siekiant
sulétinti neurodegeneraciniy ligy vystymasi ar palengvinti jy simptomus, svarbus uzdavinys yra

kurti terapines priemones, nukreiptas prie§ uzdegiming mikroglijos aktyvacija.

Mezenchiminés kamieninés lastelés (MKL) yra daugiagaliu diferenciacijos potencialu
pasiZzymincios lastelés iSskiriamos 1§ postnataliniy audiniy. Daugiau nei dvideSimtmet] jos
naudojamos kaip uzdegima slopinantys agentai®. Danties audiniy MKL kaip ir nervinés lastelés
yra neuroektoderminés kilmés, todél manoma, kad jos galéty biiti s€ékmingai naudojamos
neuprotekciniams tikslams*. MKL terapinis poveikis daugiausia pasiekiamas per sekretuojamus
veiksnius: uzdegimg mazinancius citokinus, augimo ir diferenciacijos veiksnius, taip pat per

sekrecines piisleles vadinamas ekstralgstelinémis vezikulémis (EV).

EV yra lgsteliy sekretuojami nanometry (nm) dydZio citoplazmos fragmentai apgaubti
fosfolipidinés membranos bisluoksniu®. EV skirstomos j endosominiame kelyje susidaranéias
egzosomas, tiesioginiai nuo plazminés lagstelés membranos atsiskiriancias mikrovezikules ir
apoptotinius kiinelius. Egzosomos yra svarbios tarplastelinei komunikacijai —jos i$ lastelés j lastele
gali pernesti baltymus, jvairiy tipy RNR ir kitas molekules. Egzosomos yra 50—100 nm dydzio ir
gali pereiti hematoencefalinj barjera®, todél neurodegeneracinéms ligoms gydyti jos gali biiti

lengvai pritaikytos in vivo, nenaudojant invaziniy priemoniy.
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Egzosomy iSskirty i§ neurogeninémis savybémis pasizymin¢iy danties audiniy MKL,
neuroprotekcinis poveikis in vitro jau jrodytas®, tadiau neutroprotekcing funkcija lemiantis
mechanizmas néra pakankamai nagrinétas. Aktyvuotos mikroglijos Igsteliy linijos gali buti
pritaikytos iSsamesniems tyrimams, kurie paaiSkinty, kokiu biidu egzosomos gali slopinti

neurodegeneraciniy ligy sukelta uzdegima.

Sio darbo tikslas — istirti ekstralgsteliniy vezikuliy poveikj Zmogaus mikroglijos funkciniam
aktyvumui ir uzdegiminei aktyvacijai.

Tikslui pasiekti iSkelti Sie uzdaviniai:
1. Vykdyti zmogaus mikroglijos lasteliy uzdegiming aktyvacija in vitro;

2. Isskirti ekstralgstelines vezikules (EV) i§ Zmogaus pieninio danties pulpos kamieniniy lasteliy
(PDPKL);

3. Nustatyti, kaip EV veikia uzdegiminj atsakg reguliuojan¢iy geny ir mikroRNR ekspresija
zmogaus mikroglijos lastelése;

4. Ivertinti, kaip EV veikia JAK/STAT signalinj kelig Zmogaus mikroglijos lastelése;

5. Ivertinti EV poveikj Zmogaus mikroglijos Igsteliy migracijai ir fagocitiniam aktyvumui.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Centriné nervy sistema ir mikroglija

Centrin¢je nervy sistemoje (CNS), sudarytoje i§ galvos ir stuburo smegeny, yra du
pagrindiniai lgsteliy tipai — neuronai ir glija. Elektrinj potencialg generuojantys neuronai
smegenyse pasiskirste netolygiai ir sudaro ~10 procenty visy lasteliy’. Likusia dalj sudaro glija,
skirstoma ] oligodendrocitus, astrocitus, ependimocitus (kartu vadinamus makroglija) ir
mikroglija. Astrocitai yra hematoencefalinio barjero tarpininkai®. Jie ne tik perduoda neuronams
maistines medziagas, reguliuoja metabolinius procesus, taciau yra svarbis ir sinapsiy susidarymo
eigoje bei neurotransmiteriy recirkuliacijai. Oligodendrocitai gamina mieling, i§ kurio sudarytas
dangalas izoliuoja neurony aksonus bei uztikrina greitg ir sklandy veikimo potencialo sklidima®.
Ependimocitai sudaro ependima — plong epitelio sluoksnj tarp smegeny parenchimos ir skilveliy
(du Soniniai smegeny skilveliai, treciasis ir ketvirtasis skilvelis), uzpildyty cerebrospinaliniu

skys¢iu (CSF, angl. cerebrospinal fluid). Pagrindiné ependimocity funkcija — CSF apykaita®.

Mikroglija yra tik CNS biuidinga imuninés sistemos dalis ir smegenyse atlieka vietiniy
makrofagy funkcija. Tai vienintelis CNS lasteliy tipas kildinamas i§ mieloidiniy pirmtaky.
Mikroglija yra mezoderminés kilmés vienbranduolés lastelés, kurios aptinkamos trynio maiselyje
jau 4-5-3 zmogaus embriono vystymosi savaite. Jgavusios ameboiding i§vaizda, 1astelés migruoja
1 smegenis ir yra vadinamos mikrogliocitais. Mikrogliocitai yra itin svarbiis embriono smegeny
vystymosi laikotarpiu, nes atlieka svarbig funkcija pasalindami nereikalingus aksonus!!. Po

gimimo ameboidiné mikroglija diferencijuoja j ramybés biisenos mikroglija*?.

Suaugusio Zmogaus smegenyse, priklausomai nuo vietos, mikroglija sudaro iki 16 procenty
visy CNS esanéiy Igsteliy®®. Visos subrendusios mikroglijos lgstelés pasizymi transmembraninio
baltymo 119 raiska'®. Reaguodamos j jvairius aplinkos signalus, mikroglijos Igstelés jgauna savitg

i$vaizda ir funkcijas. Pagal jos skirstomos j ramybés ir aktyvios biisenos mikroglija (1 pav)™.
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Ramybés buasenos mikroglija

o
b
¥

Aktyvios basenos mikroglija

1 pav. Mikroglijos morfologija'®

Fiziologinémis salygomis mikroglija yra ramybeés biisenos. Ji turi sferinj kiing, daug Sakoty
ataugy’® ir pasizymi pavirSiaus Zymens CDI11b raiska. Kiekviena ramybés stadijoje esanti
mikroglijos lasteleé turi apibrézta teritorija, kurioje ji periodiskai juda iSplésdama ir sutraukdama
savo ataugas keliy sekundZiy ar minuéiy intervalais'’. Didelis pavirsiaus plotas leidZia lastelei
sgveikauti su neuronais, kitomis glijos lastelémis bei greitai reaguoti ; mikroaplinkos pakitimus.
Ramybés busenos mikroglija sekretuoja neurotrofines molekules ir Salina metabolitus bei toksiskus
veiksnius, kuriuos i$skiria pazeisti neuronai'®. Bet kokie patogenai ir smegeny pazeidimo signalai

gali paskatinti ramybés biisenos mikroglijg pereiti ] aktyvios biisenos mikroglija.

Po smegeny paZeidimo arba patogeno patekimo ramybés blisenos mikroglija pradeda
spar¢iai daugintis ir tampa aktyviais smegeny makrofagais — tai vadinama aktyvia mikroglijos
biisena. Aktyvi mikroglija yra ameboidinés formos, turi daug lizosomy bei fagosomy. Tokia
morfologija ir sudétis leidZia mikroglijai migruoti j pazeidimo vieta ir fagocituoti Zuvusias lgsteles
bei jy nuolauzas. Aktyvi mikroglija savo pavirSiuje turi pagrindinj audiniy suderinamumo II klasés
kompleksa (MHC 11, angl. major histocompatibility complex class Il ), taip pat kitas, antigeno
pristatymui svarbias molekules: kostimuliacinj baltymg B7 ir CD40 bei ICAM-1. Po pazeidimo,

per 2-3 dienas mikroglija pasiekia aktyvacijos pika, taciau jei zalingi veiksniai néra paSalinami, ji
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iSlieka aktyvi. Ilgg laika aktyvioje blisenoje esanti mikroglija tampa hiperaktyvi ir palaiko létinj

uzdegima, kuris siejamas su daugeliu neurodegeneraciniy ligy®®.

1.2.Neurodegeneracinés ligos ir uzdegimas

Neurodegeneracija apibiidinama kaip laipsniSkas neurony netekimas ir jy funkcijy
pablogéjimas. Alzheimerio liga (AL), Parkinsono liga (PL), amiotrofiné lateraliné sklerozé (ALS)
yra neurodegeneraciniai susirgimai, turintys skirtingg patogeneze, taciau visy jy metu smegenyse

vyksta létinis neurouzdegimas?.

AL yra vienas labiausiai paplitusiy su amziumi susijusiy susirgimy. Industrinése Salyse Sia
liga serga apie 7 procentus Zzmoniy, kuriems yra vir§ 65 mety ir apie 40 procenty — kuriems vir§ 80
mety. AL pasireiSkia atminties praradimu, kognityviniy funkcijy blogéjimu, elgesio ir
neuropsichiatriniais sutrikimais. AL patofiziologiniai pozymiai yra netirpaus beta amiloido (Af)
agregaty, vadinamy senatvinémis plokstelémis, susikaupimas tarplastelingje ertméje ir
vidulgsteliniai neurofibriliniai  raizginiai (angl. neurofibrillary tangles), sudaryti i§

hiperfosforilinto tau baltymo?L.

PL yra kitas labiausiai paplites senatvinis susirgimas po AL. PL serga apie 2 procentus
7moniy, priklausanéiy amziaus grupei vir§ 60 mety. Sios ligos simptomai labiausiai susije su
motoriniais sutrikimais: bradikinezija (Iétais judesiais), tremoru (drebéjimu), rigidiSkumu
(raumeny sukaustymu), posturaliniu nestabilumu (pusiausvyros sutrikimu) ir greta
pasireiskianciais pozymiais: depresija, nerimu, kognityviniais ir miego sutrikimais. Molekuliniame
lygmenyje PL simtomai, panasSiai kaip ir AL atveju, yra susij¢ su organizmui nebiidingy baltymy
sankaupomis. Neteisingai susilankstes baltymas a-sinukleinas sudaro vadinamuosius Levi
kiinelius, kurie kaupiasi dopaminerginiy neurony aksonuose ir lemia jy Ziitj?2. Po neurony Ziities

a-sinukleino dariniai patenka j tarplasteliné ertme.

ALS yra viena labiausiai paplitusiy ligy paZeidZianc¢iy motorinius neuronus. Rizika susirgti
Sia liga yra 1/600-1/2000. Paprastai ALS pasireiSkia apie 55 metus ir paZzeidZia motorinius
smegeny kamieno, stuburo smegeny ir smegeny Zievés neuronus. Pagrindiniai ligos simptomai yra
hiperrefleksija, spazmai, raumeny fascikuliacija (raumeniniy skaiduly pluostelio susitraukimai) ir
silpnumas. Po pirmyjy poZzymiy pasireiskimo pacientai iSgyvena apie 2-5 metus®. ALS
patofiziologinis poZymis yra ubikvitilinty baltymy intarpai motoriniy neurony citoplazmoje?*. Sie

intarpai skirstomi j hialinius (skaidrius baltyminius) Levi tipo ir raizginio tipo (angl. strein-like)
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kiinelius. Ubikvitilinti intarpai sukelia neurony ziitj ir stipry uzdegiminj atsakg. Apie 10 procenty

ALS susirgimy yra paveldimi. Juos sieja keliy geny mutacijos: SOD-1, TARDBP ir FUS/TLSZ,

Neurodegeneraciniai susirgimai, daugiausia kyla dél organizmui nebudingy baltymy
agregaty (AP sankaupos AL, a-sinukleino dariniai — PL, ubikvitilinty baltymy intarpai — ALS
atveju) ir yra vadinami proteinomatijomis?. Neteisingos tretinés struktiiros baltymus eukariotinése
lastelése sunaikina proteosomos nuo ubikvitino priklausomu keliu arba lizosomos autofagijos
biidu. Sutrikes baltymy degradacijos mechanizmas lemia toksisky baltymy kaupimasi, kas sukelia

neurony zit] ir mikroglijos hiperaktyvacijg.

