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Santrauka

Vieni dazniausiy infekciniy susirgimy — tai virSutiniy kvépavimo taky virusinés infekcijos. Paprastai
tokios infekcijos veikia lokaliai, tac¢iau kai kurie infekcijas sukeliantys veiksniai gali biiti perduoti j
toliau nuo infekcijos Zidinio nutolusias vietas lasteliy puslelinés komunikacijos biidu. Vienas i8
geriausiai iStirty tarplagstelinés komunikacijos biidy yra nano dydzio puslelés — egzosomos. Jos
svarbios medziagy pasikeitimui tarp lasteliy, nereikalingy baltymy ar kity molekuly pasalinimui.
Virusais veikiamy lasteliy egzosomos gali pernesti prouzdegimines molekules ar net paties viruso
daleles. Zinoma, kad egzosomos gali pereiti kraujo-smegeny barjera. Kadangi virSutiniai kvépavimo
takai iSsidéste labai arti galvos smegeny, tikétina, kad virusy veikiamy lgsteliy egzosomos gali
pernesti | smegenis uzdegiminius veiksnius ir taip prisidéti prie neurouzdegiminiy procesy
inicijavimo. Svarbiausios imuninio atsako Igstelés smegenyse yra mikroglija, todél labiausiai tikétina,
kad Sios Igstelés turéty biiti pirmos atsakancios j virusy veikiamy kvépavimo taky lasteliy egzosomy
signalus. Vis délto virusy veikiamy kvépavimo taky lasteliy egzosomy poveikis mikroglijai iki Siol
nebuvo tiriamas.

Sio projekto tikslas — istirti viruso mimetiku poli I:C veikiamy kvépavimo taky epitelio lasteliy
egzosomy reik§me zmogaus mikroglijos Igsteliy aktyvinimui. Projekto metu is poli 1:C seka
stimuliuoty zmogaus kvépavimo taky bronchy epitelio Igsteliy iSskirtos ir pagal daleliy dyd; ir
egzosominius pavirSiaus zZymenis charakterizuotos egzosomos, kuriomis buvo veikiamos zmogaus
mikroglijos Igstelés. Nustatyta, kad kvépavimo taky lasteliy iSskiriamos egzosomos j mikroglijos
lasteles patenka per 2 valandas. Nustatyta, kad infekcijy stimulivoty egzosomy aplinkoje slopinama
mikroglijos lasteliy mitochondrijy funkcija, j maziau mitochondrin;j ir labiau glikolitinj persiskirsto
lasteliy energetinis fenotipas. Taip pat padidéja vidulgsteliniy ir vidumitochondriniy aktyviy
deguonies junginiy produkcija bei kaspazés-1 aktyvumas, rodantis aktyvintg mikroglijos biiseng po
poveikio virusine seka stimuliuotomis egzosomomis. Gauti rezultatai rodo, kad mikroglijos
aktyvinimui gali turéti jtakos periferijoje infekcijy poveikyje susiformavusios egzosomos.
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Summary

One of the most common infectious diseases is viral infections of the upper respiratory tract. Usually,
such infections are localized, however some of the factors, which cause infections might be
transmitted to more remote locations by extracellular communication. The one of the best studied
way of extracellular communication is nano-sized extracellular vesicles — exosomes. They are
important for the exchange of substances between cells, the removal of unnecessary proteins or other
molecules. Exosomes from virus-infected cells can carry pro-inflammatory molecules or even
particles of the virus itself. It is known that exosomes can cross the blood-brain barrier. Because the
upper respiratory tract is located very close to the brain, it is likely that virus-primed cell exosomes
can transfer inflammatory factors to the brain and thus contribute to the initiation of
neuroinflammatory processes. The most important immune response cells in the brain are microglia.
Therefore, most likely, that those cells should be affected first of exosomes from virus-primed cells.
However, the effect of virus-primed upper respiratory tract cell exosomes on microglia have not been
studied yet.

The aim of this project — to investigate the effect of virus mimetic poly I:C-primed airway exosomes
on human microglial cell activation. In this project, exosomes were isolated from poly I:C-primed
human bronchial epithelial cell culture medium and were characterized by particle size and specific
exosomes markers. It was determined that the exosomes are internalized by microglial cells after 2
hours. It was established that the mitochondrial function of microglial cells is inhibited in the
environment of virus-primed exosomes, and the energetic phenotype of the cells is redistributed
towards less mitochondrial and more glycolytic. There is also an increase in the production of
intracellular and mitochondrial reactive oxygen species and caspase-1 activity, indicating an activated
state of microglia after exposure to viral sequence-stimulated exosomes.
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SANTRUMPU IR TERMINU SARASAS
acetil-Ko-A — acetilkofermentas A arba kofermentas A
ADJ — aktyviis deguonies junginiai
ADP — adenozindifosfatas
ATP — adenozintrifosfatas
CARD - kaspaze pritraukiantys domenai (angl. Caspase recruitment domains)
CNS - centriné nervy sistema

DAMP — su pazeistomis molekulinémis struktiromis susij¢ ligandai (angl. Damage-associated
molecular patterns)

DCF — 2,7-dichlorofluoresceinas

DMEM - lasteliy mitybiné terpé (angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium)

DNR - deoksiribonukleortigstis

ECAR — tarplastelinis rugstéjimo greitis (angl. Extracellular acidification rate)

EDTA - etilendiamintetraacto ragstis

ELISA — imunofermentinés analizés metodas (angl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

ESCRT - transportui reikalingas endosomy rtsiavimo kompleksas (angl. Endosomal sorting
complexes required for transport)

FAD — flavino adenino dinukleotidas

FCCP — karbonilcianido-4-(trifluormetoksi)fenilhidrazonas
FDB — fosfatinis drusky buferis

H2DCF — 2,7-dichlorodihidrofluoresceinas

H2DCFDA — 2,7-dichlorodihidrofluoresceino diacetatas
HBSS — Hankso subalansuotas druskos tirpalas (angl. Hank's Balanced Salt Solution)
IL — interleukinas

ILV — vidinés endosomy puslelés (angl. intraluminal vesicle)
INF — interferonas

IRNR — informaciné RNR

KoQ - kofermentas Q

KTEL — kvépavimo taky epitelio Igstelés



LPS — lipopolisacharidai

MAVS — mitochondrijy antivirusinio signalo pardavimo baltymas (angl. Mitochondrial antiviral-
signaling protein)

MDA-5 — su melanomos disociacija susijes genas 5

MHC — didysis audiniy suderinamumo kompleksas (angl. Major histocompatibility complex)
MiRNR — mikro-RNR

MtDNR — mitochondrijy DNR

MVB — daugiapiislelinis kiinas (angl. Multivesicular body)

NAD — nikotinamido adenino dinukleotidas

NF-kB — aktyvuoty B limfocity lengvasias grandines sustiprinantis branduolio veiksnys kappa (angl.
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

NLR — nukleotidy oligomerizacijos domeno receptoriai (angl. Nucleotide oligomerization domain-
like receptor)

NOD - nukleotidy oligomerizacijos domenas
OCR - deguonies suvartojimo greitis (angl. Oxygen Consumption Rate)

PAMP — su patogenais susijusios molekulinés struktiiros (angl. Pathogen-associated molecular
patterns)

PEG — polietilenglikolis
Poli I:C — poliinozino policitidino riigstis (angl. Polyinosinic: polycytidylic acid)

PRR - specifines molekulines struktiiras atpazjstantys receptoriai (angl. Pattern recognition
receptors)

RIG-I — Retino raigstj indukuojantis genas 1

RLR — Retino rugstj indukuojancio geno 1 receptoriai (angl. Retinoic acid-induced gene I-like
proteins receptor)

RNR — ribonukleortigstis

SOD - superoksido dismutazés fermentas

TCA — trikarboksirtigsciy ciklas (angl. Tricarboxylic acid cycle)
TLR — Toll tipo receptoriai (angl. Toll-like receptor)

TNF — naviky nekrozés faktorius (angl. Tumour necrosis factor)

UCP2 — atkabinimo baltymas 2 (angl. Uncoupling protein)



IVADAS

Vieni dazniausiy infekciniy susirgimy — tai virSutiniy kvépavimo taky virusinés infekcijos [1].
Paprastai, tokios infekcijos lokaliai veikia vieng audinj ar organg, taciau kai kurie veiksniali,
sukeliantys infekcijas, ptslelinés komunikacijos budu gali biiti perneSami j Kitus organizmo audinius
ar organus [2]. Egzosomos — tai mazos, lasteliy produkuojamos pislelés, svarbios tarplgstelinei
komunikacijai: medziagy pasikeitimui tarp lasteliy, nereikalingy baltymy ir kity molekuliy
pasalinimui [3]. Puslelés gali veikti lokaliai arba sukelti sisteminj poveikj, cirkuliuvodamos jvairiuose
organizmo skysCiuose [4]. Taip pat egzosomos geba pereiti kraujo-smegeny barjera [5-6], todél
tikétina, kad jos j smegenis gali pernesti uzdegiminius procesus inicijuojanéius veiksnius ir prisidéti
prie  neurouzdegiminiy procesy susidarymo, kurie turi svarbig reikSme¢ vystantys
neurodegeneraciniams susirgimams.

Mikroglijos lastelés — tai pagrindinés imuninés smegeny lastelés, kurios svarbios palaikant
homeostaze smegenyse ir sukuriant imuninj atsakg j uzdegiminius procesus [ 7]. Aktyvinta mikroglija
iSskiria jvairius prieSuzdegiminius veiksnius, kurie yra svarbiis imuniniame infekciniy, uzdegiminiy,
iSeminiy ir degeneraciniy centrinés nervy sistemos ligy atsake [8]. Nors yra zinoma, kad egzosomos
patenka j smegenis, taCiau néra istirta, kaip periferijoje virusiniy infekcijy poveikyje susidariusios
egzosomos veikia smegeny lgsteles. Projekto metu atlikti tyrimai, gali suteikti naujy duomeny apie
galima neurouzdegimy susidarymg ir potencialius neurodegeneraciniy susirgimy iniciacijos
mechanizmus, veikiant smegeny lasteles periferijoje infekcijy metu Iasteliy isskirtomis
egzosomomis.

Sio projekto tikslas — itirti viruso mimetiku poli I:C veikiamy kvépavimo taky epitelio lasteliy
egzosomy reiksme zmogaus mikroglijos lasteliy aktyvinimui.

Projekto tikslui pasiekti iSsikelti uzdaviniai:

1. isskirti virusine poli I:C seka stimuliuotas ir nestimuliuotas egzosomas i$ kvépavimo taky
epitelio lasteliy ir charakterizuoti jas pagal daleliy dydj ir specifinius zymenis;

2. jvertinti kvépavimo taky egzosomy patekimg j mikroglijos Iasteles ir nustatyti jy poveikj
mikroglijos Iasteliy gyvybingumui;

3. jvertinti poli 1:C seka stimuliuoty egzosomy jtaka mitochondrijy funkcijoms mikroglijos
lastelése;

4. istirti poli 1:C seka stimuliuoty egzosomy jtaka aktyviy deguonies junginiy susidarymui
mikroglijos lgstelése;

5. jvertinti poli I:C seka stimuliuoty egzosomy jtakg kaspazés-1 aktyvinimui mikroglijos
lastelése.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Virsutiniy kvépavimo taky virusinés infekcijos ir jy sukeliamas imuninis atsakas

Kvépavimo takai skirstomi j virSutinius, kuriuos sudaro nosies ertmé, ryklé, gerklos, ir apatinius
kvépavimo takus, kuriems priskiriama trachéja, bronchai, bronchiolés ir plauciai. Viding $iy organy
dalj dengia epitelio lgstelés, sudarancios fizinj barjerg, apsaugant] nuo patogeny patekimo j
organizma, kuris yra svarbi jgimto imuniteto dalis. Visus kvépavimo takus, i$skyrus plauc¢ius, dengia
gleiviy sluoksnis, padedantis pasalinti Cia patekusius patogenus. Nepaisant minéty apsauginiy
mechanizmy Seimininko kvépavimo takus galima uZkrésti virusais, Siems prisijungiant prie specifiniy
receptoriy. Dauguma virusy, uzkreCianiy zmones, j organizmg patenka aerozoliy forma,
susidaranc¢iy koséjant ar c¢iaudint Kitam uzsikrétusiam zmogui. Dazniausi virusai sukeliantys
virSutiniy kvépavimo taky infekcijas — tai gripo virusas, rinovirusas, kvépavimo-sinticijos virusas,
paragripo virusas, koronavirusas, bokavirusas ir metapneumovirusas [9]. Nustatyta, kad per metus
dél virsutiniy kvépavimo taky infekcijy jvyksta 10 milijony ambulatoriniy vizity pas gydytojus, o 70—
90 % Siy infekcijy sukelia virusai [1, 9].

Virusinés infekcijos skatina jgimta arba nespecifinj ir jgyta arba specifinj imuninj atsaka. Jgimtas
imuninis atsakas yra suaktyvinamas pradinése uzsikrétimo stadijose, kuomet su patogenais susijusios
molekulinés struktaros (angl. Pathogen-associated molecular patterns, PAMP) prisijungia prie §ias
specifines molekulines struktiiras atpazjstanciy receptoriy (angl. Pattern recognition receptors, PRR)
[10]. Igytas imuninis atsakas yra kompleksiskesnis, turintis atmintj, atsiranda vélesnése virusinés
infekcijos stadijose. Jo metu yra atpazjstami specifiniai antigenai ir sukeliamas B ir T limfocity
atsakas [9-10]. Efektyvus imuninis atsakas j virusines infekcijas priklauso nuo abiejy tipy imunitety
sgveikos [9].

PRR atpazjsta virusing dvigrande ir viengrande ribonukleoriigsti (RNR), RNR su 5'trifosfatais,
deoksiribonukleortigsti (DNR) ir kitus baltymus. PRR receptoriy klase sudaro trys pagrindinés
receptoriy grupés: retino rugstj indukuojanéio geno 1 (RIG-1) baltymy receptoriai (angl. Retinoic
acid-induced gene I-like proteins receptor, RLR); Toll tipo receptoriai (angl. Toll-like receptor,
TLR); nukleotidy oligomerizacijos domeno (NOD) receptoriai (angl. Nucleotide oligomerization
domain-like receptor, NLR). Kiekvienos grupés receptoriai atsakingi uz tam tikry virusiniy
komponenty atpazinimg ir aktyvuoja skirtingas imuninio atsako sritis [11]. TLR ir RLR receptoriy
aktyvuojami imuninio atsako signaly perdavimo procesai, dar vadinami kaskada, pavaizduoti 1.1
paveiksle.
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1.1 pav. Imuninio atsako signalo perdavimo keliai. Adaptuota pagal [11]

RLR yra butini sukeliant jgimta imuninj atsaka j RNR virusus, turin¢ius helikazés ir C-galinio
represoriaus domenus. Kaspazg pritraukiantys domenai (angl. Caspase recruitment domains,
CARD), aptinkami RIG-I gene, ir su melanomos disociacija susijusio geno 5 (MDA-5) baltymai
svarbiis tolimesniam imuninio signalo perdavimui RLR receptoriniu keliu [11-13]. RLR receptoriy
Seimos narial j virusines infekcijas reaguoja skirtingai. RI1G-1 dalyvauja esant hepatito C, paramikso
viruso ir gripo viruso infekcijoms, 0 MDA-5 suaktyvina jgimtg imuninj atsakg i pikornavirusg [11,
14-16]. Imuniniam atsakui j reovirusg reikalingi ir RIG-I, ir MDA-5 [17]. Po RNR prisijungimo prie
RIG-I ir MDA-5, sie baltymai asocijuojasi su CARD turinéiu adapteriu, kitaip vadinamu interferono
(IFN) B promotoriaus stimuliatoriumi 1 (1.1 pav. IPS-1), arba su mitochondrijy antivirusinio signalo
pardavimo baltymu (angl. Mitochondrial antiviral-signaling protein, MAVS). Véliau, suaktyvinus
su naviky nekrozés faktoriaus (angl. Tumour necrosis factor, TNF) receptoriumi asocijuotg faktoriy
TRAF-3, stimuliuojami | tipo INF genai [18-21]. Padidéja IFN-a ir IFN-f sekrecija, kuriems
budingas pagrindinis antivirusinis poveikis. Aktyvuotas MAVS skatina INF reguliuojanéiy veiksniy
(angl. Interferon regulatory factor) IRF3 ir IRF7 bei branduolio veiksnio kappa, kuris stiprina
aktyvuoty B limfocity lengvasias grandines NF- kB (angl. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells), aktyvacija, taip indukuojant antivirusiniy Citokiny gamyba [22]. Citokiny, tokiy
kaip TNF-a, interleukiny (IL) IL-1p ir IL-6, iSskyrimas skatina imuniniy lgsteliy pritraukimg j
infekcijos vietas ir sukelia uzdegima [18]. Taip pat padidéjus kostimuliuojan¢iy molekuliy, tokiy kaip
CD40, CD80 ir CD86, sintezei iSskiriami prieSuzdegiminiai citokinai ir chemokinai, kurie prisideda
prie T limfocity imuninio atsako [11].

TLR receptoriai — tai membranos receptoriai, kuriy funkcijas lemia jy struktiira ir lokalizacija. Sio
tipo PRR receptoriai gali atpazinti virusy komponentus, esancius lgsteliy iSoréje ir citoplazminése
vakuolése. Zmoniy organizmuose aptinkama maziausiai desimt TLR tipy [21]. TLR2, TLR3, TLR4,
TLR7 ir TLR9 yra ypac svarbis atpazjstant virusus. TLR2 ir TLR4 randami ant plazminiy membrany
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ir atpazjstg virusy pavirSinius baltymus. TLR3, TLR7 ir TRL9 atpazjsta vidulastelines virusines
struktiiras, esancias citoplazmos vakuolése. Dvigrandé RNR aktyvuoja signalg per TLR3, o
viengrandé RNR bei DNR, su nemetilintomis CpG salomis, aktyvuoja signalg per TLR7 ir TLR9
receptorius. Imuninio atsako signalinis kelias ,,paleidziamas®, kuomet prie receptoriy prisijungia
mieloidinis diferenciacijos faktorius 88 (1.1 pav. Myd88) arba Zmogaus IL-1 receptoriy homologo
domenas TRIF, sukeliantis INF-f sintez¢. Tokiu badu indukuojamo imuninio atsako rezultatas —
aktyvinama uzdegiminio atsako geny ekspresija, kuriai daugiausia jtakos turi NF-xB, IRF3 ir IRF7
transkripcijos faktoriai ir IkB kinazés (IKKa ir IKKB) [18-21]. TLR ir RLR aktyvuojami imuninio atsako
keliai, susije tarpiniais molekuliniais produktais [11].

IL-1B ir IL-18 tarpininkauja kitame svarbiame jgimto imuninio atsako mechanizme virusiniy
infekcijy metu. [23]. Skirtingai nuo TLR ir RLR receptoriniy keliy, IL-1fB ir IL-18 gamyba
aktyvuojama, kaspazei-1 skaidant citokiny pirmtakus [24—-25]. Sis procesas vyksta inflamasomoje
[26]. Keletas uzdegiminiy baltymy, tokiy kaip NOD leucino gausias pasikartojancias sritis turin¢iy
receptoriy ir su apoptozés kaskada susijusiy baltymy, turin¢iy CARD, dalyvauja kaspazés-1 veikloje,
i$ IL-1p prekursoriaus — pro-1L-1p suformuojant subrendusj ir biologiskai aktyvy IL-1p [21, 27].
Tikslus inflamasomos vaidmuo dalyvaujant jgimto imuninio atsako j virusines infekcijas metu néra
zinomas. Taciau yra duomeny, kad dvigrandé RNR ir adenovirusy DNR gali suaktyvinti pro-1L-1
perdirbimg. Taip pat yra duomeny, kad DNR virusai gali modifikuoti inflamasomos funkcija, kad
iSvengty jgimto imuninio atsako mechanizmo [11].

Daznai eksperimentuose siekiant imituoti virusines infekcijas naudojami Sintetiniai virusinés
dvigrandés RNR analogai, pavyzdziui, poliinozino policitidino ragstis (angl. Polyinosinic:
polycytidylic acid, poli I:C), kuri jungiasi prie TLR3 receptoriy ir in vitro inicijuoja virusing infekcija
[28]. Imuninis atsakas j poli I:C sinteting dvigrand¢ RNR seka, atitinka ankséiau aptartg klasikinj
priesvirusinj atsakg, sukeliamg per TLR receptorius. In vitro imuninio atsako tyrimuose realius
virusus pakeitus poli I:C viruso mimetiku, jie tampa — saugesni, greitesni ir paprastesni [29].

Virusai, sukeliantys virSutiniy kvépavimo taky infekcijas, paprastai veikia tik lokaliai. Tarplastelinei
komunikacijai svarbios lasteliy produkuojamos pislelés — egzosomos, galinCios laisvai pereiti
biologinius barjerus. Yra zinoma, kad egzosomy sudétis kinta priklausomai nuo jas iSskirian¢iy
lasteliy tipo, fiziologiniy ar patologiniy lastelés salygy [30], tac¢iau dar néra pakankamai istirtas
virusiniy infekcijy metu susidariusiy egzosomy poveikis j toliau nuo infekcijos Zidinio nutolusius
organizmo audinius ar organus.

