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Santrauka

Sio baigiamojo darbo tikslas buvo nustatyti mikroglijos i$skiriamy egzosomy efektyvuma
panaudojant jas kaip prieSvéziniy vaisty pristatymo sistema. Tikslui pasiekti buvo iskelti Sie
uzdaviniai: 1) isskirti egzosomas i§ zmogaus mikroglijos lasteliy ir identifikuoti jas pagal dydj,
morfologija bei specifinius Zymenis; 2) Stebéti mikroglijos egzosomy patekimg ] Zmogaus
glioblastomos Igsteles; 3) jvertinti natiiraliy mikroglijos egzosomy poveikj glioblastomos Igsteliy
gyvybingumui; 4) elektroporacijos biidu jterpti chemoterapinj vaista doksorubicino hidrochlorida j
mikroglijos egzosomas ir nustatyti pakrovimo efektyvuma; 5) jvertinti doksorubicino hidrochloridu
pakrauty mikroglijos egzosomy efektyvumg sunaikinant zmogaus glioblastomos lasteles.

Egzosomy iSskyrimas buvo atlickamas iSsodinant daleles su polietileno glikolio tirpalu ir
centrifuguojant. Siekiant atrinkti optimalias sglygas egzosomy i§skyrimui, mikroglijos lastelés buvo
auginamos beseruminéje terpéje 37°C ir 39°C temperatirose. I$skirty egzosomy koncentracija buvo
nustatoma pagal bendra egzosomy baltymo kiekj atliekant spektrofotometrinj Bradfordo metoda.
Egzosomy dydis buvo nustatytas naudojant dinaminés Sviesos sklaidos analizg, jy morfologija buvo
jvertinta taikant transmising elektrony mikroskopija, o egzosomy zymens CD9 koncentracija buvo
nustatyta su imunofermentiniu ELISA metodu. Egzosomy patekimas j zmogaus glioblastomos
lasteles buvo stebimas nudazant egzosomas RNR dazu konjuguotu su Alexa Fluor 555 ir vaizdinant
fluorecenciniu  mikroskopu. Doksorubicino hidrochloridas buvo pakrautas | egzosomas
elektroporacijos biidu ir pakrautas vaisto kiekis nustaytas matuojant doksorubicino skleidziama
fluorescencija. Doksorubicino hidrochloridu pakrauty ir nattiraliy mikroglijos egzosomy poveikis
zmogaus gliblastomos lgsteléms buvo jvertintas inkubuojant lgsteles su vaistu uzpildytomis ir
natiraliomis egzosomomis bei laisvu doksorubicino hidrochloridu atitinkamomis koncentracijomis.
Gyvybingumas buvo matuojamas po 48 ir 72 valandy inkubacijos naudojant spektrofotometring
analize bei fluorescencing mikroskopija. Fluorescenciniy nuotrauky analizé buvo atlikta naudojant
ImageJ programg. Statistiné duomeny analizé buvo atlikta su SigmaPlot 14.0 programa.

Nustatyta, kad mikroglijos Igstelés daugiausia egzosomy i$skiria, kai yra kultivuojamos beseruminéje
terpéje 37°C temperatiroje. I$skiriamy egzosomy dydzio intervalas buvo 60-90 nm ir savo
morfologija atitiko egzosomas (apvalios bei ribojamos plazminés membranos). Atlikta ELISA pagal
CD9 Zymenj papildomai patvirtino, jog iSskirtos dalelés yra egzosomos. Buvo nustatyta, kad
egzosomos ] glioblastomos lasteles patenka po 2 valandy ir iSlieka lasteliy viduje ne maziau nei 24
valandas. Atlikus glioblastomos lgsteliy gyvybingumo tyrima, veikiant jas su natliraliomis
mikroglijos egzosomomis, buvo pastebéta, kad jos, po 72 valandy poveikio, reik§mingai sumazina
lasteliy gyvybingumg lyginant su nepaveiktomis lgstelémis. Elektroporacijos biidu doksorubicino
hidrochloridas buvo jterptas j mikroglijos egzosomas. [terpto vaisto koncentracija buvo 342 ng/ml, o
pakrovimo efektyvumas buvo 0.34%. Po 72 valandy inkubacijos su doksorubicino hidrochloridu
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uzpildytomis egzosomomis, nustatytas statistiSkai reikSmingas glioblastomos lgsteliy gyvybingumo
sumazéjimas lyginant su kontrole, 1astelémis veiktomis su natiiraliomis mikroglijos egzosomomis bei
laisvu doksorubicino hidrochloridu.
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Summary

The main aim of this master thesis project was to investigate microglial exosome potential as
chemotherapy delivery vehicle. To accomplish this goal, the following objectives have been set: 1)
to isolate exosomes from human microglial cells and characterise them based on their size,
morphology and specific markers; 2) to track exosome uptake into human glioblastoma cells; 3) to
evaluate the viabilitz of glioblastoma cells after treatment with natural microglial exosomes 4) to load
chemotherapy agent doxorubicin hydrochloride into microglial exosomes by using electroporation
method and determine drug loading efficiency; 5) to evaluate doxorubicin hydrochloride loaded
microglial exosome effectiveness in eliminating human glioblastoma cells.

Exosomes were isolated using precipitation technique with polyethylene glycol and centrifugation.
In order to find the optimal conditions for exosome isolation, microglial cells were grown in serum
depleted growth media in 37°C and 39°C temperatures. The concentration of isolated exosomes was
determined by measuring total exosomal protein concentration by using spectrophotometric Bradford
assay. The size of exosomes was measured using dynamic light scattering technique, their
morphology was examined using transmission electron microscopy and the concentration of
exosomal marker CD9 was assessed using the ELISA method. Exosome uptake into glioblastoma
cells was monitored by labelling exosomes with RNA dye conjugated with Alexa Fluor 555 and
visualised using a fluorescence microscope. Doxorubicin hydrochloride was loaded into exosomes
using the electroporation method and the amount of encapsulated drug was determined by measuring
the intrinsic fluorescence of doxorubicin. To evaluate the effect of doxorubicin hydrochloride loaded
microglial exosomes and natural microglial exosomes on the viability of human glioblastoma cells,
the cells were incubated with drug-loaded and empty exosomes as well as free doxorubicin
hydrochloride with appropriate concentrations. The cell viability was measured after 48 and 72 hour
incubation using spectrophotometric analysis and fluorescence microscopy. The fluorescence image
analysis was performed using ImageJ software. Statistical data analysis was performed by SigmaPlot
14.0 software.

The experiments revealed that microglial cells excrete more exosomes when they are grown in serum
depleted media in 37°C temperature. The size range of isolated exosomes was 60-90 nm and their
morphology corresponded to a typical exosome (round shape and enclosed with plasma membrane).
ELISA CD9 assay further confirmed that isolated particles indeed were exosomes. From exosome
uptake studies, it was revealed that exosomes can be internalised by glioblastoma cells in 2 hours and
remained inside the cells for 24 hours. Glioblastoma cell viability assay, where the cells were treated
with natural microglial exosomes, revealed that after 72 hour treatment the viability was significantly
reduced compared to untreated control. Doxorubicin hydrochloride was loaded into exosomes via
electroporation. The encapsulated drug concentration was 342 ng/ml and loading efficiency was
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0.34%. After 72 hour incubation with doxorubicin hydrochloride loaded exosomes, a statistically
significant reduction in glioblastoma cell viability was observed as compared to untreated control,
cells treated with natural microglial exosomes and free doxorubicin hydrochloride.
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Santrumpy sgrasas

CNS — centriné nervy sistema

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

DNR — deoksiribonukleortigstis

DOX — doksorubicino hidrochloridas

EDTA — etileno diamino tetraacto riigstis (angl. ethylenediaminetetraacetic acid)
ELISA — imunofermentinis tyrimo metodas (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

ESCRT - transportui reikalingas endosominio rasiavimo kompleksas (angl. the endosomal sorting
complex required for transport)

EV — ekstralgstelinés pislelés (angl. extracellular vesicles)

FBS — verselio serumas (angl. fetal bovine serum)

FDB — fosfatinis drusky buferis

HBSS - Hank's subalansuotas druskos tirpalas (angl. Hank's Balanced Salt Solution)

HMC-3 — imortalizuota zmogaus mikroglijos 3 klono lasteliy linija (angl. human microglial clone 3
cell line)

HROG-36 — zmogaus glioblastomos lastelés (angl. human glioblastoma cell line)

ILV — intraluminalinés piislelés (angl. intraluminal vesicles)

KSB — kraujo-smegeny barjeras

MHC |1 - histosuderinamumo kompleksas Il (angl. major histocompatibility complex I)
MVB — daugiapusleliniai kiineliai (angl. multivesicular bodies)

PEG - polietileno glikolis

RNR — ribonukleino riigstis

siRNR — trumpa nekoduojanti RNR (angl. small interfering RNA)

TEM — transmisiné elektrony mikroskopija
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Ivadas

Dazniausiai pasitaikantys piktybiniai smegeny navikai yra gliomos, i$ kuriy agresyviausia forma yra
glioblastoma, pasizyminti dideliu invazyvumu. Pacientams, kuriems yra nustatomas §io tipo navikas,
tikimybé iSgyventi 12-15 ménesiy tesiekia vos 26% [1]. Nors §iuo metu yra atrasta nemazai naujy
vézio gydymo budy, glioblastomos gydymo strategija jau kelis deSimtmecius isliko nepakitusi.
Dazniausiai navikas yra paSalinamas chirurginiu biidu ir po to taikoma radioterapija bei
chemoterapija. Taciau §ie gydymo biidai yra neefektyviis, kadangi glioblastoma greitai atsinaujina ir
daznai vézinés lastelés jgyja atsparumg vaistams. Taip pat, daugelis potencialiy chemoterapiniy
vaisty, kurie galéty buti tinkami glioblastomos gydymui, negali patekti j tiksling vieta dél kraujo-
smegeny barjero. Todél biitina atrasti naujy budy glioblastomos gydymui [2].

Egzosomos yra mazos, 40-160 nm dydzio membraninés dalelés, natiiraliai susiformuojancios ir
i§skiriamos i$ jvairiy organizmo lasteliy. Pagrindiné jy funkcija yra pernesti baltymus, nukleoriigstis,
lipidus ir jvairias biomolekules kitoms lgsteléms ir taip dalyvauti tarplastelinéje komunikacijoje bei
sukelti fiziologinius pokycCius Igstelése. Pastaraisiais metais egzosomos yra Vvis intensyviau
tyringjamos kaip galimos vaisty perne$imo sistemos [3]. JvairGs tyrimai parodé, kad jos yra
pranaSesnés uz sintetinius nanoneSiklius, nes ilgiau iSlieka stabilios sisteminéje cirkuliacijoje,
nesukelia imunologiniy reakcijy, gali pereiti jvairius biologinius barjerus [4]. Nustatyta, kad imuniniy
lasteliy iSskiriamos egzosomos gali specifiskai sgveikauti su vézinémis Igstelémis ir jas sunaikinti [5].

Mikroglijos lastelés yra pagrindinés imuninés lastelés randamos smegenyse ir jos yra atsakingos uz
homeostazés palaikymg. Potolicchio su grupe atliktais tyrimais su peliy pirminémis lastelémis bei
lasteliy linijomis, jrodé, kad mikroglijos lastelés iSskiria egzosomas [6]. Taciau iki Siol i§ zmogaus
mikroglijos lasteliy egzosomos dar nebuvo iSskirtos. Kiti tyrimai pademonstravo mikroglijos
egzosomy gebéjimg nuslopinti véziniy lgsteliy invazyvumg, panaudojant 3D gliomos modelj [7].
Remiantis S§iais ir kitais tyrimy rezultatais, manoma, kad mikroglijos iSskiriamos egzosomos galéty
biiti potenciali alternatyva glioblastomos gydymui.

Darbo tikslas — nustatyti mikroglijos lasteliy i$skiriamy egzosomy efektyvuma panaudojant jas kaip
prieSvéziniy vaisty pristatymo sistemg.

Darbo uzdaviniai:

1. isskirti egzosomas i$ zmogaus mikroglijos lasteliy ir jas identifikuoti pagal jy dydj, morfologija ir
specifinius Zymenis.

2. stebeti mikroglijos egzosomy patekimg j Zmogaus glioblastomos lasteles.
3. jvertinti natiiraliy mikroglijos egzosomy poveikj glioblastomos lasteliy gyvybingumui.

4. elektroporacijos biidu jterpti chemoterapinj vaistg doksorubicino hidrochloridg j mikroglijos
egzosomas ir nustatyti pakrovimo efektyvuma.

5. jvertinti doksorubicino hidrochloridu pakrauty mikroglijos egzosomy efektyvuma sunaikinant
Zmogaus glioblastomos Igsteles.
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1. Literatuiros apzvalga

1.1. Egzosomos ir juy biogenezé

Egzosomos pirma karta buvo pradétos tyrinéti 1983 metais, pastebéjus, kad retikulocity brendimo j
eritrocitus metu, lgstelés j aplinkg iSskyré mazas membranines pusleles. Po keliy mety, mokslinéje
literatiiroje Sios dalelés buvo jvardintos kaip nano-dydzio, endosominés kilmés, membraninés
puslelés, kurios i$ Igstelés iSskiriamos egzocitozés biidu [8, 9]. Jos, kartu su apoptotiniais kiineliais ir
mikroptslelémis, priklauso ekstralasteliniy pusleliy (angl. extracellular vesicles, EV) grupei, taciau
yra maziausio dydzio dalelés (50-150 nm) (1 pav.). EV seckrecija i§ lasteliy yra evoliucisSkai
konservatyvus procesas, vykstantis prokariotuose ir eukariotuose. Daugialgs¢iuose organizmuose EV
gali bti i8gautos i$ jvairiy biologiniy skys¢iy — kraujo, smegeny skys¢io, limfos ir kity [3]. Dabar
zinoma, kad egzosomos yra iSskiriamos 1§ beveik visy organizmo Igsteliy tarp kuriy yra neuronai,
imunings, epitelio, vézinés lastelés, nepaisant to, ar jos auga organizme ar in vitro salygomis [9].

— Mikropaslelés, ektosomos ar mikrodalelés
.................. < R —
~100-1,000 nm
Egzosomos
EVs — ~50-150 nm Apoptotiniai kaneliai
--------- < »
- o
Retrovirusai ~100-5,000 nm
p=s 80-150 nm

1 pav. Ekstralgsteliniy pisleliy tipai ir dydZziai. Adaptuota pagal [10].

Egzosomy biogeneze, prieSingai nei kity EV, kurios susiformuoja i§ Igstelés membranos, prasideda
lastelés viduje, endosomy, dinamiSky membraniniy pisleliy, brendimo metu (2 pav.). Pirmiausia
vyksta endocitoze, kurios metu lgstelés plazminé membrana jlinksta j vidy ir susiformuoja ankstyvoji
endosoma. Toliau, po keliy transformacijos zingsniy, ji subresta ] vélyvaja endosoma. Jos
membranoje atsiranda jlinkiai, formuojasi daugiapuslelinis kanelis (angl. multivesicular bodies,
MVB), kurio vidy sudaro daugybé intraluminaliniy pusleliy (angl. intraluminal vesicles, ILV)
uzpildyty ivairiomis vidulgstelinémis medziagomis. Toliau, MVB gali susijungti su lizosomomis,
jeigu reikalinga medZziagy degradacija. Kitu atveju, MVB gali susilieti su plazmine membrana ir
egzocitozes budu i8skirti ILV | Igstelés 1Sore. Lastelés iSor¢je atsidiirusios nanopislelés vadinamos
egzosomomis [3].