Uz imunin;j atsakg atskingos mikroglijos lastelés AL, PL ir ALS pazeistose smegenyse yra
aktyvuojamos dviem keliais: dél tiesioginés saveikos su toksiSkais baltymy agregatais arba dél
zustan¢iy neurony sekretuojamy molekuliy. Aktyvuota mikroglija pasizymi padidéjusia
uzdegiminiy citokiny bei chemokiny raiska, kurie aktyvuoja dar daugiau imuniniy lasteliy ir lemia

ilgalaikj uzdegima.

1.3.UZdegiminé mikroglijos aktyvacija

Uzdegimas yra grieztai reguliuojamas biologinis procesas, kurio tikslas — naikinti
organizmui Zzalingus veiksnius. Imuninés reakcijos inicijuojamos per molekulines struktiiras
atpaZjstancius receptorius (PRR, angl. pattern recognition receptor), kuriy ekspresija budinga
daugeliui lasteliy, taciau daugiausiai jy turi imuninés lgstelés, taip pat mikroglija. Po mikroglijos
PRR saveikos su patogeninés kilmés (PAMP, angl. patogen associated molecular pattern) arba
endogenines kilmés (DAMP, angl. damage associated molecular pattern) molekulémis yra

sukeliamas jgimtas, tadiau ne specifinis imuninis atsakas®.

Vienas pagrindiniy PRR yra toll-like receptoriai (TLR). TLR atpaZjsta jvairias PAMP,
pavyzdziui, TLR4 sgveikauja su bakterijy sienelés komponentu lipopolisacharidu (LPS), o TLR3
— virusine dvigubos spiralés RNR?'. Prie§ tai aptartos PL atveju, mikroglijos imuniné reakcija

sukeliama a-sinukleinui susijungus su TLR2.

Kiti zinomi PRR — purinerginiai receptoriai ir receptoriai surinkéjai (angl. scavenger
receptor), kurie saveikauja su DAMP. Purinerginiai receptoriai jungiasi adenozintrifosfatu (ATP),

kuris patenka j tarplasteling ertme po lasteliy Ziities, trauminio pazeidimo ar isemijos?. Receptoriai
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surinkéjai sgveikauja su jvairiais endogeninés kilmés ligandais: oksiduotais baltymais, lipidais,

apoptotinémis lastelémis?®.

Ligando saveika su PRR aktyvuoja signalo perdavimo kelius, kurie reguliuoja skirtingus
transkripcinius ir potranskripcinius procesus. Pavyzdziui, TLR sgveikauja su signalo perdavimo
adaptoriais MyD88 ir TRIF, kurie toliau jungiasi su IkB inhibitoriaus ir MAP kinazémis.
Pastarosios kontroliuoja transkripcijos veiksnius, kurie yra NFkB, AP-1 ir IRF $eimos nariai. Sie

veiksniai reguliuoja su uzdegimu susijusiy geny raiska?.

Kad imuninis atsakas biity efektyvus, j uzdegimo vietg turi biti pritraukta daugiau imuniniy
lasteliy. Tai pasiekiama per padidéjusig citokiny, pavyzdziui, naviko nekrozés veiksnio alfa
(TNFa, angl. tumor necrosis factor alfa) interleukino 1 beta (IL-1B) ir chemokiny, pavyzdziui,
MCP-1 geno transkripcija. Papildomai stimuliuojami genai, kurie susij¢ su antimikrobinj

aktyvuma turinéiy baltymy ekspresija, pavyzdziui iNOS ir ROS®,

Priklausomai nuo smegeny pazeidimo pobiidzio ir stadijos, galimi du mikroglijos aktyvacijos
keliai — vadinamoji klasikiné aktyvacija (mikroglija jgauna M1 fenotipg) ir alternatyvioji
aktyvacija (mikroglija jgauna M2 fenotipg). Pirmuoju atveju mikroglija skatina uzdegiminius
procesus, tuo tarpu M2 mikroglija pasiZymi prieSuzdegimine ir atstatomaja funkcija. Toliau
aprasomas mikroglijos aktyvacijos mechanizmas standartinémis salygomis, kurios gali biiti

sudaromos mikroglijos lasteliy kultiiroje in vitro (2 pav).

M1 M2

M(LPS, IFN -y, LPS +IFN -vy) M(IL-4, IL-13) M(IL-10)

110

JAK1 | JAK3

\

STAT 6

A\CFA\CFAN

e® L0 123 .: IL4  IL-1RA 0.. IL-10

® L1 cox2 IL-10 IL-6 TGF- B

@® TNF-a CCL2 ® 13 Fzz1 ® iz
IL-6 CCL20 YM-1  PPAR.y PPAR-y
IL-12 CCR2

2 pav. Mikroglijos aktyvacija: M1 ir M2?
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M1 aktyvacijos metu LPS ir interfernonas gama (INFy) atitinkamai stimuliuoja TLR4, INFy
receptoriy 1 (INFyR1) ir INFyR2. LPS susijunges su TLR4 pradeda NF-kB signalinj kelig bei
aktyvuoja transkripcijos veiksnius NF-kB, o INFy susijunges su INFyR pradeda JAK/STAT
signalinj kelig ir aktyvuoja trankskripcijos veiksnj STATI1. Klasikinés mikroglijos aktyvacijos
atveju padidéja pavirSiaus zymeny CD86, CD40, MARCO ir MHC II raiska. ISauga ROS ir RNS
produkcija. Taip pat padidéja uzdegiminiy citokiny (IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-12, 1L-23),
chemokiny (CCL2, CCL20, CCR2) sekrecija ir COX-2 raika®.

IL4 susijungus su IL-4R arba IL-10 — su IL-10R, mikroglija jgyja M2 fenotipo pozymius.
Pirmu atveju aktyvuojamas STAT3, o antruoju — STAT6 transkripcijos veiksnius. STAT3 ir

STATG6 transkripcijos veiksniai lemia prieSuzdegiminj atsaka. Tokios mikroglijos lastelés
pasizymi padidéjusiu arginazés 1(Arg-1) kiekiu, manozés receptoriy (CD206) ekspresija bei
priesuzdegiminiy veiksniy (IL-4, IL-6, IL-10, IL-10R2), FIZZ1 ir PPARy produkcija®.

1.4.Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy prieSuzZdegiminés savybés

2006 metais Tarptautiné lasteliy terapijos asociacija apibendrino mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy (MKL) pozymius ir pagal juos sukiiré minimaliy reikalavimy sarasa®, kurj sudaré trys
kriterijai, butini MKL atpaZinimui: adhezija (lipimas) prie plastiko, savity pavirSiaus antigeny (Ag)

raiska, daugiagalis diferenciacijos potencialas.

MKL turi lipti prie plastiko jprastomis auginimo salygomis naudojant audiniy kulttiros
flakonus. Taip pat > 95 % MKL populiacijos privalo turéti CD105, CD73 bei CD90 pavirSiaus Ag
ir tuo paciu stokoti CD45, CD34, CD14 ar CD11b, CD79a ar CD19 ir MHC II Ag (tik < 2% visy
MKL turi S§iuos Ag). MKL turi diferencijuoti osteogenine, chondrogenine ir adipogenine kryptimi

taikant jprastas diferenciacijos in vitro salygas®.,

MKL randamos mazais kiekiais (apie 0,001-0,01 % visy Iasteliy) tarp diferenciavusiy Igsteliy
jvairiuose audiniuose: kauly ¢iulpuose, riebaliniame audinyje, odoje, viksteléje, danties audiniuose
it kt. Jy telkimosi vieta audinyje vadinama niSa, kuri susideda i§ apink MKL esanciy kity
nekamieniniy lasteliy, ekstralgstelinio matrikso ir sekreciniy veiksniy. Nisa sudaro palankias

salygas MKL dauginimuisi ir atsinaujinimui®?.
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1998 metais buvo pastebéta, kad MKL gali slopinti imunines reakcijas. Nuo to laiko
bandoma MKL naudoti uzdegimo slopinimui. MKL uzdegima reguliuoja dvejopai: tarplastelinés
sgveikos ir parakrininiu btidais. Pagrindiniai jy yra IL-6, transformuojantis augimo veiksnys beta
(TGF-B), prostaglandinas E2, HGF, triptofano katabolinis fermentas IDO, stromos lgsteliy
veiksnys 1, iNOS, NO bei epidermio, fibroblasty, vaskuliarinio endotelio, insulino ir trombocity
augimo veiksniai. Sie veiksniai veikdami kartu gali sumazinti uzdegiminj atsaka ir skatinti

progenitoriniy lgsteliy dauginimgsi ir diferenciacija pazeistame audinyje®.

Danties audiniai formuojasi i§ neuroektodermos, todél i$ Sio audinio iSskirtos MKL pasizymi
neurogeninémis savybémis. Manoma, kad Sios lgstelés gali buti sékmingai panaudotos jvairiy
neurologiniy bikliy gydymui. Danty audiniuose randamas keliy tipy MKL: danty pulpos
kamieninés lastelés (DPKL), zmogaus pieninio danties KL (PDPKL), periodonto rais¢io KL,
apikalinés papilos KL ir danty folikulo Igsteliy pirmtakai®,

PDPKL turi didesnj proliferacijos potencialg lyginant su kitomis danties audiniy KL*, nes
yra i$skiriamos 1§ vaiky nenuolatiniy, pieniniy danty pulpos. Jos sudaro iki 1 procento visy danty
pulpos lasteliy®*. PDPKL pasizymi c-kit, STRO-1, CD146 ir 3G5 raiska. Joms taip pat biidingi kai
kuriy nerviniy Zymeny raiska, pavyzdziui, nestino ir beta IlI-tubulino. PDPKL Igstelés
nesudétingai dauginamos in vitro, yra labai plastiskos, daugiagalés ir gali diferencijuoti j neuronus,

glijos lasteles, adipocitus ir chondrocitus®*.

MKL terapija in vivo daugeliu atvejy buvo sékminga, taciau iSlieka tam tikra rizika,
pavyzdziui, imuninés reakcijos>®. Dél §ios priezasties vis daugiau tyrimy atliekama su sekreciniai

MKL veiksniais.

