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Santrauka

Zmogaus Zarnynas yra dinaminis barjeras, turintis svarby vaidmenj jsisavinant pagrindines maistines
medziagas, vandenj, elektrolitus ir vitaminus. Padidéjes Zarnyno barjero pralaidumas, funkcijy
sutrikimas yra susijes su jvairiomis autoimuninémis, uZdegiminémis ir atopinémis ligomis.
Elektrolity absorbcijos sutrikimai gali biti svarbiy ligy pagrindas, o in vitro modeliai, pagaminti i§
zmogaus Zarnyno lasteliy, gali padéti geriau suprasti mechanizmus, susijusius su elektrolity
absorbcijos procesais.

Sio darbo tikslas — panaudojant Zmogaus Zarnyno epitelio lasteliy linija, sukurti Zarnyno barjering
funkcija atkartojantj in vitro modelj ir pritaikyti jj elektrolity rezorbcijos tyrimams. Siam tikslui
pasiekti iSsikelti uzdaviniai: 1) parinkti tinkamas sglygas in vitro barjero formavimui i§ Zarny epitelio
lasteliy ant membraniniy lasteliy kultury jdékly; 2) jvertinti parinktomis sglygomis formuojamo
barjero savybes pagal plySiniy jungCiy skaiCiy atspindint] transepitelinés varzos dydj; 3) iStirti
elektrolity jtaka HCEC-1CT metaboliniam aktyvumui; 4) nustatyti Igsteliy sglygojamus elektrolity
tirpaly koncentracijos kitimus laiko bégyje; 5) jvertinti elektrolity rezorbcijg per zarny epitelj
1Smatuojant jvedamy ir per barjerg peréjusiy elektrolity koncentracijas.

Pirmiausia, tyrimo metu, buvo nustatytos elektrolity koncentracijos tirpaluose ir jvertinta elektrolity
jtaka HCEC-ICT lasteliy metaboliniam aktyvumui. Sukurtas naujas Zmogaus zarnyno barjero
modelis in vitro pritaikytas tiriant elektrolity reazorbcija per Zarnyno epiteli. Zmogaus storojo
zarnyno epitelio lgstelés (HCEC-1CT) buvo auginamos ant pralaidziy membraniniy kultiiriniy jdékly,
kurie padéjo sukurti Zarnyno barjero sistema susidarancia 1§ dviejy skyriy — virSutinio ir apatinio, taip
imituojant Zarnyno spindj ir kraujotakos sistemg. Suformavus Zarnyno model;, buvo vertinama
transepiteliné elektriné¢ varza, kuri parodo suformavusias glaudzigsias ir plySines jungtis, kurios
uZztikrina barjero vientisuma.

Pritaikius sukurta zarnyno model;j in vitro elektrolity reazorbcijos tyrimams nustatyta, kad tirpaluose
esantys K*, Ca?", Mg?*, Na" jonai yra transportuojami i§ zarnyno spindzio j kraujotaka pagal
koncentracijos gradientg, tafiau esant didesnéms elektrolity koncentracijoms susidarius
elektrocheminiui potencialui jvyksta jony reazorbcija pries koncentracijos gradients.
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Summary

The human gut is a dynamic barrier that plays an important role in the absorption of essential
nutrients, water, electrolytes and vitamins. Increased intestinal barrier permeability dysfunction is
associated with various autoimmune, inflammatory and atopic diseases. Disorders of electrolyte
absorption may be at the root of important diseases, and in vitro models made from human intestinal
cells may contribute to a better understanding of the mechanisms involved in electrolyte absorption
processes.

The aim of this work was to develop an in vitro model that replicates the intestinal barrier function
using a human intestinal epithelial cell line and to apply it to electrolyte absorption studies. To achieve
this goal, the following tasks were set: 1) to select suitable conditions for in vitro barrier formation
from intestinal epithelial cells on membrane culture inserts; 2) to evaluate the properties of the barrier
formed under the selected conditions according to the number of gap junctions and the size of the
transepithelial resistance; 3) to investigate the influence of electrolytes on the metabolic activity of
HCEC-ICT cells; 4) to determine the concentration of electrolyte solutions induced by cells over
time; 5) to evaluate the absorption of electrolytes through the intestinal epithelium by measuring the
concentrations of electrolytes entering and crossing the barrier.

First, the electrolyte concentrations in the solutions were determined during the study and the
influence of electrolytes on the metabolic activity of HCEC-1CT cells was evaluated. A new model
of the human intestinal barrier has been developed in vitro to study the reabsorption of electrolytes
through the intestinal epithelium. Human colon epithelial cells (HCEC-1CT) were grown on
permeable membrane culture inserts, which helped create a gut barrier system consisting of two
compartments, the inner and outer, thus mimicking the intestinal lumen and circulatory system. After
the formation of the intestinal model, the transepithelial electrical resistance was evaluated, which
shows the formed tight and fractured connections that ensure the integrity of the barrier.

Applying the developed intestinal model to in vitro electrolyte reabsorption studies, it was found that
the K*, Ca®>", Mg?*, Na" ions in the solutions are transported from the intestinal lumen into the
bloodstream according to the concentration gradient, but at higher electrolytes concentrations, ion
reabsorption against the concentration gradient occurred when the electrochemical potential was
formed.
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Santrumpy sgrasas
ADP — adenozindifosfatas;
AMP — adenozinmonofosfatas;
AT — aktyvus transportas;
ATP — adenozintrifosfatas (angl. adenosine triphosphate);
ATPazé — adenozintrifosfaatazeé;
cAMP - ciklinis adenozino monofosfatas;

cGMP — ciklinis guanozino monofosfatas;

DMEM — Dulbecco modifikuota lgsteliy auginimo terpé (angl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium);,

DMSO - dimetilsulfoksidas (angl. Dimethyl Sulfoxide);

ENaC — epitelinis natrio kanalas;

FBS — fetalinis verselio serumas (angl. Fetal Bovine Serum);
GLUT - gliukozés nesiotojas;

HCEC — imortalizuotos zmogaus storos zarnos lgstelés;

ICP-MS — induktyviai susietos plazmos masiy spektrometrija;

MA — metabolinis aktyvumas;

MLCK — miozino lengvosios grandinés kinazg;

PBS — fostatinis druskos buferis (angl. Phosphate Buffered Saline);
PET — polietileno tereftalatas;

PTFE — politetrafluoretilenas;

SGLT — nuo natrio priklausomi gliukozés kotransporteriai;

TEER — transepiteliné elektriné varza (angl. Transepithelial Electrical Resistance);

70 — Zonula occludens baltymas.
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Ivadas

Kasdien pro Zarnyno spindj praeina apie 8—10 1 skysCio, kuriame galima nustatyti nuo 100 iki
800 mmol natrio (Na *), chlorido (CI7) ir kalio (K *) jony [1]. Zmogaus Zarnynas yra unikalus
dinaminis barjeras, atliekantis jvairias homeostatines funkcijas, jskaitant barjero susidarymg ir
palaikyma, maistiniy medziagy virSkinimg ir absorbcijg, apsauga nuo nepageidaujamy patogeny ir
toksiny, mikrobiotos moduliavimg ir dalyvavimg imuniniame procese [2—4].

Padidéjes zarnyno barjero pralaidumas, funkcijy sutrikimas yra susijes su autoimuninémis,
uzdegiminémis ir atopinémis ligomis, kurios gali pasireiksti tiek lokaliai (Zarnyno gleivingje), tiek
sistemiSkai [5]. Elektrolity absorbcijos sutrikimai gali biiti svarbiy ligy pagrindas. Nepavykus
efektyviai absorbuoti vandens ir elektrolity, tai sukelia dehidratacijos ir elektrolity pusiausvyros
sutrikimus. Daugelis virSkinamojo trakto ligy, pavyzdZiui, uZzdegiminés Zarnyno ligos, jskaitant
Krono liga, opinj kolita, celiakija, atsiranda dél Zarnyno imuninés homeostazés sutrikimo. Létinis
zarnyno uzdegimas veikia normalig skysciy ir elektrolity absorbcija, kuri sukelia viduriavima [6].

Nuo 1990 m. iki 2017 m. visame pasaulyje uzdegimine zarnyno liga serganciy asmeny skaicius
padidéjo nuo 3,7 mlin. iki daugiau kaip 6,8 min. (85 proc.) [7]. Tiksli $iy ligy patologiné fiziologija
néra iki galo suprantama ir triiksta moksliniy tyrimy. Vaisty paieSkos sistema remiasi gyviny ir
fiziologijos, tod¢l juose gauti rezultatai daZznai klinikiniuose tyrimuose nepasiteisina. Todél
pastaruoju metu didelis démesys skiriamas realistiSkesniy, audiniy fiziologijg atspindinciy in vitro
modeliy kiirimui [8].

Zarnyno absorbcijos mechanizmo sutrikimai yra vienas i§ svarbiausiy Zarnyno patologijas
sukelianc¢iy veiksniy, o terapiniy priemoniy paieSkg riboja tinkamy Zmogaus Zarnyno modeliy
trikumas. Zarnyno modeliuose in vivo, naudojami organy audiniai, kurie néra optimaliis tokiems
tyrimams. Realistiniai in vitro modeliai, pagaminti i§ Zmogaus zarnyno lgsteliy, gali padéti geriau
suprasti jvairius mechanizmus, susijusius su elektrolity absorbcijos procesais, iSvengiant etiniy
problemy, susijusiy su gyviny naudojimu eksperimentuose, ir sumazinant bandymy islaidas [9].

Darbo tikslas: Panaudojant Zmogaus Zarnyno epitelio lasteliy linija, sukurti Zarnyno barjering
funkcijg atkartojantj in vitro modelj ir pritaikyti jj elektrolity rezorbcijos tyrimams.

Darbo uzdaviniai:

1. parinkti tinkamas salygas in vitro barjero formavimui 1§ Zarny epitelio lasteliy ant membraniniy
lasteliy kultury jdékly;

2. jvertinti parinktomis sglygomis formuojamo barjero savybes pagal plySiniy jungciy skaiciy
atspindint] transepitelinés varzos dydj;

3. istirti elektrolity jtakg HCEC-1CT metaboliniam aktyvumui;

4. nustatyti lasteliy saglygojamus elektrolity tirpaly koncentracijos kitimus laiko bégyje;

5. qvertinti elektrolity rezorbcijg per Zarny epitel; iSmatuojant jvedamy ir per barjera peréjusiy
elektrolity koncentracijas.
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1. Literatiros apZvalga
1.1. Zmogaus Zarnyno funkcija, fiziologija ir anatomija

Virskinimo traktas yra pagrindiné mikroorganizmy ir imuninés sistemos sgveikos vieta [10].
Zmogaus virskinimo sistema apima virSkinamajj trakta ir pagalbinius organus, susidedandius
i§ — burnos ertmés, ryklés, stemplés, skrandZio, plonosios ir storosios Zarnos (zr. 1 pav.). Si sistema
veikia mechaniSkai apdorojant, virSkinant, absorbuojant maistg, iSskiriant vandenj, rigstis,
fermentus, druska, taip pat Salinant atliekas [11]. Maisto judéjimas virSkinimo sistema yra kruopsciai
suderintas procesas, su savalaikiu atitinkamy skysc¢iy ir fermenty tirpaly tiekimu (sekrecija), kad
maiste esancios makromolekulés biity hidrolizuojamos (virSkinamos), o iSsiskyrusias maistiniy
medziagy molekules buity galima transportuoti j kraujotakos sistema (absorbcija) [12].

Burna

Trachéja

Ryklé

Kepenys

TulZies pusle

Plonasis Zarnynas .
(lleum) Storasis zarnynas

(Colon)

—

ISange

1 pav. Zmogaus vir§kinimo sistema. Pritaikyta pagal [13]

Zarnyno vykdomos funkcijos yra ne tik svarbios medZiagy pasisavinime, tadiau taip pat, tai yra
veiksmingas apsaugantis barjeras nuo egzogeniniy patogeny, toksiniy ar kancerogeniniy
mikroorganizmy, esanéiy virskinamojo trakto spindyje [2, 14]. Zarnynas yra ilgiausias vir§kinamojo
trakto organas, besitesiantis nuo skrandzio iki tiesiosios zarnos [ 15]. Pagrindiné Zarnyno funkcija yra
virskinimas, 1§ skrandZio i$siskirianc¢io maisto irimas ir maistiniy medziagy, vandens jsisavinimas bei
absorbcija 1§ Zarnyno sprindzio j kraujotakos sistema [11, 16].

Zmogaus Zarnynas susideda i§ dviejy daliy: plonojo ir storojo Zzarnyno [1]. Plonasis Zarnynas yra
ilgiausia virskinimo trakto atkarpa, apie 6 metry ilgio, sudaryta i§ trijy funkciniy segmenty:
dvylikapirstés, tusciosios ir klubinés Zarnos [17]. Storgjj zarnyng sudaro trys dalys: akloji, gaubting,
kuri dalijama ] — kylancig, skersing, nusileidZianc¢ig ir riesting bei tiesioji Zarna. Storasis Zarnynas
sudaro penktadal; virSkinamojo trakto, jis yra mazdaug 1,5 metry ilgio [12, 18]. Didzioji dalis
makroelementy, vitaminy ir mineraly absorbuojama plonojoje Zarnoje, nors plonasis zarnynas yra
pagrindiné maistiniy medziagy ir metabolity pasisavinimo vieta, esming storosios Zarnos funkcija yra
vandens ir elektrolity absorbcija [19].
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1.1.1. Mikrobiotos svarba

Zarnyno gleivinéje yra daug jvairiy imuniniy lasteliy. Zmogaus Zarnynas susideda i§ jvairiy ir
sudétingy mikroby bendruomenés, kuri turi jtakos Zmogaus fiziologijai, metabolizmui, mitybai ir
imuninei funkcijai [20]. Mikrobiota suteikia Seimininkui daugybe naudingy savybiy vykdydama
jvairias funkcijas, tokias kaip — Zarnyno vientisumo stiprinimas ar zarnyno epitelio formavimas,
energijos kaupimas, apsauga nuo patogeny ir Seimininko imuniteto reguliavimas. Taciau, pasikeitus
mikroby sudéciai, Sie mechanizmai gali biiti sutrikdyti [21]. Svarbiausios Zarnyno bakterijy funkcijos
apima daugelio endogeniniy medZiagy, tokiy kaip — bilirubinas, cholesterolis, tulzies rugstys,
steroidiniai hormonai, riebaly rigstys, B ir K vitaminy sintez¢, imuninés funkcijos ir Zarnyno
fermentacija, metabolizma. Zarnyno mikroflora teikia papildomy fermenty ir reguliuoja geny,
dalyvaujanciy angliavandeniy ir lipidy panaudojime bei vaisty biotransformacijoje, raiska [22].

Sustipréjes imuninis atsakas Zarnyno gleivingje pastebimas pacientams, sergantiems uzdegiminémis
zarnyno ligomis, todél, imuninis atsakas j Zarnyne esanCig mikrobiotg turéty biiti grieztai
reguliuojamas, kad biity i§vengta Zarnyno uzdegimo, sukelian¢io zarnyno uzdegimines ligas. Zarnyno
epitelio Igsteliy sluoksnis veikia kaip barjeras, neleidziantis imuninéms Igsteléms, esan¢ioms Zarnyno
gleivingje, atpaZinti Zarnyno spindyje esancios mikrobiotos. Taip pat, naujausi tyrimai rodo, kad
metabolitai, kurie Zarnyne gaminami priklausomai nuo mikrobiotos, tarpininkauja imuninés sistemos
ir epitelio lgsteliy aktyvacijos procese [23, 24].

1.1.2. Zarnyno epitelis

Zarnyno epitelis yra koloniniy lasteliy vienasluoksnis, kuris sudaro pagrindinj barjera, skiriantj masy
kiing nuo iSorinés aplinkos. Trilijonai komensaliniy bakterijy gyvena virSkinimo trakte ir turi
gyvybiskai svarby vaidmenj virSkinant ir vystant imuning sistema, taciau jos taip pat gali sukelti ir
jvairias infekcijos rizikas [24]. Zarnyno epitelis nuolatos patiria jvairius pasalinius veiksnius, tokius
kaip — pH svyravimai, mechaniné trintis, kurie gali sukelti Igsteliy ziit]. Nustatyta, kad kiekvieng dieng
7mogaus zarnyne prarandama apie 10'' epitelio lasteliy. Siekiant uztikrinti barjero vientisuma,
optimalias funkcijas, epitelio Igstelés nuolatos ir greitai atsinaujina, vidutiniSkai per 3—5 dienas [20,
25]. Zarnyno epitelis yra laikomas vienu i§ greidiausiu regeneruojanc¢iy audiniy, uztikrinanéiy
natiiraly lasteliy praradimo kompensavimg [26]. Epitelio lasteles gamina kamieninés lastelés,
esancios kriptose zarnyno liauky pagrinde, jos sukuria pirmtakus, kurie diferencijuojasi j brandzius
epitelio lgsteles tipus, kurie migruoja aukStyn kriptos — gaureliy asimi [27].