Zinomi du MVB formavimosi bidai. Pirmasis yra priklausomas nuo endosominio pasiskirstymo
baltymy kompleksy, reikalingy transportui, dar vadinamy ESCRT (angl. endosomal sorting complex
required for transport), o antrasis nuo jy nepriklausomas [9]. ESCRT mechanizmg sudaro keturi
dideli baltymy kompleksai ESCRT-O0, -1, -l ir -III kartu su pagalbiniais baltymais. Sis kompleksas
reikalingas supakuoti atitinkamas vidulastelines molekules j ILV. ESCRT-0 geba identifikuoti ir
pritraukti ubikvitinu pazymeétus transmembraninius baltymus prie endosomos membranos. ESCRT-I
ir -II yra svarblis membranos jlinkimui ir ILV formavimuisi, o ESCRT-III katalizuoja nanoptsleliy
atsiskyrimg nuo membranos [11]. Nuo ESCRT nepriklausomas MVB susidarymo kelio egzistavimas
pagristas atliktais tyrimais, kuriy metu ESCRT kompleksy pagrindiniy subvienety blokavimas
nepakenké ILV formavimuisi [12]. Manoma, kad Siam procesui reikalingi lipidai, tokie kaip
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keramidas, cholesterolis, kurie deformuoja membrang, bei baltymai tetraspaninai ir kt., svarbas
medziagy rasiavimui ir jy jtraukimui j egzosomas [12, 13].

Branduolys

7D 7 e P‘mmés,: )
s membranos
- s o O OO atsiskyrimas

O (o] i
Oo O )\) Btosomos

O /
O o™o
O¢ o
Ankstyvoji o o o

endosoma
Egzosomos

\ (~40-160 nm)

Endocitozé

2 pav. Egzosomy biogenezé. Adaptuota pagal [3].

Lastelés homeostaze yra svarbus faktorius galintis tiek teigiamai, tiek neigiamai paveikti egzosomy
biogeneze. Atrasta, kad lastelés augancios stresa kelianCiomis salygomis padidina egzosomy
18skyrimg. Nustatyta, kad radiacijos ar chemoterapiniais agentais paveiktos lgstelés, ar auginamos
hipoksijoje, i8skyré daugiau $iy nanoptsleliy [14].

1.2. Egzosomy sandara

Egzosomy sudétyje randama jvairiy baltymy, lipidy ir nukleortig§¢iy. Jy sandara atspindi lasteliy, i§
kuriy jos iSskiriamos, sudéti. Egzosomy membrana yra sudaryta i§ fosfolipidy dvisluoksnio ir
plazminei membranai biidingy lipidy, tokiy kaip sfingomielinas, fosfatidilcholinas, fosfatidilserinas,
cholesterolis, keramidas [12]. Sios molekulés ne tik formuoja membrana, kuri suteikia egzosomoms
forma ir apsaugo jy turinj nuo aplinkos, bet ir tarpininkauja jvairiose molekuliniuose procesuose.
Pavyzdziui, sfingomielinas suteikia membranai tvirtumo, 0 fosfatidilserinas reikalingas uztikrinti
teisingg egzosomos susijungima su lastelémis, signaly perdavima [15].

Egzosomose gausu baltymy, i$sidésciusiy tiek nanopiisleliy viduje, tiek jsitvirtinusiy membranoje.
Daugelis pavirSiniy baltymy yra iSimtinai randami tik egzosomose ir gali biiti naudojami kaip
Zzymenys, leidZiantys jas atskirti nuo mikropasleliy ir kity ekstralgsteliniy pasleliy [12]. Daznai
sutinkami transmembraniniai tetraspaniny Seimos baltymai (CD63, CD81, CD9 ir kt.) dalyvaujantys
membrany susiliejime, signaly perdavime, medziagy rtsiavime. Daug randama ir sukibimo
molekuliy integriny, kurie reikalingi egzosomoms susijungti su lastelémis-taikiniais [9, 12, 16].
Egzosomose nustatyti citoplazminiai baltymai tokie kaip Siluminio Soko baltymai, baltymai atsakingi
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uz membranos susiliejimg (Rab GTPazés, ancksinai), citoskeletg sudarantys baltymai (aktinas,
tubulinas) [17].

Egzosomos kaupia nukleortigstis — informacing RNR, mikroRNR bei kitas nekoduojan¢ias RNR
molekules. Atrasta, kad iS §iy nanopiisleliy iSskirta informaciné RNR yra funkcionali ir gali dalyvauti
baltymy sintezéje in vitro [9]. MikroRNR dalelés turi reguliacing funkcija, geba prisijungti prie
komplimentariy seky informacinés RNR grandingje ir tokiu biidu slopinti arba aktyvinti transliacijg.
Tyrimai atskleidé, jog mikroRNR, esanti egzosomose, gali biiti perneSama lgsteléms ir ten veikti geny
raiska [18].

Egzosomos, iSskirtos 1§ Igsteliy, patenka j tarplagsteling aplinka, kur gali sgveikauti su lgstelémis-
taikiniais, perne$ant joms biologiskai aktyvias medziagas, gebancias sukelti fiziologinius pokyc¢ius
lasteléje [19]. Egzosomos gali dalyvauti trijy tipy signalo perdavime: autokrininiame, sgveikaujant
su motinine Igstele, parakrininiame, perduodant signalg kaimyninéms lgsteléms, bei endokrininiame,
komunikuojant su toli esanc¢iomis lgstelémis [20]. Nustatyta, kad Sios nanoptslelés gali pereiti per
medziagoms selektyvy kraujo-smegeny barjera (KSB) ir tokiu biidu i$ sisteminés kraujotakos patekti
| smegeny lgsteles ir atvirk§ciai [21, 22].

Pirmas egzosomy sgveikos su lastelémis etapas yra lasteliy-taikiniy atpazinimas ir susijungimas su
jais. Siam procesui svarbios pavir§inés molekulés, esandios egzosomy plazminés membranos
iSorin¢je puséje [10]. Tai tetraspaninai, integrinai lektinai, proteoglikanai, kurie gali prisijungti prie
specifiniy receptoriy, sukibimo molekuliy, i§sidésciusiy 1gsteliy-taikiniy membranoje, bei saveikauti
su tarplastelinés matricos baltymais lamininu ir fibronektinu [23]. Atlikti tyrimai parodé, kad
egzosomy saveika su lgstelémis gali priklausyti nuo nanopisleles produkavusiy lasteliy tipo. Buvo
nustatyta, kad i§ pirminés neurony kultliros iSgautos egzosomos iSskirtinai sgveikavo su kitais
neuronais, o neuroblastomos egzosomos jungési prie astrocity. Taciau tai galioja ne visiems lgsteliy
tipams. Nustatyta, jog gimdos kaklelio vézinés lastelés gali sgveikauti ir internalizuoti egzosomas,
nepriklausomai nuo jas produkavusiy lgsteliy tipo [18].

Egzosomos | lgsteles gali patekti paprastais ir nespecializuotais procesais, tokiais kaip fagocitozeé ar
plazminés membranos susiliejimas, taip pat specializuotais, priklausanéiais nuo baltymy kompleksy.
Fagocitoze vykdo imuninés sistemos lastelés fagocitai — makrofagai, dendritinés lastelés ir kitos. Sios
lastelés gali atpazinti fosfatidilserino molekules, kuriy gausu egzosomy membranoje. Jvykus
fosfatidilserino sgveikai su lagstelés receptoriais, i§ plazminés membranos pradeda formuotis
pseudopodijos, kurios apgaubia egzosomas ir tokiu biidu Igstelé jas jtraukia j vidy. Tiesioginis
egzosomos ir lgstelés fosfolipidy dvisluoksniy susiliejimas jvyksta tarpininkaujant pavirSiniams
baltymams bei lipidams ir tai leidzia pernesti visg egzosomy turinj j Igstelés citoplazmg [22].

Nanopuslelés gali buti jsisavinamos vykstant endocitozei. Nuo baltymo klatrino priklausomai
endocitozei vykti biitina sgveika tarp ligando, esancio egzosomy membranos pavirsiuje ir specifiniy
membraniniy lastelés receptoriy. Sis procesas susideda i§ nuosekliy, vieno po kito einanéiy etapy.
Egzosomoms prisijungus prie receptoriy, pradeda formuotis klatrinu padengta paslelé,
tarpininkaujant adaptorinio baltymo 2 kompleksui. Susidarant Siai pislelei, lastelés membrana
deformuojasi, atsiranda jduba, apsupta klatrino molekulémis, ir tada susiformuoja vidulgsteliné
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pusleleé, kuri véliau, atsiskyrus klatrino molekuléms, jungiasi su endosomomis ir joms perduoda
egzosomy neSamas molekules. Kito tipo endocitoz¢ yra priklausoma nuo membraninio integralinio
baltymo kaveolino. Lastelés plazminéje membranoje randami nedideli membranos jlinkimai,
vadinami kaveolémis, kurie susiformuoja lipidiniuose plaustelivose, turtinguose cholesteroliu,
glikosfingolipidais bei kaveolinu. Didel¢ lokali cholesterolio koncentracija, kaveolino pamatiniy
subvienety prisijungimas prie plazminés membranos bei baltymas GTPazé dinaminas 2 katalizuoja
kaveolinu dengty vidulgsteliniy pasleliy susidarymg ir egzosomy jsisavinimg [14].

1.4. Egzosomy biologinés funkcijos

Anksc¢iau buvo manyta, kad egzosomy pagrindiné funkcija yra pasalinti vidulgsteliniy procesy metu
susidariusius $alutinius produktus ir tokiu btidu palaikyti 1asteliy homeostaze [24]. Per pastaruosius
keleta mety iSrySkéjo egzosomy svarba dalyvaujant tarplastelinéje komunikacijoje ir jy vaidmuo
fiziologiniuose bei patologiniuose procesuose. Egzosomy funkcijos, kaip ir jy sudétis priklauso nuo
jas sekretuojanciy Igsteliy tipo. Imuniniy lasteliy iSskiriamos egzosomos yra imunologiskai aktyvios,
savo sudétyje turinios citokiny, interleukiny ir kity signaliniy molekuliy, kurios dalyvauja
reguliuojant tiek jgyto, tiek jgimto imuniteto atsaka. Jos tarpininkauja antigeno pateikimo procese,
limfocity aktyvacijoje, imuninés sistemos slopinime bei prieSuzdegiminiame poveikyje [25].

Didelis démesys skiriamas véziniy lasteliy i$skiriamoms egzosomoms, siekiant i§siaiskinti jy reikSme
onkologiniuose susirgimuose. Jos gali veikti jvairius vézio vystymosi etapus, tokius kaip naviko
augimas, metastazés, atsparumas chemoterapiniams vaistams, angiogenez¢, imuninio atsako
vengimas, invazyvumas [26]. Nustatyta, jog vézinés lgstelés j kraujotaka i$skiria dvigubai daugiau
egzosomy nei sveikos lastelés, ir tai paskatino egzosomas naudoti kaip vézio Zymenis, siekiant
diagnozuoti bei prognozuoti onkologinés ligos eiga [27].

1.5. Mikroglijos lasteliy morfologija ir funkcijos

Mikroglija yra jgimto imunineto lgstelés, priklausanc¢ios mononukleariniy makrofagy tipui ir
randamos i$skirtinai centringje nervy sistemoje (CNS). Jos sudaro 5-20% visy CNS glijos lasteliy.
Skirtingai nei kitos smegeny lastelés, mikroglija susiformuoja i§ eritro-mieloidinio pirmtako trynio
maise, ankstyvojoje embriogenezes stadijoje, ir véliau nukeliauja § CNS, kur i$lieka visg gyvenimo
laikotarpj [28]. Mikroglijos lastelés reaguodamos j aplinka gali keisti savo formg dél fibrilinio aktino
gijy, sudaranciy lastelés citoskeletg, dinamiSko persitvarkymo [27]. Suaugusiame organizme
egzistuoja trys pagrindinés mikroglijos morfologinés formos, kurios yra susijusios su lgsteliy
atlickama funkcija. Ramifikuotos, kitaip ramybés, biisenos mikroglija turi maza lgstelés kiing nuo
kurio i3sisakoja daug ataugy (3 pav. (C)). Sie issiki§imai yra judrls ir nuolatos aktyviai stebi
tarplasteline aplinkg [27, 28] Aptikus pazeidimg ar infekcijos sukeléja, mikroglija gali aktyvuotis ir
igyti ameboiding ar pseudopoding formas (3 pav. (A) ir (B)), pasiZzymincias aukstu fagocitiniu
aktyvumu bei judrumu. Pseudopodiné mikroglija yra pailgos formos su dviem ataugomis, Kurias
gaubia véduoklés formos membrana. Ameboidiné mikroglija savo morfologija yra labiausiai panasi
1 periferinius makrofagus. Ji turi ovalinés formos kiing, mazai Sakoty ataugy, didel; branduolj ir yra
apsupta klostuota citoplazma [28, 29].
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3 pav. Zmogaus pirminés mikroglijos lasteliy morfologinés formos. (A) ameboidiné forma, (B)
pseudopodiné forma ir (C) ramifikuota forma. Taskuotos linijos Zymi mikroglijos Igstelés ribas, o
zvaigzduté rodo lgstelés branduolio vietg. Mastelis 20 um. Adaptuota pagal [28].

Mikroglija atlicka svarby vaidmenj neurogenezéje. Besivystandiose ir suaugusiyjy smegenyse ji
reguliuoja neurony skaiciy fagocitozés biidu paSalindama neurony pirmtakus, apoptotinius ar
zuvusius neuronus. Taip pat, mikroglija reguliuoja nervinio impulso sklidimg dalyvaujant signaly
perdavime sinapsg¢je ir aksony pluosty remodeliacijoje. Kaip pagrindinés smegeny imunings lastelés,
jos palaiko homeostaze, apsaugo nuo patogeny, endogeniniy klaidingai sulankstyty baltymy ir
neoplastiniy Igsteliy [30]. Mikroglija savo ataugomis sveikame smegeny audinyje nuolatos tikrina jg
supanCig aplinkg ir aktyvuojasi esant pazeidimui, infekcijai ar vykstant neurodegeneraciniams
procesams. Mikroglija gali turéti skirtingus fenotipus, susijusius su uzdegiminiais procesais. M2
fenotipas yra susij¢s su priesSuzdegiminémis funkcijomis, kuriy metu mikroglija i$skiria IL-10 ir TGF-
R citokinus, pasalina negyvas lgsteles bei skatina audinio gijima. PrieSingai, infekcijos ar pazaidos
atveju, mikroglijos lastelés polarizuojasi ir igija M1 fenotipa, siejama su uzdegimg skatinanciomis
funkcijomis [31]. Mikroglija yra pagrindinis uzdegiminiy molekuliy $altinis CNS ir i$skiria citokinus,
reaktyvius deguonies junginius bei tirpius lipidus. Mikroglijos lasteliy sukeliamas smegeny
uzdegimas yra atsakas prie§ patirtg audiniy suzalojima, tac¢iau Siam procesui uzsitesus sukeliamos
neigiamos pasekmés. Nustatyta, kad netinkamai funkcionuojanios mikroglijos lgstelés yra
pagrindinis nervinio audinio uzdegimo sukeléjos ir manoma, kad tai paskatina neurodegeneraciniy
ligy atsiradima [6].