1.2 Egzosomos ir jy struktiira

Ekstralgstelinés puslelés — tai sferinés puslelés, apgaubtos dvigubu lipidiniu sluoksniu, kurios jvairiy
lasteliy tipy yra iSskiriamos j tarplastelinius skys¢ius. Tokias pusleles galima rasto kraujyje, serume,
motinos piene, seilése, Slapime, smegeny skystyje ir kKituose organizmo skysé¢iuose [30]. Remiantis
ju dydziu, fizikinémis savybémis ir sudétimi ekstralgstelinés puslelés skirstomos j tris tipus:
mikropisleles, 50-1000 nm skersmens pisleles, susidarancias i$§ plazminés membranos, €gzosomas,
kurios susidaro i$ endosomy ir yra 30—150 nm skersmens, ir apoptotinius kanelius, kurie atsiranda
apoptozés metu, 0 jy skersmuo — 50-500 nm [31].

Egzosomy sudétis kinta priklausomai nuo jas iSskirian¢iy lasteliy tipo, fiziologiniy ar patologiniy
lastelés salygy [30]. Egzosomos sudétingos lastelinés struktiiros, kurias sudaro jvairios biomolekulés
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— iki 4563 baltymy, 194 lipidy, vir$ dviejy tikstan¢iy RNR molekuliy [32—-34]. Schematiné egzosomy
sudétis pavaizduota 1.2 paveiksle.
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1.2 pav. Egzosomy sudétis. Adaptuota pagal [41]

Pagrindiniai egzosomy transmembraniniai baltymai tetraspaninai (CD9, CD63, CD81, CD82) yra
svarbis vidiniy pasleliy biogenezei [35]. Sie proteinai turi Keturis transmembraninius domenus ir
membranose gali suformuoti sritis — tetraspaninais gausius membraninius domenus (angl.
tetraspanin-enriched membrane domains). Manoma, kad $ie domenai gali sgveikauti tarpusavyje arba
su kitais baltymais [36]. Egzosomy, iSskiriamy i§ dendritiniy lasteliy pavirSiuje yra didieji audiniy
suderinamumo kompleksai (angl. Major histocompatibility complex, MHC) MHC I ir MHC II, kurie
svarblis imuniniame reguliavime, jie gali dalyvauti antigeno pateikime [37—38]. Egzosomose randami
ir citozoliniai baltymai, pavyzdziui, aneksinas, Rab baltymas, flotilinas, kurie reikalingi pasleliy
susiliejimui ir medziagy transportavimui per membrang. Citozoliniai baltymai Alix, TSG101
dalyvauja egzosomy biogenezéje, jai formuojantis i§ endosomy [39-40]. Puslelése citoskeleto
funkcija atlieka aktinas, tubulinas, profilinas ir kt. baltymai, o reakcijas katalizuoja metaboliniai
fermentai (GAPDH, piruvato kinaz¢) [41]. Egzosomose randami ir Siluminio Soko baltymai (Hsp70,
Hsp90) reaguojantys j aplinkos stresg ir padedantys susilankstyti baltymams [3].

Pagrindiniai egzosomy lipidai — cholesterolis, sfingolipidai, keramidas ir glicerolfosfolipidai, sudaryti
i§ soCiyjy riebaly rugsciy. Sfingolipidai ir cholesterolis svarbiis egzosomy stabilumo palaikymui, taip
pat padeda apsaugoti ptsleles nuo suardymo kraujo lastelémis [42]. Egzosomose taip pat randama
prostaglandiny bei laisvyjy riebaly riigsciy, tokiy kaip arachidono riigstis i$ kurios sintetinami
prostaglandinai [43].

H. Valadi su kolegomis nustaté, kad egzosomose yra informacinés RNR (iRNR) ir mikro-RNR
(miRNR) [44]. Vélesni tyrimai parodé, kad puslelése randama ir ilgy nekoduojanc¢iy RNR [45]. IRNR
transkriptai gali buti paversti baltymais transliacijos metu [44]. Taciau naujausi tyrimai rodo, kad
egzosomose esancios iRNR reik§mé daugiau reguliaciné nei funkciné, dél gausiy 3 -netransliuojamy
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sriciy iRNR transkripte [46]. miRNR yra funkcionali recipiento lgstelése ir gali slopinti geny raiska
[47].

1.3 Egzosomy biogenezé

Eukariotinése lastelése plazminei membranai pumpuruojantis j lastelés vidy susidaro vidulgstelinés
puslelés, kurios susiliejusios suformuoja didesnes pusleles — ankstyvasias endosomas. Ankstyvyjy
endosomy brendimas iki vélyvyjy yra susijes su baltymy pokyciais [48]. Endosominei membranai
linkstant j vidy ir apgaubiant dalj citozolio su jame esanciais baltymais, RNR, taip pat jterpiant
transmembraninius baltymus, formuojasi vidinés endosomy ptislelés (angl. Intraluminal vesicle, ILV)
[48-49]. Tokiu budu endosomos subresta iki vélyvyjy endosomy, dar Kitaip vadinamy
daugiapusleliniy kiineliy (angl. Multivesicular body, MVB) [50]. Brestant endosomos pakeicia savo
formg i§ primenancios vamzdelius | sferine, taip pat priartéja prie branduolio [49]. MVB toliau gali
susilieti su lizosomomis, ir jo turinys gali buti suardytas hidrolizés fermenty [51], arba gali susilieti
su lastelés plazmine membrana ir egzocitozés budu | tarplasteling terpe atpalaiduoti ILV, kaip
egzosomas (zr. 1.3 pav.) [50].
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1.3 pav. Egzosomy biogenezé. Adaptuota pagal [13]

Egzosomas sekretuoja dauguma lasteliy tiek normaliomis fiziologinémis, tiek patologinémis
salygomis [52]. Jos gali biiti sekretuojamos bregstant endosomoms anksciau aptartu biidu, kai yra
panaudojami lgstelés plazminés membranos ir citozolio baltymai. Taciau puslelés gali biti
sintetinamos ir de novo i§ endoplazminio tinklo ir Goldzio komplekso komponenty i§ karto } MVB
[53].

MVB ir ILV formavime svarby vaidmen; atlicka transportui reikalingi endosomy rtiSiavimo
kompleksai (angl. Endosomal sorting complexes required for transport, ESCRT) [13]. Tai
baltyminiai kompleksai randami ant MVB membrany [54]. ESCRT-0 kompleksas atpazjsta
ubikvitilintus baltymus ir juos surisiuoja j endosomas, taip pat aktyvina ESCRT-I ir ESCRT-II
kompleksus, kurie dalyvauja membranos jlenkime. Véliau ESCRT-111 kompleksas nuo membranos
atskiria susiformavusia ptslele [55]. Be ESCRT, pisleliy pernasai svarbi ir keramido-tetraspaniny
pernasos sistema. Kai kuriose lastelése ILV ir MVB formavima, t. y. membrany pumpuravimag

inicijuoja sfingomielinazé, kuri hidrolizuoja plazminés membranos sfingomieling ir sukelia keramido
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kaupimg [56]. Kroviniy j endosomas perkélime ir ILV formavime dalyvauja tetraspaninai (CD63,
CD81) [57]. Nustatyta, kad nesubrendusiy dendritiniy lgsteliy MVB, kuriy membranose mazai
cholesterolio ir gausu lizobifosfato riigsties, yra nukreipiamos j lizosomas. Subrendusiuose
dendritiniy Igsteliy MVB — gausu cholesterolio ir tetraspaniny (CD9), Sios ptislelés yra nukreipiamos
] plazming membrang [58]. MVB susiliejime su plazmine membrana dalyvauja SNARE baltymai ir
Rab GTPazés [59].

Recipientines lasteles, arba Igsteles-taikinius, egzosomos gali veikti tiesioginiu ir netiesioginiu budu
[53, 60]. Fagocitozé, endocitozé, makropinocitozé ir egzosomos susiliejimas su taikinio Igstelés
plazmine membrana, atpalaiduojant savo turinj j lgstelés vidy, priskiriami tiesioginio veikimo
biidams. Netiesioginio veikimo metu egzosomy plazminéje membranoje esantys baltymai jungiasi
prie recipientiniy lasteliy receptoriy. Taip pat Sie baltymai gali biiti atskeliami nuo endosominés
membranos ir veikti receptorius kaip ligandai (zr. 1.4 pav.) [53, 60-61].
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"""" Baltymu-ligandy
prisijungimas
prie receptoriy

Signalas

Recipientin¢ Igstelé
1.4 pav. Egzosomy veikimo biidai recipientinéms lgsteléms. Adaptuota pagal [61]
1.4 Egzosomuy iSskyrimas ir charakterizavimas

Egzosomy, isskyrimui i§ biologiniy skysciy, identifikavimui taikomi jvairiis metodai. Mokslingje
literatliroje  dazniausiai aprasomi jvairiis chromatografiniai metodai, ultracentrifugavimas,
filtravimas, nusodinimas polimeru bei jvairsis imunologiniai metodai [62]. Ultracentrifugavimas — tai
centrifugavimo procesas, kurio metu naudojamos itin didelés iScentrinés jégos, paprastai, iki 100 000
g. Priklausomai nuo iscentrinés jégos dydzio suspensijos dalelés gali biiti isskirstomos pagal fizikines
savybes ir tirpiklio tankj bei klampa [63]. Filtruojant naudojamos ultrafiltravimo membranos, kurios
atskiria egzosomas nuo baltymy ir kity makromolekuliy. Chromatografiniai metodai lyginant su
ultracentrifugavimu leidzia geriau atskirti egzosomas, jas frakcionuojant pagal dydj, taip pat taikant
§] metodg dalelés néra veikiamos didelémis iscentrinémis jégomis, todél mazesné jy dalis yra
pazeidziama iSskyrimo metu [62]. Egzosomy nusodinimas polimeru paremtas daleliy tirpumo ir
sklaidumo poky¢iais tirpale. Vienas dazniausiai naudojamy polimery egzosomy iSskyrimui yra
polietilenglikolis (PEG) [62, 64-66]. Vandeninis PEG tirpalas suformuoja polimerinj tinklg, kuris
sulipina egzosomas j agregatus, ir taip sudaromos sglygos jy nusodinimui centrifuguojant. Toks
metodas yra pigus, greitas, nereikalaujantis papildomos jrangos ir leidZiantis iSsodinti egzosomas,
naudojant zemus centrifugavimo greicius [67] (zr. 1.5 pav.). Taip pat Siuo metodu egzosomos
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iSskiriamos neutraliame pH [63]. Pastaruoju metu vis daZzniau taikomi misras egzosomy iSskyrimo
budai, siekiant kokybiskiau i§gryninti nanopusleles [64].
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1.5 pav. Egzosomy nusodinimas PEG. Adaptuota pagal [67]

Egzosomos charakterizuojamos pagal dydj, baltymy ar lipidy kiekj. Paprastai jos identifikuojamos
vaizdinant, nustatant daleliy dydj ar pavirSiaus zymenis [68]. Egsozomy morfologijai patvirtinti
naudojama transmisiné elektrony mikroskopija, skenuojanti elektrony mikroskopija, atominés jégos
mikroskopija ir krioelektroniné mikroskopija [69]. Daleliy dydis ir jy pasiskirstymas suspensijoje
nustatomas nanodaleliy sekimo analizés (angl. Nanoparticle tracking analysis) ir dinaminés $viesos
sklaidos (angl. Dynamic light scattering) metodais naudojant jvairius analizatorius [70]. Egzosomy
identifikavimui pagal specifinius ir nespecifinius Zymenis dazniausiai naudojama masiy
spektrometrija, tékmés citometrija, imunoblotai, pavyzdziui, Western blotas, ir imunofermentinés
analizés metodas ELISA (angl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) [71]. Egzosomy pavirSiaus
zymenimis laikomi tetraspaninai — CD9, CD82, CD81 ir CD63. Taip pat egzosomos gali buti
identifikuojamos ir i$ Siluminio Soko ar membraniniy transportiniy baltymy buvimo [68].

1.5 Egzosomy funkcija ir reik§mé

Egzosomos yra svarbios tarplgstelinei komunikacijai: medZiagy pasikeitimui tarp lgsteliy,
nereikalingy baltymy ir kity molekuliy pasalinimui [3]. Jei lgstelé patiria stresg: yra toksinése
salygose, triiksta deguonies ar turi DNR pazaidy yra aktyvinamas navikus slopinantis genas p53. Sis
genas sukelia TSAP6 ir CHMPA4C geny transkripcijg, dél kurios aktyvinama egzosomy sekrecija. Su
egzosomomis lgstelés iSskiria jvairius baltymus, kurie aplinkinése lastelése sukelia signalg ir sukuria
atsaka j stresg [72—73]. Taigi, egzosomos vaidina svarby vaidmenj slopinant naviko vystymasi.

Be audiniy homeostazés palaikymo §i0s pislelés svarbios ir imuninio atsako moduliacijoje [60].
Priklausomai nuo egzosomas isskirianciy Igsteliy kilmés ir kuriamo signalo jos gali skatinti arba
slopinti organizmo imuninj atsakg. Imuniniy lasteliy egzosomos padidina tolerogeninj atsakg ir taip
Ssumazina transplanto atmetimo tikimybe [74]. Virusais paveikty makrofagy egzosomos savo sudétyje
turi prouzdegiminiy citokiny, kurie aktyvina B ir T limfocitus ir taip stiprina imuninj atsaka [75-76].
Virusais paveiktos Igstelés turi viruso baltymy ir RNR, kurie recipientinése lastelése sukelia infekcija,
replikuojantis viruso genetinei medziagai [32]. Dalyvaujant egzosomoms plinta Herpes Simplex 1,
Herpes 6, hepatito A, B, C ir Zmogaus imunodeficito (ZIV) virusai [30]. Bakterijy, virusy, parazity ar
grybeliy paveikty lasteliy egzosomy sudétyje yra patogeno komponenty, kurie gali bati pernesti
kitoms lgsteléms [32]. Puslelés gali veikti lokaliai arba sukelti sisteminj poveikj, cirkuliuodamos
jvairiuose organizmo skys¢iuose [4]. Egzosomos, susiformavusios periferijoje, gali pereiti kraujo-
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smegeny barjerg ir pernesti uzdegiminj signalg j smegenis [5-6]. Nepaisant to, kad Zinoma, jog
periferinés egzosomos patenka j smegenis, tikslus jy poveikis néra Zinomas.

1.6 Mikroglijos l1astelés ir jos morfologinés formos

Centring nervy sistemg (CNS) sudaro du Igsteliy tipai: neuronai ir glijos lastelés, kurioms priskiriami
astrocitai, oligodendrocitai bei mikroglija. Mikroglijos lastelés sudaro 5-12 % glijos lasteliy [77] ir
yra svarbios imuniniame infekciniy, uzdegiminiy, iSeminiy ir degeneraciniy CNS ligy atsake [8]. Tai
imuninés smegeny lgstelés, kurios svarbios palaikant CNS homeostaz¢ ir sukuriant imuninj atsakg j
uzdegiminius procesus [7]. Remiantis morfologiniais tyrimais i$skiriamos trys mikroglijos lasteliy
formos: ameboidiné, ramybés busenos ir aktyvuota (zr. 1.6 pav.) [8].

Ramybés biisena  Aktyvuota Ameboidiné

1.6 pav. Morfologinés mikroglijos lasteliy formos. Adaptuota pagal [78]

Mikroglijos morfologiné busena priklauso nuo uzdegiminés aplinkos CNS [79].
Ameboidinés formos mikroglija fenotipiskai panasi j aktyvuota, nes turi didelj sferinj Igstelés kiing.
Organizmui vystantys ameboidiné mikroglija virsta ramybés btisenos mikroglija, kuri yra pagrindiné
sveiko suaugusio zmogaus CNS dalis [8]. Mikroglija yra aktyvuojama dél jvairiy neurodegeneraciniy
ligy ir patologinémis sglygomis atsiradusiy smegeny pazaidy. In vitro tyrimy duomenimis mikroglijos
Iasteles aktyvuoja jvairtis uzdegiminiai faktoriai, tokie kaip bakterijy lipopolisacharidai (LPS), IFN-
v, B-amiloidinis baltymas (Ap), trombinas ir prieSuzdegiminiai citokinai. Ilgai nepasalinus aktyvacija
sukélusiy pazaidy mikroglijos Igstelés i$ aktyvios formos pereina j ameboiding [80].

1.7 Mikroglijos reik§mé imuninio atsako reguliavimui

Mikroglijos lastelés turi PRR klasés receptorius TLR [81], kurie atpazjsta PAMP bei su pazeistomis
molekulinémis struktiromis (angl. Damage-associated molecular patterns, DAMP) susijusius
ligandus. PAMP priskiriamos patogeny molekulinés dalys, o DAMP — agregavesi peptidai,
nesulankstyti baltymai ir kitos struktiiros besikaupiancios pazeistose smegenyse [82, 79]. Ligandams
prisijungus prie receptoriy aktyvuojamos mikroglijos lastelés.

Aktyvuotos mikroglijos sukeliamas uzdegiminis atsakas atrodo pastovus, nors dirgikliy pobudis
skiriasi. Lastelése prasideda morfologiniai ir funkciniai poky¢iai, siekiant uztikrinti CNS gynybine
sistemg. Aktyvuotos biisenos mikroglijos lastelés iSskiria jvairius citokinus, pavyzdziui IL-10,
chemokinus, laisvuosius radikalus, augimo faktorius ir prostaglandinus kaip atsaka j CNS atsiradusias
nepalankias salygas [81, 83-85]. Manoma, kad aktyvuota mikroglija smegenyse imuninj atsaka
sukelia dviem skirtingais ir vienas kitg papildanciais procesais [86]. Pirmojo metu lastelés vykdo
fagocitozg, taip sunaikindamos patogenus ar pazeistas Igsteles, antrojo metu — indukuojama azoto
sintazé, dél kurios padidinama kenksmingy junginiy, tokiy kaip azoto oksidas, isskyrimas [86—-87].
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Taip pat padidinama ir aktyviy deguonies junginiy (ADJ) sintez¢ [85]. Siems junginiams priskiriamos
reaktyvios molekulés ar deguonies laisvieji radikalai, tokie kaip vandenilio peroksidas (H205),
hidroksilo radikalas (-OH), superoksido anijonai (-O2), hidroksilo jonai (OH") ir kt. [88]

ISskiriami du mikroglijos aktyvavimo budai klasikinis M1 ir alternatyvusis M2 [79]. M1 aktyvacijos
metu lagstelés sekretuoja jvairius uzdegiminius veiksnius, tod¢l sukelia neurouzdegimines reakcijas,
kurios skatina smegeny pazeidimus. Alternatyviosios aktyvacijos M2 metu sekretuojami
priesuzdegiminiai faktoriai, kurie $alina arba apsaugo galvos smegenis nuo pazaidy [79, 89-90].
Taigi, aktyvavus mikroglija sukuriamas imuninis atsakas j neurouzdegimg. Pastaruoju metu daugéja
duomeny, kad neurouzdegimas sukelia ar paspartina neurodegeneracinius procesus ir atvirksciai.
Uzdegimas, kurio nesukelia patogenai ar toksinai tiesiogiai prisijungiant prie PRR receptoriy,
vadinamas steriliu uzdegimu [81].

Literatdroje gausu duomeny apie neurony-mikroglijos komunikacijg egzosomomis ir jy svarbg
fiziologinése ir patologinése salygose CNS. Mikroglijos imuniniam atsakui svarbios jy
produkuojamos egzosomos, skatinancios keramido ir sfingozino gamyba neuronuose, ir taip
reguliuojancios uzdegiminio atsako veiksniy plitimg per sinapses, kad biity sustiprinama jy
neurotransmisija in vivo ir in vitro [81, 91-92]. Mikroglijos lastelés taip pat iSskiria
imunomoduliacines egzosomas, kuriose yra antigeno pateikimo molekuliy (MHC-I ir MHC-11) ir su
uzdegimu susijusiy miRNR [81]. Nustatyta, kad mikroglija yra astrocity, oligodendrocity ir neurony
i$skiriamy egzosomy recipienté [91]. Tokia tarplasteliné komunikacija egzosomomis susijusi Su
neurouzdegimo patogeneze ir neurodegeneracinémis ligomis [81].