Zarnyno epitelio vienasluoksnis susideda i§ jvairiy tipy specializuoty lasteliy, tokiy kaip — enterocitai,
paneto, taurinés, endokrinines lastelés (Zr. 2 pav. 1) [28]. Sios lastelés funkcionaliai saveikaudamos
tarpusavyje, uztikrina epitelio barjero vientisuma. Zarnyno epitelio lastelés daugiausia yra
absorbciniai enterocitai, kitaip vadinami koloninémis lgstelémis (jie sudaro daugiau kaip 80 proc.
visy zarnyno epitelio Igsteliy) ir atlieka svarby vaidmenj jsisavinant maistines medziagas (pvz., jonus,
vanden], cukry, peptidus ir lipidus) bei iSskiriant imunoglobulinus [29, 30]. Paneto lgstelés gamina ir
i1§skiria antimikrobinius peptidus, kurie prisideda prie patogeniniy bakterijy Salinimo, jos yra
ilgaamzgs, 1Ssiskyre 1§ kamieniniy lgsteliy, jos migruoja Zemyn j kripty pagrinda [31].
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2 pav. Zarnyno epitelio morfologija. Pritaikyta pagal [32]

Taurings Igstelés sudaro apie 10 proc. visy zarnyno epitelio 1gsteliy. Taurinés lgstelés iSskiria gleives,
kurios sutepa maisto pratekéjimg per zarnyng ir apsaugo zarnyno sieneles nuo virskinimo fermenty.
Endokrinines lgsteles stimuliuojant gali iSsiskirti Zarnyno hormonai ar peptidai ] krauja, kurie
suaktyvina nervines reakcijas. Endokrininés lastelés taip pat yra chemoreceptoriai, aptinkantys
kenksmingas medziagas, inicijuojantys virskinimg ir apsaugines reakcijas [30, 33].

Visas specifines epitelio lgsteles glaudZiai sujungia tarplasteliniai jungiamieji kompleksai (Zr. 2
pav. 2), kurie reguliuoja apielgstelinj pralaidumg ir yra nepaprastai svarbiis epitelio barjero
vientisumui [34].

1.2. Zarnyno epitelio barjeras

Zarnyno epitelio barjera sudaro lasteliy vienasluoksnis su tarplastelinémis glaudZiosiomis jungtimis,
kurios yra biitinos norint i§laikyti barjero vientisuma [35, 36]. Zarnyno barjeras vienu metu, uztikrina
dvi pagrindines funkcijas: pirma, apsaugo nuo kenksmingy medziagy, toksiny ir bakterijy, patekimo
per Zarnyno epitelj j pagrindinj audinj, antra, absorbuoja maistines medziagas, elektrolitus ir vandenj
1§ zarnyno spindzio j kraujotaka [14, 37].

Zarnyno barjero vientisumui palaikyti labai svarbis jungiamieji kompleksai — glaudZiosios jungtys
(angl. tight junction), prisitvirtinancios jungtys (angl. adherens junction), plySinés jungtys (angl. gap
Jjunction) ir desmosomos (zr. 3 pav.). Glaudziosios jungtys yra tarplastelinio tinklo daugiafunkcinis
kompleksas, kuris susiformuoja sujungiant gretimy epitelio Igsteliy membranas, taip sukuriant
veikiancig apielgstelinio barjero struktiirg. Jos reguliuoja vandens ir iStirpusiy medziagy judéjima tarp
epitelio sluoksniy, bei atitinkamai uzdaro apielastelinj tarpg tarp epitelio lasteliy, taip uzkertant kelig
mikroorganizmy ir kity antigeny difuzijai per epitelj. GlaudZiosios jungtys yra labai selektyvios
tirpalams pagal jy dydj, kriivi, poliSkumg ir transepitelinj pasiprieSinimag [38, 39].

14



—————— GlaudZiosios jungtys

___________
---------
Prsitvirtinancios jungtys
(aktino filamentai)

g T~ VirSutine membrana
.
hS

Desmosomos (tarpinés

- H ]
) " ' ' gijos arba sgauginé déme)
" j T B piysines

jungtys

: Epitelio Igstele A
Epitelio Igstele B Apatiné membrana

3 pav. Tarplasteliniy jungéiy tipai. Pritaikyta pagal [13]

Keletas skirtingy baltymy tipy prisideda prie jungiamyjy kompleksy vystymosi, jskaitant baltymy
klaudiny Seimg, formuojancig apielgsteling porg sandarioje jungties vietoje ir susijusig su kitais
transmembraniniais baltymais, vadinamais okludinais. Zonula occludens (ZO)-1 ir kiti citoplazminiai
baltymai, tokie kaip ZO-2 ir ZO-3, prisijungia ir tarnauja kaip jungiamieji kompleksiniai baltymai
[19]. Glaudziosios jungytis susideda i§ transmembraniniy baltymy (pvz., klaudiny, okludino),
periferiniy membrany baltymy (pvz., ZO-1, ZO-2) ir reguliuojanciy baltymy. Kartu su
desmosomomis prisitvirtinusios jungtys suteikia tvirta adhezinj ry$j, iSlaikant epitelio vientisuma [ 14,
40].

Prisitvirtinancios jungtys yra baltymy kompleksai, kurie atsiranda kai Igstele juosiancios juostos
prilimpa, arba pritvirtina prie tarplasteliniy medziagy. Sios jungtys vadinamos ,,sukibimo dirzu®, nes
visiSkai uzdaro Igsteles kartu su F—aktino filamentu (aktino gija arba mikrofilamentu) kuris ypac
reikalingas virSiininio epitelio 1gsteliy susitraukimui arba atsipalaidavimui ir morfogenezei [41].

PlySinés jungtys yra specializuoty tarplasteliniy kanaly, jungianciy gretimas lgsteles, kompleksas,
reguliuojantis mazy molekuliy, tokiy kaip K*, Mg?*, Ca®* jony, antriniy siganlo perdavéjy (cAMP,
cGMP ir inozitolio 1,4,5-trifosfatas), metabolity (gliukozé, glutamatas, adenozinas, AMP, ADP, ATP
ir glutationas), taip pat cheminiy ir elektoriy jungciy tarp gretimy lasteliy srautg [13, 42].

Desmosomos yra dinamiskas, uZtikrinantis stipry sukibima tarp lasteliy, kompleksas, susidarantis
sujungus kadherino transmembraninius baltymus su tarpinémis gijomis. Jos jungiasi lgstel¢je su
tarpiniy gijy citoskeletu, sudarydamos adhezinius rySius, kuris audiniams suteikia mechaninj
tvirtuma, padeda islaikyti Slyties jégas [43].

Epitelio barjero suskaidymas ar paZeidimas laikomas vienu 1§ pagrindiniy veiksniy, lemianciy polinkj
1 Zarnyno uzdegimg ir daugelj virSkinimo trakto ligy, iskaitant uzdegimine zarny liga ir alergija
maistui [44]. Zarnyno barjero epitelio jungtys vaidina svarby vaidmenj vystantis autoimuninéms
ligoms, selektyviam maistiniy medziagy pralaidumui, kontroliuojamam mikroorganizmy perkélimui
ir keliems uzdegiminiams virSkinimo trakto sutrikimams, jskaitant Krono liga ir opinj kolitg [45].

Glaudziyjy jungciy kompleksai riboja pasyvios medziagos difuzijg per apielgstelines erdves tarp
epitelio lgsteliy, o Sis procesas gali biiti paZeistas serganc¢iame epitelio audinyje, esant fiziologinéms
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salygoms. Zarnyno barjerinés struktiiros pusiausvyros pazeidimas ar sutrikimas gali i§sivystyti j
nekontroliuojamg imuning reakcijg zarnyno mikroaplinkoje arba leisti nevarZomai augti mikrobiotai,
kuri gali sukelti jvairias ligas, jskaitant Zarnyno uzdegiminius sutrikimus. Zarnyno barjerinés
funkcijos praradimas ir dél to atsirandantis neribotas liuminaliniy antigeny srautas j gleiving, imuning
sistemg yra susijes su keletu zinomy ligy, jskaitant — I tipo cukrinj diabeta, iSséting skleroze,
reumatoidinj artrita, uzdegiming Zarnyno liga, celiakij ir dirgliosios Zarnos sindromo patologija. Sios
patologijos susijusios su zarnyno pralaidumo padidéjimu ir nenormalia barjero funkcija, bei létiniu
uzdegimu epitelio lgsteliy sluoksnyje gleivinéje. Turimi duomenys apie barjero funkcijg yra
koreliaciniai ir nepateikia iSsamaus mechaninio supratimo apie barjero praradimo vaidmenj Siose
ligose [46-48].

1.3. Medziaguy pernaSos per barjero epitelj keliai

MedZiagy pernasa per epitelio vienasluoksnj vadinama transepiteliniu transportu. Tirpios medziagos
ir kietosios dalelés reguliuojamai juda per zarnyno epitelj arba tarp epitelio 1asteliy, arba per epitelio
lasteliy vir§iining membrang [19, 49].

Selektyvus makromolekuliy jsisavinimas ir judéjimas per epitelio Igsteliy sluoksnj vyksta skirtingais
medziagy perneSimo mechanizmais (Zr. 4 pav.). Transepitelinis jony jud€jimas tarp kraujo ir spindzio
vyksta per apielastelinius ir perlastelinius kelius, kurie susiduria su daugybe kliticiy, jskaitant
glikokaliksa, skirtingas virSutinés (apikalinés) ir apatinés (bazolateralinés) membranos kompozicijas,
citozolj, glaudzigsias jungtis, tarplgsteliniy erdviy geometrijg ir pamating membrana [50].

1 2 3 4

Virsutiné (apikaliné) /AHHEREHE T RRRRI SIROIND
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J

Glaudziosios
Jjungtys
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Zarnyno epitelio AN
Iastelés |

Apielgstelinis (paraceliulinis) Perlastelinis (transceliulinis)
kelias kelias

<

4 pav. Medziagy pernasos per zarnyno epitelj keliai. Pritaikyta pagal [51]

Molekuliy pernesimas per epitelj apielgsteliniu keliu yra reguliuojamas sudétingy tarplgsteliniy
procesy, kuriy metu yra svarbu tiksliai suregulivoti glaudZiyjy jung€iy komplekso pralaiduma (Zr. 4
pav. 1). Pasyvi difuzija per enterocity plazmos membrang ir per Igstele, kuri iSsiskiria apatinéje
(bazolateralingje) pus¢je, vyksta su kai kuriomis maistinés medziagomis arba mikroby metabolitais
turinciais atrankiy savybiy (Zr. 4 pav. 2). Endocitozé (vykstanti per membraninius receptorius) leidzia
pusleliy sukelta pasisavinimg, transportavimg ir iSsiskyrimg bazolateralinéje pusé€je procese,
vadinamoje transcitoze (zr. 4 pav. 3, 4). Ivairios su membrana susijusios neSiklio sistemos gali
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prisidéti prie spindzio molekuliy internalizavimo, leidZianc¢io difunduoti per lgstelés citoplazmg ir
18siskirti apatinéje (bazolateraliné¢je) membranos pus¢je [51, 52].

1.3.1. Apielastelinis pernaSos kelias

Apielastelinis transportas pasyvus — tai molekuliy judé¢jimas, i§ virSutinés (apikalinés) membranos
per glaudzigsias jungtis tarp gretimy lasteliy, j apating (bazolateraling) membrang, kurj lemia junginio
koncentracijos gradientas. Si transporto ridis paprastai néra prisotinama, nepriklauso nuo molekulés
stereochemijos ir néra jautri transporto inhibitoriams ir daZniausiai taikoma lipofiliniams junginiams,
kurie lengvai iStirpsta membranose [53, 54]. Apielastelinis kelias gali buti skirstomas ] pory kelia,
kuris yra selektyvus dydZziui ir kriiviui (jonai ir teigiamai jkrautos molekulés praeina lengviau) ir kurj
pirmiausia reguliuoja klaudinai, ir nuotékio kelig — kuris yra ne toks selektyvus ir kurio bendrg
pralaidumg reguliuoja ZO1, okludinai ir MLCK [53, 55].

Glaudziyjy jungCiy pralaidumo reguliavimas vaidina svarby vaidmen; fiziologiniame ir
patologiniame transporte bei palaikant epitelio Igsteliy polisSkumg [49, 56]. Glaudziosios jungtys
apielastelinés pernaSos metu leidzia praeiti mazoms molekuléms, kuriy molekuliné masé yra iki
200 Da [57] ir vidutinio dydzio hidrofilinéms molekuléms, kurios negali jveikti lipofilinés lastelés
membranos ir neturi specifinés transporteriy sistemos, leidzianCios praeiti zarnyno barjerg [58].
Paprastai apielgstelinis kelias yra nepralaidus baltymo dydZio molekuléms, taigi yra veiksmingas
barjeras antigeninéms makromolekuléms [59].

1.3.2. Perlastelinis pernasos kelias

Perlastelinis transportas apima tiek pasyvy, tiek nuo energijos priklausant] aktyvy transportavimo
mechanizma [58], kuris vyksta per epitelio Igstele, einantis nuosekliai per virSininés ir apatinés
plazmos membranose esancius transmembraninius baltymus ir jsiterpusig citoplazma [54]. Molekuliy
difuzija vykstanti vir§ virStininés lgstelés membranos vadinama perlasteliniu pasyviuoju transportu.
Sio transportavimo metu tik hidrofobinés molekulés gali praeiti pro lipofilinés Iastelés membrana,
kurioms reikalingas koncentracijos gradientas [60].

Norint transportuoti elektrolitus, vandenyje tirpias maistines medziagas ir didesnes lipofilines
molekules, reikalingi specializuoti transmembraniniai baltymai [61], kurie yra labai specifiski.
Perlastelinis transportas vyksta dél epitelio membranoje esanciy poliarizuoty perneSanciy baltymy,
kurie yra ekspresuojami skirtingose membranos srityse — virSutingje (apikalingje) ir apatinéje
(bazolateralingje) [58]. Lasteliy poliSkumas leidZia konkretiems transporteriams veikti nuosekliai,
uztikrinant vektorinj, kryptinj transportg per epitel;. Priklausomai nuo krypties, transepitelio pernasa
gali biiti vadinama absorbcija (reabsorbcija), kai ji vyksta tarplgstelinio skysc¢io skyriaus link arba
sekrecija, kai ji vyksta i$ tarplgstelinio skyscio [62].

Priesingai, nei pasyvios pernasos metu, aktyvi vyksta nesant vyraujancio elektrocheminio gradiento
arba pries jj. Kitaip tariant, aktyvus transportas vyksta jkalné¢je esancio elektrocheminio gradiento
link, todél jam reikalinga energija [63]. Si energija gaunama i§ ATP hidrolizuojant j ADP, kurios
metu tarpininkauja transmembraniniy transporto baltymy klas¢, Zinoma kaip siurbliai arba ATPazés.
Pirminis aktyvus transportas leidzia pernesti jonus per lgstelés membrang, naudojant ATP, norint
sukurti gradientus [54]. Antrinis aktyvus transportas yra bendras substrato transportas su jonais, kurie
pasyviai transportuojami palei gradientg. Galima atskirti sanasa, kai tiek jonas, tiek substratas yra
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gabenami palei gradientg (pvz., Gliukozés simporteris SGLT1) ir prieSnasa, kuri transportuoja kartu
transportuojamg substratg prieSinga kryptimi (pvz., Natrio — kalcio keitikly) [64, 65].

Hidrofilinio pobiidZio jonams ir molekuléms pernesti reikalingi specifiniai kanalai, neSikliai ar
sturbliai. Visi Sie transmembraniniai transporteriai yra reguliuojami ir selektyvis jy specifinei
molekulei [61, 66]. Siurbliai, tokie kaip natrio (Na* / K" — ATPaz¢) ir protony (H" / K* — ATPaz¢)
siurblys yra varomi energija ir gali pernesti jonus prie§ didelius elektrocheminius gradientus.
Kanaliniai baltymai yra selektyvios membranos ,,poros® tokiems jonams kaip Na* ir CI". Kanaly
pernasa priklauso nuo palankiy elektrocheminiy gradienty, daznai yra jautri membranos potencialui
ir paprastai yra elektrogeniné, ¢. y. sukelianti potencialy skirtumg epitelio sluoksnyje, kuris skatina
pasyvig priesinio jono difuzijg [65, 67].