1.5.1. Mikroglijos egzosomos

Kaip ir daugelis organizmo lasteliy, mikroglija geba isskirti egzosomas. Tai buvo patvirtinta atliktais
tyrimais su peliy pirminémis mikroglijos Igstelémis, bei lasteliy linijomis. Atlikti proteomikos tyrimai
parode, kad mikroglijos egzosomos savo sudétimi yra panasios j dendritiniy Igsteliy ir B limfocity
iSskiriamas egzosomas. Buvo atrasti bendri fermentai, tetraspaninai, Saperonai ir membraniniai
receptoriai [29]. Egzosomy biologinis aktyvumas ir sudétis priklauso nuo mikroglijos Igsteliy
bisenos, iSoriniy ir vidiniy signaly [6]. 4 paveiksle yra vaizduojama tipiné mikroglijos egzsomy
sudétis. Jos turi tipinius membraninius baltymus, patvirtinanc¢ius jy endosoming kilme. Taip pat, turi
histosuderinamumo kompleksa MHC II (angl. major histocompatibility complex Il) bei fermenta
katepsing S, kurie pavirtina jy kilme¢ i$ antigeng pateikiancios imuninés lastelés. Mikroglijos
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egzosomos turtingos tetraspaninais CD9, CD63 ir CD81, kurie kartu su CD14 (monocity/makrofagy
zymuo) naudojami jy identifikacijai [30].

microRNAs
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4 pav. Tipiné mikroglijos lasteliy i$skiriamy egzosomy sudétis. Adaptuota pagal [30].

1.6. Neoplastiniu Igsteliy savybés

Vézys néra viena liga, o grupé tarpusavyje susijusiy ligy, kurias sieja nekontroliuojamas lasteliy
dalijimasis ir plitimas j aplinkinius audinius. VéZj sudaro neoplastinés lgstelés, kilusiy i§ sveiky
organizmo lgsteliy, kuriy normalios funkcijos pakito dél patirty pazaidy, sutrikusiy vidulasteliniy
mechanizmy ar kity priezasc¢iy. ISskiriamos 6 pagrindinés neoplastiniy lasteliy savybés, kuriomis jos
18siskiria nuo sveiky lgsteliy. Vézinés Igstelés gali gaminti joms reikalingus augimo signalus,
faktorius ir tapti nepriklausomos nuo aplinkiniy lgsteliy. Sveikose lastelése jy dalijimosi ciklg grieztai
kontroliuoja specialtis baltymai, onkosupresoriai, kurie aptikus DNR paZaidas ar neigiamus augimo
signalus sustabdo §j cikla. Neoplastinése lgstelése Sie baltymai yra mutave ir jos gali pereiti Igstelés
dalijimosi ciklo kontrolés taskus nors ir turi defekty. Lastelés turi limituota dalijimosi skaiciy, kurj
pasiekus jos patenka j sen¢jimo fazg, kurioje jos daugiau nesidalija, bet kurj laikg iSlieka gyvybingos
iki kol pasiekia kriting faze, po kurios Iastelé¢ Ziista apoptozés biidu (programuota lastelés Zitis). Sis
procesas yra kontroliuojamas telomery (pasikartojancios nukleotidy sekos chromosomy galuose),
kurios apsaugo chromosomy galus, taciau sutrumpéja po kiekvieno Iastelés dalijimosi. Vézines
lastelés turi fermenta telomeraze, kuri gali prailginti telomeras ir iSvengti Igstelés Ziities. Apoptozes
vézinéms lgsteléms iSvengti taip pat padeda padidinta anti-apoptotiniy faktoriy raiSka. Neoplastinés
lastelés turi didelj energijos poreikj, todél jy metabolizmas yra pakites. Sveikos Iastelés energija
gamina aerobinémis salygomis skaidant gliukoz¢ | piruvata, o §is naudojamas oksidacinam
fosforinimui mitochondrijose. Jeigu lastelei triiksta deguonies, ji energija gamina gliukoze¢ paverciant
laktatu. Tai yra neefektyvus procesas, bet biitent jis vyksta vézinése lastelése. Manoma, kad
anaerobiné glikoliz¢ neoplastinei lgstelei yra palankesné, kadangi suteikia tarpiniy metabolizmo
produkty, kuriuos galima panaudoti kity biomolekuliy sintezei. Daugéjant véziniy lasteliy joms reikia
daugiau maisto medziagy, deguonies bei paSalinti susidariusius Salutinius produktus. Vézinése
lastelése gali prasidéti procesas vadinamas angiogeneze, kurio metu susiformuoja naujy kapiliary bei
kraujagysliy tinklas. Tai uztikrina pastovy reikalingy augimui medziagy gavima [32].
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Laikui bégant vézinéms Igsteléms pradeda triikti vietos ir gali prasidéti metastazés procesas. Jis yra
daugiapakopis. Pirmiausia, neoplastinés lastelés turi jgauti tam tikra savybiy rinkinj, leidziantj joms
metastazuotis ir tapti piktybinémis. Toliau, vézinés lastelés turi patekti ir iSgyventi sisteminéje
kraujotakoje pries pasiekiant ir kolonizuojant naujg audinj. Todél metastazés procesas yra gana retas
ir tikimybé, kad jis bus sékmingas, yra maza [32].

1.6.1. Glioblastoma

Gliomos yra smegeny navikai, susiformuojantys 1§ specializuoty CNS lgsteliy, vadinamy glijos
lastelémis. Pagal Pasauling Sveikatos Organizacijg, gliomos yra skirstomos ] keturias kategorijas I-
IV pagal jy histopatalogija ir genetinius pokycius. Glioblastoma priklauso IV kategorijai ir yra
dazniausiai diagnozuojama ir agresyviausia gliomos forma, pasizyminti dideliu invazyvumu. Sis tipas
sudaro 70% visy gliomos atvejy ir pacienty tikimybé i§gyventi 12-15 ménesiy tesiekia vos 26% [1].
Pagrindiné gydymo strategija yra pasalinti auglj chirurginiu buidu ir po operacijos taikyti adjuvantine
radioterapija ir chemoterapija. Taciau nei vienas i$ $iy gydymo biidy, vartojamas individualiai ar kaip
kombinuotas gydymas, negarantuoja ilgesnio nei 15 ménesiy iSgyvenamumo [27]. Sunky gydyma
lemia greitas naviko atsinaujinimas dél neoplastiniy lasteliy jgyto rezistentiSkumo chemoterapiniams
agentams bei greito naviko plitimo j sveikus audinius [1]. KSB atlieka svarbig smegeny apsaugine
funkecija, taciau taip pat blokuoja daugelio vaisty patekima. Daugiau nei 98% visy mazos molekulinés
masés vaisty negali pereiti per KSB. Taip pat, naujos biologinés terapijos tokios, kaip monokloniniai
antikinai, rekombinantiniai baltymai, vieni negali pereiti per KSB. Tai Zenkliai sumazina
glioblastomos gydymui galimy vartoti vaisty skai¢iy [33].

1.7. Tradiciné chemoterapija ir tiksliné véZio terapija

Keleta deSimtmeciy, pagrindiniu vézio gydymo budu buvo laikomi citotoksiniai, sistemiskai
vartojami chemoterapiniai agentai. Sie vaistai néra specifidki navikui ir jy vartojimas daznai sukelia
zenkly toksinj poveikj sveikoms lasteléms. Gydymo citotoksiniais vaistais sékmingumas priklauso
nuo jy skirtingo toksiSkumo navikinéms lasteléms, kurioms paprastai biidingas greitesnis dalijimasis
ir didesné priklausomybé nuo nuolatinio augimui reikalingy biomolekuliy pasisavinimo, lyginant su
normaliomis lastelémis. Chemoterapijos tikslas yra sunaikinti visas vézines lasteles esancias
organizme, taciau daznai ji sukelia Gimius, bet grjZztamus toksinius poveikius sveikam audiniui [34].
Todél, pacientai daznai patiria stiprius Salutinius poveikius tokius kaip, kauly ¢iulpy funkcijos
slopinimas, virSkinamojo trakto sutrikimai, susilpnéjes imunitetas.

Pastaraisiais metais, daugiau démesio skiriama tikslinei véZio terapijai. Ji pagrista specifiniy
molekuliniy taikiniy, esanciy ant véziniy lasteliy, veikimu. Tokio tipo vaistai isskirtinai veikia tik
veézines lasteles ir neturi citotoksinio poveikio sveikoms lgsteléms. Nanotechnologijos déka
tradiciniai chemoterapiniai vaistai gali biiti panaudoti tikslinei terapijai juos jvedant j transporto
sistemas, tokias kaip nanodalelés, kurios gali vaistg pernesti j tiksling veikimo vieta [35].

Vienas i§ tradicinés chemoterapijos agenty yra doksorubicinas ir jo hidrochlorido druska (5 pav.). Sis
vaistas priklauso antraciklininiy antibiotiky grupei ir pirma karta, 1970 metais, buvo iSgautas i$
Streptomyces peucetius bakterijos. Jis yra rutiniskai vartojamas jvariy tipy navikams gydyti tokiems,
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kaip plauciy, krities, skrandzio, limfomai, sarkomai. Pagrindiné doksorubicino vartojimo limitacija
yra jo sukeliamas kardiotoksiskumas. Zinomi du pagrindiniai doksorubicino veikimo mechanizmai,
kuriais sukeliama navikiniy Igsteliy zutis. Vaistas gali patekti j lastelés branduolj, kur jsijungia j DNR
granding ir blokuoja fermento topoisomerazés II veikima. Sis fermentas reikalingas teisingam DNR
grandiniy i$sivyniojimui DNR pazaidy taisymo metu. Kai Sis procesas yra uzblokuojamas, DNR
pazaidos néra sutaisomos ir lgstelé zusta. Taip pat, doksorubicinas gali sukelti laisvyjy radikaly,
reaktyviy deguonies junginiy gamybg lgsteléje, kurie pazeidzia lastelés membrang, DNR, sukelia
oksidacinj stresg ir Igstelés zatj apoptozés budu [36].

taikant sisteming doksorubicino terapija gliomos gydymui parodé labai ribotg S$io vaisto
veiksmingumg. Labai didelés doksorubicino dozés turi biiti vartojamos sistemiskai, norint gauti kokia
nors teraping naudg. Taciau didelés dozés yra labai neurotoksiskos, todél neveiksmingos gydant
piktybinius CNS navikus, tokius kaip glioblastoma. Sis ribotas doksorubicino veiksmingumas, kai jis

skiriamas sistemiSkai, gali buti paaiSkinamas prastu vaisto patekimu per KSB ir p-glikoproteiny
sukelto vaisto paSalinimo i§ smegeny skysc¢io. Dél molekulés hidrofilisSkumo ir didelés molekulinés
masés, ji yra sulaikoma KSB, todél negali patekti j smegenis ir tiksling veikimo vietg [38]. Atlikta
nemazai in vitro bei in vivo tyrimy, tiek su zmogaus lastelémis, tiek su gyviiny modeliais, kuriuose
nustatyta, kad doksorubicinas yra toksiSkas glioblastomos lgsteléms ir gali biiti efektyvus vaistas
glioblastomai gydyti [38—41]. Norint sékmingai panaudoti doksorubicing glioblastomos gydymui, jis
turi bati jvedamas j nanonesiklius, kurie galéty pereiti per KSB ir pristatyti vaistg j navikines Igsteles.

1.8. Egzosomy, kaip vaisty pernesimo sistemos, privalumai

Daugelis prieSvéziniy chemoterapiniy vaisty pasizymi prastais farmakokinetiniais parametrais —
mazu tirpumu vandenyje, bloga absorbcija, bei vartojant juos sistemiskai sukelia nepageidaujamus
poveikius. Sie vaistai gali biti jvedami j specialias pristatymo maginas, nano-daleles, siekiant
pagerinti $iy vaisty veiksminguma bei sumazinti toksiskuma sveikoms organizmo lasteléms [16].

Nanonesikliai, sukurti iSskirtinai atpaZinti ir veikti lasteles-taikinius, yra perspektyvi piktybiniy
solidiniy naviky gydymo strategija. DaZniausiai naudojami nanoneSikliai yra micelés, liposomos ir
jvairGis polimeriniai nesikliai. Sie dirbtiniai neSikliai pasizymi triikumais — greitu klirensu,
toksiSkumu sveikoms lgsteléms, limituota vaisto pakrovimo talpa ir maZza skvarba j organizmo
audinius [21]. Siekiant sumazinti ar pasalinti minétus trikumus, pastaraisiais metais egzosomos yra
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vis intensyviau tyrin¢jamos kaip potencialios vaisty pristatymo sistemos. Skirtingai nei minéti
nanonesikliai, egzosomos yra natiiralios kilmés ir jy viena i§ pagrindiniy funkcijy yra jvairiy
biomolekuliy pernasa j 1asteles-taikinius. Egzosomy lipidiné dvisluoksné membrana apsaugo viduje
esancias bioaktyvias molekules nuo degradacijos, kurig vykdo RNazés, proteazes ir kiti degradacijos
baltymai [26]. Sios nanopislelés ilgai islicka stabilios sisteminéje cirkuliacijoje, gali pereiti jvairius
biologinius barjerus, iS$saugant nepazeistas, terapiS$kai aktyvias medziagas. Tyrimai parodé, jog
naudojant prieSvéziniais vaistais uzpildytas egzosomas galima pasiekti didesne vidulgsteling vaisto
koncentracija, nei vartojant vaistg sistemiSkai [4]. Nustatyta, jog Sios puslelés, skirtingai nei sintetinés
nano-dalelés, nesukelia imunologiniy reakcijy [42] ir organizme gerai toleruojamos, bei jy saugumas
patvirtintas in vitro ir gyviiny modelivose [43].

1.9. Egzosomy iSskyrimas ir identifikavimas

Tiriant egzosomas yra svarbu pasirinkti tinkamg iSskyrimo metodika, kadangi nuo jos priklauso
meéginio grynumas, egzosomy kiekis. Taip pat, reikia jvertinti kur bus panaudojamas egzosomy
méginys. Jeigu bus naudojamas ligy dignostikai, méginio grynumas néra toks svarbus, kaip
panaudojant Sias daleles terapijai [44]. Itin mazas egzosomy dydis dar labiau komplikuoja $iy daleliy
tyrimus. Atrasta daug egzosomy i$skyrimo biidy, taciau nei vienas i$ jy néra standartinis. Placiausiai
naudojamas yra ultracentrifugavimas, kurio metu egzosomos yra nusodinamos naudojant didelius
centrifugavimo greicius, siekianc¢ius 1 000 000 xg ir daugiau. Taciau §is metodas turi keletg neigiamy
aspekty tokiy, kaip reikalingas didelis pirminio méginio tiiris, iSskiriamas gana mazas egzosomy
kiekis, prastas atsikartojamumas, trunka ilgg laikg [45]. Egzosomos gali biiti iSskiriamos pagal jy
dydj. Tam gali buti pasitelkta ultrafiltracija, kur yra naudojami membraniniai filtrai, turintys tam tikra
pory dydj ir galintys sulaikyti egzosomas, o méginyje esancias mazesnes daleles pasalinti. DydZio
i8skirstymo chromatografija taip pat remiasi panasiu principu ir naudojama egzosomy igavimui. Dar
kitas $iy nanoptsleliy iSskyrimo biidas yra paremtas kei¢iant egzosomy tirpuma ir i§sodinant jas i§
biologinio méginio. Tam tikslui yra naudojami polimerai, tokie kaip polietileno glikolis (PEG), kuris
geba suriti vandens molekules ir maZiau tirpius komponentus i§stumti i3 tirpalo. Siam metodui
nereikia papildomos jrangos, bei gali biti naudojami mazesni méginiy tiriai [46].

I$skyrus egzosomas butina atlikti jy identifikavima, patikrinti fizikochemines savybes tokias kaip
dydj, tankj, formg. Egzosomy dydziui matuoti yra naudojama keletas metody tokiy kaip dinamine
Sviesos skaidos analizé, tekmés citometrija, elektrony mikroskopija ir kitos. Egzosomos taip pat yra
vertinamos pagal jy molekulinius Zymenis. Tam yra naudojami imunodetekciniai metodai, tokie kaip
imunoblotas (angl. Western blot) ir imunofermentinis metodas ELISA (angl. enzyme-linked
immunosorbent assay). Dazniausiai kaip egzosomy molekuliniai Zymenys yra naudojami
tetraspaniny Seimos baltymai CD63, CD9, randami beveik visose egzosomose. Galima tirti ir pagal
specifinius Zymenis, norint identifikuoti egzosomas kilusias i$ tam tikro tipo lasteliy [47].