1.5.Ekstralastelinés vezikulés

Visy gyvosios gamtos domeny — archéjy, bakterijy ir eukarioty — organizmai sekretuoja
nanometry dydZzio piisleles, vadinamas ekstralastelinémis vezikulémis (EV). Jos apibiidinamos
kaip lastelinés kilmés sferoidiniai citoplazmos fragmentai, apgaubti fosfolipidinés membranos
bisluoksniu. EV gali buti klasifikuojamos pagal dydj, kilme¢ ir funkcijas. Skiriami trys visoms

lasteléms biidingi EV tipai °: mikrovezikulés, egzosomos ir apoptotiniai kiineliai (1 lentelé).
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Mikrovezikulés — tai nereguliarios formos EV, tiesiogiai atsiskirianios nuo lastelés
plazminés membranos (PM)%. Mikrovezikulé pradeda formuotis, kai fosfolipidas fosfatidilserinas
(FS) i§ vidinio PM sluoksnio patenka j i$orinj. Sioje vietoje PM praranda rysius su citoskeleto
baltymais ir i§linksta iSorés link sudarydama sferinj iSsiki§ima. Mikrovezikulé nuo lgstelés atsikiria

dél aktino-miozino susitraukimo puslelés kaklelio vietoje ir patenka j ektralasteline ertme®” %,

Mikrovezikulés yra praturtintos metaloproteinazémis 2, integrinais ir selektinais®

1 lentelé. Ekstralasteliniy vezikuliy klasifikacija

Rasis Dydis Tankis Kilmé Sandara
Mikrovezikulés | 100-1000 nm | 1.18-1.19 g/mL IS plazminés Aktinas, tubulinas, B1
membranos integrinas, VAMP3*,
pumpuravimosi budu miRNR*
Egzosomos 50-100 nm 1.13-1.19 g/mL I8 daugiavezikulinio Siluminio $oko baltymai,
kiinelio egzocitozés aktinas, tubulinas, MHC
biudu molekulés*, tetraspaninali

(CD63, CD81, CD82,
CDY), miRNR, mMRNR*

Apoptotiniai 1000-5000 nm | 1.16-1.28 g/mL I§ plazminés Aneksinas V, C3b*,
kiineliai membranos lastelei thrombospondinas, jvairis
apoptuojant lastelés komponentai

*VAMP3, vezikuléms budingas membraninis baltymas 3; miRNR, mazoji RNR; mRNR, informaciné RNR, MHC
molekulés, didziojo audiniy suderinamumo komplekso molekulés; C3b, komplemento baltymas 3b; Gag, grupei
budingi antigenai

Mazos vezikulés, susidarancios apoptuojant lastelei priskiriamos apoptotiniams kiineliams
(AK). Lastelei Ziistant programuota mirtimi, branduolio DNR sutriikingja ir kondensuojasi, pati
Iastelé ir jos organelés susitraukia, i§yra citoskeleto tinklas®. Visus minétus procesus daugiausia
inicijuoja kaspazé-3, kuri yra svarbiausias veiksnys ir Iastelés turinio reorganizacijai j AK*!. Savo
pavirSiuje AK turi molekules, kurias atpazjsta fagocituojancCios Igstelés: makrofagai,
parenchiminés ir neoplastinés Igstelés*®®. Pagrindiniai AK pavirsiaus Zymenys yra FS, aneksinas V,
trombospondinas, komplemento baltymu 3b, tuo tarpu viduje randamos organelés, DNR ir

histonaie.
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Egzosomas pirma kartg 1983 metais lygiagrecCiai atrado dvi nepriklausomos tyréjy grupés.
Ta pacig savaite pasirode straipsniai skelbé, jog ~50 nm pislelés atsiskiria nuo brestanciy
retikulocity paSalindamos lgstelei nereikalingus transferino receptorius®?. Tik po keleriy mety

naujai identifikuotas pisleles, Rose Johnstone pavadino egzosomomis.

Egzosomy biogenezé prasideda endocitoze, kurios metu jlinkstantis PM segmentas formuoja
vidulasteling puslele — ankstyvaja endosoma, pripildyta ekstralgstelinio skys¢io. Ankstyvoji
endosoma yra orientuota netoli Igstelés membranos ir gali biiti arba nukreipta atgal bei su ja
susilieti, arba vystytis j vélyvaja endosoma, dar vadinamg daugiavezikuliniu kiineliu (DVB)*®.
DVB sudaro vélyvosios endosomos lipidinis bisluoksnis ir nuo jo j vidy atsipumpuravusios

membraninés piislelés, zinomos kaip intraluminés vezikulés (ILV)*. ILV gaubia lgstelés citozolio

fragmentus kartu su jame tarpstanciais baltymais, lipidais ir RNR (3 pav. A).

ILV néra vienalytés. Jos skiriasi dydziu bei lipidine membranos sudétimi**#®. Tikétina, kad
ILV heterogeniskuma lemia vystymosi kelias. Iki §iol yra Zinomi trys skirtingi ILV formacijos
keliai, kurie susij¢ su transportiniu endosominio sortingo kompleksu (ESCRT), tetraspaniny

mikrodomenais ir ceramido lemiama mikrodomeny segregacija.

Pirmiausia su ILV vystymusi buvo susietas ESCRT*. ESCRT — tai didelis molekulinis
variklis, sudarytas i§ mazesniy baltymy kompleksy: ESCRT-0, ESCRT-1, ESCRT-2, ESCRT-3 ir
Vps4*®, ESCRT sudaro ESCRT | ir ESCRT Il — reikalingi membranos segmento i§linkimui ir
ESCRT Il —reikalingas ILV atsiskyrimui nuo membranos. ESCRT Il yra sujungti su ESCRT I ir
su ESCRT II per Alix baltyma (3 pav. B). Sis kompleksas daugiausiai atsakingas uz ubikvitilinty
baltymy prijungima*®.
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Egzosomos °
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Ankstyvoji endosoma
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Vélyvoji endosoma/MVB
Lizosoma
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3 pav. Egzosomy susidarymas ir sekrecija®®

Nors ESCRT molekulinis variklis laikomas pagrindiniu ILV susidarymo veiksniu, jrodyta,
kad egzosomos gali formuotis ir nuo ESCRT nepriklausomais keliais®®. Lipidiniy plausty ir
tetraspaniny sankaupy salygoti ILV susidarymo keliai priskiriami nuo ESCRT nepriklausomy
keliy kategorijai.

Lipidy plaustus sudaro glikosfingolipidai ir baltymy receptoriai, suskirstyti | vadinamuosius
glikoproteiny mikrodomenus. Manoma, kad jie svarbiis ILV susidarymui®l. Lipidiniy plausty
komponentg ceramidg sfingomielino sintaze vercia | sfingomieling. Pastarajj sfingomielino kinazé
metabolizuoja iki sfingozino 1 fosfato, kuris prisijungia prie su slopinanciu G baltymu (Gi, angl.
inhibotory G protein) susijusio receptoriaus. D¢l Sios sgveikos disocijuoja Gi subvienetai Gai ir

By bei pagaminama ATP energija, reikalinga ILV susidarymui®*®,

Kiti, vadinamieji tetraspaninais praturtinti mikrodomenai (TPM) yra susij¢ su baltymy
nukreipimu i ILV ir endosomos membranos jlinkimu (3 pav. B). Pagrindiniai, su baltymy

nukreipimu j egzosomas siejami tetraspaninai yra CD82, CD63, CD9, CD81, CD37 ir CD53.

Kiekvieno tetraspanino funkcija pagrindinai siejama su tam tikry baltymy nukreipimu ir skiriasi

priklausomai nuo lgsteliy riisies®.

Egzosomos iSsekretuojamos i ekstralgsteling ertme¢ po MVB susiliejimo su plazmine Igstelés
membrana. Rab GTPazés yra Zinomos kaip uZ membraninj transporta atsakingi veiksniai.
Manoma, kad kelios jy — Rab11, Rab35, Rab27a, Rab27b, Rab7 — yra susijusios ir su egzosomy
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atpalaidavimu | Igstelés iSor¢. Rab GTPazés dalyvauja Siame procese nuo kalcio priklausomame
kelyje®®. Padidéjusi Rab GTPaziy ekspresija ir vidulgstelinio Ca2+ kiekis, skatina MVB susiliejima

su plazmine membrana ir, tuo paciu, egzosomy sekrecija.

Egzosomos yra svarbus tarplastelinés sgveikos jrankis — donoringje Iasteléje esancios
baltymy, RNR ir kitos molekulés yra nukreipiamos j sekrecines piisleles, pastarosios iSskiriamos j
tarplasteling ertme¢ ir yra perduodamos kitoms lasteléms parakrininiu arba endokrininiu keliu.
Parakrininiu keliu egzosoma veikia netoliese esancias lgsteles. EndokriniSkai egzosoma gali
numigruoti didelius atstumu per organizmo cirkuliacijg ir patekti j kitus audinius ir organus®®.
Manoma, kad egzosomos ] recipientine lgstel¢ patenka ne spontaniSkai, bet yra specifiskai

nukreipiamos.

I recipienting Igstele egzosoma gali patekti endocitozés btidu arba tiesiogiai su ja susiliejant.
Susiliejant egzosomos tiesiogiai patenka ] recipienting lastele perne$dama baltymus, RNR ir
signalines molekules. Egzosomy endocitozé gali vykti skirtingais bidais (nuo klatrino priklausoma
endocitoze, nuo kaveolino priklausoma endocitoze, nuo lipidiniy plausty priklausoma endocitoze,
makropinocitoze, fagocitoze) ir tai gali priklausyti nuo endocituojancios lastelés tipo bei jos

5" Egzosomy molekulés, tokios kaip transferino receptorius, TNFR, MFG-

fiziologinés biisenos
E8, integrinai ir tetraspaninai taip pat gali afiniS8kai susijungti su lgstelés — taikinio arba

ekstralgstelinio matrikso ligandais ir inicijuoti vidulastelinius signalinius kelius.

Lipidinis bisluoksnis su membraniniais ir transmembraniniais baltymais apgaubia egzosomy
turinj — vidulgstelinius baltymus ir RNR. Egzosomose gali biiti randama didelé jvairove baltymy
bei skirtingy tipy RNR ir daugelis jy yra biidingi visoms egzosomoms, nepriklausomai nuo to, 1§

kokiy Igsteliy jos buvo i$sekretuotos (4 pav).

Dazniausiai  eukarioty egzosomose aptinkami lipidai yra  fofatidilcholinas,
fosfatidiletanolaminas, sfingomielinas, fosfatidilinozitolis, cholesterolis, lizofosfatidilcholinas,
fosfatidiné riigstis, ceramidas ir FS°®°. Daugelis jy sudaro lipidinius plaustus ir yra svarbus

membranos i§linkimui susidarant endosomai ir 1L\/°,

Yra Zinoma apie 4400 egzosominiy baltymy, 1§ kuriy pastoviis yra membraniniai baltymai —
tetraspaninai (CD9, CD63, CD81, CD82, CD151) ir integrinai, kurie tarnauja kaip adhezijos
molekulés. Visos egzosomos taip pat turi karscio Soko baltymy (Hsc70, Hsc90), reikalingy
baltymy sulankstymui ir antigeninio peptido suriSimui. ESCRT molekulinio variklio baltymai

(Alix, TSG101) yra laikomi egzosomoms biidingais Zymenimis. Taip pat visos egzosomos turi
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citoskeleto baltymy (aktino, kofilino, tubulino, miozino) ir su membranos susiliejimu susijusiy
baltymy (aneksiny I, II, IV,V, VI, Rab5, Rab7, Rabp1B, RabGDI)®. Rab5, kaip ir Alix bei
TSG101, tarnauja kaip egzosomy atpazinimo molekulés. Egzosomos turi ir specifiniy baltymuy,

kurie priklauso nuo Igstelés tipo ir busenos.

Visuminé RNR analizé¢ rodo, kad egzosomose aptinkamos daugelio tipy RNR, jskaitant
koduojancias ir nekoduojancias RNR. Didziausig dalj visy RNR egzosomose sudaro mikroRNR
(miRNR, ~67 procentus). [domu, kad skirtingy tipy lasteliy egzosomose randamy miRNR sastatas
labai panasus. I$analizavus egzosomy miRNR i§ skirtingy $altiniy, daugelis jy sutapo®263%4,

pavyzdziui, miR125b, miR99a, miR100, miR92 ir kt.