Nesikliai — perneSantys baltymai, palengvina jony ir maistiniy medziagy pernaSg per lastelés
membrana, o jy transportinis aktyvumas priklauso nuo esamy elektrocheminiy gradienty. Zarnyno
epitelyje yra keletas baltymy nesé¢jy tipy. Uniporteriai neSimo baltymai, tokie kaip palengvintas
gliukozeés perneséjas GLUT2, tarpininkauja vieno jono ar maistinés molekulés transportavimui;
sanasos baltymai, tokie kaip natrio / gliukozes kotransportas-1 (SGLT-1) baltymas, yra neséjai, kurie
vienu metu pernesa dvi ar daugiau molekuliy, daznai pasinaudodami vienos molekulés palankiais
elektrocheminiais gradientais, kad galéty aktyviai transportuoti kitas. Transportas Siais neSikliais
vyksta tik tuo atveju, jei yra visy iStirpusiy medziagy [65, 68].

1.3.3. Endocitozé

Visiskai kitokia aktyviojo transporto rtSis yra endocitoze, kuri yra didesniy iStirpusiy molekuliy ar
daleliy pasisavinimas jtraukiant j lastelés membrang ir galiausiai suformuojant lgsteliy ptsleles.
Didelés dalelés ir molekulés, pvz., baltymai ir bakteriniai produktai, negalintys praeiti pro lastelés
membrang ar apielgsteline erdve, gali biiti pasisavinami endocitozeés biidu. Endocitoze tarpininkauja
Jsisavinant svetimus antigenus, prie§ kuriuos organizmas gali sukelti tinkamg imuninj atsaka. Po
endocitozes jsisavintos medziagos aktyviai perneSamos per citoplazma transcitozés budu, ir Sis kelias
yra biitinas antigeny stebé¢jimui virSkinamajame trakte [69, 70].

1.4. Elektrolity transportavimo mechanizmai
1.4.1. Absorbcija

Elektrolity absorbcija gali vykti perlasteliniu arba apielasteliniu biidu, o daZniausiai — abiem budais.
Storosios zarnos epitelis yra maziau ,,nesandarus® ir néra selektyvus jonams lyginant su plonuoju
zarnynu. Gaubtinés Zarnos jony jud¢jima per apielastelin] kelig lemia kiekvieno jono judrumas
laisvame tirpale. Skysciy ir elektrolity absorbcijg lemia perlasteliné Na* absorbcija, Na* peréjimas |
apating (bazolateraling) erdve Na* / K*— ATPazés pagalba. Na*, K aktyvuota ATPazé yra ant
storosios Zarnos epitelio 1gstelés bazolateralinés membranos [71, 72].

Zmogaus storajame Zarnyne vanduo yra absorbuojamas osmozés biidu. Vanduo difuzikai reaguoja j
osmotinj gradientg, susidarant] dél absorbuoty elektrolity. Natris aktyviai absorbuojamas storojoje
zarnoje natrio kanalais. Kalis absorbuojamas arba iSsiskiria, priklausomai nuo koncentracijos
spindyje. Tai uztikrina elektrocheminis gradientas, kurj sukuria aktyvi natrio absorbcija [73].

Kadangi epitelio vandens pralaidumas audiniuose skiriasi, skys¢iy ir elektrolity absorbcija gali biiti
arba hipoosmosiné (liuminalinis skystis turi mazZesnj; osmoliSkuma, palyginti su plazma), arba
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izotonin¢ (liuminalinis skystis turi tg pat] osmoliSkumg, kaip ir plazma). Epitelio pralaidumas
priklauso nuo Na" nesiklio sukelty absorbcijos mechanizmy, kuris dazniausiai dalyvauja izotoninéje
skysCiy absorbcijoje. PrieSingai, epitelis, naudojantis nuo ENaC priklausant] aktyvy druskos
transportg, paprastai vyksta hipoosmosinés absorbcijos biidu [74, 75].

1.4.2. Sekrecija

Kita pagrindiné storosios Zarnos funkcija yra elektrolity sekrecija, kurig subalansuoja absorbcija [76].
Be vandens, virSkinimo trakte nuolat iSskiriama daugybé jony, fermenty ir kity biologiskai aktyviy
molekuliy, kurios visos reikalingos normaliam Zarnyno ir kity audiniy ar organy funkcionavimui.
Pagrindiniai zarnyno iSskiriami jonai yra — bikarbonatas, chloridas, natris, hidroksilas, kalis ir
protonas. Dauguma isskiriamy elektrolity i§ naujo reabsorbuojasi Zarnyne [13]. Zarnyno skyséiy
sekrecija atsiranda dél aktyvios Cl- ir (arba) HCO?* sekrecijos arba pasyvios sekrecijos, kurig sukelia
osmosiskai aktyviy iStirpusiy medziagy kaupimasis spindyje [64].

Absorbuojancioje gaubtinéje zarnoje K* iSsiskyrimg j sprindj lemia elektrinis potencialas ir kurj
daugiausia palatko ENaC. Tai lemia liuminaling kalio koncentracijg, vir§ijjancig serumo
koncentracijg. Aktyvios sekrecijos metu, dalyvauja penki komponentai: vir§iininiai Cl- kanalai,
bazolateraliné Na*/ K* — ATPazé, basolateralinis Na*-K"-2Cl — kotransporteris, K'—selektyvis
kanalai, 1astelinis kelias [76, 77].

1.5. Makroelementai

Makroelementai yra natiiralis elementai, kuriy organizmui reikia didesnio kiekio ir kurie yra
svarbesni nei kiti mineralai. Makroelementai apima — natrj (Na*), kalj (K*), kalcj (Ca?>") magnj (Mg*")
ir kita [78]. Elektrolitai yra bitini gyvybiniam funkcionalumui, pavyzdziui, iSlaikyti elektrinj
neutraluma Igstelése, generuoti ir atlikti nervy ir raumeny veikimo potencialg. Elektrolitai j organizma
patenka kartu su maistinémis medziagomis, skysciais mitybos metu [79].

Elektrolitai vaidina svarby vaidmenj daugelyje kiino procesy, pavyzdziui, kontroliuojant skysciy lygi,
rugsciy ir Sarmy pusiausvyra (pH), nervy laiduma, kraujo kre$éjimag ir raumeny susitraukima.
Elektrolity pusiausvyros sutrikimas, atsirandantis dél inksty nepakankamumo, dehidratacijos,
kar§¢iavimo ir vémimo, laikomas vienu i§ veiksniy, lemianciy jvairiy uzdegiminiy ligy komplikacijas
[80]. Aukstas ar Zemas elektrolity kiekis sutrikdo normalias kiino funkcijas ir gali sukelti net gyvybei
pavojingas komplikacijas [79].

1.5.1. Kalcis

Kalcis turi reikSmingg fiziologinj vaidmen; organizme. Jis dalyvauja skeleto mineralizacijoje,
raumeny susitraukime, nervinio impulso perdavime, kraujo kreséjime ir hormony sekrecijoje. Mityba
yra vyraujantis pagrindinis kalcio Saltinis. Daugiausia kalcio yra tarplgsteliniame skystyje [79].
Kalcis yra gyvybiskai svarbus normalios kauly struktiiros palaikyme. Ca®>* koncentracija kraujyje turi
biti labai ribota, kad uztikrinty normalig nervy ir raumeny veiklg ir palaikyty reikalingg Ca?* kiekj
naujam kauly formavimuisi [64].

Kalcio absorbcija Zarnyne yra labai svarbi palaikant pusiausvyrg, nes ji pirmiausia tarpininkauja Ca**
Jsisavinime 1§ maistiniy medziagy. Su maistu absorbuojama tik apie 30 proc. kalcio. Perlgsteliné
kalcio absorbcija vyksta daugiausia dvylikapirs§téje zarnoje ir tusciosios Zarnos pradingje dalyje, o
apielasteliné Ca?" absorbcija vyksta visame plonajame Zarnyne [81, 82].

19



Apielasteline Ca®>* absorbcija gali vykti pasyviai difuziSkai tarp epitelio lasteliy bet kurioje
virskinamojo trakto dalyje, kai jonizuoto Ca?" koncentracija virSkinimo skys¢iuose tiesiai virs
gleivinés ir sandariy jungciy virSija mazdaug 6 mM, o tai yra beveik 5 kartus daugiau nei jonizuoto
Ca®" koncentracija tarplasteliniuose skys¢iuose [64].

Visame zarnyne kalcio jonai yra absorbuojami aktyviai. Dvivalenc¢iai jonai absorbuojami daug lé¢iau
lyginant su vienvalenciais jonais, pavyzdziui, kalcio jonai Zarnyne absorbuojami 50 karty léciau nei
vienvalenciai. Kalcio homeostaze reguliuojantys hormonai kalcitriolis, paratirinas ir kalcitoninas, turi
svarbig reikSme vykdant absorbcijos procesus [82].

1.5.2. Kalis

Kalis yra laikomas vienu i§ svarbiausiy lgsteliy katijonu [82]. Kalis daugiausia yra tarplgstelinis jonas.
Natrio—kalio adenozino trifosfatazés siurbliui tenka pagrindiné atsakomybé reguliuoti homeostaze
tarp natrio ir kalio, kuris pumpuoja natrj mainais j kalj, kuris juda j 1asteles [79].

Kalio perneséjai yra biitinas zarnyno epitelio funkcijos elementas. Be savo vaidmens Na® / K*
siurblyje, grynasis transepitelinis K™ transportas yra svarbus padedant zarnyno pusiausvyrai skys¢iy
ir elektrolity pernaSa. K* sekrecija ir absorbcija vyksta zarnyno ilgyje su skirtingomis segmentinémis
variacijomis. Plonojoje Zarnoje K transportas i§ esmés yra pasyvus, o storojoje Zarnoje lgsteliy
transportavimo procesai prisideda prie transepitelinio K* pernasos [61].

Plonosios zarnos ir storosios Zarnos lgsteliy vir§ininéje membranoje yra elektroneutraliy K* / CI~
kotransporteriy. Kai kalis patenka j Iastele, paprasta difuzija jj nunesa j bazolateraling membrang [76].
Didzioji K absorbcijos dalis yra paprasta apielgsteline difuzija. Koncentracijos gradiento kryptimi
K™ jonai difunduoja i$ lastelés vidaus j iSore. Tarplastelinio K* koncentracija yra gana maza, todél
susidarius glaudziosioms jungtims iSsivysto didelis koncentracijos gradientas. Lastelé¢je esantys
anijonai (baltymy anijonai) negali difunduoti pro membrang d¢l didelio molekulés skersmens. Tai
sukelia katijony persvarag membranos iSoréje, todeél vidinis membranos pavir§ius tampa
elektroneigiamas taip paskatinant K* jony judéjimg priesinga kryptimi negu koncentracijos gradientas
[64, 82].

1.5.3. Magnis

Magnis (Mg?") yra biitinas (makro) mineralas, turintis daug fiziologiniy vaidmeny organizme. Sis
elementas dalyvauja fermenty aktyvavime, medziagy apykaitos keliuose, membranos kanaly
reguliavime ir raumeny susitraukime [13]. Magnis yra tarplastelinis katijonas, daugiausia susijgs su
ATP metabolizmu, raumeny susitraukimu ir atsipalaidavimu, tinkamu neurologiniu veikimu ir
neuromediatoriy i$siskyrimu [79].

Magnis yra antras pagal daznumg sutinkamas tarplastelinis katijonas ir kofaktorius daugiau nei 300
fermentiniy reakcijy, kurios skiriasi nuo energijos apykaitos iki baltymy ir nukleortig§¢iy sintezes.
Keli reguliavimo procesai kontroliuoja $iuos Mg?* pernasos procesus inkstuose ir zarnyne. Mg?*
transportuojamas per apielgstelinj ir perlastelinj kelig [81].

Mg?* absorbuojamas visame Zarnyne, ta¢iau pagrindiné jsisavinimo vieta yra storajame zarnyne.
Magnio absorbcija vyksta pasyvia difuzija ir aktyviu transportu. Pirmoji, absorbcija vyksta
apielasteliniu, o véliau — perlgsteliniu keliu. Lastelinis Mg?* judéjimas yra svarbus tik nesandariame
epitelyje ir sudaro —didziaja dalj | apyvarta absorbuoto magnio kiekio. Perlasteliniam Mg>*
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pernesimui, jsisavinimui ir bazolateralinei pernasai reikalingi membraniniai baltymai, kurie padidina
membrany pralaidumg ir palengvina Mg>* judéjimg per Siuos lipidinius dvisluoksnius [13, 83].

1.5.4. Natris

Natris, kuris yra osmosiskai aktyvus anijonas, yra vienas 1§ svarbiausiy tarplasteliniame skystyje
esanciy elektrolity. Jis atsakingas uZz tarplastelinio skysCio tiirio palaikyma, taip pat uz Igsteliy
membraninio potencialo reguliavimg. Natris kartu su kaliu keiciasi lgsteliy membranose kaip
aktyvaus transporto dalis [79].

Virskinimo sistemoje vyksta intensyvi natrio absorbcija ir sekrecija. Natrio jonai (Na*) daugiausiai
absorbuojami tusCioje Zarnoje (60 proc.). Jie | enterocita gali biiti perneSami pasyviai, pagal
elektrochemin;j gradientg, vykstant Na*/ gliukozés, Na*/ aminortigs¢iy ir Na*/ CI- antriniai aktyviajai
pernasai ir vykstant antrinei aktyviajai Na'/H" pernasai [82]. Distaliniame plonajame Zarnyne ir
proksimalinéje storojoje zarnoje Na* ir Cl- absorbcija yra susieta ir elektroneutrali [65].

Dauguma natrio transportavimo procesy vyksta perlgstelinés absorbcijos metu. Na* judéjimas,
vykstantis sekrecijos metu, vyksta per Soniniuose tarpuose esancias sandarias jungtis. Pagrindiné
natrio absorbcijos varomoji jéga yra apatinéje (bazolaterinéje) membranoje esanti Na* / K ATPazé.
Priklausomai nuo Zzarnyno segmento prienasos, nuo maistiniy medziagy priklausanciy sgnasos ir
kanaly derinys naudoja §j gradients, kad Na* pernesty j lastele per membrang. Nepriklausomai nuo
jo patekimo mechanizmo, Na* i$éjimas i Igstelés vyksta aktyviu transportu per Na® siurblj prie
apatinés membranos. Teigiama, kad nuo tirpalo priklausomas kotransportas sudaro net 80 proc.
grynosios Na* absorbcijos, like 20 proc. vyksta per prienasg arba per kanalg [13, 61].

1.6. Zarnyno modeliai in vitro

Pastaraisiais deSimtmeciais, siekiant atkurti jvairius virSkinimo trakte vykstancius procesus, vykdoma
daug metodiskai skirtingy tyrimy. Didelis démesys skiriamas zarnyno in vitro sistemy kirimui ir
apibadinimui [84, 85]. Zarnyno modeliai in vitro yra laikomi supaprastintomis sistemomis,
leidzianCiomis atlikti iSsamias analizes, norint gauti informacijos apie galimy vaisty toksiSkumg ar
]sisavinima, tyrinéti infekcijas ar jvairias Zarnyno ligas, tokias kaip — véZys, Zarnyno uzdegiminé liga,
dirgliosios Zarnos sindromas. Siy modeliy, pagalba galima atlikti jvairius biologinius tyrimus, bei
kartu sumazinti iSlaidas ir etinius klausimus, iskilusius dél eksperimentuose naudojamy gyviny in
vivo [86—89].

Gyviiny modeliai gali apibendrinti Zmogaus Zarnyng anatominiu ir struktiiriniu pozitriu, taciau,
priklausomai nuo gyviino riisies, yra duomeny rodanc¢iy neatitikimus tarp gyviiny gauty duomeny ir
zmoniy, deél tarprisiniy fiziologijos, metabolizmo ir biocheminiy btdy skirtumy [90, 91]. Kiti
veiksniai, ribojantys gyviiny modeliy naudojimg kuriant Zarnyno terapijg in vivo — tai reikalauja daug
laiko ir didelés darbo jégos, gyviny iSlaikymo kastai yra dideli, taip pat yra etiniai apribojimai,
genetings jvairoves tritkumas, daznai svarbus ligos vystymuisi, atranka ir nesugeb¢jimas modeliuoti
zmogaus specifines fiziologijos su didelio naSumo analize [91, 92]. PrieSingai nei in vivo metodikoje,
in vitro metodai suteikia galimybe tirti Zmogaus Zzarnyno barjero ir atskiry lgsteliy mechaninius
procesus, taip pat, Sios sistemos turi ir sgnaudy pranasuma, leidziant] automatizuotai lygiagreciai
tikrinti deSimtis tukstan¢iy molekuliy [53].
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Dabartiniai zarnyno in vitro modeliai gali padéti Zymiai sumazinti in vivo modeliy naudojima,
leidZiant pritaikyti Zmogaus lasteliy kultiiry linijas, o tai paSalina konkreciai rusiai budingus
molekuliniy mechanizmy, reguliuojanciy transportavimg ir metabolizma, skirtumus [93].