1.10. Vaisty jterpimo j egzosomas budai

Vaistai ] egzosomas gali biiti pakraunami pasyviais ir aktyviais buidais. Nuo pasirinkto vaisto jterpimo
metodo priklauso egzosomy uzpildymo efektyvumas bei pacio vaisto stabilumas egzosomose [48].
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Pasyvis pakrovimo metodai yra paprasti ir nereikalaujantys papildomos jrangos ar cheminiy
medziagy. Siai metody grupei priklauso inkubacija. Lastelés gali biiti inkubuojamos su norimu vaistu,
kurj Igstelés supakuoja j egzosomas ir i§skiria ] mitybing terpe i$ kurios jos yra iSskiriamos. Taip pat,
pacios egzosomos gali biiti inkubuojamos kartu su vaistu, kuris patenka j egzosomy vidy difuzijos
biidu. Pakrovimo efektyvumas priklauso nuo vaisty koncentracijos gradiento ir jy hidrofobiskumo.
Didelés hidrofobinio vaisto koncentracijos dazniausiai lemia auksta vaisty pakrovimo efektyvumag
[49]. Paprasta inkubacija buvo sékmingai panaudota pakrauti keleta vaistiniy medziagy.
PrieSuzdegiminiam vaistui kurkumino jterpimui, egzosomos su vaistu buvo inkubuotos 5 minutes
22°C temperatiiroje, o doksorubicinas buvo jkrautas inkubuojant 2 valandas, esant 37°C temperattrai
[42]. Sio metodo prana$umas yra tas, kad egzosomos membranos vientisumas i§licka nepakites, o
pagrindinis triikumas gali bati tai, kad pakraunamas mazas vaisto Kiekis.

Aktyviis vaisty pakrovimo budai yra taikomi i§ Igsteliy iSskirtoms egzosomoms ir reikalauja
papildomos Siy pusleliy manipuliacijos, kurios metu trumpam suardoma lipidiné membrana ir vaistas
gali patekti | egzosomy vidy. Sonikavimas priklauso Siai metody grupei. Proceso metu tirpale
esancios dalelés yra agituojamos garso bangy energija. Ultragarsinio vaisto jKrovimo principas yra
tas, kad ultragarso bangos zymiai sumazina egzosomy membranos mikroviskoziskuma (paprastai
bent du kartus) ir hidrofobinis vaistas gali lengviau patekti per membrang [48]. Kitas metodas yra
inkubavimas su saponinu. Si molekulé yra pavir§iaus aktyvioji medziaga, galinti membranose
sudaryti kompleksus su cholesteroliu ir suformuoti poras, padidinant membranos pralaiduma. Atlikti
tyrimai parode, kad hidrofiliniy molekuliy inkubavimas su saponinu yra tinkamas biidas pakrauti jas
] egzosomas ir padidina pakrovimo efektyvuma 11 karty lyginant su pasyviais pakrovimo biidais [50].
Elektroporacija yra dar vienas aktyvus terapiniy molekuliy pakrovimo j egzosomas biidas. Siame
metode egzosomos ir vaistai yra suspenduojami elektrai laidZziame buferyje ir paveikiami elektriniu
lauku, kuris laikinai suardo egzosomy fosfolipiding membrang ir joje susiformuoja trumpalaikés
poros. Vaistai gali difunduoti per poras j egzosomy vidy. Membranos integralumas yra atstatomas
trumpai inkubuojant jas 37°C temperatiiroje. Sis biidas yra tinkamas pakrauti dideles, hidrofilines
vaisty molekules ar nukleotidus, kurie yra per dideli ir negali savaime difunduoti j egzosomas [42].
Elektroporacijai naudojami skirtingi elektros jtampos dydziai, nuo 150 V iki 700 V [15]. Jtampos
dydziai priklauso nuo lgsteliy tipo, 1§ kuriy buvo i§gautos egzosomos, bei nuo atstumo tarp elektrody,
esanCiy elektroporacijos kiuveteje. Kiti parametrai lemiantys pakrovimg yra elektros pulso trukmeé,
egzosomy ir vaisto koncentracijos [51].

1.11. Projekto temos ir uzdaviniy pagrindimas

Egzosomos dél jy natiiralios kilmés, mazo dydzio (40-160 nm), geb&jimo pereiti biologinius barjerus
ir susijungti su specifinémis lgstelémis-taikiniais yra tyrinéjamos kaip priesvéziniy vaisty transporto
sistemos. Jos gali biiti naudingos tiems véziniams susirgimams, kuriy gydymo galimybés yra ribotos.
Glioblastoma yra vienas i$§ dazniausiai pasitaikanciy piktybiniy smegeny naviky, kurio gydymas yra
sudétingas dél naviko augimo vietos. KSB sulaiko beveik visus sistemiskai vartojamus
chemoterapinius vaistus ir todél jie néra tinkami Sio naviko gydymui. Atlikta nemazai tyrimy, kurie
nustaté, jog doksorubicinas yra efektyvesnis sunaikinant glioblastomos lgsteles, negu temozolamidas,
kuris $iuo metu taikomas kaip standartiné chemoterapija glioblastomai gydyti [39, 41]. Taciau dél
hidrofiliSkumo ir didelio vaisto dydzio jis negali biiti vartojamas sistemiSkai glioblastomos gydymui.
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Pakrovus doksorubicing j egzosomas, jos galéty pernesti vaista per KSB ir pristatyti jj i tiksling
veikimo viet3.

Kaip ir kitos organizmo lastelés, mikroglija i$skiria egzosomas. Taciau iki $iol egzosomy i§skyrimui
1§ mikroglijos lasteliy buvo naudojamos peliy pirminés lastelés ar lasteliy linijos, bet, kiek Zinoma,
Sios puslelés nebuvo isskirtos i§ zmogaus mikroglijos lasteliy [6, 7, 52]. Mikroglijos lastelés yra
pagrindinés imuninés lgstelés smegenyse, todél manoma, kad jy iSskiriamos egzosomos gali biiti
tinkamos kaip dokorubicino hidrochlorido pernesimo sistema j glioblastomos lasteles.
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2. Medziagos ir tyrimuy metodai

2.1. Tyrimams naudotos medzZiagos

1 lentelé. Naudoty medziagy sarasas

Medziagos pavadinimas

Gamintojas

DMEM + GlutaMAX (angl. Dulbecco's
Modified Eagle Medium) terpé

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Ham's F-12K (Kaighn's) terpé

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

FBS (angl. fetal bovine serum)

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Penicilinas-Streptomicinas

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

OPTI-MEM terpé

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

HBSS (angl. Hank's Balanced Salt Solution)

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

GlutaMAX™

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Fluorescencinis dazas BLOCK-1T™ Alexa

Fluor™ Red Fluorescent Control

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific

Lipofectamine® RNAIMAX

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific

Polietilenglikolis 6000

Carl Roth

Triton X-100

Sigma-Aldrich

Natrio chloridas

Carl Roth, grynumas > 99.9%

Natrio azidas

Sigma-Aldrich, grynumas > 99.5%

Dimetil sulfoksidas

Sigma-Aldrich, grynumas > 99.9%

Tripano mélio tirpalas Sigma-Aldrich
Bradfordo reagentas Sigma-Aldrich
Jaucio serumo albuminas Sigma-Aldrich

Tripsinas-EDTA
ethylenediaminetetraacetic acid)

(angl.

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Doksorubicino hidrochloridas

British Pharmacopoeia Commission

Laboratory, UK

CD9 ELISA rinkinys

MyBioSource, JAV

D (+)- Sacharozé

Carl Roth, grynumas > 99.5%

Amicon® Ultra-0.5ml 10K centrifuginiai
filtrai

Merck Millipore

Exosome Spin Columns (MW 3000)

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific

Gene Pulser® elektroporacijos kiuvetés

Bio-Rad, JAV

PrestoBlue™ tirpalas

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific

bisbenzimido H 33342 trihidrochloridas
(Hoechst 33342)

Sigma-Aldrich, grynumas > 98%

Propidzio jodidas

Sigma-Aldrich, grynumas > 94%

2.2. Imortalizuotos Zmogaus mikroglijos lasteliy kultiiros kultivavimas

Imortalizuota zZmogaus mikroglijos linija (HMC-3) buvo isigyta i§ Amerikos lasteliy kultiiry
kolekcijos (angl. American Type Culture Collection (ATCC)). Siekiant uztikrinti sterilias sglygas,
visi darbai su lgstelémis buvo atlickami laminarinéje oro srauto spintoje (ESCO Class II BSC,

23



Singapiiras). Lastelés buvo kultivuojamos DMEM-GlutaM A X mitybinéje terp¢je, papildytoje 11.2%
filtruotu verselio serumu (FBS) ir 1% penicilino-streptomicino tirpalu (10000 1U/ml — 10000 pg/ml).
Lastelés buvo séjamos j 75 cm? lasteliy auginimo indus ir inkubuojamos inkubatoriuje (Heracell Vios
160i, Thermo Fisher Scientific), kuriame palaikoma 37°C temperatara, 5% CO2 ir optimali drégmeé.
Mitybiné terpé buvo atnaujinama kas 2-3 dienas. Lasteléms pasiekus apie 80%-90%
konfluentiskuma, jos buvo perséjamos j naujus 75 cm? Iasteliy auginimo indus. Konfluentikumas —
procentinis lgsteliy auginimo indo plotas, kuris yra padengtas prikibusiomis Igstelémis. Atliekant
lasteliy perséjima, sena mitybiné terpé nupilama ir lgsteliy auginimo indas praplaunamas su fosfatiniu
drusky buferiu (FDB), siekiant pasalinti visus FBS likucius. Augdamos lastelés padengia flakono
dugng susiformuojant jy monosluoksniui, kuris turi biti suardomas perséjimo metu tam, kad Igstelés
atsidurty suspensijoje. Lastelés nuo indo pavirSiaus buvo atkabintos jpilant 2 ml 0.25% (w/v) tripsino
— 0.53 mM EDTA tirpalo ir inkubuojant apie 5 min. 37°C temperatiiroje. Lasteliy monosluoksnio
suardymas buvo vertinamas $viesiniu mikroskopu (Leica DMi1, Vokietija). Po inkubacijos, tripsinas
buvo neutralizuojamas jpilant dvigubai didesnj tiir] mitybinés terpés ir lasteliy suspensija buvo
perkelta j centrifugin} mégintuvélj ir centrifuguojama 120xg 5 min. (BioSan Centrifuge LMC-4200R,
Latvija). Gautas supernatantas pasalintas, o susidariusi lgsteliy sankaupa resuspenduota pasirinktame
mitybinés terpés turyje. IS lasteliy suspensijos paimamas méginys lgsteliy skai€iui nustatyti, bei
jvertinti Igsteliy gyvybinguma. Atitinkamas tiris lasteliy suspensijos padalijamas j naujus Igsteliy
auginimo indus, jpilama mitybinés terpés ir lastelés toliau auginamos inkubatoriuje, palaikanc¢iame
37°C temperatiira, 5% CO2 ir optimalig drégmg.

2.3. Lasteliy skaiciaus ir gyvybingumo nustatymas su Tripano mélio dazu

Lasteliy gyvybingumui patikrinti yra naudojamas Tripano mélio dazas. Jis selektyviai nudazo
mirusias lgsteles mélyna spalva, kadangi jos buina praradusios membranos integraluma, o sveikos
lastelés lieka Sviesios, nedazytos. Gyvybingy lasteliy skaiCius nustatomas naudojant hemocitometra,
turintj dvi kameras, kuriuose iSraizyti zinomo dydzio kvadratai. IS lasteliy suspensijos buvo paimta
20 pl ir sumaiSyta su 0.4% Tripano meélio dazu santykiu 1:1. Méginys kelis kartus sumaiSytas
automatine pipete ir patalpintas | Fuchs-Rosenthal tipo hemocitometro (Brand, Vokietija) kamerg
taip, kad uZpildyty visa kameros plotg. Lastelés stebétos Sviesiniu mikroskopu ir suskaiciuotos
gyvybingos lastelés visuose kvadratuose. Gauta lgsteliy suma buvo padauginta i§ 2 (1:1 Iasteliy
suspensijos ir dazo skiedimas) ir i§ 5000 (vieno kvadrato tiirio dalis mililitre). Gautas skaicius yra
lasteliy kiekis viename mililitre.

2.4. Mikroglijos lasteliy stimuliavimas egzosomy iSskyrimui

75 cm? Iasteliy auginimo indai buvo uzséti po 800 000 lasteliy ir jos buvo augintos inkubatoriuje,
kuriame buvo palaikoma 37°C temperatiira, 5% CO3 ir drégmé. Kitg dieng, augimo terpé buvo
pasalinta, flakonai praplauti su FDB ir jpilta nauja beseruminé terpé. Lastelés buvo inkubuojamos 48
valandas. Dalis flakony buvo laikomi 37°C temperatiiroje, o kita dalis buvo perkelta j 39°C
temperatiiros inkubatoriy (New Brunswick™ Galaxy® 170 S.), palaikan¢iame 5% CO: ir optimalig
drégme. Po inkubacijos, lasteliy auginimo terpé buvo nurinkta egzosomy iSskyrimui.

2.5. Egzosomy iSskyrimas i§ mikroglijos lasteliy mitybinés terpés naudojant polietileno glikolio
tirpala

Egzosomy idskyrimui lastelés 48 valandas buvo auginamos beseruminéje terpéje 75 cm? Iasteliy
auginimo flakonuose. Si terpé buvo surenkama ir centrifuguojama 3000 xg grei¢iu 15 minuciy. Siame
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etape buvo pasalintos lgsteliy nuolauzos, kurios suformavo nuosédas meégintuvélio dugne. Po
centrifugavimo gautas supernatantas buvo iSsaugotas ir filtruojamas per 0.22 um pory dydzio filtra.
Tokiu biidu i§ supernatanto buvo pasalintos dalelés didesnés nei 220 nm. Buvo paruostas 2x
polietileno glikolio (PEG) tirpalas, istirpinant 24% PEG, 1M natrio chloridg ir 1% natrio azida
distiliuotame vandenyje. ParuosStas PEG tirpalas lygiomis dalimis buvo sumaiSomas su filtruotu
supernatantu ir mégintuvélis kelis kartus pavartomas, kol gaunamas homogeniskas tirpalas ir Sis buvo
inkubuojamas per naktj 2°C-8°C temperatiiroje. Sekancig dieng, méginys buvo centrifuguojamas
3000 xg grei¢iu 1 valandg 2°C-8°C temperatiiroje [53]. Gautas supernatantas buvo atsargiai
pasalintas, o nusédusios egzosomos resuspenduotos 50 pul FDB. Siekiant atskirti egzosomy sankaupas
egzosomy suspensija prie$ kiekvieng eksperimentg papildomai buvo resuspenduojama 10 min. su
insulininiu Svirkstu. Toks egzosomy méginys buvo naudojamas tolimesniems tyrimams arba
saugomas -20°C temperatiroje.