Egzosomy lipidomo, proteomos ir transkriptomo duomenis galima rasti integruotoje

duomeny bazéje ExoCarta®,

I klasés < Tgtraspnninai

Tubulinas Kofilinas

Ezrinas

Lipidu plaustai

4 pav. Antigeng pateikiancios lgstelés egzosomos sudétis®:

Egzosomas sekretuoja prokariotiniai ir eukariotiniai organizmai. D¢l Sios prieZasties jos
aptinkamos jiiros ir gélame vandenyje, dirvozemyje, ore, dulkése®, fermentuotose maisto
produktuose®’. Egzosomos gali biiti isskirtos i§ visy biologiniy skysé¢iy: CSF, nosies gleivinés
sekreto, kraujo, §lapimo, pieno, seiliy ir kt*®. Tam tikras kiino skystis bus praturtintas konkreéiy

lasteliy egzosomomis, pavyzdziui, tulZyje egzosomas sekretuoja kepeny ir tulzies pislés 1gstelés,
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sinoviniame skystyje — makrofagai ir t.t. Egzosomy sudétis kinta priklausomai nuo fiziologinés
lastelés biisenos, todél biologinio skysc¢io egzosomy sudétis gali jspéti apie Iastelés pakitimus ligos

atveju.

1.6. Egzosomu neuroprotekcinis poveikis

Egzosomy sudétis priklauso nuo lgstelés tipo ir jos fiziologinés biisenos. D¢l to CNS
vykstanc¢iuose procesuose egzosomos gali tarpininkauti kaip promotoriai arba slopikliai. Atlikti
tyrimai rodo, kad MKL, dendritiniy Igsteliy ir indukuoty pluripotentiniy Igsteliy sekretuojamos
egzosomos galéty biiti sékmingai panaudojamos kaip neurouzdegimag slopinantys ir neurony
atsinaujinima skatinantys veiksniai®. Tuo tarpu, egzosomos, kurias sekretuoja neurodegeneraciniy
ligy pazeistos CNS lastelés, prisideda prie ligos plitimo parakrininiu biidu perneSdamos zalingus,
liga lemiancius veiksnius. Kadangi egzosomy sudétis pakinta tam tikros ligos atveju, jas galima

panaudoti kaip diagnostinj Zymenj.

Egzosomos isskirtos i§ MKL pasizymi daugeliu ty paciy savybiy kaip ir pa¢ios MKL:
perneSa uzdegimg mazinancius citokinus, augimo faktorius, reguliuoja imuninj atsaka, skatina
audiniy vystymasi ir regeneracija. Be to, egzosomos pasizymi tinkamu profiliu medicininiam
taikymui — yra netoksiskos, stabilios, susijusios su daugeliu biologiniy procesy. Dél §iy priezas¢iy
MKL gali biiti pakeistos egzosomis ir taikomos gydymui, taip i§vengiant imuninés atmetimo

reakcijos ir kitos su Igsteline terapija susijusios rizikos®,

Be to, smegenys nuo periferinés kraujotakos apsaugoti selektyviu hematoencefaliniu barjeru,
todel daugelis vaisty negali jo pereiti. Nors egzosomy migracijos i smegenis mechanizmas néra
zinomas, jrodyta, kad jos gali pereiti hematoencefalinj barjerg po intraveninio pristatymo arba per
kvépavimo taky gleiving®®. Tai paskatino tyréjus vystyti naujos kartos neuroprotekcines priemones

egzosomy pagrindu.

MKL egzosomos yra specifiSkos ir gali biiti atskirtos nuo kity lasteliy egzosomy. Nustatyti
MKL egzosomy pavir§iaus Zymenys yra adhezijos molekulés — CD29, CD44, CD73, CD90%*2.
Daugelis MKL egzosomy mazoji RNR (miRNR) yra pre-RNR formoje. Viena svarbiausiy yra
miR-133b%. Nustatyta, kad i3 miRNR pernesan¢ios MKL egzosomos paskatina neurony ir

astrocity regeneracija.
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Daugelis su tyrimy, atlikty su MKL egzosomomis jrod¢ jy neuroprotekcinj poveikj. Vieno i§
tyrimy metu nustatyta, kad DPKL sekretuojami neurotrofiniai veiksniai padidina triSakio nervo ir
stuburo smegeny neurony iSgyvenamuma’C. ldentifikuoti neurotrofiniai faktoriai NGF, GDNF,
BDNF daugiausia yra mRNR pavidalo. Toliau DPKL terapinés savybés jrodytos tiriant
dopaminerginius neuronus apoptuojancius dél 6-OHDA poveikio’. Tyréjai atkreipia démesj, kad
DPKL sekreciniai veiksniai teigiamai veikia ne specifiS$kai — jie pagerino tiek triakio nervo, tiek

stuburo smegeny neurony, taip pat dopaminerginiy neurony iSgyvenamuma.

Kita tyréjy grupé 6-OHDA veiktus dopaminerginius neuronus inkubavo su PDPKL
mikrovezikulémis ir egzosomomis. Nurodyta, kad tik egzosomos reikSmingai sumazino
apoptuojanciy neurony kiekj. Svarbu pastebéti, kad Sio tyrimo metu tik 3D Iasteliy kultiry
egzosomos turéjo terapinj poveikj, kai, tuo tarpu, 2D kultiiry egzosomos neurony apoptozés

nesustabdé. Tai rodo, kad egzosomy sudétis priklauso nuo lgsteliy auginimo salygy.

Kuriant efektyvesnes terapines priemones, svarbu, kad be visy natiiraliai esamy biologiskai
aktyviy molekuliy, egzosomos gali biiti pakrautos jvairiomis medziagomis, pazymétos pavirSiaus
ligandais ir/ar receptoriais, kreipianciais egzosomas ] lgstele taikinj. Keletas tokiy eksperimenty in
vivo parodé, kad egzosomos gali slopinti mikroglijos aktyvacija uzdegimo metu. Eksperimentiniai
LPS sukelto neurouzZdegimo, autoimuninio encefalito ir glioblastomos modeliai pademonstravo
kurkuminu ir STAT3 slopikliais jkapsuliuoty egzosomy terapinj poveik]j, pasireiskiant] mikroglijos
lasteliy sumazéjimu ir susilpnéjusiomis autoimuninémis reakcijomis. To pacio eksperimento metu
parodyta, kad egzozomos intranazaliniu biidu greitai patenka j smegenis ir saveikauja tiek su

aktyvios biisenos, tiek su ramybés biisenos mikroglija®®.

Kiti tyréjai naudojo egzosomas jkapsuliuotas katalaze — fermentu skaidanc¢iu vandenilio
peroksidg. Gauti rezultatai rodo, kad egzosomos sumazino aktyvuoty makrofagy ROS kiekj. Sis
tyrimas jspéja, kad egzosomos panasiai gali veikti ir mikroglija neurouzdegimo metu. Tq patvirtino
kita eksperimento dalis, kai pelése veiktose 6-OHDA, katalaze modifikuotos egzosomos sumazino

mikroglijos lasteliy ir apoptuojanéiy dopaminerginiy neurony kiekj?’.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos ir aparatiira

2.1.1. Lastelés

+ Imortalizuota zmogaus mikroglijos Iasteliy linija SV40 (Applied Biological Materials);

* 6 mety amziaus vaiko pieninio danties pulpos kamieninés Igstelés (PDPKL; bioetikos leidimas:

Nr. 6B-08-173);
« Zmogaus nerviniy kamieniniy lasteliy linija ReNcell VM (EMD Millipore).

2.1.2. medziagos

Lasteliy kultivavimui:

« FBS (angl. fetal bovine serum, ,,Thermo Fisher*;

 penicilinas—stremtomicinas (,,Biological Industries *);

«  DMEM (angl. dulbecco ‘s modified eagle ‘s medium, ,,Life technologies*); O
kolagenas (,,Life technologies®);

« tripsinas—EDTA 0,25 % (angl. ethylenediaminetetraacetic acid ,,Life technologies®);

+ plastikiniai auginimo flakonai (,,7PP *);

« GEM (angl. global eukaryotic microcarriers, ,,Global Cell Solutions*);

« mégintuvéliai LeviTubes (,,Global Cell Solutions®);

+ plastikiniai mégintuvéliai (,,7PP )

« magnetas BioMagnet 3D Cell Culture Validated (,,Global Cell Solutions*);

« amfotericinas B (,,Biological Industries )

«  FVS (,,Hyclone*);

+ kolagenazés (,,Biochrom*);

« Neurobasal terpé (,,Life Technologies *);

«  B27 (,,Life Technologies *);

«  FGF-2 (,,Life Technologies *);

« EGF (,Life Technologies *);

« akutazés tirpalas StemPro Accutase (,, Gibco*);

« ECL (angl. enhanced chemiluminescence) regenty rinkinys (,,Pierce );

» lekStelés su Sulinéliais (,, TPP*).

Imunoblotui:

« polivinildifluorido membranos Trans—Blot Turbo Transfer Pack (,,BIO-RAD*);
« poliakrilamido geliai (,,BIO-RAD);

« PBS (angl. phosphate buffered saline, ,, Biochrom *);

+ tween20 (,,BIO-RAD%);
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« albuminas pH 7,0 (,, Applichem *);
« baltymy zymuo PageRuler Prestained Protein Ladder (,,Thermo Fisher);
« benzonazé (,,Merck®);

 krieny peroksidaze (,,Pierce*);
« antikanai (,,Cell Signaling*)

Kitos medziagos:

* proteaziy inhibitoriy misinys (,,SIGMA®);

« proteaziy miSinys Complete (,,Roche )

«  Petri léksteléje (,,TPP*);

« 5(6)-TAMRA dazo (,,Thermo Fisher*),

« silikono insertai (,,/bidi *“); O kalceinas (,,Thermo fisher*);

«  GM-CSF (angl. Granuliocyte macrophage-colony stimulating factor); O M-CSF (angl.
Macrophage-colony stimulating factor);
« LPS (,,Sigma-Aldrich*).

Rinkiniai:

«  RNR isskyrimo rinkinys miRNeasy Mini kit (,,Qiagen®);

« Kopijinés DNR sintezés rinkinys Maxima First strand cDNA synthesis Kit (,,Thermo
Fisher);

«  TL-PGR reakcijos rinkinys Maxima SYBR Green gPCR master mix (,,Thermo Fisher*);

«  mMIiRNR TL-PGR rinkinys TagMan Advanced MicroRNA Assay (,,Applied Biosystems);
O miRNR TL-PGR rinkinys TagMan Fast Advanced Master Mix (,,Applied Biosystems “).

2.1.3. Aparatiira

* inkubatorius (,, BINDER *);

* bioreaktorius (,, Hamilton *);

» centriftiga (,,Sigma‘); O sildoma vonelé (,,BIOSAN®);

* optinis mikroskopas (,,NIKON*);

» forezés aparatas Mini-PROTEAN 3 (,,BIO-RAD®);

* baltymy pernesimo aparatas Trans — Blot Turbo (,,BIO-RAD*);
* imunobloto vaizdinimo aparatas ChemiDoc MP Imaging System (,,BIO-RAD*);
 orbitaliné maiSyklé Rocher—Shaher (,,BIOSAN®);

» ultracentrifiiga Sorvall LYNX 6000 (,,Thermo Fisher®);

* TL-PGR aparatas CFX96 Real-Time System (,,BIO—RAD*)

» termocikleris Combi—Spin FVL 2400 (,,BIO-SAN);

» konfokaliniu mikroskopas Leica SP8 (,,Leica Microsystems®)

* nanodaleliy analizés aparatas Nanosight LM10;

» spektrofotometru NanoPhotometer (,,/mplen )
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2.2. Metodai

2.2.1. Mikroglijos lasteliy kultivavimas ir aktyvacija

Prie§s naudojimg mikroglijos auginimo terp¢é DMEM su 10% fetalinio jaucio serumo ir
antibiotikais: 100 VV/ml penicilinu ir 100 pg/ml streptomicinu centrifiguojama 100 000 g
santykine iScentrine jéga 6 val. 4 °C temperatiiroje (pasalinamos egzosomos) ir filtruojama per
0,22 um filtra.