Zarnyno modeliai in vitro gali bti statiniai arba dinaminiai. Literatiiroje statiniai ar biocheminiai
modeliai apibiidinami kaip membranos ir Igsteliy modeliai, i§ esmés sutelkti j aktyviyjy molekuliy
18siskyrimo, absorbcijos ir biologinio prieinamumo tyrimus. Kita vertus, dinaminiai modeliai
imituoja fizinj apdorojimg ir fiziologinius veiksmus, vykstancius in vivo, tokius kaip Slyties jtempis,
maiSymas ar drékinimas ir laikui bégant besikeiciancios salygos [90, 94].

/""_‘“—\(\"irﬁutiné (apikaliné) pusé

{ )

_Lasteliy monosluoksnis

Membrana

Apatiné (bazolateraliné) pusé

5 pav. Statinis Zarnyno barjero modelio in vitro vaizdavimas. Pritaikyta pagal [85]

Statiniai modeliai yra viena 1§ labiausiai paplitusiy sistemy, naudojamy atkurti zarnyno sasajg in vitro
(zr. 5 pav.) [94]. Norint atkurti heterogening zarnyno populiacija, reikia naudoti Zmogaus lasteliy
linjjas, geriausia — jvairias lgsteliy linijas. Epitelio lastelés paséjamos ant membranos, esancios
kultiriniame jdékle, kuri atskiria virStninj (apikalinj) nuo apatinio (bazolateralinio) skyriaus,
atitinkan¢io Zarnyno spindj ir kraujotaka. Si sistema tam tikru mastu imituoja barjering Zarnyno
konfigiiracijg in vivo [85].

1.6.1. Lasteliy kultiiros

Zarnyno modelio formavimui in vitro gali biti naudojamos pirminés arba imortalizuotos lasteliy
kultiiry linjjos. Paprasty modeliy in vitro apribojimai paskatino sukurti metodus, kuriuose
naudojamos pirminés Zmogaus Zarnyno lastelés. Nors pirminés monokultiiros labiau panaSios ]
audinius in vivo, palyginti su lgsteliy linijjomis, epitelio atskyrimas nuo palaikanciyjy lgsteliy gali
pakenkti funkcijai ir apriboti gebéjimg tirti sudétingg lasteliy sgveika, jskaitant sgveika su
intersticinémis lgstelémis ar uzdegiminius atsakus [95]. Taip pat pirminiy Igsteliy, turin¢iy svarbias
fiziologines savybes, gyvybingumas yra ribotas. 1zoliuoty Zmogaus zarnyno epitelio lgsteliy kulttra
yra sudétinga ir brangi. D¢l §iy priezas¢iy toksiSkumo ir absorbcijos mechanizmams tirti dazniausiai
naudojamos imortalizuotos Igsteliy linijos, tokios kaip — Caco-2, T84, TC7, HT29-MTX, Raji B ir
HCEC [85, 96].

1.7. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas

Zmogaus virskinimo traktas yra sudétinga organy visuma, atsakinga uz veiksminga virskinimo
procesa ir maistiniy medziagy absorbcija. Zarnyne, medziagy absorbcija vyksta per epitelio barjera,
kurj daugiausia sudaro Igsteliy vienasluoksnis su tarplgstelinémis sandariomis jungtimis. Siekiant
uztikrinti zarnyno barjero vientisuma, labai svarbu, kad tarp epitelio lasteliy susiformuoty sandarios
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glaudziosios, prisitvirtinancios ir plySinés jungtys. Susidariusios tvirtos jungtys yra norint biitinos
18laikyti zarnyno vientisuma, kuris gali veiksmingai uZzkirsti kelig kenksmingy medziagy patekimui j
krauja per Zarnyno barjerg ir uztikrinti efektyvius elektrolity absorbcijos procesus.

Makroelementai gaunami mitybos metu, yra gyvybiskai svarbiis Zzmogaus organizmui. Elektrolitai,
organizme uZtikrina riig§¢iy ir Sarmy pusiausvyrg bei skysCiy balansa (homeostaze) ir normaly
neurologinj, miokardo, nervy ir raumeny funkcijy palaikyma.

Zarnyno epitelio barjero sutrikimai gali sukelti patologinj virskinimo trakto paZeidima, Zarnyno
uzdegima, esant fiziologinéms salygoms. Siuo metu, triiksta Ziniy apie tikslius mechanizmus,
pagrindziancius sudétingg Zarnyno barjero absorbcijos, sekrecijos, uzdegimo ir jutimo fiziologija.
Zmogaus arnyno barjero in vitro modeliai suteikia galimybe atlikti jvairius tyrimus, siekiant
1Ssamiau iSsiaiSkinti vykstancius absorbcijos ir sekrecijos mechanizmus.

Siame tyrime siekiama sukurti nauja, fiziologinius mechanizmus imituojantj Zmogaus Zarnyno
barjero modelj in vitro. Dazniausiai §iuo metu naudojami Igsteliy linijos modeliai, turi daugybe
apribojimy, nes lastelés skiriasi morfologija, 1asteliy poliSkumu, pakitusia geny ekspresija dél savo
vezinés kilmés ir barjero funkcija, palyginti su in vivo zZarnyno fiziologija. Pirmame darbo etape,
atlickami modelio formavimo ir integralumo nustatymo tyrimai, véliau sukurtas modelis pritaikomas
elektrolity reabsorbcijos tyrimams per Zarnyno barjerg in vitro.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Iranga, reagentai ir priemonés

Tyrimams atlikti buvo naudota II klasés biologinio saugumo laminariné traukos spinta (ESCO
Airstream, JAV), Igsteliy kultivavimo inkubatorius (New Brunswick™ Galaxy® 170 S CO», JAV),
centrifuga (BioSan Centrifuge, Latvija), Sviesaus lauko mikroskopas (Leica Microsystems, GmbH,
Vokietija), vandens vonelé¢, hemocitomeras (Fuchs-Rosenthal, Vokietija), masiy spektrometras
(PerkinElmer, JAV).

In vitro zarnyno modelio monosluoksnio formavimui ir kiirimui buvo naudotos 6-iy Sulinéliy
leksteles (Falcon ®, ir Multiwell™ Dickinson Labware, JAV) kultiry auginimo jdéklai su skaidria
PET membrana, 3 um pory dydZio ( Falcon ®, Becton Dickinson Labware, JAV) ir su nepermatoma
Biopore PTFE membrana, 0,4 um pory dydzio ( Millicell™, Dickinson Labware, JAV).

Lasteliy metaboliniui aktyvumui nustatyti buvo naudotos permatomos ir juodos spalvos 96 Sulinéliy
plokstelés ir daugiafunkcinis ploksteliy skaitytuvas Infinite M Nano Plex (Tecan Group Ltd., JAV).

Transepitelinés elektrinés varzos matavimai buvo atlikti naudojant neSiojama voltmetrg Millicell
ERS- 2 (Volt-Ohm Meter, JAV).

Elektrolity nustatymo tyrimams atlikti buvo naudojamas plazmos masiy spektrometras su
analizatoriumi /CP-MS NexION 300D (PerkinElmer, JAV).

Tyrimo metu naudoti reagentai aprasyti apacioje. Zitiréti 1 lentelg.

1 lentelé. Tyrimo metu naudoty reagenty sarasas

Reagenty pavadinimas Gamintojas Salis
Lasteliy auginimo terpé (DMEM(1X) +GlutaMAX-I (angl. Gibco ™, Thermo Fisher JAV
Dulbecco ‘s Modified Eagle Medium) Scientific
Penicilino ir streptomicino antibiotiky sudétinis tirpalas (angl. Pen- Gibco ™, Thermo Fisher JAV
Strep) Scientific
Tripsino / EDTA 10x tirpalas (0,5 proc. tripsinas ir 0,2 proc. Sigma-Aldrich Vokietija
EDTA)
Tripano mélio dazy tirpalas (0,4 proc.) Sigma-Aldrich Vokietija
PrestoBlue reagentas Thermo Fisher Scientific JAV
Etanolis UAB ,, Stumbras “ Lietuva
Fetalinis vaisiaus serumas (angl. FBS) Sigma-Aldrich Vokietija
Fosfatinis buferinis druskos tirpalas (angl. PBS) Sigma-Aldrich Vokietija
Dimetilsulfoksidas (angl. DMSO) Sigma-Aldrich Vokietija
Natrio chloridas 0,9 mg/ml Carl Roth Vokietija
Elektrolity tirpalai Birstono vandenys Lietuva

2.2. Imortalizuotos Zmogaus storosios Zarnos epitelio 1gstelés

Tyrimo metu buvo naudojama imortalizuotos zmogaus storosios zarnos epitelio lgsteliy linija —
(HCEC-1CT) (angl. Human colon epithelial cells), kuri buvo jsigyta i§ ,,Evercyte GmbH* (Austrija).
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Si linija buvo sukurta i§ Zmogaus storosios Zarnos epitelio lasteliy, jas transdukuojant retrovirusiniais
vektoriais, turin¢iais cdk-4 ir h\TERT geng. Imortolizuota Zzmogaus gaubtinés zarnos epitelio Iasteliy
linija HCEC ekspresuoja citochromg P450 panasiu lygiu, kaip ir Zmogaus storosios zarnos audinyje.
Si transformuota lasteliy linija turi Zarnyno epitelio pobiidj, formuodama glaudziasias jungtis ir
desmosomas [97].

Lasteliy morfologija po atlikto perséjimo, netaisyklingos formos, pasiekus pavirSiaus ploto
pasidengimg lgstelémis susiformuoja — verpstés formos. (zr. 6 pav.). HCEC-1CT Ilasteliy
pasidauginimo laikas yra vidutiniskai nuo 18 iki 24 valandy. Visi eksperimentiniai darbai su Igsteliy
kultiiros linija buvo atliekami II klasés biologinio saugumo laminarinéje traukos spintoje.

6 pav. Zarnyno epitelio HCEC-1CT lasteliy morfologija. Nuotrauka daryta $viesiniu mikroskopu Leica
Microsystems, nustacius 40x padidinimo funkcijg. Skalé — 20 um

2.2.1. HCEC lasteliy kultivavimas

Lasteliy augimo terpés ruosimas. Taikant kruopsciai atrinktus komponentus, Igsteliy augimo terpe
(DMEM(1X)) + GlutaMAX-I, nufiltruotg fetalinj verSelio vaisiaus serumg (angl. FBS) ir penicilino
ir streptomicino antibiotiky sudétinj tirpalg (angl. Pen-Strep) buvo ruosiama HCEC-1CT lasteliy
linijos mitybiné terpé.

Protokolas: 5 ml nufiltruoto FBS serumo atSildoma vandens voneléje, i jj pridedama 500 ul
Penicilino-Streptomicino tirpalo ir praskiedziama iki 50 ml ribos su lasteliy augimo terpe
DMEM(1X) + GlutaMAX-I.

Lasteliy atSildymo procediira. ParuoSiama Igsteliy augimo terpé, ji atSildoma vandens voneléje ir
paliekama laminare kambario temperatiroje. Mégintuvélis su Igstelémis iSimamas i§ skysto azoto
talpos ir jdedamas ] Silta vandens vonele. Kriomégintuvéliui atitirpus, po keliy minuciy, turinys
perpilamas ] centrifugavimo mégintuveélj, i§ anksto uzpildyta 9 ml augimo lgsteliy terpés. Lasteliy
suspensija centrifuguojama 5 minutes esant 170 x g nustatymams. Po centrifugavimo supernatantas
nupilamas, ] likusias lgsteliy nuosédas pridedama 1 ml augimo terpés ir suspenduojama. Atlikus
suspendavimg, lasteliy suspensija perkeliama j paruostg lgsteliy auginimo flakong ir papildoma
atitinkamu kiekiu mitybinés terpés. Flakonai su lgstelémis perkeliami j 37 © C temperatiiros, 5 proc.
CO; atmosferos inkubatoriy. Praéjus 24 valandoms, atlickamas augimo terpés pakeitimas nauja.
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Auginimo sglygos. Lastelés auginamos prie§ tai apraSytoje terpéje 37 ° C temperatiroje, drégnos
atmosferos inkubatoriuje, kuriame yra 5 proc. CO» ir 25 proc. deguonies. HCEC-1CT lasteliy linija
augimo metu prisitvirtina prie pavirSiaus, tod¢l auginimo flakonas yra laikomas paguldytas —
horizontalioje padétyje, siekiant padidinti lgsteliy prieinamumg ir prisitvirtinimg prie laisvo
pavirSiaus ploto. Atitinkamai pasirinkus lgsteliy auginimo flakong, nominalusis augimo terpés tiiris
skiriasi, vidutiniSkai j 75 cm? flakong pridedama 12 ml, o 25 cm? atitinkamai 6 ml lgsteliy mitybinés
terpés. Siekiant uztikrinti lgsteliy suaugima, rekomenduojama lgsteliy augimo terpe keisti atitinkamai
nuo pasodinto lgsteliy kiekio, jei kiekis mazas — kas dvi dienas, jei didelis, kas diena.

Lasteliy perséjimo procediira. Lasteliy pers¢jimo schema pateikta 7 paveikslélyje. Lastelés
persodinamos, kai jy populiacijos suaugimas pasiekia mazdaug 85-95 proc. Lasteliy mitybiné terpé
pasalinama i§ flakono ir perplaunama du kartus su PBS, paSalinant visus augimo terpés likucius. Tada,
1 flakong, priklausomai nuo jo dydZio, pridedama Tripsino — EDTA (10x) tirpalo ir Svelniai
pavartoma, kad tirpalas pasiskirstyty tolygiai po flakono pavirsiy. Inkubuojama 37 ° C temperatiiroje
mazdaug 3—4 minutes (zr. 7 pav. 1). IStraukus 1§ inkubatoriaus, Igsteliy flakonas Svelniai supurtomas
tam, kad visos Igstelés atkibty nuo apatinio vidinio flakono pavirSiaus (Zr. 7 pav. 2). Lasteliy
atsiskyrimas nuo pavirSiaus stebimas apverstu mikroskopu. Lasteléms atkibus, tripsino
nepageidaujamas poveikis sustabdomas pridedant Igsteliy augimo terpés. Lasteliy suspensija
perkeliama j mégintuvélj ir 5 minutes centrifuguojama esant 170 x g (zr. 7 pav. 3). Po centrifugavimo,
susidares supernatantas nupilamas, pridedama 1 ml terpés ir Igstelés suspenduojamos (zr. 7 pav. 4, 5,
6). Atitinkamas kiekis lgsteliy suspensijos perkeliamas j naujus auginimo flakonus, papildytus
augimo terpés (Zr. 7 pav. 7). Pilnas lgsteliy suaugimo ant flakono vidaus pavirSiaus santykis priklauso
nuo uzs¢jamy lasteliy skaiciaus naujo persodinimo metu.
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7 pav. Lasteliy perséjimo schema. Pavaizduota naudojantis programine jranga Biorender.com

Lasteliy uzsaldymo procediira. Lasteliy augimo flakonas iSimamas i§ inkubatoriaus. Lastelés,
paveikus Tripsino-EDTA (10x) tirpalu, jos atsiskiria nuo auginimo apatinio vidinio flakono
pavirSiaus. Atkibusios lgstelés kartu su mitybine terpe surenkamos j mégintuvelj ir centrifuguojamos
5 minutes esant 170 x g. Tada supernatantas nupilamas, 1asteliy nuosédos suspenduojamos likusiame
laselyje ir pridedama 700 pl augimo terpés, 100 pl DMSO ir 200 pl FBS. Atitinkami kiekiai supilami
1 kiekvieng i§ anksto atvésintg kriomégintuveél] pridedama 1 ml Sios Igsteliy suspensijos, kuri
nedelsiant perkeliama ; —80 ° C. Po 24 valandy kriomégintuveliai perkeliami j skysta azota
ilgalaikiam saugojimui.
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2.2.2. Lasteliy skai¢iavimo procediira

Lasteliy skai¢iavimo schema pavaizduota 8 paveikslélyje. Atlikus suspendavimg su Igsteliy mitybine
terpe, 1 Eppendorf mégintuvél] supilama 20 pl suspenduotos lasteliy suspensijos. Eppendorf
meégintuvélyje esanti suspensija sumaiSoma su 20 pl tripano méliu santykiu 1:1. Skai¢iavimui
pasiruoSiamas hemocitometras (zr. 8 pav. 1), ant kurio uzdedamas ir prispaudziamas dengiamasis
stikliukas. Suspendavus lgsteliy ir tripano meélio daZo miSinj, i§ jo paimamas 20 pl kiekis ir atsargiai
prilieciant dengiamojo stikliuko apacia, paskleidZiamas ] hemocitometro kamera. Lasteliy
skaiCiavimas hemocitomero kameroje vyksta pasitelkus Sviesinj mikroskopa, pro kurj galima stebéti
gyvas lasteles, nusidaziusias Sviesiai balta ir negyvas lgsteles, kurios nusidazo tamsiai mélyna spalva

(zr. 8 pav. 2).

Gyvos lgstelés

ey
,\? . < \ (baltos spalvos)

- /
.
f
—_ | ‘—f Zuvusios Igstelés
" / (mélynos spalvos)
R &

S~~~
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Hemocitometras

2.