Neurouzdegimai yra susij¢ su periferinio imuninio atsako sistema [93]. Su gyvanais atlikti tyrimai
rodo, kad periferinio uzdegimo dirgikliai yra svarbiis aktyvuojant mikroglijos lasteles sepsio metu
[94-95]. Nustatyta, kad patogenai veikiantys organizmg aktyvina mikroglijos genuose esancius
stipriklius (angl. Enchancers) ir taip kei¢ia geny raiska. Taciau net i§ organizmo pasSalinus
patogeninius veiksnius geny stiprikliai iSlieka aktyvis, o geny raiSka iSlieka pakeista, dél kurios
formuojama imuniné lgsteliy atmintis [96]

Esant kvépavimo taky uzdegimui, padidéja kraujagysliy pralaidumas [97]. Tai turi jtakos bronchy
epitelio lasteliy produkuojamy egzosomy [98] patekimui | sisteming kraujotakg [2, 99]. Periferijoje
kiles uzdegiminis signalas egzosomomis perduodamas per kraujo-smegeny barjerg ir aktyvina
mikroglija [93]. In vivo tyrimy su pelémis metu nustatyta, kad bakterijy LPS stimuliuotos egzosomos,
i8skirtos 1§ kraujo serumo, sukelia imy periferinj uzdegima bei yra susijusios su neurouzdegimu, nes
aktyvuoja mikroglijos ir astrocity lasteles. Atlikta geny ekspresijos analizé patvirtino, kad tiriamosios
grupés, iniciavusios neurouzdegimg, €gzosomose, rasta uzdegiminé miRNR [93]. Gali biti, kad
kvépavimo taky lgsteliy sekretuojamos egzosomos ir virusiniy infekcijy metu sukelia mikroglijos
lasteliy aktyvacijg bei palaiko imuninj atsaka galvos smegenyse.

Vykstant prieSvirusiniam imuniniam atsakui stebimi mitochondrijy strukttriniai ir funkciniai
pokyc¢iai [100]. Manoma, kad $iy pokyc¢iy atsiradimui jtakos turi mitochondrijy signalinis baltymas
MAVS [101].
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1.8 Mitochondrijy struktiira ir funkcijos

Mitochondrijos — tai po branduolio antros pagal dydj, eukariotiniy lasteliy citoplazmoje, esancios
organelés, kuriy uzimamas plotas yra 0,75-3 um? [102-103]. Jos randamos daugumos zinduoliy
lastelése, iSskyrus subrendusius eritrocitus [102], o jy dydis, forma ir issidéstymas priklauso nuo
lasteliy rasies [103]. Organeliy kiekis Igstelése priklauso nuo energetinio poreikio [104]. Miokardo ir
griau¢iy raumeny Igstelése mitochondrijy randama daugiau nei, pavyzdziui, kepeny lastelése [103].

Mitochondrijas gaubia dvi membranos — iSoriné ir vidiné, tarp kuriy yra perimitochondriné
membranos ertmé [102], uzpildyta vandenine terpe, kurioje randama citochromo c, svarbaus baltymo,
dalyvaujancio mitochondrijy Igsteliniame kvépavime ir apoptozéje [103—104]. Abi mitochondrijy
membranos yra fosfolipidy dvisluoksniai, j kuriuos jsiterpe jvairtis baltymai. ISoriné mitochondrijy
membrana sudaryta i§ baltymy poriny, kurie sudarydami poras reguliuoja jony patekimg |
mitochondrijas ir i$ jy. Vidiné membrana iSsilanks¢iusi klostémis, dar vadinamomis kristomis, kurios
padidina membranos pavirSiaus plota, ir yra svarbi oksidaciniam fosforilinimui. Per viding membrang
jonai perneSami specialiais nesikliais [103]. Taip pat vidinéje membranoje gausu fermenty: glicerolio
fosfatdehidrogenazés, sukcinato dehidrogenazés, kvépavimo grandinés kompleksy, taip pat
adenozintrifosfaty (ATP) gamybai svarbios ATP sintazés, bei transportiniy baltymy, kurie reguliuoja
metabolity patekimg abipus membranos [104]. Erdvé tarp vidinés membranos ir mitochondrijy vidaus
vadinama mitochondrijy uZpildu (angl. Matrix) [104]. Siame uZpilde gausu fermenty, tokiy kaip
malato ir glutamato dehidrogenazés, riebaly riigsciy oksidacijos fermenty, trikarboksirtigsciy ciklo
(angl. Tricarboxylic acid cycle, TCA), dar vadinamu Krebso ciklu fermenty [102-103]. Taip pat
randama mitochondrijy DNR (mtDNR), RNR, ribosomy bei kalcio granuliy [102].

Mitochondrijos turi savo genoma, kurj ekspresuoja ir replikuoja branduolio uzkoduoti veiksniai (angl.
Nucleus-encoded factors), esantys mitochondrijy uzpilde. mtDNR koduoja trylika proteiny,
reikalingy oksidaciniam fosforilinimui, taip pat ribosomines ir transportines RNR, reikalingas jy
transliacijai [105].

Funkciniu pozitriu mitochondrijos yra universalios organelés, kurios nuolat pailgéja (susiliedamos),
dalijasi formuodamos naujas mitochondrijas ar skyla mitofagijos kontroliuojamo proceso metu. Sie
procesai atspindi pagrinding mitochondrijy dinamikos struktiirg, lemian¢ig mitochondrijy
morfologija ir thrj, bei leidZia joms greitai prisitaikyti prie energetiniy lgstelés poreikiy.
Mitochondrijos kei¢ia savo formg ir skaiciy reaguodamos j organizmo fiziologines ar metabolines
salygas ir taip palaiko lasteliy homeostaze [105-106].

Taip pat mitochondrijos yra pagrindinis lIgsteliy ADJ $altinis, todél jos aktyviai dalyvauja
oksidaciniame strese [106]. ADJ yra itin reaktyvios molekulés, kurios gali oksiduoti DNR, baltymus,
riebalus. Fiziologiniu lygmeniu ADJ yra kaip mitogeninés signalinés molekulés, dalyvaujancios
tarplasteliniame reguliavime, tac¢iau ADJ perteklius sukelia Igsteliy zatj ir skatina vidinj apoptozés
kelig [102, 106].

Pagrindiné mitochondrijy funkcija metabolity oksidacija Krebso ciklo metu ir ATP sintezé elektrony
pernasos grandinéje (angl. Electron transport chain). Mitochondrijos svarbios ir Ca?* jony
homeostazei, lgsteliy diferenciacijos ir apoptozés procesams [107], nes saugo kaspazes, atsakingas
uz apoptozés sukélimg lgstelése [102].
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1.9 Lastelinis kvépavimas

Lasteliniu kvépavimu apibaidinami visi mitochondrijose vykstantys procesai, kuriy metu pagaminama
ATP [108]. Lastelinis kvépavimas prasideda po glikolizés, kurios metu lastelés citozolyje gliukozé
suskaidoma iki dviejy piruvato (piruvo ragsties) molekuliy, 0 Sios molekulés patenka j mitochondrijas
[103, 108]. Paprastai, lgstelinis kvépavimas skirstomas j tris etapus: pereinamajg reakcija, Krebso
cikla ar TCA ir kvépavimo grandinés — oksidacinio fosforilinimo sistema [103].

Pereinamosios reakcijos metu piruvo ragsties molekulés dekarboksilinamos, dehidrinamos ir
susijungusios su kofermentu A sudaro acetilkofermenta A (acetil-Ko-A), kuris patenka j Krebso ciklg
[108]. TCA metu substratai, acetil-Ko-A forma, yra oksiduojami. Sis etapas susijes su acetilo grupés
suskaidymu iki anglies dioksido molekuliy ir dideliu energijos islaisvinimu, sukauptu flavino adenino
dinukleotido (FAD) ir nikotinamido adenino dinukleotido (NAD) redukuotose formose — FADH ir
NADH [103, 109]. Paskutinéje stadijoje, mitochondrijy kvépavimo grandinéje, redukuoti
koefermentai FADH2 ir NADH naudojami kaip substratai sintetinant ATP. Oksiduojant substratus
iSlaisvinamas didziausias energijos kiekis bei susidaro vandens molekulé.

Kvépavimo grandiné arba elektrony pernasos sistema — tai vidinéje mitochondrijy membranoje
iSsidésciusi sistema, kurig sudaro keturi hidrofobiniai baltymai-fermenty kompleksai (I-1V) ir du
elektrony nesikliai: citochromas ¢ (1.7 pav. cyt c) ir kofermentas Q (1.7 pav. KoQ). Tai oksidacijos
— redukcijos sistema, kurios metu elektronai nesikliais yra pernesami deguonies atomui, sudarant
vandens molekule [103]. Hidrofobinis elektrony neSiklis KoQ, dar vadinamas ubichinonu, néra
susijes su baltymu, jis I ir II kvépavimo grandinés kompleksy elektronus pernesa Il kompleksui
[110-111]. Citochromas c — periferinis, hidrofilinis baltymas, prie vidinés mitochondrijy membranos
iSorinés pusés prisijungges silpnais rysiais, elektronus perduodantis tarp III ir IV kompleksy [103,
111]. Elektronai prie kompleksy prijungiami per prostetines grupes — nebaltyminius kompleksy
komponentus butinus fermenty Katalitiniam aktyvumui [103, 112]. Einant i$ eilés standartinis
potencialas elektrony pernaSos sistemoje didé¢ja ir sudaro sglygas nuo NADH ir FADH>, arba kity
elektrony donory, elektronus perduoti molekuliniam deguoniui. Kartu su elektrony pernesimu per I,
[11 ir IV kompleksus vyksta ir protony (H") i8metimas i§ mitochondrijy uzpildo j perimitochondrine
ertmg [111]. Dél vidinés mitochondrijy membranos nelaidumo Kriivj turin¢ioms daleléms, protonams
abipus $ios membranos yra formuojamas elektrocheminis protony gradientas, kuriame sukaupiama
dalis elektrony perneSamos laisvosios energijos. Transmembraninis elektrocheminis protony
gradientas, kaip energijos Saltinis, naudojamas ATP sintezei oksidacinio fosforinilinimo metu [103,
111].

ATP sintazé, daznai vadinama kompleksu V, tai vidinéje mitochondrijy membranoje esantis
fermentas, sudarytas i$ katalitinio subvieneto bei protony kanalo. Pagrindiné ATP sintazés funkcija
adenozindifosdato (ADP) fosforilinimas iki ATP, panaudojant protony elektrocheminj gradienta.
Proceso metu protonai per ATP sintazés protony kanalg pagal koncentracijos gradientg atgal patenka
j} mitochondrijy uZpilda ir taip suteikia energija fosforilinimo procesui. Toks veikimo mechanizmas
vadinamas chemiosmosine oksidacinio fosforilinimo teorija (zr. 1.7 pav.) [111-112].

Oksidacinio fosforilinimo metu nuolatinj ADP molekuliy buvimg mitochondrijy uzpilde uztikrina
adenino nukleotidy nesiklis ANT, kuris uzpilde susidariusj ATP maino j citozolyje esantj ATP.
Fosforilinimui reikalingos fosfato grupés, turinéios kravj, jy patekimui j mitochondrijy uzpilda
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naudojami baltymai neSikliai, esantys membranoje [111]. Oksidacinis fosforilinimas, vykstantis
mitochondrijose, yra vienas i§ pagrindiniy ADJ susidarymo S$altiniy [113].

Perimitochondrine ertmeée

Vidiné
mitochondriju
membrana

N

'8 -

o

KoQ
11

II
FADH,FAD

NADH NAD™

Mitochondrijy uzpildas

1.7 pav. Oksidacinio fosforilinimo sistemos schema. Adaptuota pagal [112]
1.10 Mitochondrijy reik§mé imunometabolizme

Mitochondrijos atlieka daug pagrindiniy lastelés funkcijy, tokiy kaip energijos gamyba, aprapinimas
metabolitais, reikalingais makromolekuliy sintezei, taip pat dalyvauja diferenciacijos, apoptozés ir
lastelés ciklo metaboliniuose procesuose [114]. Pastaruoju metu daugéja duomeny, kad
mitochondrijos svarbios jgimtam imunitetui ir uzdegiminiam atsakui [105]. Imuninis atsakas ir
metabolizmas yra vienas nuo kito labai priklausomi procesai. Imuninio atsako metu imuninés lgstelés
i§ metabolinés ramybeés fazés pereina j aktyvia. Sis peréjimas yra susijes su metaboliniu poslinkiu i§
katabolinés ] anaboling biiseng. Ramybés biisenoje vyksta kataboliniai procesai, kuriy metu
pagaminama energija ir palaikomas ilgalaikis lasteliy iSgyvenimas. Anabolinés biisenos metu
energija vartojama, t. y. sintetinamos makromolekulés, palaikoma pusiausvyra tarp ATP poreikio ir
reikalingy metabolity. Priklausomai nuo ATP poreikio, imuninés lastelés pasirenka specifinj
metabolinj kelig, pavyzdziui, tokj kaip p-oksidacija, kad susidaryty daugiau ATP nei glikolizés metu.
ATP ir metaboliniai tarpiniai produktai suteikia signalus aktyvuoti imunines reakcijas [114-115].
Toks energijos persiskirstymas priskiriamas imunometabolizmui [116]. Si nauja mokslo sritis
formuoja naujg poziirj, j tai, kad mitochondrijos atlicka svarby vaidmenj palaikant ir nustatant
imuninj atsaka, nes reguliuoja imuniniy lgsteliy aktyvacijg ir diferenciacija. Taip pat mitochondrijos
i§skiria imunogenines molekules — DAMP, tokias kaip mtDNR, mitochondrijy ADJ, kurie reguliuoja
imuniniy lasteliy transkripcija [114]. Literatiroje randama daug informacijos kokiais budais
mitochondrijos dalyvauja imuniteto reguliavime (zr. 1.8 pav.).
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1.8 pav. Mitochondrijy vaidmuo imuniniame reguliavime. Adaptuota pagal [114]

Metaboliniai keliai, tokie kaip TCA ciklas, oksidacinis fosforilinimas, riebaly ragsciy oksidacija, yra
svarbus aktyviy makrofagy poliarizacijai tarp klasikinio M1 ir alternatyvaus M2 fenotipy, taip pat T
lasteliy diferenciacijai (Zr. 1.8 pav., 1). Pasikeites metabolizmas lgstelése ir mitochondrijy sukelti
transkripcijos pokyc¢iai sukelia skirtingg rezultata imuninése lgstelése. M1 makrofagai pasizymi
nepilnu TCA ciklu ir jiems biidingas uzdegiminis poveikis, o M2 makrofaguose vykstanti [3-
oksidacija svarbi kuriant priesuzdegiminj atsaka. Vidinéje mitochondrijy membranoje esantis
atkabinimo baltymas 2 (angl. Uncoupling protein, UCP2) svarbus protony perdavimui j
mitochondrijy uzpilda, kei¢iant elektrocheminj protony gradientg yra reguliuojama ir mitochondiniy
ADJ produkcija. Mazéjant gradientui slopinama ADJ sintezé (zr. 1.8 pav., 2). Sis baltymas turi jtakos
ir makrofagy poliarizacijai. UCP2 ekspresija M1 makrofaguose yra sumazéjusi. Minéto baltymo
blokavimas, sumazina IL-4 kiekj, kuris skatina M2 makrofagy aktyvacija. Mitochondrijy dydis,
skaicius ir mtDNR kiekis padidéja T lasteliy aktyvacijos metu [114].

Amino riigs¢iy metabolizmas taip pat prisideda prie imuniniy mitochondrijy funkcijy. Triptofano
sumazéjimas gali sukelti imuning tolerancijg. IS triptofano sintetinamas NAD® prisideda prie
mitochondrijy biogenezés, kuri vyksta tarpininkaujant nuo NAD priklausomai deacetilazei Sirtuin 3
(angl. NAD-depended deacetylase Sirtuin 3) (1.8 pav. SIRT3), kuri dalyvauja reaguliuojant
mitochondrijy baltymus TCA, B-oksidacijos metu (zr. 1.8 pav. 3). Antioksidantai, pavyzdziui,
glutationas, palaiko mitochondriniy ADJ balansg. NAD" reikalingas minétiems metaboliniams
keliams ir svarbus CD4" T Igsteliy diferenciacijai. Mitochondriniai ADJ kontroliuoja imuniniy
lasteliy transkripcijg, metabolizmg ir NLRP3 inflamasomos sukeliama uzdegima, nes aktyvuoja
kaspaze-1, kuri dalyvauja IL-1p ir IL-18 gamyboje, skaidant $iy citokiny pirmtakus [24-25] (Zr. 1.8
pav., 4-5) [114]. Inflamasomos — tai imunogeniniai receptoriai, prisijungiantys PAMP ir DAMP
[117]. Paprastai inflamasomos sudarytos i$ jutiklinio baltymo, priklausanc¢io NLR receptoriams, ir su
apoptoze susijusio baltymo, kurio C-gale yra kaspazés komplektavimo domenas ASC (angl.
Apoptosis-associated speck-like protein containin a C-terminal caspase recruitment domain) [105,
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114]. Daugiausiai istirta NLRP3 inflamasoma, tai NOD domeng, gausiy leucino seky LRR domeng
ir pirino domeng 3 turintis baltymy kompleksas, dalyvaujantis imuniame atsake [117-118].

Mitochondrijy antivirusiniai signalai MAVS mitochondrijy membranoje sukelia uzdegiminj atsaka
per RLR kelig [105]. Esant virusinéms infekcijoms, prie RIG-I receptoriy prijungiama virusiné RNR.
RIG-1 aktyvina MAVS, esantj ant iSorinés mitochondrijy membranos. MAVS signalizacija gali
suaktyvinti NLRP3 inflamosoma ir sukelti NF-xB ir IRF veiksniy transkripcijg ir taip indukuoti
antivirusiniy citokiny gamyba (zr. 1.8 pav., 6) [22]. Suaktyvinti NLRP3 inflamasoma gali ir i§
mitochondrijy | citozolj i$skirta mtDNR (zr. 1.8 pav., 7). Taip pat citozolyje mtDNR yra aptinkama
ciklinés guanino monofosfato-adenino monofosfato sintazés, toks susijungimas stimuliuoja uz INF
gamyba atsakingus genus ir sukelia jy transkripcija [119]. Taip pat mtDNR gali jungtis prie TLR9
receptoriy ir sukelti atitinkamy transkripcijos veiksniy aktyvacija [117, 120]. Svarbu pazymeéti, kad
mitochondriniai ADJ gali sukelti mtDNR mutacija [114].

Mitofagijos procesas yra svarbus norint pasalinti pazeistas mitochondrijas, kurios yra ADJ saltinis,
nes tai padeda palaikyti ADJ balansa. Ant iorinés mitochondrijy membranos esanti PTEN-inicijuota
kinazé 1 (angl. PTEN-induced putative kinase 1) (1.8 pav. PINK1) jungiasi su ubikvitino ligaze
Parkin ir inicijuoja mitofagija (zr. 1.8 pav., 8). Parkin mutacijos gali padidinti jautrumag
tarplastelinéms bakterijoms Mycobacterium leprae ir Salmonella enterica. Dél sumazéjusios
mitofagijos padidéja ADJ, o tai dar labiau padidina jautrumg infekcijoms. Hepatito B ir C virusali
naudoja mitofagija savo naudai. Sie virusai apsisaugo nuo mitochondrijy sukeltos apoptozés,
aktyvuodami mitofagija [114].

Mitochondrijy dinamikoje dalyvaujantys tam tikri baltymai, dalijimosi metu — OPA-1, o suliejimo —
metu Drpl, yra atitinkamai susij¢ su aktyvuotomis T ir atminties T lastelémis (zr. 1.8 pav., 9).
Mitochondrijos pagal savo lokalizacija Iasteléje yra netoli endoplazminio tinklo ir teikia energija ¢ia
vykstanéiai proteiny ir lipidy sintezei [114]. G. R. Bantug [121] su kolegomis pabrézia, kad
endoplazminio tinklo ir mitochondrijy komunikacija per signalines molekules yra svarbi CD8*
atminties T lasteléms (zr. 1.8 pav., 10).

Taigi, mitochondrijy mechanizmai, tokie kaip medziagy apykaitos Kkeliai, aminoriigsciy
metabolizmas, antioksidacinés sistemos, mitochondrijy dinamika, mMtDNR, mitofagija ir
mitochondrijy ADJ yra nepaprastai svarbiis imuninéms funkcijoms [114].

1.11 Mitochondrijy reik§mé neurouzdegimy metu

Uzdegiminiai signalai linkg suaktyvinti anabolinius procesus, baitinus imuniniam atsakui palaikyti.
Makrofagai, dendritinés lastelés ir T lastelés gali bati metaboliskai perprogramuojamos, kad
palaikyty jvairaus tipo lasteliy funkcijas ir veiklg. Naivios ir atminties T lastelés priklauso nuo
katabolinio metabolizmo, tuo tarpu efektorinés T lastelés ir makrofagai, stimuliuojami per TLR
receptorius, dalyvauja glikolizéje ir anaboliniame metabolizme. Taip pat kai kurie prieSuzdegiminiai
signalai skatina medziagy apykaitos procesus, nepalaikancias uzdegiminio atsako. Dél $iy procesy
reguliacijos sutrikimy kyla daugybé Siuolaikiniy zmoniy ligy, tokiy kaip sepsis, diabetas ir nutukimas
[116].

Mikroglijos lgstelés atitinka makrofagy funkcijg smegenyse. Jos atsakingos uz pazeisty neurony
pasalinima. Sutrikes mikroglijos aktyvinimo reguliavimas, kartu su padidéjusiu DAMP molekuliy
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kiekiu sukelia létinj neurouzdegimg, dél kurio vystosi neurodegeneracinés ligos [105]. Oksidacinis
stresas ir mitochondrijy metabolizmas yra susij¢ su neurodegeneracinémis ligomis. Molekuliniu
lygmeniu neurouzdegimo atsiradimg daugiausia lemia oksidacijos-redukcijos reakcijos [105, 122].
Pagrindinés neurouzdegiminio proceso dalyvés yra mitochondrijos, nes jos yra atsakingos ir uz ADJ
generavima, ir uz reagavima j ADJ sukeltus lasteliy poky¢ius [105, 123].