Mikroglijos lastelés suspenduojamos 37 °C auginimo terpéje DMEM su 10 % fetalinio jaucio
serumo ir antibiotikais: 100 VV/ml penicilinu ir 100 pg/ml streptomicinu ir uzséjamos kolagenu
dengtuose 25 cm? plastikiniuose flakonuose. Lastelés auginamos inkubatoriuje, 37°C
temperatiiroje, drégnoje, 5 % COz2 atmosferoje. Terpé kei¢iama du kartus per savaitg. Lasteléms
pasiekus ~80 % konfluencija, jos perséjamos. Pries pers¢jimg auginimo terpé nusiurbima, lasteles
plaunamos 37°C PBS tirpalu, uzpilamos 0,05 % tripsino-0,02 % EDTA tirpalu ir inkubuojamos ~3
min. 37 °C inkubatoriuje. Lasteléms atkibus nuo flakono dugno, tripsino neutralizavimui
uzpilamas trigubas tiris 37 °C auginimo terpés su serumu. Lasteliy suspensija centrifuguojama
362 g santykine iScentrine jéga 3 min. kambario temperatiiroje. Supernatantas nupilamas, o Iastelés
suspenduojamos 37 °C auginimo terpéje ir iSpilstomos j naujus flakonus.

Prie$ poliarizacija mikroglijos lastelés perséjamos j kolagenu dengtas 24 Sulinéliy 1¢ksteles,
100 000 lasteliy/ml tankumu (lasteliy skai¢ius nustatytas panaudojant lasteliy skaic¢iavimo kamera)
ir auginamos 4-5 d. inkubatoriuje, 37 °C temperatiroje, drégnoje, 5 % CO2 atmosferoje.

M1 poliarizacija. | mikroglijos lgsteliy kultiirg pridedama 5 ng/ml GM-CSF ir inkubuojama
48 val. Po inkubacijos nuo Igsteliy kultiiros susiurbiama puse terpées, pakeiciama Sviezia terpe su
5 ng/ml GM-CSF ir inkubuojama 72 val. Toliau j Igsteliy kultirg pridedama 20 ng/ml INF-y ir
inkubuojama 1 val. Po inkubacijos pridedama 100 ng/ml LPS ir inkubuojama dar 48 val.

M2 poliarizacija. | mikroglijos lasteliy kulttirg pridedama 25 ng/ml M-CSF ir inkubuojama
48 val. Po inkubacijos nuo Igsteliy kultiiros susiurbiama puse terpés, pakeiciama Sviezia terpe su
25 ng/ml M-CSF ir inkubuojama 72 val. Toliau | lgsteliy kultiirg pridedama 20 ng/ml IL-4, 20
ng/ml IL-13 ir inkubuojama 24 val. Po inkubacijos pridedamas tas pats kiekis IL-4, IL-13 ir

inkubuojama dar 24 val.

MO mikroglija. Dalis mikroglijos lgsteliy nepoliarizuojama, taciau jos auginamos tokiomis

paciomis salygomis kaip ir poliarizuojamos lastelés kolagenu dengtuose 24 Sulinéliy lékstelése.
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2.2.2. Zmogaus pieninio danties pulpos lasteliy i§skyrimas ir kultivavimas

Prie§ naudojimg lasteliy auginimo terp¢ DMEM su 10% fetalinio jaucio serumo ir
antibiotikais: 100 VV/ml penicilinu ir 100 pg/ml streptomicinu centrifiguojama 100 000 g
santykine iScentrine jéga 6 val. 4 °C temperatiiroje (pasalinamos egzosomos) ir filtruojama per
0,22 um filtra.

Po iskritimo pieninis dantis laikomas 4°C temperatiiroje auginimo terpéje su abtibiotikais:
100 VV/ml penicilinu ir 100 pg/ml steptomicinu ne ilgiau nei 24 val. Prie§ MKL i$skyrima pieninis
dantis tris kartus plaunamas steriliu PBS tirpalu su antibiotikais: 200 VV/ml penicilinu, 200 pg/ml
streptomicinu ir 2,5 pg/ml amfotericinu B.

Danties pulpa i§ pulpos kameros pasalinama mechaniskai, naudojant sterilig adata. Pulpos
audinys susmulkinamas mechaniskai, suspenduojamas 3 U/ml I tipo kolagenazés tirpale ir 30 min.
inkubuojamas inkubatoriuje, 37 °C temperatiiroje. Suspensija skiedziama 1:10 santykiu auginimo
terp¢je ir centrifuguojama 250 g santykine iScentrine jéga, 15 min. kambario temperatiiroje.
Pasalinus supernatanta, nuosédy frakcija suspenduojama su 5 ml auginimo terpés DMEM su 10 %
FVS , 2 mM glutamino, ImM natrio pirofosfato, 1 g/l gliukozés ir antibiotikais: 100 VV/ml
penicilino ir 100 pg/ml streptomicino bei i$séta j 25 cm? flakong. Kitg dieng sena terpé pasalinama,
lastelés plaunamos 37 °C DMEM terpe ir auginamos DMEM terpéje su 10 % FVS ir antibiotikais:
100 VV/ml penicilinu ir 100 pg/ml streptomicinu. Lastelés kultivuojamos inkubatoriuje su 5 %
CO2, 37 °C temperatiroje.

Kas 3—4 dienas nuo lasteliy surenkami supernatantai egzosomy skyrimui. Lasteléms pasiekus
apie 80 % konfluencija, jos pers¢jamos. Prie§ pers¢jima auginimo terpé nusiurbima, lasteles
plaunamos PBS tirpalu, uzpilamos 0,05 % tripsino—0,02 % EDTA tirpalu ir inkubuojamos ~2 min.
inkubatoriuje, 37 °C temperatiiroje. Lasteléms atkibus nuo flakono dugno, uzpilamas trigubas tiiris
auginimo terpés su serumu neutrazituoti tripsing. Lasteliy suspensija centrifuguojama 500 ¢
santykine iScentrine jéga 5 min, supernatantas nupilamas, o lgstelés suspenduojamos auginimo
terpéje ir i§pilstomos j naujus flakonus.

Dalis Iasteliy auginamos 3D salygomis. Tokiu atveju lgstelés perkeliamos ant kultivavimui
naudojomy bioreaktoriy  BiolLevitator. Bioreaktoriuje Iastelés auginamos LeviTube
mégintuvélivose, ant lamininu dengty alginato mikronesikliy GEM.

Prie§ naudojimg, mégintuvélyje esantys mikroneSikliai GEM du kartus plaunami DMEM
terpe be priedy, terpé pasalinama megintuvélj laikant ant magneto. Plovimas kartojamas du kartus.
I LeviTube mégintuvélj jpilama 900 pl auginimo terpés ir 300 ul paruosty GEM. | tg patj
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mégintuvélj jpilama 1,8 ml Igsteliy suspensijos, kurioje yra 8 x 10° lgsteliy (Iasteliy skaicius

nustatytas panaudojant lasteliy skai¢iavimo kamerg).

Pasirenkama eksperimento programa ,,Inoculation ir mégintuvélis su lgstelémis jdedamas j
bioreaktoriy. Po 4 val. | mégintu¢lj jpilama 18 ml auginimo terpés. Pakei¢iama eksperimento
programa ,,Culture®.

Kas 3-4 dienas nuo PDPKL kultiry, auginamy ant mikronesikliy GEM, surenkami
supernatantai (po ~15 ml i§ kiekvieno LeviTube mégintuvélio) egzosomy skyrimui, patalpinus

mégintuvél] ant magneto.

2.2.3. Zmogaus nerviniy kamieniniy lasteliy ReNcell VM kultivavimas
ir apoptotiniy kiineliy generavimas

ReNcell VM yra komerciné imortalizuoty zmogaus nerviniy pirmtaky Igsteliy linija, galinti
diferencijuoti ] neuronus ir glijos Iasteles. ReNcell VM lastelés buvo imortalizuotos retrovirusinés
transdukcijos biidu, panaudojant v-myc onkogeng. Si linija auga sudarydama monosluoksnius ant
indy, kuriy pavirsius dengtas 20 pg/ml lamininu.

Lastelés iSs¢jamos ant 1§ anksto paruosty flakony (maziausiai 4 val. inkubuoty 20 pg/ml
laminino—Neurobasal terpés tirpale) Neurobasal terpéje su 1/50 B27, 2 mM gliutaminu,
antibiotikais, 20 ng/ml FGF-2 ir 20 ng/ml EGF. Terpé buvo kei¢iama du kartus per savaite.
Lastelés buvo pers¢jamos jy atkabinimui nuo plastiko pavirSiaus panaudojant akutazés tirpala.

Generuojant AK ReNcell VM Igstelés buvo atkabintos nuo substrato inkubuojant su akutazés
tirpalu 37 OC temperatiiroje, 5 min. Lasteliy suspensija perkelta j Neurobasal terpg (be priedy) ir
Petri 1éksteléje veikta UV §viesa 20 min. Susiformave AK plauti kambario temperatiros PBS

tirpalu ir centrifiguoti 2000 g santykine iScentrine jéga, 7 min. Gautos nuosédos suspenduojamos
5 ml kambario temperatiros PBS tirpale, | suspensijg jdedama 5 Ol sta 5(6)-TAMRA dazo,
sumaiSoma ir inkubuojama 15 min. tamsoje, 37 °C temperatiiroje. Nudazyti AK 3 kartus plaunami
4 °C 40 ml PBS tirpalu ir centrifiguojami 2000 g santykine iScentrine jéga, 7 min. Nuosédos
suspenduojamos 1 ml DMEM tirpale su 10 % FVS (be egzosomy). AK skaiius nustatytas

panaudojant Igsteliy skai¢iavimo kamerg.
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2.2.4. Egzosomu iSskyrimas diferencinio ultracentrifugavimo metodu i§ PDPKL

Egzomos 1§ PDPKL lgsteliy supernatanty buvo iSskiriamos diferencinio centrifigavimo
budu. Lasteleliy supernatantai centrifiiguojami 300 g santykine iScentrine jéga, 10 min, 4°C
tepmeratiiroje (pasalinamos negyvos lastelés). Gautas supernatantas centrifuguojamas 2000 g
santykine iScentrine jéga, 10 min, 4°C temperatiiroje (pasalinamos lgsteliy nuolauzos). Tada
supernatantas centrifuguojamas 20 000 g santykine iScentrine jéga, 30 min, 4°C (pasalinama
mikrovezikuliy frakcija). Supernatantas surenkamas ir ultracentrifuguojamas 100 000 g santykine
iScentrine jéga, 70 min, 4°C temperatiroje. Supernatantas nupilamas, o gautos nuosédos
suspenduojamos 1000 ul PBS tirpale, papildomai uzpilamos 4°C PBS tirpalu iki mégintuvélio
virSaus ir vél ultracentrifiguojamos 100 000 g santykine iScentrine jéga, 70 min, 4°C
temperatiiroje. Supernatantas nupilamas, o egzosomos suspenduojamos 80 pul PBS tirpale ir

laikomos -70 °C temperatiiroje.

2.2.5. Egzosomy dozavimas

Eksperimentams naudojamos egzosomy dozés buvo nustatomos naudojant veikimo vienetus
(VV). 1 VV — egzosomos iSskirtos i§ supernatanto, kuris buvo surinktas nuo 2D saglygomis
kultivuoty PDPKL lasteliy (atitinkanéiy subkonfluencija/konfluencija 37.5 cm? kultivavimo indo

plote) ir atitinkamai nuo 3D sglygomis auginty lgsteliy (50 ml mégintuvélyje).