8 pav. Lasteliy skai¢iavimo schema. Hemocitometro kamera (1), tripano méliu nudazytos lastelés (2),
skai¢iavimo schema (3). Pavaizduota naudojantis programine jranga Biorender.com

Lasteliy skaiius viename mililitre apskaiiuojamas pasinaudojant formule, pagal kurig
hemocitometro kameros jstrizain¢je esanciy keturiy kvadraty gyvy Iasteliy suma padauginama i§ 16 —
bendro hemocitometro kameroje esanciy kvadraty skai¢iaus (zr. 8 pav. 3), tada padauginama i$ atlikto
skiedimo skai¢iaus — 2 ir i§ 5000, tario koeficiento, kuris gaunamas kvadrato pavirSiaus plotg 1 mm?
padalijant 1§ viename kvadrate telpancio kiekio — 0,0002 ml.

2.3. Zarnyno barjero modelio kiirimas in vitro

Siekiant rasti optimaliausias ir geriausias sglygas formuojant zarnyno epitelio barjerg in vitro visas
démesys buvo sutelktas j lasteliy kultivavima ant membraniniy kultiry jdékly. Zarnyno barjero
kiirimui pasirinkti membraniniai lgsteliy kulttiry jdéklai, nes jie geriausiai uZtikrina zarnyng
atspindincig dviejy kamery (zarnyno spindzio ir iSorés) sistema.

Pries atliekant zarnyno modelio formavimg in vitro ant membraniniy jdékly, naudojami jrankiai
iSvalomi ir dezinfekuojami. Pincetai yra iSkaitinami 1,5 val. 140 ° C temperatiroje, kaitinimo
spintoje, siekiant i§vengti uzsikrétimo rizikos. Sterilioje aplinkoje, laminarinéje spintoje pasiruoSiama
darbo aplinka, priemonés — iSpakuojami lgsteliy kultiry auginimo jdéklai ir 6-1y Sulinéliy 1eksteles.
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2.3.1. Optimaliy salyguy nustatymas barjero formavime

Formuojant Zarnyno barjerg in vitro buvo pasirinktos skirtingos metodinés salygos, siekiant sukurti
ir nustatyti optimaliausia zarnyno modelj atitinkantj fiziologija. Siam tikslui pasiekti buvo pasirinkta
skirtingy membrany kultiiriniai jdéklai, 1asteliy séjimo metodika ir lgsteliy skaiCius suspensijoje.

Zarnyno modelis in vitro buvo formuojamas ant skirtingy membraniniy kultiiriniy jdékly — 0.4 um
diametro Millicell Biopore PTFE membrana ir 3 um diametro ,,Falcon®* skaidria PET membrana.
Vykdant pirminius eksperimentus su Millicell Biopore membraniniais kultiriniais jdéklais lastelés
neprisitvirtino prie membranos pavirSiaus. Atlikus tyrimus su abiejy riiSiy membraniniais jdéklais,
nuspresta, zarnyno modelio barjero formavimui in vitro pasirinkti 3 um pory dydzio, 30 mm
skersmens su skaidria PET membrana lgsteliy auginimo jdéklus, atitinkamai pritaikomos 6 Sulinéliy
leksteleés (zr. 9 pav.).

9 pav. 6 Sulinéliy 1ékstelé kartu su kultiiriniais 1asteliy auginimo jdéklais. Pavaizduota naudojantis
programine jranga Biorender.com

Siekiant nustatyti palankiausias sglygas, turinCias jtakos Igsteliy prisitvirtinimui prie membranos
pavirSiaus buvo panaudoti du skirtingi metodai. Pasitelkus pirmajj metoda, j apatinj léksteleés Sulinélj
buvo pridedama 2 ml mitybinés terpés, tada atsargiai su pincetu jdedamas jdéklas ir ant jo pasodinama
2 ml Igsteliy suspensija. Lekstelés kartu su kulttiros auginimo jdéklu Svelniais judesiais pasukamos ir
jdedamos ] termostatg. Pasitelkus antrgjj metoda, visy pirma, j Sulinéliy 1€kSteles atsargiai jstatomi
jdéklai, ant jdéklo pavirSiaus pasodinama lgsteliy suspensija, antra, j Sulinélio léksStelés dugnag
pridedama mitybiné terpé, kuri suformuoja fokalinj barjerg tarp virSutinio ir apatinio sluoksnio.
Antrasis metodas, pasizyméjo geresniu lgsteliy pasiskirstymu ant membranos pavirSiaus stebint per
Sviesinj mikroskopa, bei palankesniu lgsteliy prikibimu. Pirmuoju metodu, tarp membraninio
kultiirinio jdéklo susidaré oro tarpas, kuris neuztikrino susisiekianc¢io barjero modelio tarp virSutinio
ir apatinio skyriaus.

Nustatinéjant sglygas, galinCias turéti jtakos lgsteliy suaugimui ir pasklidimui po membranos pavirsiy
buvo atliekami tyrimai su skirtingu 1asteliy kiekiu suspensijoje. Literatiiroje minima, jog atitinkamai
pagal jdéklo diametrg lgsteliy skaicius viename jdékle gali svyruoti nuo 100 000 iki 300 000
tukstanciy [95, 98, 99]. Siekiant iSsiaisSkinti optimaly l1gsteliy kiekj suspensijoje, uztikrinantj optimaly
barjero susidarymg, buvo pasirinkta 200 000, 250 000 ir 300 000 lasteliy kiekis suspensijoje.
Atitinkami Igsteliy suspensijos kiekiai buvo pasodinti ant membraniniy kulttriniy jdékly ir vizualiai
stebimi per Sviesaus lauko mikroskopa Leica Microsystems.
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2.3.2. Modelio formavimas

Zarnyno barjero formavimui pasitelkiamos kruops¢iai atrinktos salygos. Zarnyno epitelio lastelés
kultivuojamos auks$c¢iau aprasSytoje terpe¢je 37 © C temperatiiroje, drégnoje atmosferoje inkubatoriuje,
kuriame yra 5 proc. CO; ir 2-5 proc. deguonies. RuoSiantis barjero formavimui in vitro, lastelés
persodinamos, kai jy populiacijos suaugimas pasiekia mazdaug 85 proc. Lasteliy augimo terpé
paSalinama 1§ flakono ir praplaunama du kartus su PBS. Tada j flakong, pridedama Tripsino-EDTA
(10x) tirpalo ir Svelniai pavartoma, kad tirpalas pasiskirstyty tolygiai po flakono pavirsiy.
Inkubuojama 37 ° C temperatiiroje mazdaug 3—4 minutes. IStraukus 1§ inkubatoriaus, 1asteliy flakonas
Svelniai supurtomas tam, kad visos Igstelés atkibty nuo apatinio vidinio flakono pavirSiaus. Lasteléms
atkibus nuo pavirSiaus, tripsino nepageidaujamas poveikis sustabdomas pridedant Igsteliy augimo
terpés. Lasteliy suspensija perkeliama j mégintuvél] ir 5 minutes centrifuguojama esant 170 x g
nustatymams. Tada supernatantas nupilamas, pridedamas 1ml terpés ir lgstelés suspenduojamos.
Atliekamas lgsteliy skai¢iavimas naudojant hetocitomero kamera, vykdomas lgsteliy skiedimas
pasirinkta koncentracija — 250 000 lasteliy / 1,5 ml.

10 pav. Zarnyno modelio formavimas ant kultdiriniy jdékly in vitro. Pavaizduota naudojantis programine
iranga Biorender.com

Naudojant sterilius jrankius — pincetus, lgsteliy auginimo kultiiry jdéklai atsargiai jdedami j Sulinélius,
stengiantis jstatyti j tam tikras ant kulttrinio jdéklo esancias iSpjautas briaunas (zr. 10 pav. 1).
Zarnyno epitelio lasteliy suspensija, 1,5 ml kuriame yra 250 000 lasteliy, suspenduojama ir
pasodinama ant kultiirinio jdéklo membranos (Zr. 10 pav. 2). LekStele Svelniais judesiais
pasukinéjama siekiant uztikrinti tolygy lasteliy pasiskirstyma po pavirsiy. Toliau pridedama 2 ml
terpés ] apatinj (bazolaterinj) sluoksnj (zr. 10 pav.3). Tolygiais 1§ Svelniais judesiais pasukinéjama,
membrana susidrékina. Per Sviesinj mikroskopg stebima ar tolygiai pasiskirste lastelés po pavirSiy
(zr. 10 pav. 4). Lékstelés perkeliamos j 37 © C temperatiiros, drégnos atmosferos inkubatoriy.
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2.4. Transepitelinés elektrinés varzos matavimas

Taikant transepitelinés elektrinés varzos matavimus, galima nustatyti suformuoto barjero
integralumg. Transepitelinio elektrinio pasiprieSinimo nustatymas, suteikia informacijg apie
susiformavusiy lgsteliy vienasluoksnio tolyguma ant membranos pavirSiaus ir tarp poliarizuoty
elementy susiformavusiy sandariy plySiniy jung€iy vientisuma, kuo lastelés glaudziau suauga, tuo
pasiekiamas didesnis varzos kiekis. TEER matavimai yra vieni i§ dazniausiai naudojamy matavimy,
tiriant epitelio barjero funkcijg. Transepiteliné elektriné varza matuojama — omais (£2).

2.4.1. PasiruoSimas TEER matavimams

Nesiojamas voltmetras Millicell ERS-2 (Volt-Ohm Meter, JAV) nudezinfekuojamas ir jdedamas |
laminaring traukos spintg. Pasiruo$iama lasteliy auginimo terpé, mégintuvelis su etanoliu (70 proc.)
ir PBS. HCEC-1CT lasteliy kulttros jdéklai su lékStele 1§ inkubatoriaus perkeliami | laminaring
traukos spintg. Siekiant i§vengti tiiriy skirtumo tarp lasteliy kulttiriniy jdékly, pries kiekvieng varzos
matavimg pakei¢iama lgsteliy augimo terpé. Procediira vykdoma atsargiai, pakei¢iama pradedant nuo
apatinio (bazolaterinio) sluoksnio, tuomet virSutiniame kultiiriniame jdékle esanti terpé. Voltmetro
elektrodai sterilizuojami 70 proc. etanolyje (5 min.) ir neutralizuojami PBS ir Igsteliy auginimo
terpéje. Atlikus pagrindinius zingsnius toliau tgsiami transepitelinés varzos matavimai.

2.4.2. TEER matavimo protokolas

Naudojant voltmetrg kiekviename Sulinyje iSmatuojama transepitelio elektriné varza (TEER),
siekiant jvertinti susidariusio zarnyno barjero sluoksnio vientisumg. TuSCiame kultiriniame jdékle,
kai néra epitelio lgsteliy, TEER matavimai yra svyruoja nuo 0 iki 100 Q. Vykdant matavimus biitina
laikytis griezty taisykliy.

ERS /4
Epithelial Volt-Ohm Metur g

E ! Ohy
@ pover &
[ Millivolts

ATV VURRIT

11 pav. Transepitelinés elektrinés varzos matavimai in vitro modelyje — pavaizduoti
kairéje, neSiojamas voltmetras Millicell ERS-2 — deSinéje

Pirmiausia, trumpesnis elektrodas atsargiai jdedamas ] virSuting lasteliy jdéklo dalj (virSiininj
sluoksnj), kuriame yra HCEC-1CT kultiiriné Igsteliy linija su terpe, o kitg elektroda, ilgesnj — i apatinj
skyriy (bazolateralin; sluoksnj), kuriame yra tik augimo terpé (Zr. 11 pav.). Trumpesnis elektrodas
neturi liestis su elemento sluoksniu, matuojant, elektrodas laikomas stabiliai 90 ° kampu, palyginti su
ploksteles jdéklu. TEER matuojama keletg karty skirtingose vienasluoksnio vietose dél elemento
sluoksnio tolygumo, kintamumo ir apskaic¢iuota viduting verté. Siekiant uztikrinti nuosekluma, TEER
matavimai atliekami pra¢jus ne maziau kaip 24 valandoms po mitybinés terpés pakeitimo. Gauti
duomenys registruojami ir panaudojami tolimesniuose tyrimuose.
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2.5. Elektrolity tirpaly paruoSimas

Devyni skirtingy koncentracijy elektrolity tirpalai, buvo gauti i§ UAB ,,BirStono mineraliniai
vandenys “ ziuréti 2 lentele. Gautuose tirpaluose elektrolity koncentracijos buvo nenustatytos, todél
jie buvo istirti su induktyviai susietos plazmos masiy spektrometro analizatoriumi ICP-MS NexION

300D.

2 lentelé. Elektrolity tirpaly sarasas

Méginio numeris Méginio pav.
1. P3 (15 g/)
3P (13 g/l)
2P (3 g/1)

P2 (2 g/l)

P1 (1,6 g/l)
P5 (1,2 g/)
1P (1,0 g/1)
5P (0,7 g/l)
P4 (0,2 g/)

e A T U o

Tyrimo metu, kiekvienas elektrolity tirpalas buvo skiedziamas su Igsteliy auginimo terpe santykiu 1:4
siekiant sumazinti tiesioginj poveikj Zarnyno epitelio Igsteléms. Siekiant nustatyti elektrolity ir terpés
tirpalo sudéties ir Igsteliy mitybinés terpés koncentracijas, meéginiai atitinkamai buvo istirti su
induktyviai susietos plazmos masiy spektrometro analizatoriumi ICP-MS NexION 300D.

2.6. HCEC-ICT lasteliy, paveikty elektrolity tirpalais, gyvybingumo vertinimas
2.6.1. Lasteliy metabolinio aktyvumo nustatymas ir vertinimas

Siekiant jvertinti tiesioginj mikroelementy poveikj zmogaus zarnyno (HCEC — 1CT) Igsteléms, buvo
atlikti elektrolity ir lagsteliy metabolinio aktyvumo vertinimo tyrimai. Pasitelkus 96 — Sulinéliy
1eksteles, atitinkamai | kiekvieng Sulinélj, trijose skirtingose lékstelése, buvo pasodinta po 3000
HCECT- 1CT lasteliy, kuriuose bendras Sulinélio tiris sudaré¢ — 200 ul. Uzs¢jus Igsteles, jos buvo
inkubuojamos 24 valandas, 37 © C temperattroje lasteliy kultiiros inkubatoriuje, apsaugotame nuo
tiesioginés Sviesos. Po inkubacinio periodo, 96 — Sulin¢liy l¢kStelése esancios lgstelés buvo
paveikiamos skirtingy koncentracijy elektrolity tirpalais, taip pat palieckama atitinkamai kiekvienam
meéginiui elektrolity tirpalais neveikta lasteliy kontrolé. Elektrolity tirpalai buvo praskiedZiami su
Sviezia Igsteliy mitybine terpe, santykiu (1:4), i kiekvieng Sulin¢lj pridedama po 200 pl atskiesto
tirpalo (40 pl elektrolity tirpalo ir 160 pl mitybinés lasteliy terpés). Lékstelés perkeliamos |
inkubatoriy ir palieckamos — 4, 24 ir 48 valandoms. Praé¢jus minétoms valandoms, po paveikimo
elektrolity tirpalais, 1§ inkubatoriaus iSimamos, 96 — Sulinéliy lékstelés, nuo Igsteliy nuimami méginiai
po 100 pl ir perduodami mikroelementy tyrimams su ICP-MS.

Lasteliy metabolinis aktyvumas, po 4, 24 ir 48 valandy vertinamas pasitelkus Igsteliy gyvybingumo
reagentg — ,,PrestoBlue. Reagentas ,,PrestoBlue — membranai pralaidus tirpalas, pagamintas
resazurino pagrindu, kuris redukuodamas sudaro rezorufing — raudong ir labai intensyvy
fluorescencinj junginj. Praéjus inkubacijos periodui, paSalinus mitybing terpe nuo lasteliy, 1 96
Sulinéliy lekstele buvo pridéta po 10 ul ,,PrestoBlue* reagento, ir jpilama 90 ul Sviezios lasteliy
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mitybinés terpés. Inkubuojama 20 minuciy 37 ° C temperatiiroje lasteliy kultiiros inkubatoriuje,
apsaugotame nuo tiesioginés Sviesos. Po inkubacijos, naudojant , Tecan®, pilnai pakrautg
daugiamodelj ploksteliy skaitytuva ,,Infinite M Plex®, esant atitinkamam suzadinimo ir emisijos
bangy ilgiui — 560 ir 590 nm, buvo nustatyta resorufino fluorescencija. Daugiafunkcinio ploksteliy
skaitytuvo parametrai pateikiami 3 lenteléje.