Pazeisty mitochondrijy kaupimasis gali suaktyvinti nuo NLRP3 inflamasomos priklausomg uzdegima
mikroglijoje. Neurouzdegimy metu pazeisti neuronai yra atsakingi uz DAMP, pavyzdziui, mtDNR,
iSsiskyrima tarplastelinéje aplinkoje, sukeldami vietinj uzdegima [105, 124], padidindami uzdegiminj
aktyvavima ir tokiu badu — IL-1p sekrecija, taip pat jungdamiesi prie mikroglijos TLR9 receptoriy,
sukeldami TNF-a ir azoto oksido susidaryma [105, 126].

Gerai zinoma, kad mitochondrijos atspindi Igsteliy energijos tickima, o kadangi pagrindinis smegeny
energijos saltinis yra gliukozé, neurony gliukozés metabolizmo pokyciai, daugiausia palaikomi
mitochondrijy, gali sutrikdyti pazinimo funkcijas [105, 123]. Smegenys sunaudoja mazdaug 25 %
visos organizmui reikalingos gliukozés [126], nes neuronai, priklausomai nuo oksidacinio
fosforilinimo, palaiko savo funkcijas, tokias kaip sinapsinis perdavimas ir neurony potencialo
palaikymas [105, 127].

Yra zinoma, kad mikroglijos virusiniame atsake dalyvauja mitochondrijy MAVS [114], ta¢iau mazai
iStirtas poveikis mikroglijos aktyvinimui ir su tuo siejamais mitochondrijy funkciniais poky¢iais
virusiniy infekcijy metu. Gali biti, kad mikroglijos mitochondrijy disfunkcija, atsiradusi virusinés
infekcijos metu, yra viena pagrindiniy neuroinfekcijos priezas¢iy vedanti j neurodegeneracines ligas.

1.12 Literaturos apzZvalgos apibendrinimas ir projekto tikslo pagrindimas

Kvépavimo taky virusinés infekcijos yra ganétinai daznos. Virusiniy infekcijy metu yra skatinamas
organizmo specifinis ir nespecifinis imuninis atsakas. Igimtas ar nespecifinis imuninis atsakas
aktyvinamas PAMP ir DAMP prisijungus prie PRR grupés receptoriy — TLR, RLR ar NLR.
Priklausomai nuo ligando prisijungimo vietos yra inicijuojami skirtingi antivirusinio imuninio atsako
signaliniai keliai, kuriy metu aktyvinama uzdegiminio atsako geny ekspresija ir iSskiriami jvairls
priesuzdegiminiai citokinai ir chemokinai. Imuninio atsako moduliacijoje svarby vaidmen;] atlieka
egzosomos, jvairiy Organizmo lasteliy j tarplastelinius skyscius i$skiriamos, mazos, sferinés piislelés,
galin¢ios pereiti kraujo-smegeny barjera. Siy nanopiisleliy vykdomos tarplastelinés komunikacijos
metu pernesamos jvairios medziagos. Virusiniy infekcijy metu Igsteliy isskiriamos egzosomos gali
turéti uzdegimg sukelian¢iy veiksniy, Kuriuos gali pernesti j kitas organizmo vietas. Kadangi
virSutiniai kvépavimo takai yra arti smegeny, tikétina, kad egzosomos i§ infekcijos Zidinio gali
pateikti j smegenis.

Mikroglijos lgstelés — tai smegeny imuninés lgstelés, svarbios palaikant jy homeostaz¢ ir imuninj
atsakg j jvairius uzdegiminius veiksnius, galin¢ius jg aktyvinti ir sukelti neurouzdegimg. Aktyvinta
mikroglija skatina citokiny ir ADJ sintezg, kurie svarbiis neurouzdegimése reakcijose. Didelis ADJ
kiekis mikroglijos Iastelése gali paveikti imunometabolizmg, mitochondrijy lastelinj kvépavima ir
papildomai padidinti ADJ sintezg, kuri aktyvuoja inflamasomas ir sukelia uzdegiminj atsaka.

Literatiiroje yra duomeny, kad létinis neurouzdegimas sukelia ar paspartina neurodegeneracinius
procesus, taciau néra aiSkus tiksllis $i0 proceso iniciacijos mechanizmai. Gali bati, kad
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neurouzdegimg skatina periferiniai uzdegimai dél egzosomose perneSamos uzdegimg sukeliancios
informacijos. Siekiant iSsiaiSkinti virusiniy infekcijy sukeliamo periferinio uzdegimo poveikj
mikroglijos lasteléms iskeltas projekto tikslas — istirti viruso mimetiku poli I:C veikiamy kvépavimo
taky epitelio Igsteliy egzosomy reikSme¢ zmogaus mikroglijos Igsteliy aktyvinimui.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1 Naudotos medZiagos

Darbo metu naudotos medziagos pateiktos 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé Tyrimams naudotos medziagos ir jy charakteristikos

Medziagos pavadinimas

Prekés Zenklas, gamintojas ir medZiagos grynumo
klasé

DMEM-GlutaMAX™ mitybiné terpé

GIBCO®, Life Technologies Limited, Jungtiné
Karalysté

Verselio serumas

GIBCO®), Life Technologies Limited, Jungtiné
Karalyste

Penicilino-streptomicino tirpalas

GIBCO®, Life Technologies Corporation, JAV, 10000
IU/mI-10000 pg/ml

Fosfatinio drusky buferinio tirpalo tabletés

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, JAV

Tripsino-etilendiamintetraacto rugsties tirpalas

GIBCO®, Life Technologies Limited, Jungtiné
Karalysté

Tripano mélio tirpalas

Sigma-Aldrich, Jungtiné Karalysté, steriliai filtruotas

EpiLife® mitybingé terpé

GIBCO®, Life Technologies Corporation, JAV

EpiLife® mitybinés terpés augimo priedas (EDGS)

GIBCO®, Life Technologies Corporation, JAV

Poliinozino policitidino rtgstis (Poli 1:C)

Tocris Bioscience, Bio-Techne Ltd., Jungtiné Karalysté

Polietilenglikolis 6000

ROTIPURAN®, Carl Roth GmbH + Co KG, Vokietija

Natrio chloridas

CELLPURE®, Carl Roth GmbH + Co KG, Vokietija,
chemiskai Svarus 99,9 %

Natrio azidas

Sigma-Aldrich, Vokietija, chemiskai §varus 99,5 %

Tritonas (Triton™ X-100)

Sigma-Aldrich, JAV

Bradfordo reagentas

Sigma-Aldrich, Vokietija

ELISA CD?9 rinkinys

MyBioSource, Kanada

BisBenzimido H 33342 trihidrochloridas/ Hoechst
33342

Sigma-Aldrich, Izraelis, chemiskai $varus 98 %

Propidzio jodidas

Sigma-Aldrich, JAV, chemiskai $varus 94 %

BLOCK-iT™ Alexa Fluor® Red Fluorescent Control,
konjuguota su Alexa Fluor® 555

Invitrogen®, Life Technologies Corporation, JAV

Lipofektaminas RNAIMAX

Invitrogen®, Life Technologies Corporation, JAV

Opti-MEM® beseruminé terpé

GIBCO®, Life Technologies Limited, JAV

Seahorse XF DMEM terpé

Agilent Technologies Inc., JAV

Gliukozé

Merck KGaA, Vokietija

Natrio piruvatas

Biological Industries Israel Beit-Haemek Ltd., Izraelis

L-glutaminas

Biological Industries Israel Beit-Haemek Ltd., Izraelis
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Seahorse XF kalibrantas Agilent Technologies Inc., JAV

Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit reagenty Agilent Technologies Inc., JAV

rinkinys

2', 7'—dichlorofluoresceino diacetatas Sigma-Aldrich, JAV, chemiskai §varus 97 %

Hankso subalansuotas druskos tirpalas GIBCO®, Life Technologies Limited, Jungtiné
karalysté

MitoSOX™ Red fluorescencinis dazas Invitrogen™, Life Technologies Corporation, JAV

Caspase-Glo 1 Inflammasome Assay G9951 reagenty Promega Corporation, JAV

rinkinys

2.2 Imortalizuotos Zzmogaus mikroglijos lasteliy linijos paruosSimas tyrimams

Egzosomy poveikio smegeny lasteliy tyrimams naudota imortalizuota Zmogaus mikroglijos lasteliy
linija (angl. human microglial cells) HMC-3, jsigyta i§ LGC Standarts (Jungtiné Karalysté) (zr. 2.1
pav.). Su lgstelémis buvo dirbama steriliomis saglygomis laminarinio oro srauto spintoje ESCO Class
I1 BSC (ESCO, Singapiiras).

2.1 pav. Mikroglijos lasteliy kultaros vaizdas pro $viesinj mikroskopa (padidinimas 10 Karty)

Pries atSildant lasteles i$ skysto azoto, paruoSiama Igsteliy kulttiry auginimui skirta mitybine terp¢.
Naudojama komerciné terpé Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM) su glutamino priedu —
DMEM-GlutaMAX™ kuri buvo papildyta 20 % verselio serumu, prafiltruotu per 0,22 pm pory
diametro filtrg, ir 1 % penicilino-streptomicino (10000 1U/mI-10000 pg/ml) tirpalu. Paruosta terpé
Sildoma vandens voneléje (Grant Instruments Ltd, Jungtiné karalysté) 37 °C temperattroje.

Mikroglijos lastelés buvo iSimtos 1§ skysto azoto ir atSildytos iki kambario temperatiiros. Tuomet
lastelés buvo sumaisomos su nedideliu kiekiu (iki 5 ml) jy auginimui skirtos mitybinés terpés. Taip
paruosta lasteliy suspensija centrifuguojama LMC-4200R centrifugoje (BioSan, Latvija) 120 g 5 min.
Po centrifugavimo supernatantas nusiurbiamas serologine pipete, o lasteliy peletas suspenduojamas
Siltoje lasteliy augimo terpéje. Gauta lasteliy suspensija buvo s¢jama j 75 cm? pavirsiaus ploto audiniy
kulttry auginimui skirtus plastikinius flakonus, pries tai j juos jpylus 7—10 ml §iltos lasteliy mitybinés
terpés. Uzsétas flakonas dedamas j inkubatoriy Heracell VIOS 160i (Thermo Fisher Scientific, JAV),
kuriame palaikoma 37 °C temperatiira, 5 % anglies dioksido kiekis ir santykiné oro drégmé. Kita

27



dieng lasteliy mitybiné terpé pakei¢iama | DMEM-GlutaMAX™ terpe, turindia 10 % filtruoto
verSelio serumo ir 1 % antibiotiko penicilino-streptomicino (10000 1U/mI-10000 pg/ml) tirpalo.
Véliau terpé kei¢iama kas 3 dienas, iki kol lastelés pasiekia 70-90 % konfluentiskuma.
KonfluentiSkumas — tai procentinis matas, parodantis, kiek auginamos lastelés yra padengusios indo,
kuriame yra kultivuojamos, ploto.

Pasiekus pakankamg konfluentiSkumg Igstelés ruosiamos persé¢jimui. Visy pirma, serologine pipete
nusiurbiama lasteliy augimo terpé. Lastelés du kartus praplaunamos fosfatiniy drusky buferiniu
(FDB) tirpalu. Véliau siekiant atkabinti 1gsteles nuo plastikinio flakono dugno naudojamas fermentas,
suardantis rySius, kuriais lastelés yra prikibusios prie pavirsiaus. Taigi, jos yra veikiamos 2 ml 0,25
% tripsino-etilendiamintetraacto riigsties (tripsino — EDTA) tirpalu ir laikomos inkubatoriuje 37 °C
temperatiiroje 5 min. Pragjus Siam laikui lasteliy vaizdas patikrinamos po $viesiniu mikroskopu Leica
DMil (Leica, Vokietija), turi biiti matoma judanti lasteliy suspensija, jei ne, inkubacija tgsiama dar 2
min. Po to, siekiant apsaugoti Igsteles nuo tolesnés pazaidos, j flakong jpilama 4 ml Igsteliy mitybinés
terpés, taip dél terpéje esancio verselio serumo neutralizuojamas fermentas tripsinas. Gauta lasteliy
suspensija pipete perkeliama j centrifuginj mégintuvélj ir centrifuguojama 120 g 5 min. Po
centrifugavimo supernatantas nusiurbiamas serologine pipete, o lasteliy peletas suspenduojamas su
nedideliu kiekiu siltos augimo terpés (paprastai 1-2 ml). Gauta lgsteliy suspensija naudojama séti
lasteles j 96 sulinéliy l1éksteles ar kitus indus, kuriuose bus atliekami tolimesni tyrimai, arba pers¢jama
i 75 cm? plastikinius flakonus tolimesniam kultivavimui [128].

2.3 Lasteliy gyvybingumo ir skaiciaus jvertinimas

Siekiant nustatyti bendrg lgsteliy skaiciy bei sveiky ir zuvusiy lgsteliy santykj naudotas 0,4 % tripano
mélio dazas. Sveikos lastelés, kuriy membrana vientisa ir nepazeista, nepraleidzia dazo molekuliy j
lastelés vidy. Lastelei virstant apoptotine jos membrana sutrikinéja, fragmentuojasi ir praranda
vientisuma, todél dél susidaranc¢io koncentracijos gradiento dazas patenka j lastelés vidy per pazeista
membrang ir nudazo jas tamsiai mélyna spalva.

Prie§s s¢jant lasteles eksperimentams buvo jvertinamas jy skaiCius. Tam tikslui naudojant
hemocitometro kamerg Fuchs—Rosenthal (BRAND®, Vokietija) ant kurios prispaudziamas
dengiamasis stiklelis.

Lasteliy suspensija buvo maisoma su tripano meélio dazu santykiu 1:1, paprastai, po 20 pl. Gautas
lasteliy suspensijos ir dazo miSinys automatine pipete jleidziamas tarp dengiamojo stiklelio ir
hemocitometro kameros. Lastelés stebimos pro $viesinj mikroskopa, sufokusavus hemocitometro
kameros vaizda yra jvertinamas sveiky/ gyvy (t. y. nenusidaziusiy, matomy baltai) ir negyvy/ mirusiy
(t. y. nusidaziusiy, matomy mélynai) lasteliy kiekis, suskai¢iuojant jas matomuose langeliuose (zr.
2.2.a)ir b) pav.).
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2.2 pav. Hemocitometro kameros a) schematinis vaizdas [129] b) vaizdas matomas pro $viesinj mikroskopa
(padidinimas 20 karty)

Galutinis lasteliy skaicius apskai¢iuojamas pagal 2.1 formule.
Suskaiciuoty lasteliy suma -2 - 5000 = Lasteliy kiekis/ml (2.1)

Apskaic¢iuojant galutinj lIgsteliy skaiciy suskaiciuota per mikroskopa matoma lgsteliy suma yra
dauginama is 2 (skiedimy skaiciaus) ir i§ 5000 (nustatyta vieno kvadrato tiirio dalis mililitre). Gautas
rezultatas parodo skai¢iuojamy lasteliy kiekj viename mililitre lasteliy kultiiry terpés [130].

2.4 Egzosomuy preparaty paruosimas i§ imortalizuotos Zmogaus bronchy epitelio 1asteliy
kultiiros

Egzosomy preparatai buvo ruoSiami i$ komercinés imortalizuotos Zmogaus bronchy epitelio lasteliy
linijos (angl. human brochus epithelium cells) HBEC-3, jsigytos i§ LGC Standarts (Jungtiné
Karalysté) (zr. 2.3 pav.).

2.3 pav. Zmogaus bronchy epitelio Iasteliy kultiiros vaizdas pro §viesinj mikroskopa (padidinimas 10 karty)
Preparaty paruosima sudaro trys pagrindiniai etapai:
1. HBEC-3 lasteliy uzauginimas iki reikiamo konfluentiskumo;

29



2. lasteliy produkuojamy egzosomy surinkimas beseruminéje terpéje;
3. egzosomy isskyrimas i§ lgsteliy kulttiry terpés naudojant polimers.

I$ pradziy lastelés buvo iSimtos i$ skysto azoto ir atSildytos iki kambario temperatiiros. Tuomet buvo
sumaisomos su nedideliu kiekiu (iki 5 ml) jy mitybinés terpés — EpiLife®, kuri papildyta 20 %
filtruotu verSelio serumu, 1 % penicilino-streptomicino (10000 1U/mI-10000 ug/ml) tirpalu ir 1 %
EpiLife® terpés augimo priedu. Taip paruosta lasteliy suspensija centrifuguojama 360 g 5 min. Po
centrifugavimo supernatantas nusiurbiamas serologine pipete, o lasteliy peletas suspenduojamas
Siltoje lasteliy auginimo terpéje. Paruosta Iasteliy suspensija buvo s¢jama j 75 cm? audiniy kultiiry
auginimui skirtus flakonus, pries tai j juos jpylus 7—10 ml $iltos lasteliy mitybinés terpés. Uzsétas
flakonas dedamas j inkubatoriy. Kitg dieng lgsteliy augimo terpé pakeiciama j EpiLife® terpe,
turincig 10 % verselio serumo, 1 % antibiotiko penicilino-streptomicino (10000 1U/ml-10000 pg/ml)
ir 1 % EpiLife® augimo terpés priedo. Véliau terpé keic¢iama kas 3 dienas iki kol Igstelés pasiekia
70-90 % konfluentiskuma [131].

Siekiant surinkti Igsteliy produkuojamas egzosomas, pasiekus reikiamg konfluentiskuma, parg laiko
lastelés auginamos beserumingje terpéje. Po paros terpé nupilama, Igstelés praplaunamos FDB tirpalu
ir 1 val. yra veikiamos paruostu 1 pg/ml poli I:C tirpalu beseruminéje terpéje. Po valandos terpé
nusiurbiama serologine pipete, ir Igstelés du kartus praplaunamos FDB tirpalu, siekiant iSplauti poli
I:C sekos likuéius, ir veikiamos beserumine terpe 24 val. 37 °C temperatiiroje. Per §j laikg surenkamos
poli I:C seka stimuliuoty lasteliy produkuojamos egzosomos. Lygiagre¢iai renkamas ir kontrolinis
egzosomy méginys, analogiskai auginant lasteles, tik nestimuliuojant jy poli I:C seka, o iskart
pradedant rinkti egzosomas beseruminéje terpéje. Po paros lgsteliy terpés su egzosomomis
nusiurbiamos ir centrifuguojamos 3000 g 15 min, siekiant pasalinti Igsteliy liku¢ius. Supernatantas
papildomai filtruojamas per 0,22 um pory skersmens filtrg, kurj egzosomos praeina.

Siekiant i$skirti egzosomas i$ filtruotos lasteliy kulttiry terpés, pagaminamas PEG vandeninis tirpalas,
kurio galutingje sudétyje yra 20 % PEG 6000, 4 % natrio chlorido ir 1 % natrio azido kiekis pagal
mase. Po filtravimo lasteliy kultiiry terpé santykiu 1:1 maiSoma su paruostu PEG tirpalu, kol susidaro
homogeninis tirpalas, kuris per naktj paliekamas Saldytuve. Polimeras sudarydamas porétg tinkla
nusodina egzosomas [67]. Kita dieng méginys centrifuguojamas 3000 g 30 min 5 °C temperatiiroje.
Po centrifugavimo atsargiai paSalinamas supernatantas, o nusédgs egzosomy peletas suspenduojamas
mazame kiekyje FDB tirpalo. Taip paruostu egzosomy preparatu lgstelés gali biiti veikiamos i$ karto,
arba preparatas laikomas —20 °C temperatiiroje.

2.5 Mikroglijos veikimas bronchy epitelio Iasteliy egzosomomis

Atsildytas egzosomy preparatas 10 min suspenduojamas, naudojant insulininio $virksto adata,
siekiant atskirti sukibusias egzosomas. Taip paruostas reikiamos egzosomy baltymy koncentracijos
méginys dedamas j ant stiklo ar plastiko uzauginty mikroglijos lasteliy. Iki reikiamo tario jpilama
beseruminés lasteliy mitybinés terpés DMEM-GlutaMAX™. Egzosomomis paveiktos lastelés
laikomos inkubatoriuje 37 °C temperatiiroje.

Visy eksperimenty metu mikroglijos lastelés 24 val. buvo veikiamos dviejy tipy egzosomy
preparatais:

1. kontroliniu, gautu i8 sveiky bronchy epitelio lasteliy kulttiry terpés;
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2. stimuliuotu, gautu i§ poli I:C virusing infekcijg imituojanéia seka veikty bronchy
epitelio lgsteliy kulttry terpés.

Eksperimentuose siekiant turéti teigiamos kontrolés méginj, mikroglijos Igstelés 1 val. tiesiogiai buvo
veikiamos 1 pg/ml poli I:C seka, inkubuojant Igsteles 37 °C temperattroje. Kaip neigiama kontrolé
eksperimentuose buvo nepaveikta mikroglijos Igsteliy kultdra.