2.2.6. Mikroglijos lasteliy inkubacija su egzosomomis

Po poliarizacijos (M0, M1 ir M2) | mikroglijos kultiiras pridedama po 1 VV egzosomomy
vienam Sulinéliui. Inkubacija vykdoma 6 valandas. Lygiagreciai kontroliniai mikroglijos méginiai

inkubuojami su PBS tirpalu. Po inkubacijos Igstelés lizuojamos, skiriama RNR ir baltymai.

2.2.7. Nanodaleliy analizé

Egzosomy méginiams buvo atlickama nanodaleliy analizé (NTA, angl. nanoparticle tracking
analysis) aparatu Nanosight LM10 (Jungtinis gyvybés moksly centras, Eukarioty geny inZinerijos

laboratorija).
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2.2.8. Mikroglijos migracijos tyrimas

Prie§ migracijos aktyvumo tyrima, j 50 pg/ml kolagenu dengtose 24 Suliné¢liy lékStelese
pritvirtinami silikoniniai insertai su dviem kameromis. | kiekvieng Sulinélj s¢jama po 10 000 MO,
M1, M2 mikroglijos lasteliy (po 5000 j vieng kamerg) ir auginama 1 d. inkubatoriuje, 37°C
temperattroje, drégnoje, 5% CO2 atmosferoje. I dalj Sulinéliy pridedama 1VV egzosomy, i

kontrolinius Sulinélius dedamas atitinkamas kiekis PBS tirpalo.

Lasteliy migracija vertinama konfokaliniu mikroskopu. Inserto laukelyje pasirenkamas 1000
um X 500 um dydzio langelis. Migracija stebima 24 val., fiksuojant kadrus kas 6 min. Kas 2 val.
skaic¢iuojamos j langelio zong numigravusios lgstelés. Skai¢iavimai atlickami trijuose regéjimo

laukeliuose.

2.3.9. Mikroglijos fagocitinis aktyvumas

Pries fagocitinio aktyvumo tyrima, M0, M1, M2 mikroglijos lastelés persé¢jamos j kolagenu
dengtas 24 Sulinéliy léksteles, po 10 000 Iagsteliy viename Sulinélyje ir auginamos 1 d.
inkubatoriuje, 37°C temperatiiroje, drégnoje, 5% CO2 atmosferoje. Tada j dalj Sulinéliy pridedama
1VV egzosomy ir inkubuojama 6 val, atitinkamai j kontrolinius méginius pridedama PBS tirpalo.
Po inkubacijos lastelés dazomos kalceinu praskiestu santykiu 1:1000.

AK dazyti TAMRA dazu pridedami j mikroglijos kultiry Sulinélius santykiu 3:1 ir
inkubuojami 2 val. Mikroglijos fagocitinis aktyvumas jvertinamas konfokaliniu mikroskopu. Zalia
ir raudona fluorescencija suzadinama skirtingais lazeriais, vykdomas skenavimas Z aSyje. Lastelés
stebimos 2,5 val. fiksuojant kadrus kas 10 min. Fagocitinis aktyvumas (FA) jvertinamas pagal
formulg: bent vieng apoptotinj kiinelj fagocitavusios Igstelés/visos Igstelés x 100 %. Skaiciavimai
atliekami trijuose regejimo laukeliuose. AK internalizavimas kiekvienu atveju patvirtinamas tiriant

skenavimo metu gautus pjiivius Z asyje.

2.2.10. RNR i$skyrimas

Totaliné Igsteliy RNR buvo iSskirta naudojant miRNeasy Mini kit rinkinj pagal gamintojo
nurodymus. Mikroglijos lastelés plaunamos 37 °C temperatiirojos PBS tirpalu ir lizuojamos

auginimo flakone 350 ul Qiazol reagentu /2 cm? flakono pavir$iui. Méginys inkubuojamas 5 min.
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kambario temperattroje. Lizatas perkeliamas | mégintuvélj, pridedama 1/5 turio chloroformo.
Meégintuvéliai supurtomi ir inkubuojami 2—-3 min. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos
meéginiai centrifiguojami 12 000 g santykine iScentrine jéga, 10 min., 4 °C temperaturje. Atskirta
vandeniné fazé sumaiSoma su etanoliu (0,5 ml etanolio/1 ml Qiazol reagento). Supylus j RNeasy
mini kolon¢le ir nucentrifugavus 8000 g santykine iScentrine jéga 15s, prie membranos prikibusi
RNR plaunama RWT ir RPE buferiais ir eliuojama 50 pl vandeniu be RNaziy. RNR koncentracija

ir grynumas patikrinamas spektrofotometriskai, nustatant 260/280 bangos ilgiy santykius.

2.2.11. Kopijinés DNR sintezé ir tikro laiko PGR

Vandenyje istirpinta RNR (1 pg), po poveikio DNaze, buvo konvertuota j kDNR
panaudojant Maxima First strand cDNA synthesis Kit pagal gamintojo nurodymus. Bendras
reakcijos turis buvo 35 pl.

Tikro laiko PGR (TL-PGR) reakcija atliekama Maxima SYBR Green gPCR master mix pagal
gamintojo nurodymus. 25 pl reakcijos tiiriui buvo naudojama 0,25 pl kDNR ir 0,2 uM kiekvieno
pradmens (2 lentelé). Reakcijos vykdoma 10 min. aktyvuojant 95 °C temperatiiroje, po to vykdant
40 cikly po 15s — 95 °C, 30s — 55 °C ir 30s — 72 °C temperatiiroje. PGR produkto specifisSkumas
analizuojamas lydymosi kreivés programa (95 °C temperatiira 30 s ir lydymosi analiz¢ atlikta nuo
55 °C iki 95 °C, keliant temperatiirg kas 0,5 °C per 5 s). kDNR kiekis buvo normalizuotas pagal
vienodai ekspresuojamo HPRT (angl. hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase) geno
kiekj. Kiekybiné PGR (kPGR) buvo atlikta naudojant CFX 96 PGR sistema su CFX Manager 3.1
programa (Bio-Rad, Hercules, CA) programa remiantis 22T metodu. Visi eksperimentai

pakartoti tris kartus, duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis.

2 lentelé. TL-PGR pradmeny sekos

# | Genas Pradmens seka (Fw) 5' — 3' Pradmens seka (Rev) 5' — 3"

1 | ARGl GAAGTGGACAGACTAGGAATTG CAGTAGCTGGTGTGAAAGATG

2 | CCL2 CCTCCAGCATGAAAGTCTCTG TCTGCACTGAGATCTTCCTATTG
3 | CD11b GAGTTCAATCCCAGGGAAGTG GTCACAACACTCTGGATCTGTC
4 | iNOS TACAGCAAGGGCTTCAGG TCGTACAGGTGCATCGTG

5 | CD206 TACAGCAAGGGCTTCAGG TCGTACAGGTGCATCGTG

6 | IFNPB AGGCTTCTGCATTACCTGAAGG GGCTAGGCGATCTTCAGTTTCG
7 IL1B TACAGCAAGGGCTTCAGG TCGTACAGGTGCATCGTG
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8 IL6 GATGCTTCCAATCTGGATTC CTGGCTTGTTCCTCACTAC

9 | PRRX1 GAGTGCAGGTGTGGTTTCAG GAGCAGGACGAGGTACGATG
10 | SOCS1 CTTCCTGGTGCGCGACAG GTAGTGCTCCAGCAGCTC

11| TGFB GACATCAAAAGATAACCACTCTG CGTCTGCTGAGGCTCAAG

12 | TNF CCTGGTATGAGCCCATCTATCTG TAGTCGGGCCGATTGATCTC
13 | TREM2 GAAGGTCCTGGTGGAGGTG GCATCCTCGAAGCTCTCAG
14 | CD14 GAAGACTTATCGACCATGGAG CTCCACCTCTACTGCAGAC
15| TLR4 CCTGTGCAATTTGACCATTG AAGCATTCCCACCTTTGTTG
16 | TLR2 GGCCAGCAAATTACCTGTGT TTCTCCACCCAGTAGGCATC
17 | VEGFA TGGATCCATGAACTTTCTGCT GAATTCACCGCCTCGGCTTGTC
18 | HPRT GGTCAGGCAGTATAATCCAAAGA AGGCTCATAGTGCAAATAAACAGT

2.2.12. Mazosios RNR kopijinés DNR sintezé ir TL-PGR

Pradiniam mazosios RNR (miRNR) ekspresijos kiekybiniam jvertinimui TL-PGR metodu

naudojamos mikroploksteles custom miScript miRNA PCR Array kartu su miScript PCR sistema.

Tirty miRNR sarasas pateiktas 3 lenteléje. Normalizavimui naudotas SNORDG68 (NR_002450).

Nustacius  poveikj egzosomomis ar j mikroglijos atyvacija reaguojancias miRNR, vélesni

tyrimai atlikti naudojant TagMan Advanced MicroRNA Assay sistemg. Normalizavimui naudotas

stabiliai ekspresuojanti mir-188b-5p miRNR.

3 lentelé. Tirty miRNR sarasas

# Brandzios miRNR nr. duomeny # Brandzios miRNR nr. duomeny bazéje
miRNR ID bazéje miRNR 1D
1 | hsa-miR-125-5p MIMATO0000423 13 | hsa-miR-145-5p MIMATO0000437
2 hsa-miR-124-3p MIMAT0000422 14 | hsa-miR-34a-5p MIMATO0000255
3 hsa-miR-101-3p MIMAT0000099 15 | hsa-miR-27a-3p MIMAT0000084
4 | hsa-miR-92a-3p MIMATO0000092 16 | hsa-miR-27b-3p MIMATO0000419
5 | hsa-miR-155-5p MIMATO0000646 17 | hsa-miR-29a-3p MIMATO0000086
6 | hsa-miR-181c-5p MIMAT0000258 18 | hsa-miR-181b-5p MIMAT0000257
7 hsa-miR-451a MIMAT0001631 19 | hsa-miR-146a-5p MIMATO0000449
8 | hsa-miR-132-3p MIMATO0000426 20 | hsa-miR-455-3p MIMATO0004784
9 | hsa-miR-199b-5p MIMATO0000263 21| hsa-miR-188-5p MIMATO0000457
10 | hsa-miR-31-5p MIMAT0000089 22 | hsa-miR-21-5p MIMATO0000076
11 hsa-miR-4291 MIMAT0006922 23 hsa-miR-711 MIMAT0012734
12 | hsa-miR-26a-5p MIMATO0000082 24 | hsa-miR-424-5p MIMATO0001341

Naudojant TagMan Advanced MicroRNA Assay sistemg reakcijai naudojoma 10ng RNR.
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kDNR sintezés metu miRNR buvo poliadenilinama, 5¢ gale prijungtas adaptorius ir nuo
modifikuotos RNR atliekama atvirkstiné transkripcija susintetinant kDNR. Po sintezés kDNR
amplifikuota. Reakcija buvo vykdoma 10 min. aktyvuojant 95 °C temperatiiroje, po to vykdant
14 cikly po 3 s — 95 °C, 30 s — 60 °C. Paskutiné reakcija vykdoma 10 min., 99 °C temperaturoje.
Amplifikuota KDNR buvo naudojama iSkart arba laikoma -70°C temperatiiroje.

RT-PGR reakcijoms buvo naudojamas TagMan Fast Advanced Master Mix. 20 pl
reakcijoje naudota 5 pl amplifikuotos KDNA ir 1 ul TagMan Advanced MicroRNA Assay
pradmeny. Polimerazinéje grandiningje reakcijoje po 20 s inkubacijos 95°C temperatiiroje buvo
vykdomi 40 PGR cikly: 3 s —95 °C, 30 s — 60°C.

Kiekybiné TL-PGR buvo atlikta naudojant CFX 96 PGR sistema su CFX Manager 3.1

programa programg remiantis 2 22T metodu.