3 lentelé. Daugiafunkcinio ploksteliy skaitytuvo nustatymai

Mode Fluorescence Top Reading
Excitation Wavelength 560 nm
Emission Wavelength 590 nm
Excitation Bandwidth 9 nm
Emission Bandwidth 20 nm
Gain 100 Manual
Number of Flashes 25

Integration Time 20 us
Lag Time 0 us
Settle Time 0 ms
Z-Position (Manual) 20000 pm

2.7. Elektrolity pernasos per barjera tyrimai in vitro

Sukiirus zarnyno modelj in vitro, siekiant jvertinti per barjerg peréjusiy elektrolity koncentracijas,
modelis buvo paveiktas skirtingais elektrolity tirpalais ir stebimi koncentracijos skirtumai tarp
virSutinio ir apatinio jdéklo skyriy po 4, 24, 48 valandy (zr. 12 pav.). Lasteliy mitybiné terpé
pasalinama,  virSutinj jdéklo skyriy pridedama 1,5 ml elektrolity tirpalo miSinio, ] apatinj
skyriy lasteliy mitybinés terpés (Zr. 12 pav. 1). Paveikus elektrolity tirpalais, IékStelés inkubuojamos
37 ° C temperatiiroje, drégnoje atmosferoje inkubatoriuje, po 4, 24 ir 48 val. kiekviename Sulinélyje,
iSmatuojamos transepitelinés elektrinés varZos vertés, siekiant nustatyti, kurie elektrolity tirpalai
tur¢jo jtakos TEER sumaz¢jimui (zr. 12 pav. 2). Per barjerg pra¢jusiy elektrolity koncentracijos
nustatomos su plazmos masiy spektrometro analizatoriumi ICP-MS NexION 300D analizuojant
meéginius paimtus i§ virSutings ir apatinés jdéklo pusés (zr. 12 pav. 3, 4).

4. Méginiy analizé ICP-MS

NexION 300D.
|
1 | f
‘ { \
\ /
| (1 y I ,l {
jemnmnmsanarr WLLLLLLLLLY
1. Paveikimas elektrolity 2. Transepitelinés elektrinés 3. Per barjerg peréjusiy koncentracijy vertinimas
tirpalais. varzos matavimai. (méginiai paimami i$ virSutinés ir apatinés puseés).

12 pav. Elektrolity tyrimy salygy schema. Pavaizduota naudojantis programine jranga Biorender.com
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2.7.1. Elektrolity rezorbcijos tyrimai su induktyviai susietos plazmos masiy spektrometrijos

Mikroelementy matavimas biologiniuose méginiuose yra naudingas daugelyje klinikiniy salygy.
Induktyviai susieta plazmos masiy spektrometrija (ICP-MS) yra analitin¢ technika, kuri gali biiti
naudojama matuojant elementus biologiniuose skysc¢iuose [100].

Masiy spektrometrija — medZiagy tyrimo metodas, paremtas tiriamosios medZiagos molekulés
jonizacija bei jonizuotos molekulés masés ir kriivio santykio (m/z) analize. Skystos fazés meéginys
peristaltiniu siurbliu 1 ml/min grei¢iu patenka j purkStuvg. Analizatoriuje esantis plazmos Saltinis
6000-7000 °C temperatiiroje dziovina argono dujy neSamg meéginj ir pavercia jj | aerozolio laselius.
Aukstoje temperatiiroje molekulés, esancios tiriamojoje medziagoje, disocijuoja, netenka arba
prisijungia elektronus ir virsta j teigiamg arba neigiamg kraiv] turint] jona. Susidare jonai atskiriami
veikiant kintamam elektriniam laukui ir nukreipiami } masiy spektrometra. IS kvadrupulio i$éj¢s jony
signalas, tiesiogiai proporcingas jony kiekiui, yra fiksuojamas detektoriumi [100, 101].

Elementy Na® K" Ca?" ir Mg?* koncentracijos tiriamos su induktyviai susietos plazmos masiy
spektrometro analizatoriumi ICP-MS NexION 300D (PerkinElmer. JAV). Analizés metu buvo
laikomasi §ios procediiros: prietaiso optimizavimas, kalibravimas, méginiy analizé. Atliekant Na*
analiz¢ buvo pasirinktas 23 izotopas ir KED (kinetinés energijos diskriminacijos) spektrometro
rezimas, kai prie pagrindiniy argono dujy prijungiamos ir helio dujos. Atliekant K* Ca?* ir Mg?*
analizes buvo pasirinkti izotopai (39, 43, 24) bei DRC (dinaminés reakcijos) rezimas kai prijungiamos
amoniako dujos. Méginiai buvo kiekybiskai jvertinti naudojant ICP-MS iSoriniu kalibravimu
naudojant 1/500 meginio praskiedimg. ICP-MS veikimo salygos ir matavimo parametrai pateikti 4
lenteléje. Gauti duomenys 1§ ICP-MS pateikiami g / 1.

4 lentelé. ICP-MS veikimo saglygos ir matavimo parametrai

ICP-MS parameter Operating conditions
Spray chamber Quartz cyclonic

Sample introduction MEINHARD® Nebulizer
Radio frequency (RF) power 1300 W

Plasma Ar flow 18 L/min’!

Nebulizer Ar flow 1.04 L/min™!

Auxiliary Ar flow 1.20 L/min!

Mode KED, DRC

Cones Nickel

2.8. Statistiné analizé

Gauty eksperimentiniy duomeny statistinei analizei atlikti buvo naudojama programiné jranga
wigmaPlot 14.0° (Systat Software, San Jose, JAV). Koreliaciné analizeé, apskai¢iuojama naudojant
programing jrangag ,,Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft Corporation). Eksperimentai buvo
kartojami maziausiai tris kartus. Visi duomenys pateikiami kaip vidutinés reikSmés + standartinis
paklaidos nuokrypis. Rezultatai analizuojami naudojant vienos krypties dispersijos analize
(ANOVA), taikytas Holm-Sidak testas. Laikoma, kad duomenys statistiSkai reikSmingi kai p <0,05.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Zarnyno barjero modelio formavimas in vitro

Zarnyno modelio in vitro kiirimo metu, pirmiausia buvo parinktos tinkamiausios kultivavimo salygos.
Siekiant sukurti optimaly vientiso Zarnyno barjerg in vitro, buvo naudojami skirtingy membrany
kultiiriniai jdéklai, 1asteliy uzsodinimo metodai ir lgsteliy kiekis suspensijoje.

Naudojant dviejy skirtingy riasiy membraninius jdéklus — 0.4 pum diametro ,,.Biopore” PTFE
(politetrafluoretileno) membrana ir 3 um diametro ,,Falcon ®* skaidri PET (polietileno tereftalato)
membrana, pastebéta, kad ant PTFE membranos HCEC-1CT lgstelés neauga ir neprisitvirtina prie
pavirSiaus tik susilieja j sankaupg membraninio jdéklo centre. D¢l Sios priezasties, nuspresta zarnyno
modelj in vitro formuoti ant 3 um diametro ,,Falcon ®“ membraniniy jdéklu su skaidria PET
membrana.

Siekiant uztikrinti tolygy lasteliy pasiskirstyma ir suaugimg ant membraninio jdéklo pavir§iaus buvo
naudota skirtinga Igsteliy uzsodinimo metodika. Formuojant barjero modelj, pasirinktas metodas
uztikrino tolygy lasteliy pasiskirstyma ant membraninio jdéklo pavirsiaus. Siuo metodu, pirma, ant
kultirino jdéklo pavirSiaus pasodinama lasteliy suspensija, antra, ] Sulinélio léksStelés dugna
pridedama mitybiné terpé, kuri suformuoja biologinj barjerg tarp virStininio (apikalinio) ir apatinio
(bazolateralinio) sluoksnio.

Formuojant Zzarnyno model; in vitro, buvo naudota skirtinga lasteliy kiekio koncentracija
suspensijoje. Pastebéta, jog formuojant modelj in vitro su 250 000 Iast / ml pasiekiamas optimalus
barjero vientisumas (zr. 13 pav.).

13 pav. Zarnyno epitelio barjeras in vitro. Nuotrauka daryta $viesiniu mikroskopu Leica Microsystems,
nustacius 40x padidinimo funkcijg. Skalé — 50 pm

3.1.1. Transepitelinés varzos vertinimas

Siekiant jvertinti susidariusio zarnyno barjero integralumg ir sandariyjy jungCiy vientisuma,
matuojama transepiteliné elektriné varza. Transepitelinés elektrinés varzos matavimai, suteikia
informacijg apie susiformavusiy lgsteliy vienasluoksnio tolyguma ant membranos pavirsiaus ir tarp
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poliarizuoty elementy susiformavusiy sandariy plySiniy jung¢iy vientisumg. Kai tarp Iasteliy susidaro
funkcinés sandarios glaudziosios jungtys, fiksuojamos didesnés TEER vertés.

TEER matavimai buvo atliekami 8 dienas, kas 24 val., po 3 kartus skirtingose kultiriniy jdékly
vietose, naudojant nesiojamag voltmetrg ,,Millicell ERS-2 Volt-Ohm Meter.

250

200

150 ~

100 ~

Transepiteliné elektriné varza, Q.cm?2

0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Laikas, valandomis

14 pav. Zarnyno modelio in vitro transepitelinés elektrinés varzos matavimai. Vaizduojami ver&iy vidurkiai
su standartiniais nuokrypiais. *— zZymi statistiSkai reikSmingg skirtuma lyginant su ankstesnio laikotarpio
matavimu

Transepitelinés elektrinés varzos reikSmeés nuosekliai didéjo kiekvieng dieng po lasteliy kulttros
uzsodinimo (Zr. 14 pav.). Praéjus pirmoms 24 val. (1 dienai) po uZsé¢jimo nustatyta TEER varza sieké
956,89 Q.cm?. Zarnyno barjeras sudarydamas sandarigsias glaudzigsias ir plySines jungtis

susiformavo prag¢jus 120-188 val. (5-7 dienoms) po Igsteliy kultiros uzs¢jimo ant membraniniy
idékly.

Susiformavus glaudziosioms ir plySinéms jungtims tarp HCEC-1CT lasteliy, TEER varZos matavimai
padidéjo ir pasieké maksimalias vertes — 178+9,45 Q.cm? $estg kulttros dieng ir 200£7,58 Q.cm?
septintg kultiros dieng. TEER vertés susidariusiame vienasluoksnyje pradéjo mazéti po
maksimaliausios vertés pasiekimo, apie 8 dieng.

Gauti rezultatai atskleidzia, kad susiformaves zarnyno barjeras in vitro yra vientisas ir iSlaiko
barjerine funkcija 5—7 kultros diena. Sie duomenys yra panasis j atliktus tyrimus, kai formuojant
zarnyno model; in vitro gauta optimali TEER reikSmé uZtikrinanti barjero vientisumag
pasieké — 200 Q.cm2 [97].

Nustacius, kad TEER reikSmés didZiausig verte pasiekia 5—7 dieng po lgsteliy pasodinimo ant
kulttiriniy jdékly, nuspresta, tolimesniems pernasos per barjerg tyrimams pasitelkti susiformavusj 5—
7 dienos model;.
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3.2. Elektrolity tirpaly koncentracijy nustatymas

Siekiant istirti peréjusiy tirpaly koncentracijas per sukurtg zarnyno barjerg in vitro, visy pirma, buvo
nustatytos elektrolity koncentracijos tirpaluose naudojant induktyviai susietos plazmos masiy
spektrometrg su analizatoriumi /CP-MS NexION 300D. Duomenys pateikiami 5, 6, 7 lentelése.

5 lentelé. Makroelementy koncentracijos grynuose elektrolity tirpaluose g /1

Makroelementy koncentracijos elektrolity tirpaluose (g/ 1)
Elektrolity tirpalai

K* Ca** Mg?* Na*

P4(0,2¢g/1) 0,65+0,03 0,21£0,02 0,06+0,01 9,65+0,53

SP(0,7g/1) 0,66+0,03 0,19+0,01 0,06+0,01 9,68+0,60

1P (1,0g/1) 0,67+0,04 0,34+0,03 0,07+0,01 10,29+0,36
P5(1,2¢g/1) 0,66+0,02 0,27+0,03 0,07+0,02 10,4540,42
P1 (1,6 g/1) 0,71+0,03 0,24+0,02 0,08+0,02 10,59+0,25
2P (2,0g/1) 0,68+0,02 0,30+0,,2 0,12+0,02 10,93+0,39
P2 (3,0g/1) 0,70+0,03 0,27+0,02 0,10£0,01 11,01+0,33
3P(13,0g/1) 0,72+0,04 0,65+0,06 0,33+0,03 12,08+0,41
P3(15,0g/1) 0,68+0,02 0,52+0,03 0,27+0,02 12,24+0,64

6 lentelé. Makroelementy koncentracijos lasteliy mitybinéje terpéje g /1

Makroelementy koncentracijos lasteliy mitybingje terpéje

(g/1)
K* Ca** Mg?* Na*
0,37+0,05 0,07+0,05 0,04+0,1 3,49+0,26

7 lentelé. Makroelementy koncentracijos elektrolity ir terpés 1:4 tirpaluose g/ 1

Makroelementy koncentracijos (g / 1) 1:4 (terpés) santykio tirpale
Elektrolity tirpalai

K* Ca** Mg?* Na*
P4 (02 g/1) 0,47£0,02  0,14+0,02 0,04+0,01 6,47+0,61
SP(0,7g/1) 0,48+0,01 0,12+0,02 0,04+0,01 6,50+0,35
1P (1,0g/1) 0,49+0,03 0,27+0,04 0,05+0,01 7,11+£0,76
P5(1,2¢g/1) 0,48+0,03 0,20+0,03 0,05+0,01 7,26+0,63
P1 (1,6 g/1) 0,52+0,03 0,17+0,01 0,06+0,01 7,40+0,40
2P (2,0g/1) 0,49+0,02 0,23+0,03 0,10£0,02 7,75+0,79
P2 (3,0g/1) 0,51+0,02 0,2040,02 0,08+0,01 7,83+0,42
3P (13,0 g/1) 0,54+0,03 0,58+0,05 0,31+0,03 8,90+0,66
P3(15,0g/1) 0,49+0,02 0,45+0,03 0,25+0,02 9,05+0,36

Atlikus skirtingy elektrolity tirpaly analiz¢ su /ICP-MS NexION 300D masiy spektrometru, nustatytos
didziausios natrio jony (Na*) ir maziausios magnio jony (Mg?*) koncentracijos tirpaluose.
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[Sanalizavus lgsteliy mitybinés terpés koncentracijg (zr. 6 lentel¢), nustatytos 3—4 kartus mazesnés
koncentracijos lyginant su tiriamaisiais elektrolity tirpalais (Zr. 5 lentele). Elektrolity poveikio ir
absorbcijos tyrimams visi devyni tiriamieji elektrolity tirpalai, buvo praskiedziami santykiu 1 dalis
elektrolity ir 4 dalys Igsteliy mitybinés terpés. Nustatytos terpés ir elektrolity 1:4 koncentracijos buvo
2-3 kartus didesnés lyginant su lgsteliy mitybine terpe (Zr. 7 lentelg), taciau Zymiai mazesnés lyginant
su grynomis elektrolity tirpaly koncentracijomis (Zr. 5 lentelg).

Nustacius elektrolity tirpaly koncentracijas, tolimesniuose tyrimuose elektrolity tirpalai toliau
jvardijami kaip — mazos (0,2 g/1,0,7 g/ 1, 1,0 g /1) vidutinés (1,2 g/1, 1,6 g/12,0 g/1,3,0 g /1) ir
didelés (13,0 g /1, 15,0 g /1) koncentracijos tirpalai.

3.3. Elektrolity tirpaly tiesioginis poveikis lIasteliy metaboliniam aktyvumui

Siekiant jvertinti elektrolity tirpaly tiesioginj poveiki HCEC-1CT lasteliy metaboliniam aktyvumui,
lastelés buvo paveiktos 9 skirtingais elektrolity tirpalais tirpalo:terpés santykiu 1:4, ir matuojant
PrestoBlue dazo skilimo produkto fluorescencijos intensyvuma po 4, 24 ir 48 valandy inkubacijos
periodo.
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15 pav. Elektrolity tirpaly poveikis HCEC-1CT lasteliy metaboliniam aktyvumui, po 4, 24 ir 48 valandy.

Vaizduojami verciy vidurkiai su standartiniais nuokrypiais, n=3. Tiriamy méginiy vertés buvo normalizuotos
pagal nepaveiktg kontrole prilyginant jg — 100 proc. (raudona linija). * — Zymi statistinj patikimuma lyginant
su kontrole, kai p < 0,05. # — patikimumg lyginant su 4 ir 24 val. poveikiu, kai p < 0,001

Elektrolity tirpaly poveikis lgsteliy metaboliniam aktyvumui pavaizduotas 15 paveiksle.
Pavaizduotame grafike matyti, kad skirtingos koncentracijos tirpalai turéjo nevienodg poveikj HCEC-
ICT lasteliy metaboliniam aktyvumui. Mazos koncentracijos elektrolity tirpalai (0,2 g/ 1, 0,7 g/ 1,
1,0 g/ 1), po 4 val. poveikio lyginant su kontrole neturéjo reikSmingos jtakos lgsteliy metaboliniam
aktyvumuli, taciau po 24 valandy zymiai sumazino medziagy apykaitos aktyvuma (14, 15 ir 8 proc.),
ir 8is poveikis i8liko po 48 valandy (17, 33 ir 13 proc.).