2.6. Mikroglijos egzosomu koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Egzosomy koncentracija buvo nustatoma pagal bendra egzosomy baltymy koncentracijg atliekant
kolorimetrinj Bradfordo testa. Sis metodas yra pagrjstas Kumasi briliantinio mélio G-250 gebéjimu
selektyviai prisijungti prie baziniy ir aromatiniy amino riig§¢iy baltymo molekuléje ir pH pokytis, i$
rigstinio | bazinj, nulemia spalvos pokytj i§ rudos j mélyng, kurios intensyvumas yra matuojamas
spektrofotometru. Siekiant suardyti egzosomy membrang ir iSlaisvinti vidinius baltymus, 18 ul
egzosomy meéginio buvo sumaiSoma su 2 pl 0.1% tritono tirpalu ir inkubuojama 30 min. 2 — 8°C
temperattiroje. Po inkubacijos, 10 pl $io miSinio buvo jpilama j 96-Sulineliy 1€kstele kartu su 190 pl
Bradfordo reagento ir atsargiai sumaiSoma automatine pipete vengiant oro burbuliuky susidarymo
bei tiesioginio Sviesos poveikio, kurie pakenkty absorbcijos nustatymui. Kaip blankas buvo
naudojamas analogi$kai paruoStas méginys, tafiau vietoj egzosomy naudotas FDB. Po 5 min.
inkubacijos kambario temperatiiroje, Sviesos sugertis buvo matuojama ploksteliy skaitytuvu prie 595
nm bangos ilgio.

Baltymy kiekio egzosomy meéginyje apskaiiavimui buvo sudaryta Bradfordo metodo standartiné
kreive, pavaizduota 6 paveiksle. Buvo paruosti zinomy koncentracijy jaucio serumo albumino
tirpalai: 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6 mg/ml. Programa MS Excel buvo i$vesta linijiné regresija ir pagal
gautg formule, buco apskaiCiuotas bendra baltymo koncentracija egzosomy meéginiuose: x =

-0.005 . T .
yoz;)f; ; kur x — bendras baltymo kiekis (mg/ml), y — tiriamojo méginio $viesos sugertis, esant 595

nm bangos ilgiui.
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6 pav. Kalibracin¢ Bradfordo metodo kreive baltymo kiekio nustatymui analizuojamame méginyje.

2.7. Mikroglijos egzosomy dydZio nustatymas atliekant dinaminés Sviesos sklaidos analize

ISskirty mikroglijos egzosomy dydzio nustatymui buvo naudojamas dinaminés Sviesos skaidos
metodas ir nanodaleliy analizatorius Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). Siame metode,
monochromatin¢ lazerio Sviesa yra nukreipiama ] kiuvete, kurioje yra patalpinta egzosomy
suspensija. Dalelés iSsklaido Sviesa, o jy Brauno judesiai sukelia didelius signalo intensyvumo
svyravimus, kuriuos galima aptikti jvairiais kampais. Siy svyravimy analizé naudojant automatinés
koreliacijos funkcijg leidzia gauti difuzijos koeficients, o daleliy hidrodinaminj skersmenj galima
apskaiciuoti naudojant Stokso-Einsteino lygtj. Kadangi egzistuota tiesioginis rySys tarp daleliy
dydzio ir Brauno judesiy greicio arba laipsnio, galima tiksliai nustatyti daleliy dydj, jei yra Zinomas
tirpalo klampumas, daleliy ir tirpalo refrakcijos koeficientai bei temperatiira [54].

Daleliy dydzio matavimui buvo naudojamos vienkartinés kiuvetés, kuriuose buvo patalpinta apie 0.5
ml egzosomy, resuspenduoty FDB, méginio. Refrakcijos indeksas egzosomoms buvo 1.38, o FDB
1.33 bei Sio buferio klampumas 0.88 cP. Prietaisas atliko 5 atskirus matavimus ir rezultatai buvo
apskaiciuoti su Zetasizer programa.

2.8. Egzosomy stebéjimas transmisiniu elektrony mikroskopu

Pries atliekant transmisinés mikroskopijos (TEM) analize, buvo atliekamas méginio paruos$imas.
Egzosomy méginys 5 minutes buvo stumdomas insulininio Svirks$to adatoje, siekiant atskirti
agregavusias egzosomas. Sis méginys buvo sumaisomas su 4% paraformaldehido tirpalu tiirio/tiirio
santykiu 1:1. Siuo tirpalu buvo padengiami anglimi dengti Formvar metaliniai tinkleliai (Agar
Scientific) ir 20 minuciy inkubuojama. Po inkubacijos 5 minutes praplaunama su FDB ir tada
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tinkleliai 5 minutes fiksuojami 1.7% glutaraldehido tirpale, 2 kartus po 2 minutes praplaunami
dejonizuotame MilliQ vandenyje ir 5 minutes dazomi 2% uranilo acetatu tamsoje. Paskui tinkleliai
10 minuciy veikiami tirpalu (Svieziai paruosta 2.25% metilceliulioze ir 2% uranilo acetatas ttrio/turio
santykis 4:1). Sis inkubavimas buvo atliktas ant 3aldancio stalelio (+1°C). Tinkleliai atsargiai
nusausinami ir i§dziovinami laikant juos ant filtrinio popieriaus 10 — 15 minuciy. Paruosti preparatai
buvo mikroskopuojami transmisiniu elektroniniu mikroskopu Tecnai BIOTwin (FEI, Nyderlandai,
Endhovenas) naudojant 80 kV jtampg. TEM pavyzdziy ruoSimo ir vaizdinimo darbus atliko
jaunesnioji mokslo darbuotoja Aisté Masaityté i§ LSMU MA Anatomijos instituto.

2.9. Egzosomy charakterizavimas pagal CD9 Zymenj ELISA metodu

ELISA yra imunofermentinis, kiekybinis metodas skirtas nustatyti buvima bei pamatuoti norimo
antigeno koncentracija méginyje. Jis yra pagrjstas antigeno-antiktino sgveika. CD9 yra tetraspaninas,
randamas egzosomy membranoje ir naudojamas kaip egzosomy zymuo. Siame darbe naudota
sumustinio tipo ELISA, kurioje antikiinas prie§ CD9 yra imobilizuotas 96-Sulineliy 1ékstelés dugne
ir jpylus méginio, jeigu jame CD9 antigenas, jvyks specifiné tarpusavio saveika. Siai sgveikai aptikti
yra naudojamas antrinis antikiinas, konjuguotas su biotino molekule, o §i jungiasi prie avidino
molekulés sujungtos su krieny peroksidazés fermentu. Biotino ir avidino saveika yra skirta
amplifikuoti signala. Ipylus tetrametilbenzidino reagento, kuris yra krieny peroksidazés fermento
substratas, stebimas spalvos pokytis i§ bespalvés | mélyng. Reakcija tarp fermento ir substrato
sustabdoma jpylus sieros riigsties tirpalo ir pastebimas antras spalvos pokytis i§ mélynos i geltona,
kuris yra matuojamas spektrofotometru.

ELISA buvo atlikta naudojant validuota CD9 ELISA rinkinj ir vykdant gamintojo protokole
nurodytas instrukcijas. Buvo naudojama 96-sulinéliy 1ékstelé, padengta CD9 antikinu. | méginiui
skirtus Sulinélius buvo jpilta 50 pul méginio ir 100 pul krieny peroksidazés konjugato, o kontroliniai
Sulinéliai buvo palikti tusti. Lékstelé buvo uzdengiama su membrana ir inkubuojama 60 minuciy 37°C
temperattiroje. Po inkubacijos, visi Sulinéliai buvo praplaunami 4 kartus su 1x plovimo buferiu. Tada,
1 kiekvieng Sulinélj buvo jpilta po 50 pl chromogeno reagento A ir B, atsargiai sumaiSyta ir 1€kStelé
buvo inkubuota 15 minuciy 37° temperatiiroje, apsaugant nuo §viesos. Po inkubacijos, j kiekvieng
Sulinglj buvo jpilta po 50 ul stop reagento ir praéjus 5 minutéms optinis tankis buvo matuojamas
daugiafunkciniu léksteliy skaitytuvu, esant 450 nm bangos ilgiui.

Kalibracin¢ kreivé, pateikta 7 paveiksle, buvo sudaryta naudojant zZinomos CD9 Zzymens
koncentracijos tirpalus: 0.625, 1.25, 2.5, 10 ir 20 ng/ml. Buvo iSvesta linijiné regresija ir gauta

+ 0.0138
Y2222 kur x —
0.0402

CD9 Zymens koncentracija (ng/ml) méginyje, y — méginio Sviesos sugertis, esant 450 nm bangos
ilgiui.

formul¢, kuri buvo naudojama apskaiciuoti CD9 kiekj egzosomy méginyje: x =
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7 pav. CD9 zymens kalibraciné kreivé naudota nustatyti CD9 kiekj egzosomy méginyje ELISA
metodu

2.10. Egzosomy patekimo j glioblastomos Igsteles stebéjimas naudojant fluorescencing
mikroskopija

Egzsomy patekimui ] Igsteles stebéti egzosomos buvo dazomos su fluorescenciniu dazu konjuguotu
su Alexa Fluor 555 (BLOCK-iT Alexa Fluor Red Fluorescent Control). Sis daZzas yra sudarytas i§
trumpo nekoduojancios siRNR (angl. small interfering RNA) fragmento, kuris prisijunges prie
komplementariy RNR fragmenty, fluorescuoja raudona spalva. Parg prie§ eksperimentg, konfokalin¢
lekstuté buvo uzséta su 25 000 lasteliy. Eksperimento dieng, 1 pl dazo ir 3 pl lipofektamino
(RNAIMAX) buvo istirpinti 100 pl Opti-MEM terpéje ir inkubuoti 5 min. 37°C temperattroje,
saugant nuo Sviesos. Lipofektaminas yra transfekcijos reagentas, uZtikrinantis, kad daZzas pateks pro
egzosomy membrang. Po inkubacijos, paruostas daZzas buvo sumaiSomas su egzosomomis ir toliau
inkubuojama apie 1 valandg 37°C temperatiiroje.

Pries paveikiant glioblastomos Igsteles su dazytomis egzosomomis, Iasteléms buvo pakei¢iama terpé
1 HBSS (angl. Hank's Balanced Salt Solution), papildyta 1% glutaminu (GlutaMAX). Egzosomos
buvo uzdétos ant lIgsteliy ir inkubuojama 37°C inkubatoriuje. Egzosomy patekimas buvo stebimas po
2 ir po 24 valandy naudojant fluorescencinj mikroskopa Carl Zeiss Axio Observer Z1 (Vokietija) ir
pasirinkus TXRED filtry rinkinj. Nuotraukos buvo apdorotos naudojant ImageJ programa.

2.11. Doksorubicino hidrochlorido jterpimas j egzosomas elektroporacijos metodu

Doksorubicino hidrochloridas (DOX) | egzosomas buvo bandomas jterpti naudojant elektroporacijg.
1 ng egzosomy buvo sumaisoma su 100 pg/ml DOX ir elektroporacijos buferiu (500 mM sacharozés
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istirpinta 10% glicerolio tirpale [55]). Tuomet, viskas buvo patalpinta j elektroporacijos kiuvete,
turin¢ig 0.1 cm tarpg tarp elektrody ir 80 pl tarj. Elektroporacija buvo atlickama su Bio-Rad
MicroPulser® aparatu, naudojant 600 V jtampos vienkartinj pulsa, tunkantj 0.80 ms. Po
elektroporacijos, méginys buvo surenkamas i$ kiuvetés, patalpinamas | Eppendof mégintuvélj ir
inkubuojamas 30 minudiy 37°C temperatiiroje. Sis zingsnis yra labai svarbus, kadangi
elektroporacijos metu egzosomy lipidinéje membranoje buvo sukuriamos poros, o inkubacija leido
poroms uzsiverti ir membranai atsistatyti.

2.12. ] egzosomas jterpto doksorubicino hidrochlorido koncentracijos nustatymas

Po elektroporacijos, nepatekes DOX buvo pasalintas iSgryninant egzosomy méginj. Pirmiausia,
pradiniam laisvo vaisto pagalinimui buvo naudojami Amicon Ultra-0.5 ml centrifuginiai filtrai. Sie
filtrai turi kolonéle, padengta celiuliozés membrana, kurios pory dydis yra 10 000 Da, todé¢l visos
dalelés esancios meéginyje mazesnés nei pory dydis yra iSplaunamos, o didesnés paliekamos ir
sukoncentruojamos kolonélés dugne. Sie filtrai buvo naudojami pagal gamintojo pateikta protokola.
Po elektroporacijos, 0.5 ml egzosomy méginio buvo patalpinta j kolonéle, kuri buvo jstatyta j
mégintuvelj ir centrifuguota 14 000 xg grei¢iu 30 minuciy (centrifuga Haraeus Megafuge 16R,
Vokietija). Toliau, centrifugacija buvo pakartota 3 kartus ir po kiekvieno centrifugavimo skystis
susirinkgs mégintuvélyje buvo pasalinamas, o | kolonéle jpilama apie 0.5 ml FDB. Gautas
sukoncentruotas egzosomy méginys, toliau buvo valomas naudojant Exosome Spin Columns (MW
3000). Sios kolon¢lés i3 egzosomy méginio gali pasalinti mazos molekulinés masés (< 3000), tokias
kaip dazus, oligonukleotidus bei | egzosomas nepatekusias vaisto molekules. Viskas buvo atlickama
pagal gamintojo nurodyta protokola. Pirmiausia, kolon¢l¢je esancio gelio milteliai buvo drékinami
ipylus 650 pl FDB, sumaiSius vortex maiSykle ir leidus pastoveéti kambario temperatiiroje 15 minuciy.
Tada, kolonélé buvo jstatoma j 2 ml surinkimo meégintuvel; ir centrifuguojama 800 xg greiciu 2
minutes tam, kad paSalinti skystj 1§ kolon¢lés. Po centrifugacijos, kolonél¢ buvo perkelta j 1.5 ml
Eppendorf tipo mégintuvél; ir nedelsiant egzosomy méginys buvo jpiltas ] kolonélés centra,
stengiantis automatings pipetés antgaliu nepaliesti gelio. Tada, siekiant surinkti i§grynintg egzosomy
méginj, kolonélé vél buvo centrifuguojama 800 xg greic¢iu 2 minutes.

Siekiant nustatyti ;] egzosomas patekusio DOX koncentracijg, reikalinga suardyti egzosomas, kad
vaistas 18 jy i$silaisvinty. Tokiam tikslui, 5 pl i§gryninto egzosomy méginio buvo sumaiSyta su 0.5 pl
0.1% tritono tirpalu ir inkubuota 30 minuciy 2-8 °C temperatiiroje, saugant nuo $viesos. Tada,
meéginys buvo atskiestas iki 100 pl su FDB ir méginiai iSpilstyti j juoda, fluorescencijai skirta, 96-
Sulinéliy lekstele. Fluorescencija buvo matuojama su daugiafunkciniu plokSteliy skaitytuvu,
suZadinimui naudojant 485 nm bangos ilgj ir emisijai 595 nm bangos ilgj.

I egzosomas jsiterpusio doksorubicino hidrochlorido koncentracijai nustatyti buvo paruosta
kalibraciné kreivé naudojant zinomos koncentracijos tirpalus: 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,

700, 800, 900 ir 1000 ng/ml (8 pav.). Buvo isvesta linijiné regresija ir gauta formulé buvo naudojama
Y+4.6982,

5.7003 '
kur x — pasikrovusio doksorubicino koncentracija (ng/ml), y — méginio fluorescencija, suzadinimui

naudojant 485 nm, o emisijai 595 nm bangos ilgius.

apskaiciuoti po elektroporacijos pasikrovusj doksorubicino kiekj egzosomy meéginyje: x =

29



7000

| y = 5.7003x - 4.6982
6000 R = 0.9919 ¢
5000 - e
. .'....
4000 - e
oy

3000 i :.........

2000 -

.'.I.‘.

o
1000 A o

o

Santykiniai fluorescencijos vienetai, RFU

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Doksorubicino hidrochlorido koncentracija (ng/ml)

8 pav. Kalibracin¢ kreive, skirta nustatyti doksorubicino hidrochlorido koncentracija egzosomy
meéginyje po elektroporacijos.