2.2.13. Baltymy iSskyrimas i§ mikroglijos Igsteliy

Lastelés plaunamos Saltu PBS (pH 7,3) tirpalu du kartus ir lizuojamos lizés buferiu (1%
NP40, 1% natrio dezoksicholato, 0,1 % SDS, 150 mM NaCl, 10 mM Tris (pH 7,4), 10 mM EDTA,
1X proteaziy misiniu Complete, ImM PMSF, 1mM Na3V0O4, 5 mM NaF) 30 min., 4 °C
temperatiiroje. | gauta lizata pridedama 2,5 VV/ml benzonazés ir homogenizuojama per 21 G
adatg. Centrifuguojama 15 000 g santykine iScentrine jéga, 30 min., 4 °C temperatiiroje.

Supernatantas saugomas -70°C temperatiiroje.

2.2.14. Elektroforezeé

1 100 pl baltymy lizata pilama 12,51 0,5 M Tris/HCI pH 6,8, 30 1 10 % SDS, 201 0,5 M
DTT, 20 1 glicerolio ir 5 1 0,5 % bromfenolio mélio, méginiai inkubuojami 5 min., 95 °C
tmperatiiroje ir i$ karto naudojami elektroforezei arba saugomi -70 °C. SDS/PAGE elektroforezei
buvo naudojami 10 % SDS—poliakrilamido geliai, elektroforezés buferis (25 mM bazinio Tris, 192
mM glicino, 0,1 % SDS) ir elektroforezés aparatas Mini Protean. Elektroforezé srovés stiprumas

30 mA/geliui, laikas 1,5 val.
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2.2.15. Baltymuy pernesSimas ant membranos ir imuniné baltymy analizé

Po SDS/PAGE elektroforezés baltymai buvo pernesami ant Immobilon PVDF membranos
naudojant pusiau sausos sistemos aparatg Trans-Blot Turbo. Baltymy pernesSimas vykdomas 3min.,

sroves stiprumas 1300 mA.

PVDF membranos inkubuojamos blokavimo tirpale (5 % albumino, istirpinto PBS tirpale,
turin¢io 0,18 % Tween—20) 1 val. kambario temperatiiroje, po to plaunamos su PBS tirpalu,
turin€iu 0,18 % Tween-20 (PBS—Tween-20) tris kartus ir inkubuojamos su pirminiais antikiinais
(4 lentelé) pagal gamintojo nurodymus, per naktj 4 °C temperattiroje ant orbitalinés maisyklés.
Po to membranos plaunamos su PBS—Tween-20 tirpalu tris kartus po 5 min. ir inkubuojamos su
antriniais antiktinais (4 lentelé), konjuguotais su krieny peroksidaze, praskiestais su PBS—Tween—

20 tirpalu, 1 val. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos membranos buvo plaunamos penkis
kartus po 5 min. su PBS-Tween—20 ir analizuojamos naudojant ECL regentus, pagal gamintojo

nurodymus.

4 lentelé. Naudojami antikiinai

# Antikiinas Reaguoja su Izotipas
1 Phospho-Statl (Tyr701) H, M, R Rabbit

2 Phospho-Stat3 (Tyr705) H, M, R Rabbit 1gG
3 Phospho-Stat6 (Tyr641) H Rabbit

4 Statl H, M, R Rabbit
5 Stat3 H, M, R Rabbit 19G
6 Stat6 H,M, R Rabbit 1gG
7 Anti-rabbit konjuguotas su R Goat

krieny peroksidaze

*H, Human; M, mouse; R, Rabbit, 1gG, imunoglobulinas G

2.2.16. Statistiné analizé

Siame darbe aprasyti eksperimentai buvo kartoti tris kartus (jei nepazyméta kitaip).
Statistinei analizei dviems grupéms palyginti naudojamas Stjudento t testas. Keliy grupiy
palyginimams atlikta vieno koeficiento dispersijos analizé (ANOVA). Skirtumai vertinami kaip

patikimi, kai p<0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Ivairtis patogeniniai veiksniai aktyvuoja CNS mikroglijos lasteles. Didéja uzdegiminiy (M1
tipo) lasteliy fagocitinis aktyvumas, jos produkuoja uzdegiminius citokinus, chemokinus,
reaktyvius deguonies radikalus ir kt. Uzdegimo slopinimui ir rezoliucijai yra svarbios M2 tipo
mikroglijos lgstelés (sekretuoja prieSuzdegiminius citokinus IL-4, IL-10, IL-13, TGF B).

Siuo metu zmogaus mikroglijos lasteliy in vitro eksperimentiniai modeliai dar naudojami
labai retai, didzioji darby dalis yra atliekama su eksperimentiniy gyviiny lastelémis. Todél siekiant
vertinti galimg prieSuzdegiminj PDPKL sekretuojamy egzosomy poveikj Siame darbe naudojama
komerciné Zmogaus mikroglijos imortalizuota lgsteliy linija.

Siuo tikslu buvo vertinamas M1 ir M2 mikroglijos atsakas j uzdegimine aktyvacija ir PDPKL
egzosomy poveiki, tiriant bidingus genus, miRNR, baltymy ekspresijg ir fagocitinj bei migracinj

aktyvuma.

3.1. Mikroglijos uzdegiminé aktyvacija
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Naudojant eksperimentiniy gyviiny lgsteliy kultiiras buvo atlikta daug tyrimy padedanciy
suprasti, kaip funkcionuoja mikroglijos Iastelés. Taciau eksperimentiniy gyviiny ir Zmogaus
mikroglijos lastelés skiriasi proliferacijos galimybémis, geny raiSka, atsaku ] uzdegiminius
stimulus. D¢l $iy priezasCiy, daugelis tyrimy atlikty su laboratoriniais gyviinais ar jy lasteliy
linijomis, véliau pritaikyti klinikiniuose tyrimuose su zmonémis neparodé norimo rezultato’?,
Norint kurti efektyvias priemones neurouzdegimui gydyti, svarbu, kad eksperimentinis modelis

kuo labiau atspindéty realiy pacienty CNS vykstancius molekulinius ir biocheminius pokycius.

Pirmame $io eksperimento etape imortalizuota zmogaus mikroglijos lgsteliy linija buvo
poliarizuota naudojant anks¢iau aprasyta protokola’®. Po aktyvacijos i§ mikroglijos lasteliy buvo
i1Sskirta RNR, kuri naudota nustatyti pasirinkty geny ir miRNR poky¢ius TL-PGR metodu. Geny
ekspresijos ir miRNR lygis tirtas naudojant specifinius pradmenis kartu su fluorescuojan¢iu DNR
dazu SybrGreen. Grafike (5 pav) patekti duomenys rodo, kad M1 lgstelése labai padidéjo
uzdegiminiam atsakui budingy geny raiSka. Nustatytas uzdegiminio chemokino CCL2, iNOS,
IFNB, IL1B, IL6, TNFa, TLR4, TLR2 geny raiskos padidéjimas. Taip pat nustatyta, kad M2
lastelése padidéjo VEGFA raiska, kai tuo tarpu M1 lastelése CD206 geno ekspresijos i§ viso
nepavyko detektuoti. CD206 yra ,klasikinis> M2 mikroglijos Zymuo’®. SOCS1 geno raiska
padid¢jo tiek M1, tiek M2 fenotipo mikroglijoje.

Poliarizuotos mikroglijos (M1 ir M2) genu raiska

S 2

= 1,5 S

&

S0 1

;_:.:“..“

% 05

g 0

= & O
= ~N X s} Qs Vv e ! ol
= (1 B D AQ A __~ , 1. - _§\ .__'A RSN c\g &7
C {1 Q‘ Q\“ TS N QQ'.\ ‘._\-o," &7 B & S & &

®m Kontrole mM1 mMN2

5 pav. Geny raiska ramybés biisenos (kontrolinése) ir poliarizuotose M1 ir M2 mikroglijos lastelése; * — p <

0,05

Toliau Siame etape buvo tiriami neurouzdegimo procesui svarbiy miRNR ekspresijos
pokyc¢iai mikroglijos M1 ir M2 lastelése. Grafike (6 pav) parodyta, kad M1 lastelése padaugéjo
uzdegiminiam atsakui budingos miR-155-5p raiSka, tac¢iau sumazéjo neaktyvuotai MO bei M2

mikroglijai bidingos miR-124-3p, miR-125b-5p, miR-26a-5p, miR-27b-5p raiska.
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Poliarizuotos mikroglijos (M1 ir M2) miRNR raiska
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6 pav. MiRNR raiska ramybés biisenos (kontrolinése) ir poliarizuotose M1 ir M2 mikroglijos lastelése;
*
—-p<0,05

Siame skyriuje apzvelgti geny raiskos tyrimy rezultatai patvirtina, kad naudojamas in vitro
poliarizavimo protokolas padeda efektyviai indukuoti M1 ir M2 imunofenotipg Zmogaus
mikroglijos lastelése.

3.2. Ekstralasteliniy vezikuliy i§skyrimas i§ Zmogaus pieninio
danties pulpos MKL supernatanty

Eksperimenty metu egzosomos buvo dozuojamos naudojant empiriskai pasirinktus veikimo
vienetus (VV). 1 VV atitinka egzosomy kiekij, kuris buvo isskirtas i§ supernatanto, surinkto nuo
3D salygomis 72 val. kultivuoty PDPKL Igsteliy. Sutinkama, kad visi dabartiniu metu naudojami
egzosomy dozavimo metodai (empirinis, baltymo koncentracijos matavimas, bei nanodaleliy
analizés (NTA, angl. nanoparticle tracking analysis) turi trilkumy ir ne visada tiksliai atitinka realy
egzosomy kiekj méginyje’. Panaudojant NTA metoda (instrumentas Nanosight LM10)
retrospektyviai buvo iStirti kai kurie egzosomy méginiai ir nustatyta, kad empiriniai VV

proporcingai atitinka nanodaleliy kiekj.

Gauti duomenys rodo, kad PDPKL supernatanty, centrifiiguoty 100 000 g santykine
iScentrine jéga, gautos egzosomos daugiausia yra 121 nm diametro (7 pav). Sie rezultatai atitinka

pries tai aprasytus rezultatus tiriant MKL egzosomas’®.
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7 pav. Is PDPKL isskirty egzosomy NTA analizé

3.3. Ekstralasteliniy vezikuliy poveikis mikroglijos geny ir mikroRNR ekspresijai

Toliau buvo tiriama, kaip egzosomos veikia tam tikry geny ir mikro RNR ekspresija
neaktyvuotose (MO0), taip pat M1 ir M2 mikroglijos Iastelése. MO, M1, M2 mikroglijos 1astelés
buvo 6 val. veiktos egzosomomis (1 VV). Isskirta RNR naudota nustatyti pasirinkty geny ir
miRNR ekspresijos poky¢iams. Geny ekspresija tirta TL-PGR metodu naudojant specifinius
pradmenis ir fluorescuojantj DNR dazg SybrGreen. Rezultatai rodo, kad egzosomy poveikis ty
paciy geny ekspresijai gali buti skirtingas. Atsizvelgus j tai, kaip egzosomos veikia genus—taikinius
rezultatai suskirstyti j dvi grupes (12 pav. A, B). Kiekvienos grupés duomenys buvo gauti
susumavus dviejy nepriklausomy (pagal efektus genams—taikiniams) eksperimenty duomenis.

Analogiskai pateikti ir miRNR ekspresijos duomenys (13 pav. A, B).
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12 pav. Egzosomy poveikis geny raiskai M0, M1 ir M2 mikroglijos lastelése; * — p < 0,05

Lygindami skirtingy eksperimenty grupiy (12 pav. A, B) rezultatus galima matyti, kad
egzosomos prieSingai veikia tam tikry geny ekspresija (pvz. CD14, TLR4, VEGFA). Tikétina, kad

Siuos skirtumus galéjo lemti dvi priezastys.