Vidutinés ir didelés koncentracijos elektrolity tirpalai po 4 valandy poveikio reikSmingai padidino
HCEC-ICT lasteliy metabolinj aktyvumg. Vidutinés koncentracijos tirpaluose ( 1,2 g/1, 1,6 g /1)
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lasteliy gyvybingumas lyginant su kontrole padidéjo (13 ir 17 proc.), po 24 valandy medziagy
apykaitos aktyvumas Zymiai sumaZzéjo (10 ir 7 proc.). Poveikis iSliko ir po 48 wval. trukmeés
inkubavimo su 1,2 g /1, 1,6 g/l elektrolity tirpalais — metabolinis aktyvumas sumazéjo (11 ir 26 proc.).

Paveikus lgsteles 2,0 g / 1 ir 3,0 g / 1 elektrolity tirpalais, po 4 val., Iasteliy metabolinis aktyvumas
padidéjo (15 ir 12 proc.). Pragjus 24 ir 48 val. po poveikio 2,0 g/ I elektrolity tirpalu pastebimas
statistiSkai reikSmingas aktyvumo sumaze¢jimas (6 ir 8 proc.), taciau po ilgesnio 48 val. poveikio,
3,0 g/ 1 elektrolity tirpalu, $is poveikis nebuvo nustatytas.

Paveikus didelés koncentracijos elektrolity tirpalais (13 g/ 1ir 15 g/ 1) pastebimas (10 ir 12 procenty)
padidéjimas po 4 valandy paveikimo. Nustatyta, kad didelés koncentracijos (15 g/1, 13 g/ 1,3 g/1)
elektrolity tirpalai padidino medziagy apykaitos aktyvuma tiek po 24, tiek po 48 valandy.

Visais elektrolity tirpalais veikiamuose pavyzdziuose po 4 val. uzfiksuotas statistiSkai reikSmingai
didesnis metabolinis aktyvumas lyginant su iSmatuotu po 24 val. (p > 0,001).

3.3.1. Elektrolity tirpaly koncentracijos kitimas laiko bégyje kultivuojamy HCEC-1CT
Iasteliy terpéje

Lasteliy membranos sudaro atrankiai laidy uZtvarg, barjera, leidziant] pro membrang laisvai
prasiskverbti tik mazoms nepolinéms medziagy molekuléms. Medziagy pernasSos sistemos esancios
savitos plazmings ir Igstelés vidaus membranose valdo medziagy mainus su aplinka vidiniuose erdvés
skyriuose. Tokiu biidu, Igstelés gauna reikalingas medziagas bei uztikrina Salinimg apykaitos
produkty [102].

Vertinant HCEC-1CT lasteliy saglygojama elektrolity apykaita, buvo tiriami elektrolity koncentracijy
poky¢iai Sulin¢liuose po 4, 24, 48 valandy. Pastebéti koncentracijos poky¢iai pavaizduoti 16, 17, 18,
19 paveiksluose.
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16 pav. Kalio jony koncentracijos pokyciai 4, 24, 48 val., paveikus HCEC-1CT lasteles elektrolity tirpalais.
Vaizduojami verciy vidurkiai su standartiniais nuokrypiais, n=3. * — Zymi statistinj patikimumg lyginant su
kontrole, kai p < 0.05
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Kalio jony koncentracijos pokyciai po 4, 24, 48 val. HCEC-1CT lasteliy paveikimo elektrolity
tirpalais pateikiami diagramoje (zr. 16 pav.). Gautuose rezultatuose matyti, kad priklausomai nuo
tirpale esancios koncentracijos visuose 9 tiriamuose pavyzdZiuose kalio jony kiekis padidéjo lyginant
su neveikta kontrole.

Pastebéta, kad statistiSkai reikSmingi padid¢jimai fiksuojami didesnés koncentracijos elektrolity
tirpaluose. Pra¢jus 24 valandoms po paveikimo tirpalais, visuose meéginiuose koncentracijos
sumazejo.

Paveikus elektrolity tirpalais, K™ jony koncentracija padidéja uzlgstelinéje terpéje, todél sumazéja K*
koncentracijos gradientas mazéja. Siuo atveju maziau K*jony difunduoja j lastelés iSore, ir membranos
potencialas pasidaro maZiau neigiamas, todel vidutinés koncentracijos elektrolity tirpaluose
pastebimas elektrolity kiekio sumazZ¢jimas lyginant tarp grupiy 4 val. pradinés ir 48 valandy
koncentracijos galutinés.

Galima pastebéti, kad didelés, vidutinés ir mazos koncentracijos elektrolity tirpaluose kalio kiekis
lyginant tarp paveikimo laikotarpiy palaiké koncentracijos gradients, judéjo 1§ didesnés
koncentracijos mazesnés link ir po 48 val. pasieké jvedamy elektrolity koncentracijg — sudarydami
K™ pusiausvyros potencialg abipus membrany.

Vertinant kalcio jony koncentracijy pokycius paveikus Igsteles elektrolity tirpalais nustatytas
statistiSkai reikSmingas padidéjimas lyginant su kontrole mazos 1,0 g/, vidutinés 2,0 g/1,3,0 g/l ir
didelés 13 g/ 1, 15 g/ | mineralizacijos méginiuose (zr. 17 pav.). Esant koncentracijy skirtumui, tarp
membrany, Ca®* jonai juda i$ lastelés vidaus j jos iSore, pagal koncentracijos gradienta.
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17 pav. Kalcio jony koncentracijos pokyciai 4, 24, 48 val., paveikus HCEC-1CT Iasteles elektrolity tirpalais.
Vaizduojami verciy vidurkiai su standartiniais nuokrypiais, n=3. * — Zymi statistinj patikimumg lyginant su
kontrole, kai p < 0.05

Atlikus Mg?* analizg terpéje, paimtoje nuo lgsteliy, nustatyta, kad maZos koncentracijos elektrolity
tirpalai neturéjo didelio poky¢io lyginant su kontrole po 4, 24 ir 48 valandy (zr. 18 pav.). Taciau po
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inkubavimo su didesnés ir vidutinés koncentracijos tirpalais Mg?* jony koncentracija statistiskai
reikSmingai padidéjo lyginant su kontrole.

Nezymils magnio jony poky¢iai lyginant tarp 4 ir 24 valandy pastebimi — 15 g/ 1 méginiuose, toks pat
koncentracijy pokytis nustatytas ir su kalcio jonais, kai i§ pradziy zymiai padid¢jo, o véliau sumazéjo.
Nustatyta, kad po 48 val. poveikio Mg?* jony koncentracijos pasieké balansg tarp jvestos pradinés ir
galutinés koncentracijos.

0.4
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o [=)
N w
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18 pav. Magnio jony koncentracijos pokyc¢iai 4, 24, 48 val., paveikus HCEC-1CT Iasteles elektrolity
tirpalais. Vaizduojami ver¢iy vidurkiai su standartiniais nuokrypiais, n=3. * — zZymi statistinj patikimuma

0,29/l 0,7g/ 1,09/ 129/1 1eg/| 2,09/13,0g/1 13g/l 159/

lyginant su kontrole, kai p < 0.05

Vertinant natrio jony pokycius, svarbu paminéti, kad Iastelés membrana, esanti ramybés biisenos, yra
labai mazai laidi Na* jonams [15]. Analizuojant natrio jony koncentracijas, nustatyti statistiskai
reikSmingi pokyc¢iai vidutinés ir didelés koncentracijos elektrolity tirpaluose lyginant su kontrole (zr.
19 pav.). Mazos koncentracijos tirpaluose (0,2 g /1, 0,7 g /1) galima pastebéti Na* jony padidéjimag po
24 valandy, taciau galutinés koncentracijos i$silygino po 48 val. pasiekdamos membraninj potencialg.

Natrio jony poky¢€iai pastebimi po 24 valandy paveikimo vidutinés ir dideles koncentracijos
elektrolity tirpalais, koncentracijos reikSmingai sumazgjo, iSskyrus 2,0 g / I, kuriame galima pastebéti
padidéjima (zr. 19 pav.). Praéjus 48 val. visuose elektrolity tirpaluose koncentracijos padid€jusios ar

sumazeéjusios koncentracijos atitinkamai pasieké jvesty natrio jony kiekius.
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19 pav. Natrio jony koncentracijos pokyciai 4, 24, 48 val., paveikus HCEC-1CT lasteles elektrolity tirpalais.
Vaizduojami verciy vidurkiai su standartiniais nuokrypiais, n=3. * — Zymi statistinj patikimumg lyginant su
kontrole, kai p < 0.05

Atlikus elektrolity vertinimo pokycius po 4, 24 48 valandy nustatyta, kad lasteliy geb¢jimas sukaupti
Ca?" ir Mg?" atsispindi stebétuose poky¢iuose — iki vidutinés koncentracijos, imtinai dvivalen¢iy jony
koncentracija palaikoma stabili, o esant didelei koncentracijai — S§is palaikymas jau tampa
nebeefektyvus.

3.4. Zarnyno modelio in vitro pritaikymas elektrolity tyrimams
3.4.1. Transepitelinés elektrinés varzos vertinimas modelj paveikus elektrolity tirpalais

Siekiant nustatyti, elektrolity tirpaly poveikj susiformavusiam Zarnyno barjerui in vitro, buvo atlikti
transepitelinés elektrinés varzos matavimai.

Matavimai buvo atlikti kas 4, 24 ir 48 valandas, po 3 kartus skirtingose kultiiriniy jdékly vietose,
pasitelkus neSiojamg voltmetra ,,Millicell ERS-2 Volt-Ohm Meter .
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20 pav. Elektrolity tirpaly poveikis Zarnyno barjero transepitelinés elektrinés varzos pokyc¢iams, po 4, 24 ir
48 valandy. Vaizduojami verciy vidurkiai su standartiniais nuokrypiais, n=3. Tiriamy méginiy vertés buvo
normalizuotos pagal nepaveikta kontrole prilyginant ja — 200 Q.cm? (raudona linija). * — Zymi statistinj
patikimuma lyginant su kontrole, kai p < 0,05. ** — Zymi statistinj patikimuma lyginant su 4 ir 48 val.
poveikiu, kai p <0,01. # — patikimumg lyginant su 4 ir 24 val. poveikiu, kai p < 0,005

IS pateikty duomeny matyti, kad mazai mineralizuoti elektrolity tirpalai (0,2 g/1,0,7g/1,1,0g/1)
lyginant su kontrole, po 4, 24 ir 48 valandy poveikio netur¢jo reikSmingos jtakos suformuoto zarnyno
barjero integralumui, TEER vertés reikSmingai nepakito (zr. 20 pav.). Mazos koncentracijos tirpalai,
po 24 valandy poveikio nezymiai sumazéjo lyginant su kontrole, taCiau po 48 val. pastebimas
minimalus transepitelinés elektrinés varzos padidéjimas.

Vidutinés koncentracijos elektrolity tirpalai (1,6 g/ 1,2 g/l ) lyginant su kontrole, po 4 ir 24 valandy
poveikio zymiai sumazino transepitelinés elektrinés varzos reikSmes. Paveikus 1,2 g /1 ir 1,6 g /1
elektrolity tirpalais pastebimas statistiSkai reikSmingas TEER sumazéjimas (5,5 proc.) ir (16,5 proc.)
tarp 4 ir 24 valandy poveikio (p < 0,005).

Paveikus vidutinés koncentracijos 2 g/ 1 elektrolity tirpaly lyginant su kontrole pastebimas statistiSkai
reikSmingas TEER vertés sumaZzéjimas (2 proc.) po 4 valandy ir (13,5 proc.) po 24 valandy poveikio.
Palyginus 4 ir 24 val. duomenis, nustatyta, kad sumaz¢jimas statistiSkai reikSmingas (p < 0.005). Po
48 val. vidutinémis koncentracijomis paveiktame Zarnyno barjero modelyje, galima pastebéti
statistiSkai nereikSmingas TEER vertés padidéjimas. Paveikus 3,0 g / elektrolity tirpalu pastebimas
statistiSkai reikSmingas TEER vertés sumaZzéjimas tik po 24 val.

Didelés koncentracijos elektrolity tirpalai, sukelé reikSmingg nuo laiko priklausantj transepitelinio
elektrinio pasiprieSinimo sumaz€jimg, o maziausios vertés buvo nustatyta po 48 val. poveikio
lyginant su kontrole, 13 g/l ir 15 g/l elektrolity tirpalai po 24 valandy sumazéjo (21,5 proc. ir 24,5
proc.). Lyginant tarp 4 ir 48 valandy paveikimo elektrolity tirpalais, nustatyti statistiSkai reikSmingi
duomenys, TEER vertés sumazéjo (29 proc.) ir (33 proc.) (p <0,01).

Zymiai sumazéjusios transepitelinés elektrinés varzos reikmés parodo, kad padidéjo barjero
pralaidumas, didesnés koncentracijos tirpalai, sumazino plySiniy jungciy vientisumg ir pra¢jo pro
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zarnyno barjero glaudzigsias jungtis. TEER koreliuoja su laisvu jony ir istirpusiy medziagy judéjimu
per epitelj. IS gauty rezultaty, matyti, kad didZiausias TEER sumazéjimas po 4, 24 ir 48 val. nustatytas
didziausios koncentracijos elektrolity tirpaluose. Vidutinés koncentracijos tirpalai pasizyméjo
statistiSkai reikSmingu sumazéjimu po 24 val. MaZos mineralizacijos elektrolity tirpaluose statistinis
patikimumas nenustatytas.

3.4.2. Elektrolity pernasa per barjera

Suformavus vientisg barjerg su glaudZiosiomis ir plySinémis jungtimis, siekiant jvertinti sukurto
zarnyno modelio rezorbcija buvo iSmatuotos jvedamos ir per barjerg peréjusios elektrolity
koncentracijos, naudojant plazmos masiy spektrometra su analizatoriumi /CP-MS NexION 300D.

Zarnyno modelis in vitro buvo paveiktas 9 skirtingais elektrolity tirpalais, juos pridedant j barjero
virSuting puse, atitinkancig zarnyno vidy, o apatin¢je paliekant mitybing lIgsteliy terpé. Elektrolity
koncentracijos pokyc¢iai matuojami po, 4, 24 ir 48 valandy. 0 val. — Zymi pradines koncentracijas
nustatytas virSutiniame elektrolitais paveiktame ir apatiniame tik lasteliy mitybing terp¢ turinciame
skyriuje. Kiekvieno jvesto elektrolity tirpalo elementy koncentracijos vertinamos atskirai, siekiant
nustatyti skirtingy koncentracijy poveikj elektrolity pernasai in vitro. Paveikus elektrolity tirpalais,
susidaro jony koncentracijos skirtumai abipus epitelio 1gsteliy membrany.

Kalis (K')

K" koncentracija, g/l
o
3
|

0,30 T T T T 012 gll
Oval. 4val. 24val. 48val. 0,7 g/l

1,0 g/l
1,2 g/l
1,6 g/l
0,60 — " 2,0 g/l
0,58 = 3,09/
o —&— 13 g/
—&— 15 g/l

VirSus

0,54 |
0,52 |
0,50 |
0,48 —|
0,46 |
0,44
0,42 |
0,40 |

0,38 T T T T
0 val. 4val. 24val. 48val

K" koncentracija, g/l

Apacia

21 pav. Kalio jony koncentracijos virSutiniame ir apatiniame skyriuose praéjus 4, 24, 48 valandoms paveikus
elektrolity tirpalais. 0 — Zymi pradines koncentracijas. Vaizduojami ver¢iy vidurkiai su standartiniais
nuokrypiais, n=3. * — Zymi statistinj patikimuma lyginant su kontrole, kai p < 0,05
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Paveikus zarnyno model;j in vitro mazos mineralizacijos (0,2 g/1,0,7 g /1, 1,0 g /1) elektrolity tirpalais
nustatyta, kad jony santykis tarp virSutinio ir apatinio skyriaus keitési priklausomai nuo laiko ir
koncentracijos esancios elektrolity tirpale (zr. 21 pav.). Nustatytas pradinis kalio jony santykio
vidurkis tarp virSutinio ir apatinio skyriaus — 1,3. Kalio jonai, po paveikimo juda pagal koncentracijos
gradientg 1§ didesnés koncentracijos mazesnés link, pereidami per sukurto modelio barjerg i$
virSutinio skyriaus j apatinj. Praéjus 4 val. statistiSkai reikSmingi koncentracijos pokyciai nustatyti
apatiniame ir virSutiniame skyriuje lyginant su kontrole, stebimi panaSus kalio jony koncentracijos
kiekiai ir po 24 val. Pazymétina, kad praéjus 48 val. po paveikimo, nustatytas aktyvus lasteliy darbas
pernesant K* jonus prie§ koncentracijos gradientg i§ apatinio, j virSutinj skyriy, difuzija pro joninius
lastelés membranos kanalus (poras), taip panaikinant abipusj membraninj potencialy skirtumg ir
pasiekiant galutinj koncentracijy santykj lygy — 1.