DOX pakrovimo efektyvumas buvo apskaiciuotas naudojantis formule: x = ::Dﬂ x 100%; kur x —
jdeta

pakrovimo efektyvumas iSreikstas procentais; mpox — pasikrovusio DOX kiekis; mjdsa — pradinis
DOX kiekis, kuris buvo jdétas pries elektroporacija.

2.13. Zmogaus glioblastomos lasteliy Kkultivavimas ir veikimas mikroglijos egzosomy ir
doksorubicino hidrochlorido preparatais

Zmogaus glioblastomos lasteliy linija (HROG-36) buvo jsigyta i§ CLS, Vokietija. Lastelés buvo
kultivuojamos DMEM/F12 augimo terpéje, papildytoje 10% FBS ir 1% penicilino-streptomicino
tirpalu (10000 1U/mI — 10000 pg/ml). Lastelés buvo auginamos 75 cm? lasteliy auginimo induose ir
pers¢jamos esant 80-90% konfluentiSkumui. Pers¢jimo procedira buvo analogiska, kaip ir
mikroglijos lgsteléms (apraSyta 2.2. skyrelyje), ta¢iau buvo naudojamas 0.05% tripsino-EDTA
tirpalas bei Igsteliy suspensija centrifuguojama 200 xg grei¢iu 5 min. Pasirinktas lasteliy skaicius
buvo uzs€jamas ] lasteliy auginimo indg ir auginama inkubatoriuje 370C temperatiiroje, 5% CO»,
optimalioje drégmeje.

Likus parai iki eksperimento pradzios, HROG-36 lgstelés buvo suskai¢iuojamos, naudojant anks¢iau
aprasSyta metodika (Zr. 2.3.) ir séjamos ] 96-Sulin¢liy 1ékstele, vienam Sulinéliui naudojant 3000
lasteliy ir 200 pl mitybinés terpés. Lékstelé buvo inkubuojama 37°C temperatiiroje, 5% CO2, drégnoje
aplinkoje vieng para, leidZiant lgsteléms prikibti. Kitg dieng, sena mitybin¢ terpé buvo paSalinta ir
pakeista | nauja, kuri buvo papildyta norimais lgsteles veikti preparatais: nattiraliomis mikroglijos
egzosomomis, laisvu DOX ir DOX pakrautomis egzosomomis. Visy egzosomy preparaty bendro
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baltymo koncentracija terpéje buvo 3 ug/ml, o DOX koncentracija terpéje buvo 84 ng/ml.
Kontroliniuose Sulinéliuose Iastelés buvo neveiktos. Lastelés Siais preparatais buvo veikiamos 72
valandas, jas inkubuojant 37°C temperatiiroje, palaikant 5% COz ir optimalig drégme.

2.14. Zmogaus glioblastomos lasteliy, paveikty mikroglijos egzosomy ir doksorubicino
hidrochlorido preparatais, gyvybingumo vertinimas

Glioblastomos lasteliy gyvybingumo vertinimas buvo atliktas taikant du skirtingus metodus —
spektrofotometrijg bei fluorescencing mikroskopija.

Spektrofotometrijos analizé buvo atlikta naudojant PrestoBlue reagentg. Pagrindinis Sio reagento
ingridientas yra oksidacijos-redukcijos indikatorius resazurinas. Jis yra netoksiskas lgsteléms ir gali
buti naudojamas sekti lgsteliy gyvybinguma realiu laiku. Resazurinas oksiduotoje formoje yra
mélynos spalvos, taciau patekes | lasteles, jis yra metabolizuojamas j redukuotg forma, rezorufing,
kuris yra rySkiai ruzavos spalvos. Rezorufino spalvos intensyvumas yra proporcingas gyvybingy
lasteliy skaidiui ir gali biiti nustatomas matuojant jo $viesos sugertj. Siame darbe buvo atlikti
absorbcijos matavimai praéjus 48 ir 72 valandoms po HROG-36 lasteliy paveikimo su egzosomy
preparatais. Buvo paruostas PrestoBlue tirpalas, skiedZiant jj 1:10 su HBSS be fenolio, papildytu 1%
glutaminu. Po 48 valandy, terpé nuo Igsteliy buvo nusiurbta ir iS§saugota, o vietoj jos i Sulinélius jpilta
po 100 pl paruosto PrestoBlue tirpalo. Lastelés buvo inkubuotos 2 valandas 37°C temperataroje, 5%
CO., drégnoje aplinkoje, saugant nuo Sviesos. Spalvos intensyvumas buvo matuojamas ploksteliy
skaitytuvu prie 570 nm bangos ilgio ir i§ gauty Sviesos sugerties reikSmiy buvo atimtos reikSmés
gautos prie 600 nm bangos ilgio. Po to, dazas buvo pasalintas, sena terpé sugrazinta ir Iastelés buvo
auginamos toliau. Atliekant matavimus po 72 valandy inkubacijos, sena terpé buvo visiskai pasalinta.
Gauti rezultatai pateikiami kaip Sviesos sugerties intensyvumo kontroliniuose pavyzdziuose
procentai.

Taip pat, po 72 valandy inkubacijos gyvybingumas papildomai buvo vertinamas fluorescencinés
mikroskopijos biidu. Buvo naudojami du fluorescenciniai dazai, Hoechst 33342 ir propidZio jodidas,
kurie sgveikauja su DNR ir nudazo lgstelés branduolius. Propidzio jodidas patenka j branduolio vidy
ir fluorescuoja raudonai susijunges su chromatinu, kai lagstelé néra gyvybinga ir jos branduolio
membrana yra praradusi vientisumg. Hoechst 33342 néra selektyvus ir gali patekti j visy lasteliy
branduolius, nudaZzydamas juos mélyna spalva. Dazy tirpalas buvo paruosiamas su FDB, kuriame tiek
Hoescht 33342, tiek propidzio jodido galutiné koncentracija buvo 2.5 pg/ml. Lasteliy mitybiné terpé
buvo pilnai pasalinama ir jpilama 100 pl dazy tirpalo. Lastelés buvo inkubuojamos 10-15 minuciy
kambario temperatiiroje ir vaizdinamos fluorescenciniu mikroskopu OLYMPUS 1X2-ILL100
(Japonija), naudojant DAPI filtry rinkinj. Buvo fotografuojami atsitiktinai pasirinkti laukeliai
kiekviename Sulinélyje. Gyvy lasteliy branduoliai buvo nusidaZe mélyna spalva, o Zuvusiy lgsteliy —
raudona spalva. Gyvybingos lastelés buvo apskai¢iuotos kaip procentas nuo bendro Iasteliy skaiciaus
laukelyje. Nuotrauky analizé buvo atlikta su ImageJ programa.

2.15. Statistiné duomeny analizé

Grafikai buvo nubraizyti naudojant MS Excel programa. Kiekvienas eksperimentas buvo atliktas
maziausiai tris kartus ir Siame darbe yra pateikti rezultaty vidurkiai su standartiniu nuokrypiu.
Eksperimentiniy duomeny analizé buvo atlikta naudojant SigmaPlot 14.0 programg. Statistinis
rezultaty patikimumas tarp dviejy grupiy buvo nustatytas taikant Stjudento t-testa, o daugiau nei
dviems grupéms palyginti buvo naudota vienkrypté dispersiné ANOVA analiz¢, taikant Bonferonio
statistinj kriterijy. Rezultatai buvo laikomi statistiskai reikSmingais, kai p < 0.05.
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3. Tyrimuy rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Mikroglijos lasteliy stimuliacija egzosomy Kkiekiui padidinti

Viena i§ pagrindiniy limitacijy tyrimuose su egzosomomis yra jy mazas iSskiriamas kiekis. Egzosomy
biogenez¢ yra glaudziai susijusi su lastelés fiziologine biisena. Mokslinéje literatiiroje minimos
jvairios lasteliy auginimo salygos, faktoriai, kuriais galima stimuliuoti lgsteles, siekiant, kad jos
1Sskirty daugiau egzosomy. Nustatyta, kad Igstelés iSskiria daugiau egzosomy sukeliant joms
oksidacinj stresg, auginant hipoksijoje, naudojant beseruming augimo terpe, veikiant Igsteles agentais,
tokiais kaip adenosino trifosfatas, padidinan¢iais vidulastelinio kalcio koncentracija [56, 57] Sie
veiksniai jvairius lasteliy tipus veikia skirtingai, todel kiekvienai lgstelei reikia atrasti optimalias
egzosomy iSskyrimo salygas.

Siame darbe egzosomy isskyrimui mikroglijos Igstelés buvo auginamos beseruminéje terpéje. Taip
pat, papildomai stimuliacijai buvo stebimas temperatiiros poveikis Igsteliy gebéjimui iSskirti
egzosomas. Kadangi mikroglijos lgstelés priklauso imuniniy Igsteliy tipui, buvo manoma, kad pakélus
lasteliy inkubacijos temperatiirg bus imituojama uzdegimo salyga ir mikroglijos lastelés aktyvuosis
bei i$skirs daugiau egzosomy. Buvo nustatyta, kad B ir T limfocitams sukélus trumpalaikj Siluminj
Soka, padidéjo lasteliy isskiriamy egzosomy kiekis [58, 59]. Mikroglijos lasteléms buvo pasirinkta
sukelti $iluminj stresg ir jas kultivuoti 48 valandas 39°C temperatiiroje.

75 cm? lasteliy auginimo indai buvo uzséti po 800 000 lasteliy. Po paros mitybiné terpé buvo pakeista
] beseruming terpe¢ ir vienodas kiekis flakony buvo inkubuojamas 37°C ir 39°C temperatiirose 48
valandas. Po inkubacijos, lasteliy auginimo terpé buvo nurinkta egzosomy iSskyrimui. Egzosomy
iSskyrimas skirtingomis lgsteliy auginimo salygomis buvo lyginamas pagal bendra egzosomy
baltymo kiekj (mg/ml) nustatytag Bradfordo metodu.. Kaip pateikta 9 paveiksle, mikroglijos lastelés
iSskyré daugiau egzosomy (0.052 mg/ml bendro baltymo koncentracija), augdamos 37°C
temperatiiroje nei 39°C temperatiiroje (0.045 mg/ml bendro baltymo koncentracija). Taciau
statistiSkai reik§mingos koreliacijos tarp Siy dviejy grupiy negauta (p = 0.394, reik§minga laikoma p
<0.05). Zinoma, kad egzosomy kiekis priklauso ir nuo lasteliy skai¢iaus [56]. Nors ir buvo uZs¢jamas
vienodas Iasteliy skaiCius, kai kuriomis salygomis lastelés galéjo augti sparCiau ir lemti matoma
skirtingg i$skiriamy egzosomy kiekj.
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9 pav. I$skiriamy egzosomy bendras baltymo kiekis auginant Igsteles 37°C ir 39°C temperatiirose.
Grafike pateikti trijy skirtingy matavimy vidurkiai su standartiniu nuokrypiu. N = 3.

Buvo pastebéti mikroglijos lasteliy kulttiros morfologiniai pokyciai pradéjus jas kultivuoti
beseruminéje terpéje. Pateiktame 10 paveiksle, A nuotraukoje vaizduojamos lastelés augintos
seruminéje terpéje. Dauguma jy turi gerai matoma branduolj ir daug atsikiSusiy ataugéliy. Galima
teigti, kad Iastelés yra ramybés biisenoje. PrieSingai, B nuotraukoje vaizduojamos mikroglijos
lastelés, augintos beseruminéje terpéje, igija pseudopodine forma, jy lastelés kiinas pailgéja, sumazéja
ataugéliy. Si forma yra siejama su mikroglijos aktyvacija [28].

10 pav. Serumingéje ir beserumingje terp¢je kultivuojamy mikroglijos lasteliy morfologija. A
nuotraukoje matomos mikroglijos Iastelés augintos serumingje terpéje, B — mikroglijos Iastelés
beseruminéje terpéje. Nuotraukos darytos su Sviesiniu mikroskopu, esant 40x padidinimui. N = 3.

3.2. Mikroglijos egzosomuy identifikavimas pagal dydj ir morfologijg

Atlikus mikroglijos egzosomy dydZio analiz¢ su Zetasizer aparatu, nustatyta, kad daleliy dydis yra
60-90 nm ribose (11 pav.). Sios dalelés patenka j mokslinéje literatiiroje nurodytas egzosomy dydzio
ribas (40-160 nm) [10]. Todél galima teigti, kad iSskirtos dalelés yra egzosomos. Kaip matoma 11
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paveiksle pateiktuose rezultatuose, méginyije taip pat buvo mazesniy daleliy 25 — 30 nm ribose. Sios
dalelés nepatenka i literatiroje nurodyta egzosomy dydzio intervalg ir greiiausiai yra paSalinés
dalelés, kurios nebuvo pasalintos filtruojant lasteliy terpg su 220 nm pory dydzio filtru.
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11 pav. Mikroglijos lasteliy i$skiriamy egzosomy dydZzio procentinis pasiskirstymas gautas
naudojant nanodaleliy analizatoriy Zetasizer.

Egzosomy morfologijai patikrinti buvo atlikta transmisiné elektrony mikroskopija. Kaip matoma 12
paveiksle, mikroglijos egzosomos turi joms biidinga struktiirg: yra apvalios, ribojamos lipidinés
membranos [6]. Taip pat, TEM buadu nustatytas egzosomy dydis yra apie 50 nm ir tai patvirtina
dinaminés Sviesos sklaidos metodu nustatyta egzosomy dydi.

12 pav. Mikroglijos egzosomy morfologija nustatyta su TEM. Méginio paruos$img ir vaizdinimag
atliko jaunesnioji mokslo darbuotoja Aisté Masaityté i§ LSMU MA Anatomijos instituto.

3.3. Mikroglijos egzosomy identifikavimas pagal CD9 Zymenj

Siekiant patikrinti, ar i§ mikroglijos Iasteliy iSskirtos dalelés yra egzsomos, buvo atliktas kiekybinis,
imunofermentinis ELISA tyrimas. Egzosomoms identifikuoti yra naudojami transmembraniniai
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baltymai, tetraspaninai, i§ kuriy vienas pagrindiniy yra CD9. Sio Zymens koncentracija egzosomy
meéginyje yra pateikta 13 paveiksle.
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13 pav. CD9 zymens koncentracija (ng/ml) gauta atlikus ELISA, lyginant su bendru egzosomy
baltymo kiekiu (mg/ml). Grafike pateikti trijy skirtingy matavimy vidurkiai su standartiniu
nuokrypiu. N = 3.

3.4. Mikroglijos egzosomuy patekimas j glioblastomos lasteles

Tam, kad galima bty sekti ir vizualizuoti mikroglijos egzosomy patekima j glioblastomos Igsteles,
jos buvo pazymétos su RNR susiriSanéiu dazu, konjuguotu su AlexaFluor 555 fluoroforu, kuris
suzadintas 555 nm bangos ilgio lazeriu, i§spinduliuoja raudonos spalvos Sviesa 580 nm bangos ilgiu.
Tai galima stebéti naudojant fluorescencinj mikroskopa, TXRED filtru rinkiniu. Lastelés buvo
fotografuojamos naudojant Sviesinj mikroskopa.

Egzosomy patekimas buvo stebimas praéjus 2 ir 24 valandoms po egzosomy meéginio uzdéjimo ant
lasteliy. Kaip pavaizduota 14 paveiksle, jau po 2 valandy lasteliy inkubacijos su egzosomomis, jos
gali biiti matomos migruojancios ] Igstelés vidy, taciau dar susitelkusios palei lgstelés membrang. Po
24 valandy, egzosomos vis dar matomos lgstelés viduje ir yra susitelkusios Salia Igstelés branduolio.
Verta atkreipti démes;j ] paciy lasteliy morfologija. Po 2 valandy lgstelés atrodo sveikos, matoma daug
ataugeéliy, lastelés branduolys apvalus ir didelis. Praé¢jus 24 valandoms, Igstelé atrodo susitraukusi,
matoma mazai ataugéliy, primenanti apoptoting Iastele. Galima teigti, kad mikroglijos egzosomos
neigiamai paveikia glioblastomos Igsteliy gyvybinguma.
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Sviesaus lauko vaizdas Fluorescencija Sulietas vaizdas

Po 2 val.