2.6 Egzosomy koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Mikroglijos lastelés tyrimy metu buvo veikiamos tokia pat egzosomy koncentracija (0,01 mg/ml),
siekiant iSlaikyti vienodas eksperimento salygas. Daugiausia egzosomy turinj sudaro baltymai, todél
norint nustatyti egzosomy koncentracijg, ji buvo vertinama pagal bendra preparato baltymy kiekj,
kuris nustatomas Bradfordo metodu. Sio metodo esmé baziniy ir aromatiniy aminorigiéiy, esanéiy
bandinyje, sgveika su Kumasi briliantiniu méliu G-250, kuris yra istirpintas ragstyje, keiciant spalva
18 rudos § mélyna ir matuojant pasikeitusia Sviesos sugertj [132].

Prie§ matuojant §viesos absorbcijg, egzosomy preparatas veikiamas 0,1 % tritono tirpalu santykiu 9:1
(paprastai, 18 pl egzosomy veikiama 2 pl tritono), taip siekiant suardyti egzosomy fosfolipidy
dvisluoksnj, kad reagentas suristy ne tik egzosomy viduje, bet ir iSoréje esancius proteinus. Kaip
kontrolé ruoSiamas FDB tirpalas, kuris tokiu pat santykiu sumaisomas su 0,1 % tritono tirpalu.
Egzosomy preparatas ir kontrolinis méginys inkubuojami saldytuve 15-20 min. Véliau tamsoje j 96
Sulinéliy lékstele jdedama 190 pl Bradfordo reagento, kuris sumaiSomas su 10 pl egzosomy méginiu,
lygiagreciai ruoSiamas ir kontrolinis méginys. Po keliy minuciy spektrofotometriskai ploksteliy
skaitytuvu Infinite 200 PRO (Tecan, Sveicarija) ismatuojama méginiy $viesos sugertis, kuomet
bangos ilgis yra 595 nm.

Siekiant jvertinti egzosomy bandinyje esanciy baltymy kiekj buvo sudaryta kalibraciné kreive,
iSmatavus zinomy skirtingy koncentracijy jaucio serumo albumino tirpaly $viesos sugertj (zr. 2.4
pav.). Bendram baltymo kiekiui apskai¢iuoti i§vesta 2.2 formulé:

_ y-0,0008

0,6243 (2.2)

Cia: X — baltymo koncentracija tiriamajame méginyje, mg/ml; y — tiriamojo tirpalo $viesos sugertis,
kai balgos ilgis 595 nm.
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2.4 pav. Kalibraciné kreivé kiekybiniam baltymo koncentracijos nustatymui tiriamajame méginyje
2.7 Egzosomuy identifikavimas pagal dydj dinaminés Sviesos sklaidos metodu

Egzosomy preparaty daleliy dydis vertintas nanodaleliy analizatoriumi Zetasizer Nano-ZS (Malvern
Instruments Ltd, Jungtiné karalyst¢) dinaminés Sviesos sklaidos metodu.

Egzosomy preparatai buvo skiedziami FDB, per 0,2 pm pory skersmens filtrg prafiltruotu, tirpalu iki
1 ml. Véliau iki 0,5 ml perpilti j vienkarting kiuvete ir analizuojami minétu prietaisu. Preparate
esancios dalelés, judédamos Brauno judesiais, apSvietus monochromatiniu Sviesos Saltiniu, sukelia
aplink daleles esancio skyscio, skirtingy intensyvumy Sviesos bangy iSsklaidyma. Analizatoriaus
sistema matuoja intensyvumy pokytj laike. Naudojant Siuos duomenis kompiuterine programa
Zetasizer Software 7.12 nustatomi preparato daleliy dydziai ir jy procentinis pasiskirstymas [68, 133].

Prie§ analize¢ programoje nustatomi dydziai: egzosomy refrakcijos indeksas 1,38; FDB tirpalo
refrakcijos indeksas 1,33; FDB klampumas 0,88 cP. Statistiniam patikimumui gauti vienas méginys
analizatoriumi skanuojamas 15 karty, i$ kuriy programa apskaiciuoja rezultaty vidurkj.

Buvo vertinami kontrolinis, gautas i§ sveiky bronchy epitelio Igsteliy terpés, ir stimuliuotas, i$skirtas
i§ poli I:C seka veikty bronchy epitelio lasteliy terpés, egzosomy preparatai.

2.8 Egzosomuy identifikavimas imunofermentiniu ELISA metodu pagal CD9 Zymens
koncentracija

Egzosomy preparatuose imunofermentiniu ELISA metodu buvo nustatomi egzosomy pavirSiaus
zymenys CD9. Tyrimo atlikimui buvo naudojamas komercinis ELISA CD9 rinkinys (MyBioSource,
Kanada). Tyrimui naudota 96 Sulinéliy 1ékstelé buvo padengta antikiinu, Kuris specifiskai atpazjsta
CD9 antigena.
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Lygiagreéiai su tiriamais egzosomy preparatais buvo ruoSiamas ir kontrolinis tyrimo atlikimui
reikalingas méginys. | 1ékStelés Sulinélius jJdedama po 50 pl méginio ir j Sulinélius su tiriamaisiais
méginiais jdedama po 100 ul su peroksidaze konjuguoto reagento. Taip paruosta lékstelé
inkubuojama 37 °C temperatiiroje 1 val. Inkubacijos metu, jei méginyje esama specifiniy antigeny
vyksta antiktino suri§imo su antigenu reakcija. Po inkubacijos Sulinéliai keturis kartus praplaunami i$
anksto pasiruo$tu plovimo buferiu. Véliau j kiekvieng méginj jdedama 50 ul chromogeno A ir 50 ul
chromogeno B tirpaly. Lékstelé inkubuojama 15 min 37 °C temperatiiroje saugant jg nuo tiesioginio
Sviesos poveikio. Po inkubacijos j kiekvieng méginj jpilama po 50 ul STOP tirpalo ir, po to, per 15
min spektrofotometru matuojama $viesos absorbcija, esant 450 nm bangos ilgiui [134].

Siekiant jvertinti CD9 zymens koncentracija egzosomy preparatuose buvo sudaryta kalibraciné
kreivé, iSmatavus zinomy koncentracijy standartinius tirpalus, esancius tyrimui skirtame rinkinyje
(zr. 2.5 pav.). CD9 egzosomy zZymeny koncentracija buvo apskaic¢iuojama pagal iSvestg 2.3 formulg:

_ y+0,0138

0,0402 (2.3)

Cia: x— antigeno CD9 koncentracija tiriamajame méginyje (ng/ml), o y — tiriamojo tirpalo 450 nm
bangos ilgio Sviesos sugertis.

o
©
)

y =0,0402x - 0,0138
0,8 1 R?=10,9949

0,7 -

0,5 -

0,4 A .

0,1 -

Sviesos sugertis, kai bangos ilgis 450 nm
|

.

0,0 T T T T T 1
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

CD?9 koncentracija ng/ml

2.5 pav. Kalibraciné kreive CD9 egzosomy pavirSiaus Zymeny nustatymui tiriamajame méginyje

Buvo vertinami skirtingy koncentracijy pagal bendra baltymo kiekj kontrolinis ir poli I:C stimuliuotas
egzosomy preparatai. Rezultatu laikomas maziausiai trijy pakartojimy aritmetinis vidurkis.

2.9 Mikroglijos lasteliy gyvybingumo jvertinimas

Mikroglijos lasteliy gyvybingumas vertintas fluorescencinés mikroskopijos metodu. Lastelés 96
Sulinéliy lékstelése buvo veikiamos fluorescuojanciais dazais: 10 ug/ml Hoescht 33342 ir 5 ug/ml
propidzio jodidu, kurie sgveikauja su DNR, esancia lgsteliy branduoliuose. Hoescht 33342 dazas
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patenka j visy lgsteliy branduolius, 0 propidzio jodidas — tik j pazeisty, t. y. nekroziy ar praradusiy
membranos intaktiSkumg. Po keliy minuc¢iy inkubacijos su dazais, atlickamas mikroglijos lasteliy
vaizdinimas naudojant fluorescencinj mikroskopg OLYMPUS IX2-ILL 100 (OLYMPUS, Japonija).
Naudojant filtry rinkinj DAPI gyvybingi lasteliy branduoliai §vytéjo mélyna spalva, o per filtry
rinkinji TXRED buvo matomos raudona spalva $vytintys zuve lgsteliy branduoliai [135].

Gautos fotografijos jvertintos kompiuterine programa ImageJ, apskaic¢iuojant bendra lasteliy skaiciy
ir procentiskai jvertinant gyvybingy ir Zuvusiy lasteliy kiekj. Buvo vertinami kontrolinis ir
stimuliuotas egzosomy méginiai, taip pat tiesiogiai poli I:C veiktos ir neveiktos mikroglijos lastelés.
Rezultatu laikomas maziausiai trijy eksperimentiniy pakartojimy aritmetinis vidurkis.

2.10 Egzosomy patekimo j mikroglijos 1asteles nustatymas

Egzosomy patekimas j mikroglijos lasteles stebétas fluorescencinés mikroskopijos metodu. Tam
tikslui egzosomos yra pazymimos fluorescuojanciais dazais.

Egzosomos buvo dazomos RNR atpaZjstanciais fluorescenciniais dazais BLOCK-iT™ Alexa Fluor®
Red Fluorescent Control, kurie konjuguoti su Alexa Fuor® 555. Kad dazas pereity lipiding egzosomy
membrang buvo naudojamas transfekcijos reagentas lipofektaminas RNAIMAX. Tam tikslui 3 pl
lipofektamino tirpalo buvo praskiedziama beserumine Opti-MEM® terpe iki 50 pl. Tokiame pat
kiekyje beseruminés terpés praskiedziamas 1 pl dazo, taip pasiekiama 0,4 uM koncentracija. Abu
paruosti tirpalai sumaiSomi tarpusavyje ir inkubuojami tamsoje kambario temperatiiroje 5 min.
Lipofektamino struktaroje esantis lipidy dvisluoksnio fragmentas formuoja liposomg aplink Alexa
Fluor® 555 dazg. Po inkubacijos 100 ul egzosomy preparato buvo veikiama paruostu dazy tirpalu ir
inkubuojama 1-2 val. 37 °C temperatiiroje. Per §j laikg egzosomos susilieja su liposomomis, kuriose
yra daZzas, ir yra nudazomos [136].

Véliau mikroglijos lIgstelés buvo veikiamos nudazyty egzosomy preparatu. Egzosomy patekimas j
mikroglijos lgsteles stebétas fluorescenciniu mikroskopu Carl Zeiss Axio Observer Z1 (Carl Zeiss
AG, Vokietija). Lastelés buvo stebimos sviesinio lauko vaizde, o per TXRED filtrg buvo matomos
raudonai Sviecianc¢ios €gzosomos.

2.11 Mitochondrijuy kvépavimo grandinés aktyvumo jvertinimas mikroglijos Iastelése

Mikroglijos 1gsteliy mitochondrijy kvépavimo grandinés aktyvumo jvertinimas atliktas Seahorse XFp
(Agilent Technologies Inc., JAV) analizatoriumi, naudojant Mitostress testa ir dirbant pagal
gamintojo nurodytg protokola.

Analizatoriuje naudojamos vienkartinés jutikliy kasetés (angl. Sensor cartridge), kuriose kiekvienam
1ékstelés Sulinéliui yra zondas su dviem fluoroforais, vienas skirtas deguonies, kitas pH nustatymui.
Atliekant matavimus jutiklio kasetéje esantys zondai nuleidziami iki 200 pm atstumo vir§ Iasteliy
monosluoksnio, taip laikinai izoluojant itin maza terpés kiekj ir sudarant mikrokamera. Lastelinis
deguonies suvartojimas (kvépavimas) ir protony iSskyrimas (glikolizé) mikrokameroje sukelia
greitus, lengvai iSmatuojamus iStirpusio deguonies ir laisvyjy protony koncentracijos poky¢ius, kurie
fiksuojami kaip $viesos srautu suzadinty fluorofory emisijos skirtumai. Deguonies koncentracijos ir
pH poky¢iai realiu laiku automatiskai apskai¢iuojami analizatoriaus ir pateikiami kaip deguonies
suvartojimo grei¢io pmol/min (angl. Oxygen Consumption Rate, OCR) ir tarplastelinio riig§téjimo
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grei¢io mpH/min (angl. Extracellular acidification rate, ECAR) vertés, kurios leidzia nustatyti
kinetinius lgsteliy metabolizmo duomenis. Prie§ pradedant analiz¢ iSmatuojamas bazinis Igsteliy
kvépavimas. Salia jutikliy kasetés zondy yra keturios celés (A, B, C ir D) j kurias prie§ analize
atsargiai pipete jleidziami tyrimui reikalingi tirpalai, kurie nustatytais kiekiais ir laiko intervalais
analizatoriuje pneumatiniu budu automatiskai injekuojami j 1éksteliy su lastelémis Sulinélius (Zr. 2.6
pav.).

2.6 pav. Jutiklio kasetés celiy ir zondo i$sidéstymo schema

Pirmoji tirpalo injekcija yra oligomicinas. Tai mitochondrijy kvépavimo grandinés ATP sintazés
inhibitorius. Po Sios injekcijos mikrokameroje yra vertinamas lgsteliy deguonies suvartojimas,
priklausantis tik nuo oksidacinio fosforilinimo t. y. nuo mitochondrijy vidinés membranos laidumo
protonams. Antroji injekcija — karbonilcianido-4-(trifluormetoksi)fenilhidrazono (FCCP) tirpalu, dar
vadinamu skyrikliu. FCCP poveikyje vidiné mitochondrijy membrana tampa pralaidi protonams,
todél nebelieka elektrocheminio protony gradiento, 0 vertinamas deguonies suvartojimas tampa
nebesusietas su ATP sinteze, dél jvykusio oksidacinio fosforilinimo atskyrimo. Trecioji tirpalo
injekcija — rotenono ir antimicino A misinys, kuris slopina mitochondrijy kvépavimo grandinés | ir
Il kompleksus, todél mitochondrinis kvépavimas nevyksta. Po §ios injekcijos vertinamas deguonies
suvartojimas nesusijes su mitochondrijose vykstanciais procesais. Po Kiekvieno tirpalo injekcijos, 2—
5 min matuojami deguonies ir laisvyjy protony koncentracijy poky¢iai, o pabaigus matavimg zondali
pakeliami, sumaisant didesnj terpés tiirj, nei buvusj mikrokameroje, taip atkuriant Igsteliy kvépavimo
grandinés reikSmes iki pradinés blisenos ir pasiruosSiant naujai injekcijai i$ kitos jutiklio kasetés celés.

Prie§ atlickant mikroglijos lasteliy mitochondrijy aktyvumo tyrimus nustatytas lgsteliy séjimo
tankumas ir atliktas FCCP tirpalo titravimas, siekiant nustatyti FCCP koncentracija, kuri tam tikram
lasteliy tankiui atitikty didziausig deguonies suvartojima. FCCP sutrikdo mitochondrijy membranos
potencialg, dél to elektrony srautas abipus membranos néra kliudomas, o IV elektrony kvépavimo
grandinés kompleksas pasiekia didziausig deguonies suvartojimo pikg. Titravimui atlikti j jutiklio
kasetés celes pipete jleisti skirtingy koncentracijy FCCP tirpalai. Paruosta kaseté¢ dedama i
analizatoriy ir pasirinkus FCCP titravimo testa atlieckamas titravimas. Gauti rezultatai leidzia nustatyti
ar lasteliy s¢jimo tankis tinkamas. Jei jis tinkamas, gautos bazinio kvépavimo OCR reik§més turi
patekti ] 20150 pmol/min intervalg. I$ analizatoriumi gauty duomeny sudarytos FCCP titravimo
kreivés pateiktos 2.7 paveiksle.
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2.7 pav. FCCP titravimo kreivés

Tyrimui atlikti mikroglijos lasteliy kulttra uzséjama j specialias analizatoriui tinkamas léksteles,
kurios per naktj inkubuojamos 37 °C temperatiroje, leidZiant lgsteléms prikibti prie jy pavirSiaus.
Kitag dieng lastelés veikiamos egzosomy preparatais ir toliau 24 val. inkubuojamos 37 °C
temperatiiroje. Lygiagreciai ruoSiami ir kontroliniai méginiai: egzosomomis neveiktos lastelés ir
tiesiogiai poli I:C veiktos lastelés. Eksperimenty lekstelése keli Sulinéliai paliekami kaip analizatoriui
reikalingos kontrolés, j juos neséjant lasteliy, o tiesiog jpilant mitybinés terpés. Taip pat diena prie§
analize paruoSiamos komercinés jutikliy kasetés, hidratuojant jose esancius zondus. | léksteliy
Sulinélius jpilama sterilaus vandens, j kurj zondai jleidziami. Taip paruostos kasetés dedamos j
inkubatoriy Heraeus CO,-AUTO-ZERO (Heareus-Christ GmbH, Vokietija), kuriame néra anglies
dioksido ir inkubuojamos 37 °C temperatiiroje.

Eksperimento dieng paruosiama speciali tyrimo Seahorse XF DMEM terpé, kuri papildoma 10 mM
gliukoze, 1 mM natrio piruvatu ir 2 mM L-glutaminu. Lastelés du kartus atsargiai praplaunamos Silta
specialia tyrimo terpe. Véliau kiekvienas l1ekstelés Sulinélis uzpilamas 180 pl paruostos Seahorse XF
DMEM terpés. Lékstelés 1 val. inkubuojamos 37 °C temperatiiroje be anglies dioksido. I§ jutikliy
kasetés léksteliy iS¢émus zondus, nupilamas vanduo, kuris pakei¢iamas Seahorse XF kalibrantu.
Zondus jstacius atgal jutikliy kasetés 45 min inkubuojamos 37 °C temperatiiroje be anglies dioksido.
Mitostress testui atlikti naudojamas specialus Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit reagenty
rinkinys. Jame esantys tirpalai praskiedziami Seahorse XF DMEM terpe iki reikiamos koncentracijos.
Paruos8iami 1,5 uM oligomicino, 0,5 uM FCCP ir 0,5 uM rotenono/ antimicino A tirpalai, kurie pipete
jleidziami | jutikliy kasetése esancias celes. 20 pl oligomicino injekuojama j A celg, 22 ul FCCP — |
B cele, 25 ul rotenono/ antimicino A —j C celg. Taip paruosta jutiklio kaseté jdedama j analizatoriy
ir pasirinkus Mitostress testa pradedama prietaiso kalibracija. Po kalibracijos j analizatoriy jdedama
eksperimento 1ékstelé ir pradedama analizé. Po bazinio kvépavimo nustatymo, pradedant nuo A celés,
vienas po kito injekuojami jose esantys tirpalai, kaskart atliekant po tris matavimus. Gauti OCR ir
ECAR duomenys analizuojami kompiuterine programa Wave 2.6.1., apskaiCiuojant svarbius
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mitochondrijy kvépavimo grandinés aktyvumg rodanéius parametrus, tokius kaip bazinis ir
maksimalus kvépavimas, ATP gamyba, nepanaudota mitochondrijy galia (angl. Spare capacity),
laidumas protonams (angl. Proton leak) ir nemitochondrinis deguonies suvartojimas, taip pat Iasteliy
metabolinis potencialas ir metabolinis fenotipas [137]. Klasikiné Mitostress testo rezultaty
interpretacijos schema pavaizduota 2.8 paveiksle. Analizés metu gauti duomenys kompiuterine
programa yra normalizuojami, atsizvelgiant j bendra lasteliy baltymo kiekj, kuris kiekviename i$ tirty
Sulinéliy po atlikto eksperimento buvo nustatytas, anksciau aptartu Bradfordo metodu (zr. 2.6

poskyr;).

Rezultatu laikomas maziausiai trijy eksperimentiniy pakartojimy aritmetinis vidurkis.
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2.8 pav. Klasikiné Mitostress testo rezultaty interpretacijos schema [137]

Bazinis kvépavimas — tai deguonies suvartojimas, reikalingas patenkinti lasteliy ATP poreikj,
atsirandantj dél protony laidumo. Taip pat Sis dydis parodo lgsteliy energetinj poreikj pradinémis
analizés sglygomis. ATP gamyba — deguonies suvartojimo sumazéjimas, po oligomicino injekcijos,
rodantis kuri bazinio kvépavimo dalis sunaudojama ATP sintezei. Sis dydis atspindj, mitochondrijy
pagaminama ATP, kuris reikalingas energetiniam lasteliy poreikiui patenkinti. Laidumas protonams
— tai likusi bazinio kvépavimo dalis, nesusijusi su ATP gamyba. Sis dydis gali parodyti mitochondrijy
pazeidimus. Taip pat laidumas protonams naudojamas kaip reguliacinis mechanizmas ATP sintezei.
Maksimalus kvépavimas — tai didziausias deguonies suvartojimo greitis, pasiekiamas po FCCP
skyriklio injekcijos. FCCP imituoja fiziologinj ,.energijos poreikj“, skatindamas mitochondrijy
kvépavimo granding veikti maksimaliai, kas sukelia greita cukry, riebaly ir amino riig§¢iy substraty
oksidacija, kad biity patenkintas kiles metabolinis ,,is§tkis“. Sis dydis parodo maksimaly kvépavimo
greit], kurj gali pasiekti Igstelé. Nepanaudotos mitochondrijy galios dydis parodo lastelés gebéjima
reaguoti j padidéjusj energijos poreikj arba esant stresinéms salygoms. Taip pat kaip arti maksimalios
kvépavimo ribos yra Igstelés. Nemitochondrinio kvépavimo dydis parodo, koks deguonies
suvartojimas islieka dél lgstelése esanciy fermenty veiklos, po rotenono ir antimicino A miSinio
injekcijos. Sis dydis svarbus norint tiksliai nustatyti mitochondrijy kvépavima [137].
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2.12 Mikroglijos lasteliy vidulasteliniy aktyviy deguonies junginiy Kkiekio nustatymas

Vidulgsteliniy ADJ nustatymui naudotas 2',7'-dichlorodihidrofluoresceino diacetatas (H.DCFDA),
Kuris pralaidus Igsteliy membranoms. Veikiant lgsteliy fermentams esterazéms H>DCFDA
deacilinamas iki 2',7'-dichlorodihidrofluoresceino (H2DCF). Lastelei produkuojant ADJ H.DCF yra
oksiduojamas iki 2',7'-dichlorofluoresceino (DCF), kuriam biidinga florescencija [138].