Pirmiausia skirtumus galéjo nulemti eksperimentams naudoty egzosomy molekulinio sastato
skirtumai, taip pat skirtingas egzosomy kiekis. Yra Zinoma, kad egzosomy molekulinis sgstatas yra
labai sudétingas ir keiciasi priklausomai nuo lasteliy kilmés, jy kultivavimo salygy (amziaus,
donoro, iSoriniy stimuly ir t.t.)”®. Siame eksperimente naudotos egzosomas i§skirtos i3 tos pacios
PDPKL linjjos, taciau jy sastato skirtumus galéjo jtakoti skirtingas lgsteliy pasazas ir kultiiros
tankis (egzosomos buvo renkamos nuo ty paciy, taciau skirtingo pasazo lasteliy, kultiiros tankis
svyravo tarp subkonfluencijos/konfluencijos), bei skirtinga egzosomy saugojimo trukmeé. Kita

priezastis — galimai naudotas skirtingas egzosomy kiekis.
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Skirtumus galéjo lemti ir tai, kad jvairiuose eksperimentuose naudotos skirtingy pasazy
7mogaus mikroglijos lasteles. Si priezastis yra maZiau tikétina, kadangi skirtingy eksperimenty

grupése registruoti beveik identisky geny (neparodyta) ir miRNR (13 pav) raiskos poky¢iai.
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13 pav. Egzosomy poveikis miRNR raiskai M0, M1 ir M2 mikroglijos lastelése; * — p < 0,05

Pavyzdziui, nustatyta, kad egzosomos jtakojo tik miR-124-3p raiSka bei skirtingose
eksperimenty grupése nustatyti prieSingus miR-124-3p raiskos pokyciai. Literatiros duomenimis
miR-124-3p yra vienas svarbiausiy mikroglijos uzdegiminio atsako reguliatoriai’’. Tuo tarpu, kity
miRNR ekspresijos poky¢iai skirtingose eksperimentinése grupése beveik nesiskyre (13 pav. A,
B). Tod¢l pirmoji prieZastis (skirtingas egzosomy molekulinis sgstatas ir galimai skirtingas

naudoty egzosomy kiekis) geriau paaiskina gautus rezultatus.

3.4. EV poveikis JAK/STAT signaliniam keliui Zmogaus mikroglijos 1astelése
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JAK/STAT signalinis kelias atsakingas uz lastelés dauginimosi, diferenciacijos, migracijos
ir apoptozés mechanizmus. Sj signalinj kelig gali indukuoti jvairiis citokinai ir augimo veiksniai.
Imuninese lastelese JAK/STAT signalo perdavimo kaskada signalizuojama esant pazeidimui ar

infekcijai, taip pat uzdegimo metu’®,

Prie§ JAK/STAT siganalinio kelio tyrima, lgstelés buvo poliarizuotos M1 ir M2 kryptimis
pagal aprasyta protokolg. Baltymai iSskirti i§ ramybés biisenos (K), veikty egzosomomis
(K+egzosomos), poliarizuoty } M1 (M1), M1 veikty egzosomomis (M 1+egzosomos), poliarizuoty
1 M2 (M2), bei M2 veikty egzosomomis (M2+egzosomos). Visais atvejais povieikio egzosomomis
trukmé buvo 6 val, dozé — 1VV. Lasteliy baltymy lizatai buvo frakcionuoti elektroforetiskai Mini-
PROTEAN TGX geliuose ir perneSti ant membranos. Naudoti pirminiai antikiiniai pries§

nefosforilintus ir fosforilintus STATL, pSTAT1, STAT3, pSTAT3, STAT6 ir pPSTATG6 baltymus.

M1+ M2+
K ezosomos M1 egzosomos M2 egz0s0mos

T T

SATL - e D D sun s

pSTAT3 TR e s e o—

STAT: NS NS GHED GHED cmn caes

pSTAT6 m—

STATO e s G S w—— c—

14 pav. Imunobloto JAK/STAT signalinio kelio analizé mikroglijos lastelése veiktose egzosomomis

UZzdegimo mediatoriai (IL6, IFNo, IFNy) paskatina STAT1 transkripcijos faktoriaus
aktyvacijg (tirozino fosforilinimg) ir jo geny — taikiniy transkripcijg. Gauti duomenys rodo, kad
M1 mikroglijos lastelése STAT1 signalinis kelias yra aktyvuotas (14 pav). Nebuvo aptikta
zenklesnés STAT3 aktyvacijos M1 ir M2 lastelése. Literatiiros duomenimis, STAT6 transkripcijos
faktoriaus signalinis kelias yra specifiskai aktyvuojamas M2 mikroglijos lastelése?, ta rodo ir §iame

darbe pateikti baltymy aktyvacijos tyrimo duomenys (14 pav).
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Ivertinus pirmame rezultaty skyriuje gautus rezultatus (geny ir miRNR rai$ka) ir imunobloto
(14 pav) analizés rezultatus, matyti, kad mikroglijos poliarizavimo metodas veikia efektyviai tiek
geny ekspresijos, tiek baltymy lygmenyje.

JAK/STAT signalinio kelio baltymy aktyvacijai (14 pav) egzosomos matomy pokyciy

neindukavo.

3.5. Ekstralasteliniy vezikuliy poveikis mikroglijos lasteliy migracijai
ir fagocitiniam aktyvumui

Toliau Siame darbe buvo nagrinéjama, kaip egzosomos veikia MO mikroglijos lasteliy
migracija. Siuo tikslu lastelés buvo tiriamos panaudojant gyvy lasteliy vaizdinimo sistema Leica
SP8 stebint, kaip greitai Igstelés uzpildo 500 um tarpa Sulinélio pavirsiuje. Kontrolinés mikroglijos
lastelés (neinkubuotos su egzosomomis) ir su egzosomy doze 1 VV inkubuotos lastelés buvo
stebimos 24 val. Pateiktose nuotraukose (pav 8) parodoma, kad mikroglijos Igsteliy inkubuoty su
egzosomomis didesnis migracinis aktyvumas isryskéja jau po 10 val. Po 20 val. mikroglija
inkubuota su egzosomomis, visiskai uzpildo 500 um tarpa, priesingai nei kontrolinés lastelés.

Kiekybiné analiz¢ buvo atlikta pasirenkant 1000 pym x 500 pum langelj ir skai¢iuojant i ji
migravusias lasteles. Skai¢iuojama kas 2 val, trijose Sulinélio zonose (9 pav). Gauto rezultatai
rodo, kad PDPKL sekretuojamos egzosomos skatina mikrogljos lasteliy migracijg. ReikSmingi
skirtumai pasireiskéjo jau 2—3 inkubacijos val., 0 6 val. inkubacijos su egzosomomis imigravusiy

lasteliy skaicius buvo net 3.8 karto didesnis nei kontroliniy.
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MO MO + egzosomos

0 val.

10 val.

20 val.

8 pav. Ramybes biisenos mikroglijos (kontrolinés) ir ramybésmikroglijos mikroglijos lgsteliy veikty egzosomomis

kokybinis migracijos jvertinimas
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Mikrgolijos lasteliu migracinis aktyvumas

-
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9 pav. Ramybés buisenos mikroglijos (kontrolinés) ir ramybés buisenos mikroglijos Igsteliy veikty egzosomomis
kiekybinis migracijos jvertinimas; * —p < 0,05

Toliau buvo tirta, kaip DPKL sekretuojamos egzosomos veikia zmogaus mikroglijos lasteliy
funkcinj aktyvuma. Siuo tikslu buvo jvertinta, kaip egzosomos veikia MO, M1 ir M2 lasteliy
fagocitinj aktyvuma. Fagocitozés aktyvumo tyrimams naudotas eksperimentinis modelis —
fluoresuojanéiu dazu zyméti AK, generuoti i§ mogaus dopaminerginiy neurony pirmtaky. Sis
modelis geriau atspindi realias salygas, nei rutiniSkai naudojamas zimozanas, ar Zymétos latekso
dalelés.

AK buvo dazyti raudonai fluorescuojanéiu TAMRA dazu ir inkubuoti su mikroglijos
lastelémis. Gyvy lasteliy vizualizavimas buvo vykdomas panaudojant konfokalinj mikroskopa
Leica SP8 Leica Microsystems. Nuotraukose (10 pav) pateiktas bendras vaizdas (A) ir AK
internalizavimas patvirtinamas vykdant skenavima ZY asyje (B). Zalia spalva atitinka lasteles

dazytas kalceinu, raudona — AK dazytus TAMRA daZzu.

10 pav. Zmogaus mikroglijos lasteliy fagocitinio aktyvumo tyrimas
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Gyvy lgsteliy vizualizavimas buvo vykdomas panaudojant konfokalinj mikroskopg Leica
SP8. Kiekybiniai eksperimentai buvo vykdomi regéjimo lauke suskaiCiuojant visas lasteles, taip
pat lasteles fagocitavusias bent po vieng AK. Skaiiuota trijose kiekvieno Sulinélio zonose.
Fagocitinis aktyvumas (FA) buvo skaiciuojamas pagal formule: FA = Fagocitavusios lgsteles/visos

lastelés x 100 %. Pateikiami dviejy nepriklausomy eksperimenty rezultatai (11 pav).

Fagocitinis aktyvumas (%)
60
50

40
3
2
1

Kontrolé Kontrolé-exo M1 exo M2 exo

o O o o

11 pav. AK fagocitavusiy lasteliy kiekis procentais

Gauti duomenys rodo, kad egzosomos Zenkliai (16.9 %) padidino MO mikroglijos lasteliy
fagocitinj aktyvuma. [domu, kad poveikis egzosomomis Siek tiek sumazino M1 lasteliy fagocitinj

aktyvuma (2.7 %), taciau 8 % padidino M2 lasteliy fagocitinj aktyvuma.

Pastaraisiais metais daugéja duomeny, kad mikroglijos fagocitinis aktyvumas gali biti
svarbus veiksnys létiniy neurodegeneraciniy ligy patogenezéje. Greitas ir efektyvus pazeisty ir
apoptavusiy lgsteliy, taip pat toksisky depozity elininavimas padeda palaikyti audinio homeostaze
ir létina neurodegeneracija®.

Apibendrinant, Siame tyrime buvo nustatyta, kad DPKL sekretuojamos egzosomos veikia
7mogaus mikroglijos lasteliy funkcines savybes. Sie duomenys rodo, kad egzosomos skatina

mikroglijos lgsteliy migracija ir fagocitinj aktyvuma.

47



4. ISVADOS

Siame darbe naudojamas in vitro poliarizavimo protokolas padeda efektyviai indukuoti
M1 ir M2 imunofenotipg Zmogaus mikroglijos lgstelése;

IS pieninio danties pulpos kamieniniy Igsteliy (PDPKL) supernatanty iSskirty egzosomy
méginiy empiriniai veikimo vienetai proporcingai atitinka nanodaleliy kiekj;

. PDPKL sekretuojamos egzosomos veikia uzdegima (ARG1, iNOS, VEGFA), fagocitoze
(CD11b, TREM2) bei nespecifinj imuninj atsakg (CD14, TLR4) reguliuojanciy geny ir
miR-124-3p bei miR-145-5p raiska M0, M1 ir M2 zmogaus mikroglijos lastelése;
PDPKL sekretuojamos egzosomos neveikia STATI1, STAT3 ir STAT 6 baltymy
aktyvacijos M0, M1 ir M2 mikroglijos Igstelése;

PDPKL sekretuojamos egzosomos veikia zmogaus mikroglijos lasteliy funkcines

savybes: skatina mikroglijos lasteliy migracijg ir fagocitinj aktyvuma.
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