Po 24 val.

14 pav. Mikroglijos egzosomy patekimas i glioblastomos lasteles. Nuotraukos esancios kair¢je
puséje yra lgsteliy $viesinés nuotraukos; viduryje — atitinkamai tame pac¢iame mikroskopiniame
lauke darytos fluorescencinés egzosomy nuotraukos, o deSinéje puséje pateikiamas sulietas vaizdas,
kuriame matoma lastelés morfologija ir raudonai $vytincios egzosomos. N=3. Mastelis yra 20 pm.

3.5. Doksorubicino hidrochlorido pakrovimo j mikroglijos egzosomas elektroporacijos biidu
efektyvumo nustatymas

Elektroporacijos metodas buvo pasirinktas DOX pakrovimui, kadangi yra vienas i§ paprastesniy
vaisty pakrovimo j egzosomas biidy. Sio proceso metu, méginys buvo patalpinamas j specialia
kiuvete, kurioje buvo jtaisyti elektrodai ir tarpas tarp jy buvo 0.1 cm. Tuomet, trumpam buvo sukurtas
pasirinkto stiprumo elektrinis laukas. Tokiu biidy egzosomy lipidiné¢je membranoje suformuotos
laikinos poros, pro kurias DOX galéjo patekti j egzosomy vidy. Egzsomy membranos atstatymui ]
pradinj bivi, jos buvo inkubuojamos 30 minu¢iy 37°C temperatiiroje. Siame eksperimente buvo
naudojamas vienkartinis 600 V pulsas, trunkantis 0.8 ms ir sukurtas elektrinio lauko stipris buvo 6
kV/cm.

Tokios elektroporacijos salygos buvo pasirinktos atsizvelgiant ] moksling literattira. Joje nurodyta,
jog egzosomy elektroporacijai dazniausiai yra naudojami elektros jtampos dydziai, nuo 150 V iki 700
V [15]. Taip pat, buvo remtasi straipsniu, kuriame buvo naudojamas tokio pacio modelio
elektroporatorius (MicroPulser, Bio-Rad). Straipsnio autoriai sieké jterpti aukso nanodaleles j
bakterijy iSskirtas egzosomas [55]. Naudotas elektroporatorius yra pritaikytas veikti tada, kai
elektroporuojamo méginio varza yra ne mazesné negu 600 omy. Tokiu biidu yra apsaugoma nuo
elektros i§lydZio. Tuo tikslu, buvo paruostas straipsnyje naudotas elektroporacijos buferis, kurio varza
buvo tinkama efektyviai atlikti egzosomy elektroporacija.
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Po elektroporacijos, j egzosomas nepatekgs DOX isvalytas dviem skirtingais filtrais. Pirmiausia,
daugiausia | egzosomas nepatekusio DOX buvo pasalinta naudojant Amicon ultracentrifuginius
filtrus. Taciau $ie filtrai sukoncentruoja daleles didesnes nei 10 000 Da, todél laisvo doksorubicino
likuciy liko méginyje. Pilnam nejsiterpusio DOX isvalymui buvo panaudoti Exosome spin columns,
kuriy veikimas pagristas gelio chromatografijos principu. Juose esantis gelis sulaiko mazesnes
daleles, o didesnés gali iSbégti i§ kolonélés. PanaSy laisvo doksorubicino pasalinimo metoda
panaudojo Goh su grupe. Straipsnio autoriai bandé pakrauti doksorubicing j mieloidinés leukemijos
lasteliy nanopiisleles naudojant kitus aktyvaus vaisto jterpimo biidus ir nejsiterpusio vaisto likucius
Salino su ultracentrifuginiais baltymy koncentratoriais [61]. Po egzosomy méginiy i$§gryninimo, j
egzosomas patekusio DOX koncentracija buvo nustatyta pagal doksorubicino fluorescencija.
Naudojant $ias elektroporacijos salygas j egzosomas buvo pakrauta 342 ng/ml DOX ir pakrovimo
efektyvumas buvo 0.34% (2 lentelé).

2 lentelé. DOX pakrovimo j egzosomas efektyvumas. Pateikiami naudoty egzosomy bei pradinis
DOX kiekis. Iterpo j egzsosomas DOX kiekio ir pakrovimo efektyvumo vidurkiai pateikti su
standartiniu nuokrypiu (SN). Rezultatai gauti pakartojus elektroporacijos procesa du atskirus kartus.

Egzosomy KkieKkis, DOX kiekis Iterpto DOX kiekis Pakrovimo
naudotas naudotas £ SN (u1Q) efektyvumas + SN
elektroporacijai pakrovimui (ug) (%)
(M)
12 100 0.342 +£0.08 0.34 £0.08

Gomari su grupe, naudodami panasias elektroporacijos salygas, | mezincheminiy stromos lgsteliy
egzosomas pakrové didesnj DOX kiekj, kuris sieké iki 13 pg [45]. Taciau straipsnyje nurodytas
elektroporacijai naudoty egzosomy kiekis buvo didesnis (100 pg bendro egzosomy baltymo) negu
Siame eksperimente. Taip pat, egzosomos buvo iSgautos i$ kitokio 1gsteliy tipo, kas taip pat gali lemti
skirtingus rezultatus. Vaisto jterpimo ] egzosomas efektyvumas bei kiekis galbiit galéty padidéti
1Sbandzius kitokias elektroporacijos salygas. Siekiant pagerinti vaisto jterpima, galima keisti jtampa,
pulsy skaiciy bei trukme, kiuvetés dydj, tarpa tarp elektrody, egzosomy ir vaisto koncentracijas. Nuo
elektroporacijos salygy priklauso ir lipidin¢je membranoje susidariusiy pory dydis. Kontroliuojant
Siuos parametrus galima padidinti pory dydj, taciau reikty atsizvelgti j tai, kad elektroporacijos metu
egzosomy membrana yra deformuojama ir didesnés poros gali sukelti egzosomy plysima [55].

3.6. Mikroglijos egzosomuy su jterptu doksorubicino hidrochloridu poveikis Zmogaus
glioblastomos lasteliu gyvybingumui

Siekiant jvertinti DOX uZpildyty egzosomy efektyvuma sunaikinant glioblastomos lgsteles buvo
atlikti gyvybingumo tyrimai. HROG-36 lastelés buvo veikiamos mikroglijos egzosomomis su jterptu
DOX, natiiraliomis mikroglijos egzosomomis bei laisvu DOX ir lgsteliy gyvybingumas buvo
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matuojamas po 48 ir 72 valandy inkubacijos. Abu egzosomy preparatai buvo tos pacios egzosomy
baltymo koncentracijos (3 pg/ml), taip pat laisvo DOX koncentracija nesiskyré nuo jkapsuliuoto
egzosomose ir abiem atvejais buvo 84 ng/ml.

Spektrofotometriné analizé naudojant PrestoBlue reagenta parodé¢, kad DOX pradeda veikti po 48
valandy ir didziausias poveikis Igsteliy gyvybingumui matomas praéjus 72 valandoms (16 pav.). Tai
atitinka mokslingje literatiroje aprasytus tyrimus, kuriuose naudojant mazesnes DOX koncentracijas
(<200 ng/ml) citotoksinis poveikis glioblastomos Igsteléms buvo pastebimas Siek tiek véliau negu
naudojant didesnes DOX koncentracijas (2000 ng/ml). Taciau abiem atvejais lasteliy Zziitis jvyko
praéjus 3-4 paroms po lasteliy paveikimo su DOX [40].

Kaip matoma grafike (15 pav.), paveikus glioblastomos lgsteles 72 valandas su laisvu DOX,
gyvybingy lasteliy sumazejo iki 87% + 7%. Po tokios pacios trukmes poveikio su egzosomose esanciu
DOX, gyvybingy lasteliy buvo 73% =+ 2%, o paveikus su natiiraliomis mikroglijos egzosomomis
gyvybingy lasteliy buvo 81% =+ 4%. Palyginus su kontrole, statistiSkai reikSminga poveikj sukele
laisvas doksorubicinas ir j egzosomas jkapsuliuotas doksorubicinas. Nors grafike matoma, jog
natiiraliy egzosomy poveikis lgsteliy gyvybingumui ganétinai skiriasi nuo kontrolés, Sis skirtumas
néra statistiSkai patikimas. Matoma nemaza variacija tarp rezultaty, kuri gali kliudyti statistikos
analizei. Larsson su grupe taip pat apraso rezultaty nenuoseklumg atlickant véziniy lasteliy
gyvybingumo analiz¢ su resazurinu [60]. Pastebima rezultaty variacija gali atsirasti dél skirtumy
uzséjamy lasteliy kiekyje. Nors buvo siekiama visus Sulinélius uzséti vienodu lasteliy skai¢iumi,
atsitiktinai vienam Sulinéliui gali tekti daugiau lasteliy. Taip pat, variacija gali atsirasti jeigu lastelés
yra prastai pasiskirsc¢iusios Sulinélio plote ir tai gali turéti jtakg jy augimo greiciui.

Glioblastomos lasteliy gyvybingumo sumaZzéjimas po poveikio su nattiraliomis egzosomomis buvo
statistiSkai reikSmingas lyginant su laisvo DOX sukeltu poveikiu. Taip pat, egzosomos su
ikapsuliuotu DOX statistiSkai reikSmingai sumazino glioblastomos gyvybinguma lyginant su
natiraliomis egzosomomis (15 pav.).

HROG-36 lasteliy gyvybingumas praéjus 72 valandoms po poveikio su egzosomy bei DOX
preparatais buvo papildomai vertinamas fluorescencinés mikroskopijos biidu. Lasteliy gyvybingumo
analizei buvo pasirinkta naudoti du skirtingus testus, kadangi kiekvieno i§ jy veikimo principai
skiriasi. PrestoBlue metodu gaunama informacija apie visg Sulinélyje esancig lgsteliy populiacija,
taciau Sis metodas matuoja lgsteliy metabolin] aktyvumag lasteléms redukuojant resazuring i
rezorufina. Siam procesui jtaka gali daryti tiek lasteliy gyvybingumas, tiek proliferacija, bei tiriamyjy
preparaty poveikis 1gsteliy metabolizmui. PrieSingai nei PrestoBlue metodas, dvigubas branduoliy
zyméjimas fluorescenciniais dazais (Hoechst 33342 ir propidzio jodidu) tiksliai nustato zuvusias
lasteles. Taciau ir Sitas analizés bidas turi minusy. Siuo biidu jvertinamos ne visos lastelés, esan&ios
Sulinélyje, o tik atsitiktinai pasirinkto mikroskopo vaizdai, todél vertinamy lasteliy imtis yra mazesné
nei vertinant PrestoBlue metodu. Todél naudojant abu metodus gaunama papildoma informacija,
padedanti tiksliau jvertinti mikroglijos egzosomy bei DOX preparaty poveiki glioblastomos lgsteliy
gyvybingumui.
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15 pav. HROG-36 Igsteliy gyvybingumas nustatytas spektrofotometriniu PrestoBlue metodu.
Lastelés buvo inkubuojamos 48 ir 72 valandas su nattiraliomis mikroglijos egzsoomomis (EXO),
doksorubicinu (DOX) ir egzosomomis, uzpildytomis DOX (EXO-DOX). Rezultatai vaizduojami

kaip procentinio gyvybingumo nuo kontrolés vidurkiai su standartiniais nuokrypiais. N = 3. * Zymi
statistinj patikimuma lyginant su kontrole, kai p < 0.05; ** kai p < 0.01; ## zZymi statistinj
patikimuma lyginant EXO su EXO-DOX, kai p < 0.01; + zymi statistinj patikimumga lyginant EXO
su DOX, kai p < 0.05 (taikant Bonferonio statistinj kriterijy).

Po 72 valandy inkubacijos su egzosomy bei DOX preparatais, lasteliy branduoliai buvo nudazyti
fluorescenciniais daZais Hoechst 33342 ir propidZio jodidu ir vaizdinami fluorescenciniu
mikroskopu. Rezultatai yra pateikti 16, 17 ir 18 paveiksluose.

Pateiktose reprezentacinése HROG-36 lasteliy branduoliy fluorescencijos nuotraukose matoma, kad
po 72 valandy bendras lasteliy skai¢ius sumazéjo po poveikio su nattiraliomis egzosomomis (16 pav.
B), laisvu DOX (16 pav. C) bei doksorubicinu pakrautomis egzosomomis (16 pav. D) lyginant su
kontrole (16 pav. A), kurioje lagstelés nebuvo paveiktos. Taip pat, raudonai fluorescuojantys
branduoliai, kurie Zymi negyvas lasteles, yra matomi visose nuotraukose, i§skyrus kontrole. Galima
teigti, kad visi preparatai neigiamai veikia glioblastomos Igsteles ir geba sukelti 1gsteliy zatj.
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16 pav. Mikroglijos egzosomy bei DOX preparaty poveikis HROG-36 lasteliy gyvybingumui po 72
valandy inkubacijos. A — kontrolé; B — natiiralios mikroglijos egzosomos; C — laisvas DOX; D —
mikroglijos egzosomos su jterptu DOX. Nuotraukose mélynai nudazyti visy lasteliy branduoliai, o
raudonai tik zuvusiy Igsteliy branduoliai. N = 3.

Fluorescencinése nuotraukose pastebétas Igsteliy sumazejimas po poveikio su egzosomy bei DOX
preparatais, buvo iSanalizuotas detaliau. 17 paveiksle, A grafike, matomas statistiSkai reikSmingas
bendro lgsteliy skaiCiaus, matomo mikroskopiniame laukelyje, sumazg¢jimas po poveikio su
egzosomy ir DOX preparatais, lyginant su kontrole. Palyginus bendra lasteliy skaic¢iy mikroskopo
laukeliuose, kuriuose Iastelés buvo paveiktos su egzosomomis, viduje turin¢iomis doksorubicina, jis
buvo reikSmingai mazesnis uZ natiiraliomis mikroglijos egzosomomis paveikty lasteliy bendra
skaiciy.
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17 pav. HROG-36 Iasteliy skai¢iaus sumaz¢jimas matomas mikroskopo laukelyje atliekant
gyvybingumo analiz¢ fluorescenciniu mikroskopu. Pateikti rezultatai yra po 72 valandy trukusio
poveikio su natiiraliomis mikroglijos egzosomomis (EXO), doksorubicinu (DOX) ir egzosomomis,
uzpildytomis DOX (EXO-DOX). Kontroliniame méginyje lastelés buvo nepaveiktos. A — skirtumai
tarp bendro lgsteliy skai¢iaus mikroskopo laukelyje; B — skirtumai tarp nekrozés btudu zuvusiy
lgsteliy skai¢ius mikroskopo laukelyje. Grafikuose pateikti rezultaty vidurkiai su standartiniais
nuokrypiais. N = 3. ** zymi statistin] patikimuma lyginant su kontrole, kai p < 0.01; *** kai p <
0.001; # zymi statistinj patikimuma lyginant EXO-DOX su EXO, kai p < 0.05; ## kai p < 0.01; +++
Zymi statistinj patikimuma lyginant EXO-DOX su DOX, kai p < 0.001. Statistiné analizé buvo
atlikta taikant Bonferonio statistinj kriterijy. N = 3.