Pries eksperimenta mikroglijos lastelés buvo uzsétos j 96 Sulinéliy 1ékstele. Kita dieng jos buvo
veikiamos nestimuliuotu ir stimuliuotu egzosomy preparatais ir inkubuojamos 24 val. 37 °C
temperatiiroje. TreCiajg eksperimento diena, siekiant pasiruosti neigiama kontrolg, mikrogijos lastelés
buvo veikiamos 1 pg/ml poli I:C ir 4 val. inkubuojamos 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos méginiai
praplaunami nuo egzosomy ir poli I:C liku¢iy Hankso subalansuotu druskos tirpalu (angl. Hank's
Balanced Salt Solution, HBSS) ir uzpilami lasteliy mitybine terpe. Véliau mikroglijos lastelés buvo
veikiamos 10 uM H,DCFDA 30 min 37 °C temperataroje. Inkubacijos metu dazas prasiskverbé j
lasteles. Po pusvalandzio pakartotinai praplaunama HBSS, siekiant paSalinti j lgstel¢ nepatekusius
dazus. Praplovus lasteles uzpilamas nedidelis kiekis HBSS ir vaizdinama fluorescenciniu mikroskopu
OLYMPUS IX2-ILL 100 (OLYMPUS, Japonija). Per FITC filtry rinkinj matomos zalios spalvos
citoplazmos svytéjimas.

Mikroskopavimo metu gautos nuotraukos jvertinamos kompiuterine programa ImageJ. ISmatuojama
lasteliy skleidziama fluorescencija ir procentiskai lyginama nuo kontrolés — neveikty mikroglijos
lasteliy. Rezultatu laikomas maziausiai trijy eksperimentiniy pakartojimy metu apskaiéiuotas
fluorescencijos intensyvumo aritmetinis vidurkis.

2.13 Mikroglijos lasteliy vidumitochondriniy aktyviu deguonies junginiy kiekio nustatymas

Mitochondrijy produkuojamy ADJ nustatymui naudotas fluorescencinis dazas — MitoSOX™ Red,
mitochondrijy superoksido indikatorius. Tai katijoninis dihidroetidzio junginys, prasiskverbiantis j
Iasteles, dél trifenilfosfonio pakaito, esan¢io dazo molekuléje. Pakaitas atsakingas uz dazo patekima
] mitochondrijas ir sgveika su Cia i$siskirian¢iais superoksidais, jvykusi oksidacija sukelia raudonos
spalvos fluorescencija [139].

Mikroglijos Igsteliy produkuojami vidumitochondriniai ADJ vertinti po paros veikimo nestimuliuotu
ir stimuliuotu egzosomy preparatais. Lygiagreciai vertinami ir kontroliniai méginiai: tiesiogiai poli
I:C seka veiktos ir papildomai neveiktos mikroglijos Igstelés. Prie§ inkubacijg su fluorescuojanéiu
dazu, lgstelés nuo egzosomy ir poli I:C liku¢iy praplaunamos HBSS tirpalu. Po to mikroglijos Igstelés
buvo veikiamos 2 uM MitoSOX™ Red dazu ir 10 min inkubuojamos 37 °C temperatiiroje. Véliau
lastelés HBSS tirpalu du kartus praplaunamos nuo j lasteles nepatekusiy dazy likuciy. Praplovus
lasteles uzpilamas nedidelis kiekis HBSS ir lgstelés vaizdinamos fluorescenciniu mikroskopu
OLYMPUS IX2-ILL 100 (OLYMPUS, Japonija). Per TXRED filtry rinkinj buvo matomas raudonos
spalvos mitochondrijy tinklo Svytéjimas.

Mikroskopavimo metu gautos nuotraukos jvertinamos kompiuterine programa ImageJ. ISmatuojama
lasteliy skleidziama fluorescencija ir procentiskai lyginama kontrolés — neveikty mikroglijos Igsteliy.
Rezultatu laikomas maziausiai trijy eksperimentiniy pakartojimy metu apskaiciuotas fluorescencijos
intensyvumo aritmetinis vidurkis.
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2.14 Kaspazés-1 aktyvumo jvertinimas mikroglijos Iastelése

Kaspazés-1 aktyvumui mikroglijos lastelése jvertinti naudotas komercinis Caspase-Glo 1
Inflammasome Assay G9951 (Promega Corporation, JAV) reagenty rinkinys. | 1asteliy mitybing terpg
pridéjus Z-WEHD-aminoliuciferino substrato, aktyvios kaspazés-1 poveikyje jis yra skaidomas iki
aminoliuciferino, kuris kaip substratas prisijunges prie liuciferazés fermento sukelia termostabily
liuminescencinj signalg, kurio intensyvumas proporcingas kaspazés-1 aktyvumui [140]. Matavimai
atliekami pagal gamintojo nurodyta protokola.

Po paros inkubacijos egzosomomy preparatais mikroglijos lgsteliy kultiry terpé santykiu 1:1
(paprastai po 50 ul) baltoje 1éksteléje sumaiSoma su Z-WEHD-aminoliuciferino substratu ir 1 val. yra
inkubuojama kambario temperatiiroje, saugant nuo tiesioginiy saulés spinduliy. Po inkubacijos
ploksteliy skaitytuvu iSmatuojamas liuminescencinis signalas. Lygiagre¢iai vertinama ir egzosomy
preparatais neveikta mikroglija bei tiesiogiai poli I:C seka veiktos mikroglijos lgstelés. ISmatuotas
liuminescencinis signalas procentiskai lyginamas nuo neveikty mikroglijos lgsteliy kaip kontrolés.
Rezultatu laikomas maziausiai trijy eksperimentiniy pakartojimy metu apskaiciuotas
liuminescencijos intensyvumo aritmetinis vidurkis.

2.15 Statistiniy duomeny analizé

Rodikliy vidutinés vertés, standartinio nuokrypio vertés ir koreliacijos koeficientas apskaiciuojamos
naudojant Microsoft Excel 2016 programinj paketa.

Aritmetinis vidurkis A apskai¢iuojamas pagal 2.4 formulg:
— 1 n
¢ia: n —reik8miy kiekis, a — nario reikSmé, i — aibés duotasis narys.

Standartinis nuokrypis SN apskaiciuojamas naudojantis 2.5 formule:

1
SN = (A5G0 - A2 @5)
Koreliacijos koeficientas apskai¢iuojamas naudojantis 2.6 formule:

_ _IE=Dy-y)
VEI(x-%)2(y-y)?

(2.6)

¢ia: x iry iméiy reikSmeés, X ir y imciy vidurkiai.

Statistiné kiekybiniy eksperimenty duomeny analizé atlikta IBM SPSS Statistics 20 programiniu
paketu. Vertinti kiekvieno eksperimento pakartojimy vidurkiai, naudojant vienakrypte dispersing
ANOVA analize, taikant FiSerio maziausiai reikSmingo skirtumo kriterijy — LSD Post Hoc testa.
Duomenys laikomi statistiskai reiksmingais, kai p < 0,05.

Visy atlikty eksperimenty n = 3-10.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Norint nustatyti, ar virusy veikiamos kvépavimo taky lasteliy egzosomos keic¢ia mikroglijos Igsteliy
aktyvumag, Zzmogaus kvépavimo taky epitelio lagstelés (KTEL) buvo stimuliuotos sintetine viruso
mimetiku laikoma dvigrandés RNR seka — poli I:C, sukelian¢ia klasikinj antivirusinj imuninj atsaka,
aktyvuojama per TLR3 receptorius [28]. Mikroglijos lastelés buvo veikiamos i§ poli 1:C seka
stimuliuoty KTEL kultiiry terpés isskirtais egzosomy preparatais. Mikroglijos lasteliy aktyvumo
jvertinimui nustatyti buvo tirti jy gyvybingumo, funkciniai mitochondrijy, ADJ produkcijos ir
kaspazés-1 aktyvumo pokyc¢iai. Tyrimy patikimumui uztikrinti visi eksperimentai lygiagreciai atlikti
ir su sveiky, virusine seka nestimuliuoty i§ KTEL kultary terpés iSskirtaiS egzosomy preparatais,
kuriais taip pat buvo veiktos mikroglijos Igstelés. Palyginimui, mikroglijos lastelés buvo tiesiogiai
veikiamos ir poli I:C seka. Taip pat buvo atliekami kontroliniai eksperimentai su nepaveiktomis
mikroglijos lastelémis.

3.1 I8skirty kvépavimo taky lasteliy egzosomy charakterizavimas

Siekiant istirti daleliy pasiskirstyma pagal dydj i§ KTEL kultiry terpiy isskirty egzosomy
preparatuose, jie buvo tiriami daleliy analizatoriumi Zetasizer. Visy tirty méginiy daleliy dydis ir
pasiskirtymas buvo panasus. Reprezentaciniai poli 1:C seka stimuliuoty KTEL egsosomy preparaty
analizés rezultatai pateikti 3.1 paveiksle.

25,0 1

Daleliy skaicius, %

AT S R R V. - SR S SR N,

ﬁ;\,ﬂ (()\'x bf'p'x ‘jQ" C;b" éb'v (\QO" O)\'v ‘\S)n ‘\t'{)/"

Daleliy dydis, nm

3.1 pav. Daleliy dydzio ir pasiskirstymo histograma poli I:C seka stimuliuoty KTEL egzosomy preparate

IS pateiktos histogramos duomeny matoma, kad preparate esanciy daleliy dydis svyruoja nuo 32 iki
220 nm. Apie 68 % preparate esanciy daleliy dydis yra 37-58 nm. Literatiiros duomenimis egzosomy
dydis varijuoja nuo 30 iki 150 nm [31]. Naudojant dinaminés $viesos sklaidos metoda prietaisas
matuoja ne paciy daleliy dydj, bet aplink jas judantj ir Sviesg sklaidantj skystj, dél to gaunami dydziai
yra Siek tiek didesni uz paciy daleliy. Tuo remiantis galima teigti, kad beveik visos tirtame egzosomy
preparate esancios dalelés gali biiti priskiriamos egzosomoms.

Taip pat KTEL preparatuose buvo nustatomi specifiniai molekuliniai egzosomy pavirSiaus Zymenys
— CD9 tetraspaninai [68]. Zymeny aptikimui taikytas imunofermentinés analizés ELISA metodas,
leidziantis specifiskai ir ganétinai tiksliai (ng/ml) jvertinti CD9 Zymens koncentracija egzosomy
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preparatuose. Buvo vertinami abiejy tipy poli 1:C seka stimuliuotas ir nestimuliuotas KTEL
egzosomy preparatai, esant vienodoms bendro baltymo, nustatyto pagal Bradfordo metoda,
koncentracijoms tiriamuose méginiuose. Gauti rezultatai pateikti 3.2 paveiksle.

7,0 -
6,0 -
5,0 1
4,0 -
3,0 1

2,0 A

CD9 koncentracija ng/ml

1,0 ~

0,0 -

Kontrolinés egzo Poli I:C egzo

3.2 pav. Egzosomy CD9 pavirsiaus zymens koncentracija tiriamuose egzosomy preparatuose.
Kontrolinés egzo — i§ sveiky KTEL isskirty egzosomy preparatas; Poli 1:C egzo — i$ poli I:C seka stimuliuoty
KTEL isskirty egzosomy preparatas

I8 pateikty duomeny matyti, kad abiejy tipy egzosomy preparatuose CD9 Zymens koncentracija buvo
panasi ir sudaré apie 6 ng/ml. Preparatuose nustatytas specifinis egzosomy zymuo CD9 patvirtina,
kad i§ KTEL kultiiry terpés iSskirtuose preparatuose yra egzosomy.

Taip pat buvo jvertinta koreliacija tarp bendro baltymo kiekio egzosomy preparatuose ir egzosomy
pavirsiaus zymens CD9 koncentracijy. Gauti rezultatai pavaizduoti 3.3 paveiksle.
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3.3 pav. Koreliacija tarp bendro egzosomy preparaty baltymo ir CD9 egzosomy Zymens koncentracijy
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Atlikta analizé parodé, kad egzosomy pavirSiaus zymens CD9 koncentracija turi sarysj su bendru
egzosomy preparate nustatytu baltymo kiekiu. Didéjant bendram baltymo kiekiui, didéja ir
egzosominio zZymens koncentracija. Apskaiciuotas koreliacijos koeficientas lygus 0,9139. Todél
galima teigti, kad egzosomy koncentracijos matavimui galima taikyti Bradfordo metoda.

3.2 Kveépavimo taky Iasteliy egzosomy patekimas j mikroglijos lasteles

Isskyrus ir identifikavus KTEL produkuojamas egzosomas buvo istirtas jy patekimas j mikroglijos
lasteles fluorescencinés mikroskopijos metodu. Abiejy tipy egzosomy preparatai buvo nudazyti
fluorescuojanciais dazais ir stebéti fluorescenciniu mikroskopu. Mikroglijos lgstelés vaizdintos
taikant Sviesaus lauko mikroskopija. Gautos atskiros ir sulietos to paties mikroskopinio lauko
nuotraukos pateiktos 3.4 paveiksle.

& Sviesaus lauko vaizdas Fluorescencija Sulietas vaizdas

Po 2 val.

Po 24 val.

Po 2 val.

20um

Po 24 val.

3.4 pav. Egzosomy patekima j mikroglijos lasteles reprezentuojancios nuotraukos.

A —poli I:C seka stimuliuoto KTEL egzosomy preparato; B — nestimuliuoto KTEL egzosomy preparato

Paveiksle matoma, kad egzosomos patenka j mikroglijos Igsteles jau po 2 val. veikimo jy preparatais,
0 jy turinys néra pasklides. Po paros stebéta pilna egzosomy internalizacija j lgsteles. Remiantis
literatira [60—61] galima manyti, kad KTEL isskirtos egzosomos j mikroglijos Igsteles pateko
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tiesioginiu fagocitozés, makropinocitozés arba endocitozés biidu, nes jy turinys isliko nepasklides
citoplazmoje. Gauti rezultatai nepriestarauja kity mokslininky atliktiems tyrimams, rodantiems, kad
egzosomos | imortalizuotas pelés mikroglijos lasteles patenka fagocitozés [141], o j pirminés
mikroglijos lasteles — makropinocitozés budu [142-143].

Pateiktuose egzosomy internalizacijos j mikroglijg vaizduose (zr. 3.4 pav.) matoma, kad po paros tiek
poli I:C seka stimuliuotos KTEL, tiek nestimuliuotos KTEL egzosomos vis dar islicka mikroglijos
lastelese.

3.3 Kveépavimo taky iSskiriamy egzosomy poveikis mikroglijos gyvybingumui

Pries atliekant tolimesnius mikroglijos aktyvumo vertinimo tyrimus buvo jvertintas mikroglijos
lasteliy gyvybingumas po jy poveikio egzosomy preparatais, isskirtais i§ KTEL kultary terpiy. Tam
tikslui mikroglijos lastelés buvo nudazytos fluorescuojanéiais dazais: Hoechst 33342 ir prodidzio
jodidu, kurie jungdamiesi su DNR leidzia atskirti gyvybingus ir negyvus — zuvusius branduolius,
vaizdinant Igsteles fluorescenciniu mikroskopu. Reprezentacinés mikroglijos Iasteliy gyvybingumo
nuotraukos pateiktos 3.5 paveiksle.

3.5 pav. Mikroglijos lasteliy gyvybinguma vaizduojanéios fluorescencinés nuotraukos.
A —lgsteliy kontrolés, neveiktos mikroglijos lgstelés; B — po poveikio nestimuliuoty KTEL egzosomy
preparatu; C — po tiesioginio poveikio poli I:C seka; D — po poveikio poli I:C seka stimuliuoty KTEL
egzosomy preparatu



Nuotraukose matomi mélyna spalva $vytintys gyvybingi lgsteliy branduoliai ir raudoni — nekroziniai
branduoliai. Mikroglijos gyvybingumo kiekybiniam jvertinimui i§ mikroskopiniy nuotrauky
kompiuterine programa ImageJ buvo apskai¢iuotas bendras lasteliy skai¢ius, nuo kurio apskaiciuotas
ir procentiskai iSreikstas gyvybingy branduoliy skai¢ius. Gauti rezultatai pateikiami 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé Gyvybingy mikroglijos branduoliy kiekybinio jvertinimo rezultatai

Tiriamo méginio tipas Gyvybingi branduoliai, %
Kontrolé 94,22 +1,11
EGZO 94,20 + 1,17
Poli IC 93,05+1,73
EGZO-Poli IC 90,23 + 2,46

Tyrimo metu naudoty mikroglijos Iasteliy gyvybingumas, kaip lasteliy kontrolés, buvo 94,22 + 1,11
%. Mikroglijg tiesiogiai veikiant poli I:C seka stebétas nezymus mikroglijos gyvybingumo
sumazéjimas iki 93,05 £ 1,73 % (zr. 3.1 lentelé, Poli IC). Po paros inkubacijos egzosomomis,
nustatyta, kad nestimuliuotas egzosomy preparatas mikroglijos lgsteliy gyvybingumo nepakeité ir
i8liko 94,20 % (zr. 3.1 lentelée, EGZO). Tiesioginis veikimas poli I:C seka mikroglijos gyvybingumo
reik§mingai nesumazino. Tokiy rezultaty ir buvo tikétasi, nes viruso mimetiko seka tiesiogiai nezudo
lasteliy, o tik aktyvina imuninj atsakg prisijungusi prie receptoriy [28]. Poli I:C seka stimuliuotas
egzosomy preparatas Igsteliy gyvybingumg sumazino apie 4 %, taciau toks pokytis nebuvo statistiskai
reikSmingas (zr. 3.1 lentele, EGZO-Poli IC). I§ gauty rezultaty matome, kad mikroglijos
gyvybingumas po poveikio egzosomy preparatais reiksmingai nepasikeité.

3.4 Kveépavimo taky iSskiriamy egzosomu poveikis mikroglijos mitochondrijuy funkcijai

Yra zinoma, kad prieSvirusinio imuninio atsako metu atsiranda mitochondrijy struktiriniai ir
funkciniai poky¢iai [100]. Aktyvavus imunines lasteles, pavyzdziui, makrofagus, jy lasteliy
energetinis fenotipas persitvarko i§ mitochondrinio j glikolitinj [116]. Mikroglija atitinka makrofagy
funkcijas smegenyse [7], taciau jos energetinis persitvarkymas egzosomy, susidariusiy Vvirusinémis
infekcijomis veikiamy lasteliy, poveikyje néra tirtas. Siekiant issiaiskinti, kaip pakinta mikroglijos
Iasteliy mitochondrijy funkcijos, veikiant jas i§ KTEL isskirtais egzosomy preparatais, buvo atlikta
mitochondrijy kvépavimo grandinés aktyvumo analizé Seahorse analizatoriumi.

Tyrimo metu analizatoriumi buvo jvertinti deguonies koncentracijos poky¢iai, atsirade mikroglijos
Iasteliy mitybingje terpéje, paeiliui automatiskai injekuojant mitochondrijy kvépavimo grandinés
slopiklius ar stimuliatorius, leidzian¢ius jvertinti kvépavimo grandinés aktyvumo pokycius. Susidare
deguonies koncentracijos pokyciai, normalizuoti pagal bendrg Iasteliy baltymo kiekj, grafiskai
pateikiami 3.6 paveiksle kaip analizés metu kintantis deguonies suvartojimo greitis OCR, kuris
iSreikstas mg/ml bendro baltymo kiekiui.

Buvo tirti keturiy tipy méginiai: tiesiogiai poli I:C seka veiktos mikroglijos, nestimuliuotomis KTEL
egzosomomis veiktos mikroglijos Iastelés, poli 1:C seka stimuliuotos KTEL egzosomomis veiktos
mikroglijos lgstelés ir papildomai neveiktos mikroglijos lastelés.
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3.6 pav. Deguonies suvartojimo greitis mikroglijos lastelése.