Patekes | lasteles doksorubicinas jungiasi prie DNR, sukeldamas joje nepataisomas pazaidas. Taip
pat, doksorubicino metabolizmo metu, lgsteléje susidaro reaktyviis deguonies junginiai, kurie
pazeidZzia jvairias organéles, baltymus ir sukelia oksidacin;j stresg [36]. Toks doksorubicino poveikis
gali sukelti lgstelés Ziit] tiek apoptozes, tiek nekrozés biidu. Lasteliy Ziit] nekrozés budu galima aptikti
fluorescencijos btidu, kadangi prieSingai negu apoptotinés lgstelés, nekroziniy Igsteliy membrana
biina pazeista ir pralaidi propidZio jodido dazui. Tuo tikslu buvo jvertintas nekroziniy lasteliy skaic¢ius
mikroskopo laukeliuose (17 pav. B). Nekrozés budu zuvusiy lasteliy skaiCius yra reik§mingai
didesnis, kai HROG-36 lastelés buvo paveiktos su egzosomy ir DOX preparatais lyginant su
neveiktomis lgstelémis. Taip pat, nustatyta, kad egzosomos, uZpildytos DOX, sukélé nekroze
didesniam skai¢iui glioblastomos Igsteliy lyginant su laisvo DOX ir natiraliy egzosomomy
poveikiais.

Bendras paveikty Igsteliy skaifiaus sumazéjimas (17 pav. A) ir reprezentacinése fluorescencijos
nuotraukose, kuriose glioblastoma buvo veikiama egzsomy ir DOX preparatais, dalies branduoliy
sumazéjimas yra pagrindas jtarti, kad chromatinas juose yra kondesuotas ir Igstelése vyko apoptozes
procesas. Siam programuotam lasteliy mirties bidui badinga chromatino kondensacija ir
fragmentacija. Apoptozés metu lgstelés pradeda progresyviai nykti ir suskyla j membrana apgaubtus
apoptotinius kinelius, kuriuos tiksliai aptikti Siame darbe taikytu fluorescenciniu metodu yra
sudétinga, nes propidZzio jodidas nepatenka pro apoptotiniy kiineliy membrana.
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Atlikus tolesne fluorescenciniy nuotrauky analiz¢ buvo apsakaiiuotas procentinis paveikty
glioblastomos lasteliy gyvybingumas (18 pav.). Nustatyta, kad kontroliniuose Sulin¢liuose, kuriuose
glioblastomos lgstelés nebuvo paveiktos, gyvybingi branduoliai sudaré 98% = 0.9% visy branduoliy;
laisvu DOX paveikty glioblastomos lgsteliy gyvybingy branduoliy buvo 90% =+ 2.1% visy branduoliy;
natiiraliomis egzosomomis paveikty glioblastomos Igsteliy gyvybingi branduoliai sudaré 91% + 1.4%
visy branduoliy; egzosomomis su jterptu DOX paveikty lgsteliy gyvybingy branduoliy buvo 81% =+
4% visy branduoliy.
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18 pav. HROG-36 lasteliy gyvybingumas po 72 valandy inkubacijos su laisvu doksorubicinu
(DOX), natiiraliomis mikroglijos egzosomomis (EXO) ir egzosomomis, uzpildytomis DOX (EXO-
DOX), vertintas fluorescenciniu mikroskopu. Kontroliniame méginyje lastelés buvo nepaveiktos.
Grafike rezultatai pateikti kaip procentinis gyvybingy lasteliy skai¢ius nuo bendro lasteliy skai¢iaus
laukelyje. Pateikti rezultaty vidurkiai su standartiniu nuokrypiu. * Zymi statistinj patikimuma
lyginant su kontrole, kai p < 0.05; *** kai p < 0.001; ### zymi statistinj patikimuma lyginant EXO
su EXO-DOX, kai p < 0.001; + zymi statistinj patikimumga lyginant DOX su EXO-DOX, kai p <
0.05. Statisting analizé buvo atlikta taikant Bonferonio statistinj kriterijy. N = 3.

Statistinés analizés rezultatai atskleid¢ statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp skirtingy preparaty
grupiy (18 pav.). HROG-36 Igsteliy, paveikty su DOX, natiiraliomis egzosomomis ir egzosomomis
su jterpu doksorubicinu, gyvybingumas statistiskai reik§mingai sumazéjo lyginant su kontrole. Sis
rezultatas atitinka 18 paveiksle pateiktus rezultatus bei PrestoBlue metodu gautus rezultatus. Toliau,
atlikus palyginimus tarp grupiy, pastebétas reikSmingas lgsteliy gyvybingumo sumazéjimas po
poveikio su egzosomomis, uzpildytomis doksorubicinu, lyginant su DOX bei natiiraliomis
egzosomomis veiktomis lgstelémis.
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Lyginant glioblastomos gyvybingumo rezultatus, gautus PrestoBlue ir fluorescencinés mikroskopijos
metodais, nustatytas statistiSkai reikSmingas citotoksinis egzosomy, uzpildyty doksorubicinu,
poveikis lyginant tiek su kontrolémis, tiek su nattiraliomis egzosomomis bei laisvu DOX. Galima
teigti, kad doksorubicino hidrochloridas jterptas i mikroglijos egzosomas yra efektyvesnis negu
esantis laisvoje vaisto formoje. Atlikti tyrimai, kuriy metu vézinés lastelés buvo veikiamos
chemoterapiniais vaistais patalpintais | egzosomas, taip pat nurodé padidintg vaisto veiksminguma
bei sukeliamg greitesnj citotoksinj poveikj negu veikiant Igsteles laisvu vaistu [61-63]. Laisvas DOX
yra hidrofilinis, todél Sioje formoje vaistui gali buti sunkiau patekti j Igstelés vidy pro plazming
membrang. Taip pat, dél hidrofiliSkumo ir didelés molekulinés masés, laisvas DOX yra sulaikomas
KSB, todél negali patekti j smegenis ir tiksling veikimo vietg [38]. Priesingai, DOX esantis egzosomy
viduje, yra apgaubtas puslelés plazmine membrana. Egzosomos gali patekti i lastele susijungus su jos
plazmine membrana arba specializuotos endocitozés biidu. Tokioje formoje, DOX galéty pereiti KSB
ir pasiekti lastelés-taikinio branduolj, pagrinding veikimo vieta, ir sukelti neigiamg poveikj
glioblastomos lasteliy gyvybingumui. LSMU Farmaciniy technologijy institute, dr. A Jekabsone
grupéje, atlikti tyrimai parodé, kad egzosomos pereina KSB ir patenka j smegenis. Egzosomos,
pazymétos fluorescenciniais dazais, buvo intranasaliai jvestos peléms. Po 3 valandy buvo paimti
smegeny audinio pavyzdZziai histologinei analizei, kurios metu smegeny audinyje buvo aptiktos
egzosomos (nepublikuoti duomenys).

Gyvybingumo tyrimai atskleid¢, kad natiiralios mikroglijos egzosomos geba sumazinti glioblastomos
gyvybingumg ir sukelti jy Zzitj nekrozés biidu. Fluorescenciné mikroskopija atskleide, kad
natiiraliomis egzosomomis veikty HROG-36 lasteliy gyvybingumo sumazéjimas buvo statistiSkai
reikSmingas palyginus su kontrole, taciau PrestoBlue metodas statistiSkai patikimo skirtumo
neparodé. Vis dél to, literatiiroje yra apraSomas nattraliy imuniniy lasteliy egzosomy gebéjimas
sunaikinti vézines Igsteles ir panaudoti natiiralias egzosomas prieSvézinei terapijai, kaip alternatyva
modifikuotoms egzosomoms. Munich su grupe pademonstravo, kad natiiralios dendritiniy lasteliy
isskiriamos egzosomos gali tiesiogiai nuzudyti melanomos, plaudiy bei kity tipy véZines lasteles. Siy
egzosomy citotoksinis poveikis stipréjo didinant egzosomy koncentracija bei poveikio laikg [64]. Kita
mokslininky grupé gavo panasius rezultatus su egzosomomis iSgautomis i$ nattiraliyjy kileriy lasteliy.
Jos sukélé citotoksinj poveikj melanomos lasteléms tiek in vitro, tiek in vivo tyrimuose [65]. Sios
imuninés lastelés, kaip ir mikroglija, gamina ir iSskiria daug imunoreguliaciniy molekuliy,
citotoksiniy fermenty, bei turi transmembraninius receptorius, MHC klasés molekules. Sios
biomolekulés buvo rastos ir imuniniy lgsteliy iSskiriamose egzosomose, todél Sios pislelés gali
selektyviai sgveikauti su pavirS§inémis molekulémis, esanciomis lgsteliy-taikiniy membranoje, ir
sukelti neigiama poveikj véziniy lasteliy gyvybingumui. Pagal atliktus proteomikos tyrimus su peliy
mikroglijos lasteliy iSskirtomis egzosomomis, nustatyta, kad jos turi nemazai bendry baltymuy,
randamy dendritiniy ir B lasteliy egzosomose [6]. Siame darbe buvo pirma kartg i$skirtos egzosomos
1§ zmogaus mkroglijos lgsteliy ir pademonstruotas citotoksinis poveikis zmogaus glioblastomos
lasteléms. Sis atradimas suteikia pagrinda atlikti tolimesnius tyrimus siekiant i$siaiskinti Zmogaus
mikroglijos egzosomy poveik] glioblastomos Igsteléms ir galimybe Sias egzosomas panaudoti kaip
alternatyvig terapija glioblastomos gydymui.
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3.7. Rezultaty apibendrinimas ir tolesni tyrimai

Sio darbo metu i§ Zmogaus mikroglijos lasteliy i§skirtos egzosomos buvo identifikuotos pagal dydi,
morfologija, bendro baltymo kiekj ir specifinius Zymenis. Sie tyrimai yra daZniausiai taikomi
egzosomy charakterizavimui biologiniuose méginiuose [66]. Mikroglijos egzosomy dydis buvo 60 —
90 nm ribose ir jos turéjo apvalig, plazminés membranos ribojama, forma. Tai atitinka mokslinéje
literatiiroje aprasomas egzosomy fizines charakteristikas [3]. Taip pat, mikroglijos egzosomos turéjo
pavir§inj egzsomy Zymenj, tetraspaning CD9, kuris yra placiai naudojamas egzosomy
identifikavimui.

Pagrindiné limitacija atliekant mokslinius tyrimus su lgsteliy egzosomomis, kuri yra minima
literatiiroje, yra mazas iSskiriamy egzosomy kiekis. Su §ia problema buvo susidurta ir §iame darbe.
Literattiroje nurodoma, kad sutrikdant 1gsteliy homeostaze, jos gali i$skirti daugiau egzosomy [56].
Buvo siekiama mikroglijos lgsteléms sukelti stresg pakeliant kultivavimo temperatiirg iki 39°C
laipsniy. Didesnis egzosomy kiekis buvo i$skirtas Igsteliy, kurios buvo augintos 37°C temperatiiroje
negu 39°C, taCiau pastebétas skirtumas nebuvo statistiSkai patikimas. Todél dar reikty atlikti
papildomus tyrimus ir patvirtinti §j reikinj bei iSbandyti kitokius mikroglijos lasteliy stimuliavimo
budus.

Toliau, buvo tiriamas mikroglijos egzosomy patekimas j glioblastomos lasteles. Buvo nustatyta, kad
egzosomos | lasteles patenka greitai. Po 2 valandy jos gal¢jo biiti aptinkamos lastelés viduje, kurioje
issilaiko ne maziau nei 24 valandas. Sis rezultatas patvirtina, kad mikroglijos egzosomos saveikauja
su glioblastomos lastelémis ir gali biiti naudojamos gyvybingumo tyrimams. Bty verta atlikti
papildomus egzosomy patekimo ] Igsteles tyrimus, padésiancius nustatyti mikroglijos egzosomy
sgveikos su glioblastomos lgstelémis tipa, bei patekimo ] jas biida.

Siekiant paruoSti mikroglijos egzosomas su jterptu doksorubicino hidrochloridu, buvo atlikta
elektroporacija. Sis metodas yra vienas i§ pagrindiniy taikomy modifikuoti egzosomoms terapiniams
tikslams [67]. Elektroporacijos sglygos buvo pasirinktos pagal mokslinéje literatliroje apraSytus
dazniausiai taikomus parametrus egzosomy elektroporacijai [15]. Elektroporacijos btidu j mikroglijos
egzosomas buvo jterpta 342 ng/ml doksorubicino hidrochlorido, 0 vaisto jterpimo efektyvumas buvo
0.34%. Modifikuojant elektroporacijos parametrus tikriausiai galima pasiekti didesn¢ jterpto vaisto
koncentracija, taciau tinkamy salygy atrinkima ribojo mazas iSskiriamy egzosomy kiekis. Atliekant
tolimesnius tyrimus biity tikslinga atlikti egzosomy identifikavima po jy elektroporacijos, patikrinti
ar nepakito egzosomy dydis, morfologija.

Sio baigiamojo projekto tikslas buvo jvertinti mikroglijos egzosomy, kaip vaisty transporto sistemos,
efektyvumg sunaikinant glioblastomos lasteles. Todél buvo atlikti glioblastomos gyvybingumo
tyrimai, veikiant lgsteles nattraliomis mikroglijos egzosomomis, laisvu bei jterptu ] egzosomas
doksorubicino hidrochloridu. Tyrimy rezultatai atskleidé, kad j egzosomas jterptas DOX per 72
valandas sukelé reikSmingg citotoksinj poveikj glioblastomos lgsteléms, lyginant tiek su kontrolémis,
tiek su nattiraliomis egzosomomis bei laisvu DOX. Taigi, galima teigti, kad mikroglijos egzosomos
gali biiti naudojamos pristatyti DOX | vézines lasteles. Taip pat, buvo pastebéta, kad nattralios
mikroglijos egzosomos irgi sumazino glioblastomos lasteliy gyvybinguma, lyginant su kontrole.
Pagal gautus rezultatus, mikroglijos egzosomos galéty buti naudojamos glioblastomos gydymui
natiiralioje formoje arba formuluojant jas su chemoterapiniais vaistais, tokiais kaip DOX. Bty
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tikslinga atlikti tolesnius tyrimus, kurie padéty detaliau iSsiaiskinti kokio tipo lgstelés zatj (nekroze
ar apoptoze) sukelia nattiralios mikroglijos egzosomos glioblastomos Igstelése, bei koks yra detalus
Sio proceso iniciacijos mechanizmas.

Sio projekto metu gauti rezultatai sukuria pagrinda atlikti tolesnius tyrimus su zmogaus mikroglijos
lasteliy egzosomomis, kurie padéty geriau suprasti jy sukeliamg poveiki glioblastomos lgsteléms ir
padéty atrasti naujg gydymo biida.
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ISvados

1. I8skirty mikroglijos egzsomy preparatas pasiZzyméjo egzosomoms budingomis savybémis. Jame
esanciy daleliy dydis buvo 60 - 90 nm intervale, jos turéjo joms biidingg morfologijg ir egzosomoms
budingg Zymenj CD9.

2. Mikroglijos egzosomos ] glioblastomos lgsteles patenka po 2 valandy ir iSlieka Igstelés viduje ne
maziau 24 valandy.

3. Nataralios mikroglijos egzosomos per 72 valandas sukelia reik§mingg glioblastomos Igsteliy
gyvybingumo sumazéjimg palyginus su nepaveiktomis Igstelémis.

4. Chemoterapinis vaistas doksorubicino hidrochloridas gali biti jterpiamas j mikroglijos egzosomas
elektroporacijos budu. | egzosomas patekusio vaisto koncentracija buvo 0.342 + 0.08 pg, o
pakrovimo efektyvumas buvo 0.34 + 0.08

5. Doksorubicino hidrochloridu uzpildytos mikroglijos egzosomos per 72 valandas reikSmingai
sumazina glioblastomos lasteliy gyvybinguma ir yra efektyvesnés uz nattralias mikroglijos
egzosomas bei laisvg doksorubicino hidrochlorida.
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