Kontrolé — neveiktos mikroglijos lastelés; EGZO — mikroglijos lastelés, po poveikio nestimuliuotomis,
sveiky KTEL isskirtomis egzosomomis; Poli IC — mikroglijos Igstelés, po tiesioginio poveikio poli I:C seka;
EGZO-Poli IC — mikroglijos lastelés, po poveikio poli I:C seka stimuliuotomis KTEL egzosomomis; OCR —

pagal bendra lasteliy baltymo kiekj normalizuotas deguonies suvartojimo greitis

IS pradziy buvo jvertintas Igsteliy bazinis kvépavimas — tai deguonies suvartojimo greitis, atspindintis
ATP sintezés greitj, ir yra salygojamas ATP suvartojimo intensyvumo Iasteléje. Po bazinio
kvépavimo jvertinimo automatiskai injekuotas mitochondrijy kvépavimo grandinés V komplekso —
ATP sintazés slopiklis — oligomicinas, kuris sustabdé deguonies sunaudojima ATP gamybai, todél
sumazé¢jo mitochondrijy kvépavimg rodancios OCR vertés. Likes deguonies sunaudojimo dydis yra
salygojamas vidinés mitochondrijy membranos laidumo protonams. Antroji injekcija papildé lasteliy
terpg skyrikliu FCCP, kuris padaré mitochondrijy viding membrang pralaidzig protonams taip
panaikindamas elektrocheminj protony gradientg. Taip kvépavimo grandiné buvo aktyvinama
maksimaliai ir pasiekta didziausia OCR reik§mé t. y. maksimalus kvépavimas. FCCP stimuliuotas
OCR padidéjimas naudojamas apskai¢iuojant nepanaudotg mitochondrijy galig, Kuri apibréziama
kaip skirtumas tarp maksimalaus ir bazinio kvépavimo. Sis dydis parodo Iastelés gebéjimg reaguoti j
padidéjusj energijos poreikj arba esant stresinéms salygoms. Trecioji injekcija yra rotenono, |
kvépavimo grandinés komplekso slopiklio, ir antimicino A, 1l komplekso slopiklio, misinys, kuris
sustabdo mitochondrijy kvépavimg ir leidzia apskaiciuoti nemitochondrinj, kity procesy lemiamg
kvépavimag [137]. Bendruoju atveju po oligomicino tirpalo injekcijos OCR vertés visada mazéja, po
FCCP — didéja, o po rotenono ir antimicino A misinio — mazéja.

IS pateikto grafiko (zr. 3.6 pav.) matyti, kad po kiekvienos injekcijos matuotas mitochondrijy
deguonies suvartojimo greitis, visais atvejais didziausias buvo kontroléje, 0 maziausias mikroglijos
lastelése, paveiktose poli I:C seka stimuliuoty KTEL egzosomy preparatu. Siekiant pamatyti ir
aiSkiau jvertinti mitochondrijy kvépavimo grandinés aktyvumo skirtumus tarp tiriamyjy grupiy, is 3.6
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paveiksle pateikto grafiko buvo apskai¢iuoti jvairiis kvépavimo grandinés veiklg atspindintys
parametrai, kurie pateikti 3.7 paveiksle.
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3.7 pav. Mitochondrijy kvépavimo grandinés aktyvuma rodanéiy parametry palyginimas skirtinguose

mikroglijos lasteliy méginiuose.

Kontrole — neveiktos mikroglijos lastelés; EGZO — mikroglijos lastelés, po poveikio nestimuliuotomis,
sveiky KTEL isskirtomis egzosomomis; Poli IC — mikroglijos lastelés, po tiesioginio poveikio poli I:C seka;
EGZO-Poli IC — mikroglijos Igstelés, po poveikio poli I:C seka stimuliuotomis KTEL egzosomomis; OCR —

pagal bendrg lasteliy baltymo kiekj normalizuotas deguonies suvartojimo greitis. * — Zymi statistinj
patikimuma lyginant su kontrole, kai p < 0,05 (taikant LSD Post Hoc testa); # — Zymi statistinj patikimuma
lyginant su tiesiogiai poli I:C seka veiktomis mikroglijos lastelémis, kai p < 0,05 (taikant LSD Post Hoc
testg); N — zymi statistinj patikimuma lyginant su nestimuliuotomis egzosomomis veiktomis mikroglijos
lgstelémis, kai p < 0,05 (taikant LSD Post Hoc testa)

IS pateikty bazinio kvépavimo duomeny matyti, kad tiek tiesiogiai poli I:C seka, tiek egzosomy
preparatais veikty mikroglijos Iasteliy deguonies suvartojimo greitis, buvo sumazéjes lyginant su
kontrolinémis bazinio kvépavimo reikSmémis. Maziausios bazinio kvépavimo reik§més buvo
nustatytos poli I:C seka stimuliuoty KTEL egzosomy preparatu veikty mikroglijos lagsteliy
méginiuose. Sio preparato bazinio kvépavimo OCR reik§meés turéjo statiskai reik§mingg skirtuma
lyginant su kontrole, tiesiogiai poli 1:C veiktomis mikroglijos lastelémis ir nestimuliuotomis
egzosomomis veikta mikroglija.

Viena i§ pagrindiniy mitochondrijy funkcijy — tai ATP gamyba, panaudojant protony sukurtg
elektrocheminj gradienta. Sio gradiento sutrikdymui ir vidinés mitochondrijy membranos
depoliarizacijai jtakos turi vidinés mitochondrijy membranos laidumas protonams. Laidumui
protonams yra priskiriamas nataralus ar specialiy vidinéje membranoje esanciy baltymy neSikliy,
pavyzdziui, UCP2, sukeltas protony grazinimas i$ perimitochondrinés ertmés j mitochondrijy
uzpilda. Laidumas protonams gali biiti sglygojamas vidinés mitochondrijy membranos nevientisumo,
dél atsiradusiy triikiy ar pazaidy, per kurias protonai gali laisvai judéti abipus membranos. Didéjantis
laidumas protonams, susijgs su sSumazéjusiu elektrocheminiu protony gradientu, dél kurio sumazéja
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ATP gamybos kiekis [144]. I§ atlikto tyrimo rezultaty (zr. 3.7 pav.) matyti, kad mikroglijos lastelése,
abiejy tipy egzosomy preparaty poveikyje, ATP sintezé buvo reikSmingai slopinama, taciau
nestebimas padidéjes laidumas protonams lyginant su lasteliy kontrole. Didziausias ATP gamybos
sumazéjimas ir laidumas protonams buvo poli 1:C seka stimuliuoty KTEL egzosomomis veikty
mikroglijos lasteliy méginiuose, taciau minéti skirtumai nebuvo statistiS8kai reik§mingi lyginant su
kitomis tiriamomis grupémis. Be to, ATP gamybos sumazéjimas mikroglijos Igstelése poli I:C
stimuliuoty lasteliy egzosomy poveikyje turéjo statisting reikSme ir lyginant su nestimuliuotimis
egzosomomis veikta mikroglija.

Po FCCP injekcijos lasteléms sukélus stresines sglygas pastebéta, kad egzosomy preparatais veikty
mikroglijos lasteliy deguonies sunaudojimas padidéja, atitinkamai lyginant su kontrole ar tiesiogiai
poli I:C veikiamais pavyzdziais. MaZesnis padidéjimas stebimas tarp tiesiogiai poli I:C seka veikty
mikroglijos lasteliy ir poli 1:C seka stimuliuoty KTEL egzosomomis veikty mikroglijos lasteliy.
Lyginant kontrolés ir poli I:C seka stimuliuoty KTEL egzosomy preparatu veikty mikroglijos lgsteliy
maksimalaus kvépavimo reikS§mes stebinamas reikSmingas jy sumazéjimas, taciau nepanaudota
mitochondrijy galiag rodancios reik§més — reikSmingai padidéja. Stebimas statistiskai reik§mingas
skirtumas ir tarp abiejy tipy egzosomy preparatais veikty mikroglijos lasteliy maksimalaus
kvépavimo verciy. Tokie rezultatai gali reiksti, kad stimuliuoty egzosomy poveikyje mikroglijos
lasteliy metabolizmas persitvarko mitochondrinio deguonies sunaudojimo slopinimo linkme.

Neseniai E. A. Russell et al. atlikto tyrimo metu nustatyta, kad egzosomomis, i§skirtomis i$ citokinu
TNF-o stimuliuoty imortalizuoty pelés neurony hipokampo Iasteliy HT-22 linijos perduotas
prieSuzdegiminis citokinas sukelia reikSmingg mitochondrijy disfunkcija neurony tipo lgstelése.
Nustatyta, kad bazinj kvépavima, maksimaly kvépavima, ATP gamyba, atsarging mitochondrijy galia
rodancios OCR reik§més sumazéjo, o laidumas protonams padidéjo lyginant su egzosomomis
neveiktomis lgstelémis [145]. Literatiiroje yra apraSyta, kad jvairiy uzdegiminiy veiksniy poveikyje
makrofagai yra aktyvinami, stebimas jy metabolizmo persitvarkymas j glikolitinj [146]. Kadangi
mikroglija atitinka makrofagy funkcijas CNS, galbiit ir jos lgstelés gali bti aktyvinamos keiciant jy
mitochondrijy funkcijas ir pertvarkant metabolizma.

Tyrimo metu analizatoriumi buvo jvertinti ir Igsteliy kultary terpés pH poky¢iai, normalizuoti pagal
bendra lasteliy baltymo kiekj, grafiskai pateikiami 3.8 paveiksle kaip analizés metu Kintantis
tarplastelinis ragstéjimo greitis ECAR, kuris isreiks$tas mg/ml bendro baltymo kiekiui.

Anksciau aptarti OCR duomenys yra mitochondrinio kvépavimo grei¢io rodiklis, o ECAR —
glikolizés greifio matas.
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3.8 pav. Tarplastelinis rigstéjimo greitis mikroglijos lastelése.

Kontrolé — neveiktos mikroglijos lastelés; EGZO — mikroglijos lastelés, po poveikio nestimuliuotomis,
sveiky KTEL isskirtomis egzosomomis; Poli IC — mikroglijos Igstelés, po tiesioginio poveikio poli I:C seka;
EGZO-Poli IC — mikroglijos lastelés, po poveikio poli I:C seka stimuliuotomis KTEL egzosomomis; ECAR

— pagal bendra Igsteliy baltymo kiekj normalizuotas tarplastelinis rtigstéjimo greitis

I$ 3.8 paveikslo matoma, kad nestimuliuoty KTEL egzosomy preparatu veikty mikroglijos lasteliy
terpés pH lyginant su kontrole yra sumazéjes, 0 poli I1:C stimuliuoty lasteliy egzosomy preparatu
veikty — padidéjes, taciau mazesnis nei tiesioginio poli 1:C veikimo mikroglijos méginiuose. Matyti,
kad stimuliuoty Igsteliy egzosomy preparatu veikty mikroglijos lasteliy terpé rugstinama labiau, kas
parodo pasikeitusj Igsteliy glikolitinj aktyvuma.

Metaboliniu potencialu vadinamas lasteliy gebéjimas patenkinti energijos poreikj mitochondrinio
kvépavimo ir glikolizés budu. Oligomicinas slopina mitochondrijy ATP gamyba ir sukelia
kompensacinj glikolizés grei¢io padidéjima, kai lastelés bando patenkinti savo energijos poreikius
glikolitiniu keliu. FCCP depoliarizuoja mitochondrijy membrang ir padidina deguonies sunaudojimo
greitj, dél mitochondrijy ,,pastangy” atstatyti vidinés mitochondrijy membranos elektrocheminj
potencialg, tuo metu sumazinamas glikolizés greitis. Metabolinis potencialas — tai procentinis dydis
iSreiSkiamas stresinémis sglygomis nustatyty OCR ir ECAR reikSmiy poky¢iu nuo pradinémis
eksperimento salygomis nustatyty minéty dydziy veréiy. Siam dydZiui nustatyti i§ analizatoriumi
gauty duomeny sudaromas grafikas (zr. 3.9 pav.).
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3.9 pav. Metabolinio potencialo palyginimas mikroglijos Igstelése.

Kontrolé — neveiktos mikroglijos lgstelés; EGZO — mikroglijos lgstelés, po poveikio nestimuliuotomis,
sveiky KTEL i8skirtomis egzosomomis; Poli IC — mikroglijos Igstelés, po tiesioginio poveikio poli I:C seka;
EGZO-Poli IC — mikroglijos lastelés, po poveikio poli I:C seka stimuliuotomis KTEL egzosomomis. * —
zymi Statistinj patikimuma lyginant su kontrole, kai p < 0,05 (taikant LSD Post Hoc testa). # — zymi statistinj
patikimuma lyginant su tiesiogiai poli 1:C seka veiktomis mikroglijos lastelémis, kai p < 0,05 (taikant LSD
Post Hoc testa). Stresinis OCR — tai stresinémis salygomis nustatytas suvartojamo deguonies greitis, zymintis
lasteliy mitochondrinio kvépavimo potenciala; Stresinis ECAR — stresinémis salygomis nustatytas
tarplastelinis rigstéjimo greitis, Zymintis lasteliy glikolitinj potenciala

I$ pateikto grafiko matyti, kad tiesioginis veikimas poli 1:C seka neturi reik§mingo skirtumo
metabolinio potencialo procentinéms vertéms lyginant su kontrole. Tiek nestimuliuoty egzosomy,
tiek stimuliuoty egzosomy preparatais veikty mikroglijos Igsteliy mitochondrinio kvépavimo
metabolinis potencialas reikSmingai padidéjo lyginant su kontrole ir tiesioginiu poli 1:C veikimu.
Mikroglijos Igsteliy veikimas abiejy tipy KTEL egzosomomis pakeité ir lasteliy gebéjimg patenkinti,
atsiradusj energijos poreikj glikolizés budu, tai rodanc¢ios metabolinio potencialo ECAR reik§més
lyginant su kontrole reikSmingai sumazéjo.

Siekiant nustatyti mikroglijos lasteliy metabolinius fenotipo pokycius sudarytas OCR
priklausomybés nuo ECAR grafikas (zr. 3.10 pav.).
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3.10 pav. Mikroglijos Igsteliy metabolinio fenotipo persiskirstymas.

Kontrolé — neveiktos mikroglijos lastelés; EGZO — mikroglijos lgstelés, po poveikio nestimuliuotomis,
sveiky KTEL isskirtomis egzosomomis; Poli IC — mikroglijos Igstelés, po tiesioginio poveikio poli I:C seka;
EGZO-Poli IC — mikroglijos lastelés, po poveikio poli I:C seka stimuliuotomis KTEL egzosomomis. OCR —

pagal bendrg lasteliy baltymo kiekj normalizuotas deguonies suvartojimo greitis; ECAR — pagal bendra

lasteliy baltymo kiekj normalizuotas tarplastelinis riig§té€jimo greitis. Tus¢iaviduriai zymekliai zymi

pradinius Igsteliy metabolinius fenotipus, uzpildyti zymekliai — susidariusius stresinémis saglygomis, o

punktyrinés linijos Zymi metabolinj potenciala

I$ pateikto grafiko (zr. 3.10 pav.) matome, kad mikroglijos lasteliy metabolinis fenotipas abiejy tipy
egzosomy preparaty poveikyje paslenkamas j labiau energetinj, be to, yra sumazinama lgsteliy
galimybé reaguoti | stresg. Tiesiogiai poli I:C veikty mikroglijos lasteliy metabolinis fenotipas
lyginant su kontrole pasikeité — tapo ramesnis ir labiau glikolitinis. Stimuliuoty KTEL egzosomomis
veikty mikroglijos Igsteliy metabolinis fenotipas pasikeité Zenkliai. Jis sumazéjus OCR bei padidéjus
ECAR vertéms pasislinko ] glikolitinj fenotipg zymintj Ketvirtj. Tokie gauti rezultatai, parodo, kad
poli I:C stimuliuotomis Igsteliy egzosomomis veiktos mikroglijos lastelés lyginant su kontrole pakeité
savo metaboling biukle, panaSiai kaip ir mikroglijos Igstelés po tiesioginio poli I:C poveikio,
silpnindamos mitochondrinio kvépavimo oksidacinj fosforinilimg ir stiprindamos glikolitinius
procesus, Kitaip tariant, jvyko jy metabolinis energetinis persiskirstymas.

Toks persiskirstymas aprasSytas ir literatiroje. Makrofagus stimuliuojant per TLR receptorius
sukeliamas jy aktyvinimas ir energijos persiskirstymas i$ katabolinio j anabolinj metabolizma [116].
Kaip ir makrofaguose, aktyvinta mikroglijos biisena greiciausiai priklauso nuo mitochondrijy
metabolizmo persitvarkymo.
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Literaturoje aprasyta, kad peliy BV-2 mikroglijos lasteles veikiant LPS, kurie susije su klasikinio
mikroglijos aktyvinimo M1 geny raiskos padidinimu, buvo pertvarkomas lasteliy metabolizmas i$
pirminio oksidacinio j glikolitinj [147]. Panasiis rezultatai su BV-2 lasteliy linija po LPS poveikio
gauti ir A. L. Voloboueva et al. atlikty tyrimy metu. Mokslininkai nustaté, kad LPS poveikyje lasteliy
metabolizmui persitvarkius j glikolitinj mechanizmg, sumazéjo mikroglijos lgsteliy deguonies
suvartojimas, ir dél issiskiriancio laktato padidéjo tarplgstelinis ragstéjimo greitis [148].

Nepaisant to, kad yra zinoma, jog LPS poveikyje yra pertvarkomas mikroglijos lasteliy metabolizmas,
taciau néra duomeny apie zmogaus mikroglijos Iasteliy metabolizmo poky¢ius infekcijy stimuliuoty
egzosomy poveikyje.

Projekto metu atliktus mikroglijos lasteliy mitochondijy funkcijy analize, galima teigti, kad po
mikroglijos lgsteliy poveikio poli I:C stimuliuoty KTEL egzosomy preparatu, jos perprogramavo
savo metabolinj fenotipg: i§ ramybés biisenos peréjo j glikoliting, padidéjus ECAR reiSméms ir
sumazéjus OCR reiksméms. Taigi, mikroglijos veikimas poli I:C stimuliuoty Iasteliy egzosomomis
turi jtakos mikroglijos lasteliy metabolizmui ir gali biti siejamas su aktyvuota mikroglijos metaboline
bisena.

3.5 Kvépavimo taky iSskiriamy egzosomy poveikis aktyviy deguonies junginiy susidarymui

Literatiiros duomenimis yra zinoma, kad aktyvinta mikroglija produkuoja ADJ, kurie sukelia
uzdegiminius procesus ar salygoja lasteliy zatj [85]. Siekiant nustatyti ar egzosomomis veikiamos
mikroglijos lastelés yra aktyvinamos buvo tirtas ADJ susidarymas jose, lasteles veikiant
nestimuliuoty KTEL egzosomy ir poli I:C seka stimuliuoty KTEL egzosomy preparatais. Taip pat
palyginimui buvo jvertintas ADJ susidarymas kontroliniuose, neveiktos mikroglijos, méginiuose ir
tiesiogiai poli I:C seka veiktose mikroglijos lastelése.

Vidulasteliniy ADJ nustatymui naudotas H.DCFDA dazas, kuriam lgsteliy membranos yra
pralaidzios. Dazas lastelés fermenty deacilinamas ir, jeigu lasteléje produkuojami ADJ, tokie kaip
vandenilio peroksidas, laisvieji radikalai, hidroksiperoksidai ir peroksinitrilai, yra oksiduojamas j
fluorescuojanéia formg [138]. Dazo fluorescencinis intensyvumas tiesiogiai susijes su ADJ
produkcijos kiekiu.

Fluorescenciniam intensyvumui jvertinti naudota fluorescenciné mikroskopija. Kiekybiniam
mikroglijos ADJ produkcijos jvertinimui, tarp tiriamyjy méginiy grupiy, kompiuteriniu programiniu
paketu ImageJ buvo iSmatuotas mikroskopu vaizdinty nuotrauky fluorescencinis intensyvumas.
Paltginimui gauti rezultatai iSreiskiami procentiskai nuo kontrolés. 3.11 paveiksle pateikiamos ADJ
susidaryma mikroglijos Igstelése reprezentuojancios nuotraukos.
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3.11 pav. Vidulasteliniy ADJ susidaryma mikroglijos lastelése reprezentuojancios fluorescencinés
mikroskopijos nuotraukos.

A — lasteliy kontrolés; B — po poveikio nestimuliuoty KTEL egzosomy preparatu; C — po tiesioginio poveikio
poli I:C seka; D — po poveikio poli I:C seka stimuliuoty KTEL egzosomy preparatu

Programa apskaiciuotos procentinés fluorescencinio intensyvumo vertés pateiktos 3.12 paveiksle.
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3.12 pav. Fluorescencijos intensyvumas vertinant vidulgsteliniy ADJ susidaryma mikroglijos Igstelése.
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Kontrolé — neveiktos mikroglijos Igstelés; EGZO — mikroglijos lastelés, po poveikio nestimuliuotomis,
sveiky KTEL isskirtomis egzosomomis; Poli IC — mikroglijos lastelés, po tiesioginio poveikio poli I:C seka;
EGZO-Poli IC — mikroglijos lastelés, po poveikio poli I:C seka stimuliuotomis KTEL egzosomomis. * —
Zymi statistinj patikimumg lyginant su kontrole, kai p < 0,05 (taikant LSD Post Hoc testg); » — Zymi statistinj
patikimuma lyginant su nestimuliuotomis egzosomomis veiktomis mikroglijos lastelémis, kai p < 0,05
(taikant LSD Post Hoc testg)

IS gauty duomeny matyti, kad tiek nestimuliuoty KTEL egzosomomy, tiek stimuliuoty KTEL
egzosomy preparatu veikta mikroglija produkuoja daugiau ADJ lyginant su kontrole. Nustatytas
pokytis yra statistiSkai reiSmingas. Nestimuliuoty KTEL egzosomy preparatu veikta mikroglija
fluorescencinio intensyvumo vertes padidino 48 %, o stimuliuoty KTEL egzosomomis veiktos
mikroglijos lasteliy fluorescencinio intensyvumo vertés buvo net 90 % didesnés lyginant su kontrole
ir atitiko tiesioginj poli I:C sekos sukeliamg mikroglijos lgsteliy fluorescencinj aktyvuma.

Literatiiroje yra duomeny rodanciy, kad tiesioginis mikroglijos veikimas poli 1:C seka aktyvuoja
mikroglija ir padidina ADJ susidaryma, kaip atsaka j ligando prisijungima prie TLR3 receptoriy [139,
149]. Literataroje rastus duomenis patvirtina ir maisy atlikto tyrimo rezultatai.

Taip pat gauti rezultatai parodo, kad i mikroglija patekusios egzosomos reiksmingai didina
vidulasteliniy ADJ susidaryma Siose lastelése. Todél galima daryti prielaida, kad poli I:C seka veiktos
KTEL egzosomos aktyvina mikroglijos lgsteles, galimai perneSdamos $ig sekg kaip savo krovinj
tarplastelinés komunikacijos metu, nes sukelia labai panasia ADJ produkcija lyginant su tiesioginiu
poli 1:C sekos veikimu. Taciau vis tick néra aiSku, ar su egzosomomis patenkanti poli I:C seka
inicijuoja mikroglijos imuninj atsaka tokiu pat btidu kaip ir tiesioginis veikimas.

IS sveiky KTEL iSskirtos egzosomos taip pat padidina ADJ susidarymag mikroglijoje. Taip pat i$ gauty
rezultaty matome, kad poli I:C seka stimuliuoty KTEL egzosomy poveikis ADJ produkcijai
mikroglijos lastelése reikSmingai skyrési nuo nestimuliuoty egzosomy poveikyje sukelto ADJ
gamybos padidéjimo.

Atlikto tyrimo rezultatai sutampa su literatiiroje aprasSytu analogiS$ku tyrimu su pirminémis Ziurkés
mikroglijos Igstelémis. Publikacijoje teigiama, kad i§ pirminiy Ziurkés kvépavimo taky lgsteliy
iSskirtomis poli I:C seka stimuliuotomis bei poli I:C seka nestimuliuotomis — kontrolinémis
egzosomomis veiktos pirminés ziurkés mikroglijos lastelés padidina ADJ produkceijg [150].

Literatiroje yra duomeny, kad mikroglijos lasteliy produkuojamy ADJ padidéjimas susijes Su
fagocitozés procesu [151], kurio metu aktyvuojamas fermentas — NADPH oksidazé, skatinantis ADJ
sintez¢ [152]. AnksCiau aptarti egzosomy internalizacijos tyrimai leidzia manyti, kad atliekant
eksperimentus egzosomos } mikroglijos Igsteles patekdavo jas fagocituojant, o tai savo ruoztu
aktyvavo fermentg, produkuojantj ADJ. Tokia prielaida paaiSkinty, kodél ir poli I:C seka
nestimuliuotos egzosomos padidina ADJ gamyba mikroglijoje.

Tyrimy metu naudotas HoDCFDA daugiausia yra specifiskas vandenilio peroksido aptikimui
lastelése. Siekiant tikslingiau jvertinti mikroglijos Iasteliy produkuojamy ADJ jvairove buvo jvertinti
ir mitochondrijy isskiriami ADJ, naudojant MitoSOX™. Superoksidy poveikyje dazas oksiduojamas
1 fluorescencine formg. Dazo fluorescencinis intensyvumas tiesiogiai koreliuoja su ADJ produkcijos
kiekiu [139]. Kaip ir H,DCFDA dazo, taip ir MitoSOX™ dazo fluorescenciniam intensyvumui
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jvertinti naudota fluorescenciné mikroskopija. Kiekybiniam mikroglijos ADJ produkcijos
jvertinimui, tarp tiriamyjy méginiy grupiy, buvo iSmatuotas mikroskopiniy nuotrauky fluorescencinis
intensyvumas kompiuteriniu programiniu paketu ImageJ. Palyginimui gautos reiksmés apskaiciuotos
kaip procentas nuo kontrolés. 3.13 paveiksle pateikiamos ADJ susidarymag mikroglijos lasteliy
mitochondrijose reprezentuojancios nuotraukos.

-

3.13 pav. Mitochondriniy ADJ susidaryma mikroglijos lastelése reprezentuojancios fluorescencinés
mikroskopijos nuotraukos.
A — lasteliy kontrolés; B — po poveikio nestimuliuoty KTEL egzosomy preparatu; C — po tiesioginio
poveikio poli I:C seka; D — po poveikio poli I:C seka stimuliuoty KTEL egzosomy preparatu.

Programa apskaiciuotos ir procentiskai nuo kontrolés isreikstos fluorescencinio intensyvumo vertés
pateiktos 3.14 paveiksle.
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3.14 pav. Fluorescencijos intensyvumas vertinant mitochondriniy ADJ susidarymg mikroglijos Igstelése.

Kontrolé — neveiktos mikroglijos lastelés; EGZO — mikroglijos lastelés, po poveikio nestimuliuotomis,
sveiky KTEL isskirtomis egzosomomis; Poli IC — mikroglijos Igstelés, po tiesioginio poveikio poli I:C seka;
EGZO-Poli IC — mikroglijos lastelés, po poveikio poli I:C seka stimuliuotomis KTEL egzosomomis. * —
zymi statistinj patikimuma lyginant su kontrole, kai p < 0,05 (taikant LSD Post Hoc testg). # — Zymi Statistinj
patikimuma lyginant su tiesiogiai poli I:C seka veiktomis mikroglijos lastelémis, kai p < 0,05 (taikant LSD
Post Hoc testa); ™ — Zymi statistinj patikimumag lyginant su nestimuliuotomis egzosomomis veiktomis
mikroglijos lastelémis, kai p < 0,05 (taikant LSD Post Hoc testa)

Pagrindinis ADJ $altininis mikroglijos lasteliy membranoje esanti NADPH oksidazé [ 7], perduodanti
elektronus molekuliniam deguoniui i§ NADPH ar NADH suformuojant superoksido anijonus. Taip
pat yra zinoma, kad Kitas ADJ S$altinis mikroglijos lgstelése yra mitochondrijos [153]. A. L.
Voloboueva et al. nustaté, kad gramneigiamy bakterijy LPS BV-2 pelés mikroglijos lasteliy
mitochondrijose sukelia padidéjusig superoksidy produkcijg, kuri reguliuojama mitochondrijy
Saperonais [148]. Pasikeites protony elektrocheminis balansas vidiné¢je mitochondrijy membranoje
gali sukelti mitochondriniy ADJ susidaryma [154]. Taigi, NADPH salygota ADJ produkcija susijusi
su ADJ gamyba mitochondrijose [153].

Mikroglijos sukeliamas atsakas i infekcijas yra jy produkuojami ADJ, kurie gali biiti zalingi pa¢ioms
lasteléms. Siekant apsaugoti lasteles nuo pazaidy, jy mitochondrijose yra superoksido dismutazés
fermenty (SOD), pagrindiniy antioksidaciniy fermenty, kurie superoksida, susidariusj kvépavimo
grandinés metu, veréia j vandenilio peroksida bei molekulinj deguonj ir taip reguliuoja ADJ lygj
lastelése. Yra zinoma, kad SOD klasés fermentas SOD2 dalyvauja reguliuojant atsakg j CNS
uzdegimus. Y. Ishihara et al. nustaté, kad pirminiy ziurkés mikroglijos lasteliy veikimas LPS ar poli
I:C turi jtakos SOD2 geny ekspresijai, ja sustiprinant [153]. Tai rodo, padidéjusj poreikj mazinti ADJ
lygi mikroglijos lastelése. Todél manoma, kad galbiit SOD2 kiekio reguliavimas CNS yra svarbus
mikroglijos aktyvinimo procesuose.

Yra zinoma, kad infekcijy, sukeliamy ZIV-1 ar influenza virusy, poveikyje aktyvinama ADJ
produkcija astrocity ir mikroglijos lastelése [155].
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IS projekto metu atlikto tyrimo rezultaty (zr. 3.12 ir 3.14 pav.) matome, kad tiesiogiai poli I:C seka
veiktoje mikroglijoje stebimas reik§mingas ADJ produkcijos padidéjimas. Toks rezultatas atitinka
aprasomus literatiroje, rodancius, kad BV-2 pelés mikroglijos lastelése veiktose LPS
mitochondondrijy ADJ susidarymas padidéja, lyginant su sveikomis mikroglijos lastelémis.

I§ pateiktos diagramos (zr. 3.14 pav.) matyti, kad poli I:C seka stimuliuoty KTEL egzosomy preparatu
veiktos mikroglijos vidumitochondriniy ADJ produkcija lyginant su kontrole reik§mingai padidéjo
apie 30 %. Jdomu, tai kad toks rezultatas taip pat buvo reik§mingai didesnis nei gautas mikroglijos
lasteles veikiant tiesiogiai poli I:C seka. Tai leidzia manyti, kad galbiit egzosomos pernesé
uzdegiminius veiksnius, kurie galéjo sukelti mikroglijos aktyvinimg ir taip padidinti ADJ produkcija.
Tokig prielaida galéty patvirtinti ir su kontrole lyginamas nepasikeitgs vidumitochondriniy ADJ
susidarymas nestimuliuotomis KTEL egzosomomis veiktose mikroglijos Igstelése, taip pat matomas
reik§mingas vidumitochondriniy ADJ produkcijos padidéjimas lyginant abiejy tipy egzosomy
preparaty veiktas mikroglijos Igsteles.

Gauti rezultatai, leidzia manyti, kad virusiniy infekcijy poveikyje susidariusios egzosomos,
internalizuotos j mikroglijos lasteles, galimai savyje turin¢ios mikroglijg aktyvinanciy veiksniy, kali
kuriais atvejais kaip ir tiesioginis poli I:C veikimas, gali sukelti mikroglijos aktyvacija, skatindamos
tiek vidulgsteliniy, tiek vidumitochondriniy ADJ susidaryma.

3.6 Kvépavimo taky iSskiriamy egzosomu poveikis kaspazés-1 aktyvinimui mikroglijos
Iastelése

Aktyvavus NLPR3 inflamasomg, aktyvinamas imuninis atsakas, kuomet subrendusi kaspazé-1
sukelia biologiskai aktyviy citokiny IL-1f ir IL-18 gamyba proteolitinio skaidymo biidu [24-26]. Yra
nustatyta, kad NLPR3 inflamasoma aktyvinama ADJ poveikyje [24-25]. Taip pat yra zinoma, kad
aktyvuota mikroglija imunj atsakg gali sukelti aktyvinant NLPR3 inflamasomg [105].

Siekiant iSsiaiskinti ar mikroglija yra aktyvinama, paveikus poli I:C seka stimuliuotomis KTEL
egzosomomis, liuminescencijos metodu buvo jvertintas kaspazés-1 aktyvumas. Naudotas komercinis
kaspazés-1 substratas, kuris esant aktyviai kaspazés-1 busenai yra suskaidomas, ir jvykusios
liuciferazés fermentinés reakcijos metu gaunamas stabilus liuminescencinis signalas, kuris yra
fiksuojamas. Signalo intensyvumas yra proporcingas kaspazés-1 aktyvumui. Nuo mikroglijos lasteliy
kontrolés apskaiciuotos kaspazés-1 aktyvumag rodanc¢ios liuminescencijos procentinés vertés
pateikiamos 3.15 paveiksle.
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3.15 pav. Kaspazés-1 aktyvumo jvertinimas mikroglijos lastelése.

Kontrolé — neveiktos mikroglijos lastelés; EGZO — mikroglijos lastelés, po poveikio nestimuliuotomis,
sveiky KTEL isskirtomis egzosomomis; Poli IC — mikroglijos Igstelés, po tiesioginio poveikio poli I:C seka;
EGZO-Poli IC — mikroglijos lastelés, po poveikio poli I:C seka stimuliuotomis KTEL egzosomomis. * —
zymi statistinj patikimuma lyginant su kontrole, kai p < 0,05 (taikant LSD Post Hoc testa);  — Zymi statistinj
patikimuma lyginant su nestimuliuotomis egzosomomis veiktomis mikroglijos lastelémis, kai p < 0,05
(taikant LSD Post Hoc testa)

Atlikto tyrimo metu nustatyta, kad nestimuliuoty KTEL egzosomy preparatu veikta mikroglija néra
aktyvinama, nes nesukelia kaspazés-1 aktyvumo poky¢iy lyginant su kontrole. Taip pat matome, kad
poli I:C seka stimuliuoty KTEL egzosomy preparatu veikty mikroglijos lasteliy terpéje fiksuotas
statistiSkai reikSmingas, daugiau nei du kartus didesnis lyginant su kontrole ir nestimuliuotomis
egzosomomis veikta mikroglija, kaspazés-1 aktyvumas, kuris atitinka tiesioginj poli 1:C sukelta
kaspazés-1 aktyvumag. Tai leidzia manyti, kad virusiniy infekcijy metu susidariusios egzosomos gali
sukelti uzdegiminius procesus smegenyse, aktyvindamos inflamasomg mikroglijos lastelése.

Mokslinky atlikti tyrimai su makrofagais, juos stimuliuojant poli I:C seka, parodé, kad esant TLR3
receptoriy ir jy ligandy Myd88 ar TRIF truakumui, poli I:C seka dalyvauja NLPR3 inflamasomos
aktyvinime, kurj inicijuoja mitochondrijy baltymas MAVS, nepriklausomai nuo TLR kuriamo
signalo [156]. Literataroje yra duomeny, kad LPS aktyvina kaspazg-1 mikroglijos Igstelése [157].
Parodyta, kad mikroglijos inflamasomos aktyvinimas susijes su neurodegeneracinémis
patologijomis, tokiomis kaip Alzheimerio ar Parkinsono ligos [158].

Literatiiroje aprasomas ZIV infekcijos plitimas egzosomomis, pernesant viruso komponentus j
smegenis ir ten sukeliant stiprias imunines uzdegimines reakcijas, Kurios turi jtakos neurologiniams
sutrikimams [159]. Periferijoje susidariusiy egzosomy gebéjimas pereiti j smegenis ir ten sukelti
neurouzdegima, nustatytas ir in vivo tyrimuose su pelémis, kuomet su endotoksemijos LPS i§ kraujo
serumo iSgrynintoS egzosomos su fluorescensine zyma buvo injekuojamos j peliy uodegas ir sukéle
uzdegiminius procesus mMikroglijos lastelése [93].
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3.7 Projekto rezultaty apibendrinimas ir jy svarba

Yra zinoma, kad mikroglijos aktyvinimas susij¢s su neurouzdegiminiais procesais, gali biiti svarbus
neurodegeneraciniy susirgimy vystymesi. Taciau néra aiSku, kokiu biidu mikroglija aktyvinama.
Siame tyrime gauti rezultatai parodé, kad viruso mimetiku poli I:C stimuliuotos KTEL egzosomos
gali pernesti uzdegiminj signala j mikroglijos lasteles ir jas aktyvinti.

Projekto vykdymo metu nustatyta, kad i§ KTEL isskirtos egzosomos tiesioginiu budu patenka j
mikroglijos lasteles ir ¢ia iSlicka maziausiai 24 valandas.

Poli I:C stimuliuoty KTEL egzosomos keicia lasteliy mitochondrijy funkcijas panasiai, kaip ir
tiesioginis poli 1:C poveikis. Tokiy egzosomy poveikyje silpninamas bazinis ir maksimalus
kvépavimas, taip pat ATP sintezé. Stimuliuoty egzosomy poveikyje, Kaip ir tiesiogiai veikiant poli
I:C, persiskirsto mikroglijos lasteliy energetinis fenotipas, i§ ramaus, aerobinémis sglygomis
vartojancio deguonj, pasikei¢ia j labiau glikolitinj fenotipg. Toks energetinis persiskirstymas
priskiriamas imunometaboliniams procesams, zinomiems aktyvintuose makrofaguose. Projekto
rezultatai patvirtina, kad ir mikroglijos lgstelés infekcijy poveikyje vykdo imumetabolinius energijos
persiskirstymus, galin¢ius salygoti imuninj aktyvinima.

Literatiiros duomenimis yra zinoma, kad mikroglija aktyvioje biisenoje produkuoja ADJ, kurie
padeda modeliuoti imuninj atsakg aktyvindami NLPR3 inflamasomas, sukeldami apoptozés ar kitus
procesus [85]. Vidulasteliniy ir vidumitochondriniy reik§mingas ADJ produkcijos padidéjimas
mikroglijos Igstelése poli I:C stimuliuoty egzosomy poveikyje patvirtina, kad mikroglijos lgstelés yra
aktyvinamos. Vidulasteliniy ADJ, produkuojamy i§ viruso seka nestimuliuoty egzosomy, gamybos
padidéjimas gali biiti siejamas su egzosomy internalizacijos metu vykstanciu fagocitozés procesu,
kurio metu aktyvuojamas NADPH oksidazés fermentas, atsakingas uz ADJ produkcija lgstelése.

Jvertinus Kaspazés-1 aktyvumg mikroglijos Igstelése, pastebéta, kad poli I:C stimuliuoty egzosomy
poveikyje, kaip ir tiesioginiu veikimo poli 1:C metu, $i kaspazé buvo aktyvinama. Yra zinoma, kad
aktyvi kaspazé-1 padidina uzdegiminio atsako stipruma, suzadindama IL-18 ir IL-1p raiska [24-26],
todél tesiant Siame darbe pradétus tyrimus, rekomenduotina istirti $iy citokiny geny raiska poli 1:C
stimuliuoty KTEL egzosomy veikiamose mikroglijos Igstelése.

Gauti rezultatai suteikia naujy ziniy apie galimg mikroglijos aktyvinimo mechanizmg virusy
veikiamy kvépavimo taky Igsteliy egzosomomis. Toks mikroglijos aktyvinimas gali prisidéti prie
létinio neurouzdegimo ir su juo susijusiy neurodegeneraciniy patologijy vystymosi, taciau Siai
hipotezei pagristi reikalingas platesnis uzdegiminiy zymeny istyrimas bei in vivo studijos.
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Kvépavimo taky epitelio Iasteliy egzosomy preparatuose esanciy daleliy dydis 32—-220 nm ir
jos turi egzosomoms specifinj zymenj CD9, kurio Kiekis susij¢s su bendro egzosomy
preparato baltymo kiekiu. Tai leidzia teigti, kad egzosomy koncentracija gali baiti nustatoma
Bradfordo metodu.

Egzosomos 1 mikroglijos lasteles patenka tiesioginiu biidu jau po 2 val. bei islieka jose ne
trumpiau kaip 24 val. Tiek nepaveikty, tiek poli I:C stimuliuoty kvépavimo taky epitelio
lasteliy egzosomos mikroglijos gyvybingumo reikSmingai neveikia.

Paveikus poli I:C seka stimuliuotomis kvépavimo taky lasteliy egzosomomis mikroglijos
Iasteliy metabolizmas persitvarko panasiai, kaip ir paveikus tiesiogiai poli I:C seka: susilpnéja
bazinis ir maksimalus mitochondrijy kvépavimas, ir suintensyvéja glikolizé.

Mikroglijos lasteliy veikimas kvépavimo taky lgsteliy egzosomomis padidina vidulasteliniy
ir vidumitochondriniy aktyviy deguonies junginiy susidarymg. Poli I:C seka nestimuliuoty
egzosomy preparatas mikroglijos lgsteliy vidulasteliniy aktyviy deguonies junginiy
produkcija reiksmingai padidino 1,5 karto, o poli I:C seka stimuliuotas — beveik 2 kartus, ir
tai atititinka tiesiogiai poli 1:C seka veikiamos mikroglijos aktyviy deguonies junginiy
produkcijg. Taip pat poli I:C seka stimuliuoty kvépavimo taky epitelio lasteliy egzosomos
reik§mingai padidina vidumitochondriniy aktyviy deguonies junginiy produkcijos
padidéjimg, 0 nestimuliuoty lasteliy egzosomos vidumitochondriniy aktyviy deguonies
junginiy gamybos neveikia.

Mikroglijos lastelése, veikiamose poli I:C stimuliuotomis kvépavimo taky egzosomomis,
kaspazés-1 aktyvumas buvo du kartus didesnis, lyginant su egzosomomis neveikta lgsteliy
kontrole ir sické panasy lygij, kaip tiesiogiai poli I:C seka veiktose mikroglijos lastelése.
Nestimuliuoty kvépavimo taky lasteliy egzosomos kaspazés-1 aktyvumui mikroglijos
lastelése jtakos neturéjo.
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