Paveikus sukurta Zarnyno modelj, vidutinés koncentracijos (1,2 g /1, 1,6 g /1, 2,0 g/ 1, 3,0 g/1)
elektrolity tirpalu, pastebimas abipus membrany koncentracijos potencialo sumazéjimas priklausantis
nuo laiko (Zr. 21 pav.). Pradinis kalio jony koncentracijy vidurkis tarp virSutinio ir apatinio skyriaus
— 1,4. Kalio jonai, po paveikimo per barjerg juda pagal koncentracijos gradienta, praé¢jus 4 valandoms
lyginant su kontrole, pastebimi statistiSkai reikSmingi virSutiniame skyriuje koncentracijos
sumazéjimai, apatiniame — padidéjimai. Po 24 ir 48 val. jony santykis abipus membrany pasieke
panasias reikSmes, Zarnyno barjeras rezorbavo kalio jonus i§ apatinio skyriaus j virSutinj, taip
pasiekiant koncentracijos balanso santykj lygy — 1.

Paveikus Zarnyno barjerg didelés koncentracijos tirpalais (13,0 g/ 1, 15,0 g /1), pastebimi statistiSkai
reikSmingi skirtumai lyginant su kontrole. Pradinis kalio jony koncentracijos santykis didelés
koncentracijos tirpaluose — 1,5. Susidares kalio jony koncentracijy membraninis potencialas abipus
membrany paskatina jonus judéti koncentracijos gradiento link. Praéjus 4 val. nustatytas statistiSkai
reikSmingas padidéjimas apatiniame ir sumaz¢jimas virSutiniame skyriuose, taciau po 24 val.
uzfiksuotas statistiSkai reikSmingas padid¢jimas, kai kalis buvo perneSamas prie§ koncentracijos
gradientg ir apatinio j vir§utinj skyriy. Zarnyno lastelés aktyviai rezorbavo kalio jonus ir pernesé per
barjerg | virSutin; skyriy. Po 48 val. pastebimas abipus membrany koncentracijos skirtumy
sumazg¢jimas, nustatytas galutinis santykis tarp skyriy lygus — 1.
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22 pav. Kalcio jony koncentracijos virSutiniame ir apatiniame skyriuose praéjus 4, 24, 48 valandoms
paveikus elektrolity tirpalais. 0 — Zymi pradines koncentracijas. Vaizduojami ver¢iy vidurkiai su
standartiniais nuokrypiais, n=3. * — zymi statistinj patikimumg lyginant su kontrole, kai p < 0,05

Paveikus zarnyno model;j in vitro mazos mineralizacijos (0,2 g/1,0,7 g /1, 1,0 g /1) elektrolity tirpalais
nustatyta, kad jony santykis tarp virSutinio ir apatinio skyriaus keitési priklausomai nuo laiko ir
koncentracijos esancios elektrolity tirpale (zr. 22 pav.). Pradinis kalcio koncentracijy santykis tarp
virSutinio ir apatinio skyriaus lygus — 2,5. Paveikus, kalcio koncentracijos taip pat kaip ir kalio judé¢jo
pagal koncentracijos gradientg i§ virSaus didesnés koncentracijos, mazesnés link j apatinj skyriy.
Pra¢jus 4 ir 24 val. kalio jony koncentracija apatiniame (bazolateriniame) sluoksnyje nustatyta
didesné nei virSutiniame, taciau po 48 val. prie§ koncentracijos gradientg peréjo per Zarnyno barjerg
ir sumazino koncentracijy skirtuma tarp skyriy. Nustatytos galutiniy koncentracijy santykis lygus — 1.

Siekiant jvertinti vidutinés koncentracijos (1,2 g/ 1, 1,6 g /1, 2,0 g/ 1, 3,0 g / 1) elektrolity tirpaly
pokycius per barjera, nustatytas pradinis skirtumy santykis — 2,5. Jonai, kaip ir kalio pernaSos metu,
juda koncentracijos gradiento kryptimi didesnés koncentracijos link. Pra¢jus 4 ir 24 val. abipus
membrany esantis koncentracijy skirtumas sumazgja, taiau po 48 val. pastebimas statistiSkai
reikSmingas lyginant su kontrole, apatiniame skyriuje esanciy kalio jony padidéjimas. Galutinis
koncentracijos santykis lygius — 1.

Paveikus didelés koncentracijos (13,0 g / 1, 15,0 g / 1) elektrolity tirpalais, kalcio ir magnio jony
per¢jimas per barjerg vizualiai histogramoje atrodo panaSus. Nustatyti pradiniai koncentracijy
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santykiai kalcio jonuose — 7,75. Kalcio jonai difundavo ir peréjo Zarnyno barjera, 1§ virSutinio j apatinj
skyriy. Praéjus 4, 24 val. nustatyti statistiSkai reikSmingi duomenys lyginant su kontrole, virSutiniame
skyriuje esanciy jony padidéjimas, apatiniame skyriuje esanciy jony sumazéjimas. Pragjus 48 val.
kalio jony koncentracijos abipus membrany pasieké vienoda kiekj, nustatyti galutiniai santykiai
abejuose jony koncentracijose lygiis — 1.
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23 pav. Magnio jony koncentracijos virSutiniame ir apatiniame skyriuose praéjus 4, 24, 48 valandoms
paveikus elektrolity tirpalais. 0 — Zymi pradines koncentracijas. Vaizduojami ver¢iy vidurkiai su
standartiniais nuokrypiais, n=3. * — zymi statistinj patikimumg lyginant su kontrole, kai p < 0,05

Paveikus mazos mineralizacijos (0,2 g/1,0,7 g/1, 1,0 g /1) elektrolity tirpalais, nustatyta, kad magnio
jony santykis tarp virSutinio ir apatinio skyriaus keitési priklausomai nuo laiko ir koncentracijos
esancios elektrolity tirpale (zr. 23 pav.). Stebint magnio jony koncentracijas peréjusias per zarnyno
barjerg svarbu paminéti, kad nustatytos koncentracijos yra panasios su Igsteliy mitybinés terpés.
Pradinis magnio santykis tarp skyriy lygus — 1,25. Jonai po paveikimo, juda koncentracijos gradiento
kryptimi, po 4 ir 24 valandy padidinant jony persvarg iSorinéje membranos pus¢je. Pragjus 48 val.
pastebimas magnio koncentracijos padidé¢jimas abiejuose skyriuose, Sis koncentracijos padidéjimas
gali buti susijes su Igstelés ir jony sgveika vidulgstelingje terpe¢je. Nustatytas, kad pragjus 48 val. vyko
aktyvus lgsteliy metabolinis darbas prieS koncentracijos gradienta, jonai rezorbavosi ir iSlygino
koncentracijas tarp membrany. Nustatytas magnio jony koncentracijy galutinis santykis tarp skyriy

lygus — 1.
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Ivedus vidutinés koncentracijos elektrolity tirapalus, nustatytas magnio jony koncentracijy pradinis
santykio skirtumas lygus — 2. Jony koncentracijy pasiskirstymas ir pernasa vyko panasiai kaip ir
kalcio bei kalio jony. StatistiSkai reikSmingi poky¢iai pastebimi pra¢jus 4 ir 24 val. kai koncentracijy
potencialo skirtumas sumaZzéjo abipus membrany, taciau po 48 val. fiksuojamas Zymus magnio jony
padidéjimas apatiniame skyriuje, galuting santyking reikSme sumazinant iki — 1.

Paveikus didelés koncentracijos (13,0 g / 1, 15,0 g / 1) elektrolity tirpalais, Nustatyti pradiniai
koncentracijy santykiai magnio jonuose — 7,75. StatistiSkai reikSmingi duomenys lyginant su kontrole
nustatyti pra¢jus 4, 24 ir 48 valandoms, abiejy jony koncentracijos judéjo pagal koncentracijos
gradienta, taip iSlyginant tarp abipus membrany buvusj potencialy koncentracijy skirtumg. Nustatyta,

kad po 48 val. galutinis santykis tarp apatinio ir virSutinio skyriaus kalcio ir magnio méginiuose buvo
lygus — 1.

Natris (Na®)

Na" koncentracija, g/l

0 val. 4val. 24val. 48val
VirSus 0,249/

Na" koncentracija, g/l
@D
|

3 T T T T
Oval. 4val. 24val. 48val
Apacia
24 pav. Magnio jony koncentracijos virSutiniame ir apatiniame skyriuose pragjus 4, 24, 48 valandoms
paveikus elektrolity tirpalais. 0 — Zymi pradines koncentracijas. Vaizduojami ver¢iy vidurkiai su
standartiniais nuokrypiais, n=3. * — zymi statistinj patikimumg lyginant su kontrole, kai p < 0,05

Paveikus mazos mineralizacijos (0,2 g/ 1, 0,7 g/ 1, 1,0 g/ 1) elektrolity tirpalais Nustatytas pradinis
natrio jony koncentracijy santykis tarp skyriy lygus — 2. Natrio difunduoja pro membranos Igstelés
kanalus. Pa¢jus 4 valandoms, abipus membrany nustatytas statistiSkai reikSmingas membraniniy
potencialy skirtumo sumazéjimas, taciau po 24 val. virSutiniame skyriuje esanti natrio koncentracija
Zymiai padidéjo. Sis padidéjimas gali biiti susijes su zarnyno barjero epitelio lasteliy ir jony saveika
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bei joniniais siurbliais, kurie aktyviai palaiko jony koncentracijos gradientus. Sumazéjes natrio jony
koncentracijos kiekis apatiniame skyriuje aktyvina Na“ / K* siurblio darbg, perneSant jonus prie$
koncentracijos gradientg. Veikiant Na® / K" siurblio siurbliui, i§ lastelés vidaus iSsiurbiama daugiau
teigiamy jony (3 Na®) negu patenka j jos vidy (2 K") [15]. Nustatytas galutinis natrio jony
koncentracijy santykis tarp virSutinio ir apatinio skyriaus lygus — 1.

Paveikus sukurtg Zarnyno modelj, vidutinés koncentracijos (1,2 g/ 1, 1,6 g /1, 2,0 g/ 1, 3,0 g/ 1)
elektrolity tirpalais, pastebéta, kad Na* jonai nuosekliai absorbavosi per zarnyno barjerg i$ virSutinés
1 apating puse. Pradinis koncentracijy santykis — 2,2. Pragjus 4 val. koncentracijy skirtumas abipus
membranos sumazg¢jo, taciau 24 val. virSutiniame skyriuje matomas Zymus natrio jony padidéjimas
statistiSkai reikSmingas lyginant su kontrole. Ivykusi natrio jony difuzija pro joninius lgstelés
membranos kanalus (poras) ir taplgsteliné — vidulasteliné sgveika tarp lastelés ir natrio jony, padidino
koncentracijg iSstumiant natrio jonus i§ lagsteliy ] virSutinj skyriy. Pra¢jus 48 wval. galutinis
koncentracijy skirtumas abipus membrany sieké — 1. Gauti rezultatai, gali reiksti, kad barjeras ne tik
pernes¢ natrio jonus, bet ir efektyviai juos sulaiké, nepraleisdamas iStekéti 1§ virSutinio ] apatinj
skyriy.

Vertinant didelés koncentracijos elektrolity tirpaly pokycius per barjerg nustatytas natrio jony
santykis tarp virSutinio ir apatinio skyriaus — 2,5. Pra¢jus 4 valandoms, nustatytas statistiSkai
reikSmingas virSutinio skyriaus jony padidéjimas lyginant su kontrole, taip pat padidéjo jony
koncentracija apatiniame skyriuje, dél difundavusiy jony i virSutinio skyriaus. Po 24 val. nustatytas
statistiSkai reikSmingas praéjusiy per zarnyno barjerg natrio jony kiekis apatiniame skyriuje. Pragjus
48 val. nustatytas reikSmingas koncentracijy abipus membrany skirtumy sumazéjimas. Galutinis
natrio jony santykis tarp skyriy lygus —1.

Paveikus sukurtg zarnyno model; in vitro mazos koncentracijos elektrolity tirpalais nustatyta, kad
priklausomai nuo susiformavusio barjero, plySiniy ir glaudziyjy jungciy, lasteliy saveikos su jonais ir
kity paSaliniy dirgikliy, pernasa per epitelio lasteles vyksta skirtingai, taciau vieningai po 48 valandy
pragjusiy jony koncentracijos pasiekia vienodg jony koncentracijos kieki abipus membrany.

Paveikus sukurta Zarnyno model; vidutinés koncentracijos tirpalais nustatyta, kad 1,0 g/1ir 1,2 g /1
elektrolity tirpalai, per pirmasias 4 ir 24 val. difunduoja per Zarnyno barjerg koncentracijos gradiento
link, taciau po 48 val. pereina prie§ koncentracijos gradientg i§ apatinio skyriaus j virSutinj, jrodant,
kad tiesioginis padidéjimas pernaSos didéjant koncentracijai nepriklauso vien nuo koncentracijos
gradiento. Tai rodo, kad susidargs Zarnyno barjeras, ne tik praleidzia jonus, bet atlieka aktyvy lasteliy
metabolinj darbg ir pernesa jonus prie$ koncentracijos gradientg. Vertinant 1,6 g /1 tirpala, nustatyta,
kad visi jonai difundavo pagal koncentracijos gradients ir po 48 val. K*, Ca?*, Mg?" jonai sgveikavo
su vidulastelingje terpéje esanciais jonais, taip padidinant koncentracijy skirtumus tarp virSutiniy ir
apatiniy Zarnyno modelio skyriy.

Paveikus sukurtg zarnyno modelj in vitro, didelés koncentracijos elektrolity tirpalais, nustatyta, kad
visi makroelementy koncentracijy skirtumai abipus membrany pra¢jus 24 valandoms sumazeja ir
pasiekia santykj lygy 1. Svarbu pazyméti kad, kalio jonai po 24 val. poveikio, yra perneSami i§
apatinio skyriaus j virSutinj. Epitelio Igsteliy apatinis (bazolaterinis) skyrius iSreiskia vyraujantj K*
jony selektyvuma. Apatiniame skyriuje esantys K* kanalai ne tik suteikia nuotékio biidg pernesti K*
pertekliy, sukaupta siurblio veiklos metu, bet ir atliecka svarby vaidmen; iSlaikant transepitelio
elektrin] potencialg. Didesnés koncentracijos tirpaluose, natrio jonai difundavo per Zarnyno barjera
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didesnés koncentracijos link. Transepitelinés elektrinés varzos vertés paveikus didesnés
koncentracijos tirpalais Zymiai sumazg¢jo, kas galéjo turéti jtakos laisvam natrio jony pratekéjimui
pro Zarnyno barjerg in vitro.

3.4.3. Koreliacijos koeficienty nustatymas

Koreliacijos koeficientai naudojami norint nustatyti, koks yra tvirtas sasajos rysys tarp dviejy kintamyjy.
RySio stiprumas tarp kintamyjy iSreiSkiamas koeficientu, kuris priklausomai nuo vieno kintamojo
reik§mes gali didéti arba mazéti nuo —1 iki 1 [103].

Siekiant nustatyti sgsajas tarp aktyvaus transporto ir metabolinio aktyvumo K*, Ca*", Mg®, Na?*
jonams, atlieckama koreliaciné analizé. Rezultatai pateikiami 8, 9, 10, 11 lentelése.

8 lentelé. Kalio jony koreliacijos duomenys

AT** po 4 val. AT po 24 val. AT po 48 val.
MA* po 4 val. 0,42 0,05 0,34
MA po 24 val. 0,06 0,78 -0,22
MA po 48 val. 0,13 0,47 0,22

"MA - Metabolinis aktyvumas; ~~AT-aktyvus transportas.

Atlikus koreliacijos analizg, nustatyta, kad kalio jony sgsaja tarp aktyvaus transporto ir metabolinio
aktyvumo metu reikSmés svyruoja nuo -1 iki 1. DidZiausia priklausomybé tarp kintamyjy nustatyta
tarp aktyvaus transporto ir metabolinio aktyvumo po 24 val., kai koeficientas siekia 0,78.

9 lentelé. Kalcio jony koreliacijos duomenys

AT po 4 val. AT po 24 val. AT po 48 val.
MA po 4 val. 0,15 0,87 -0,13
MA po 24 val. 0,87 0,91 0,63
MA po 48 val. 0,68 0,63 0,52

Vertinant kalcio jony koreliacijos duomenis (Zr. 9 lentele), nustatyta, daugiau priklausomyjy reikSmiy
tarp kintamyjy, nei lyginant su kalio duomenimis. DidzZiausia priklausomybé tarp aktyvaus transporto
ir metabolinio aktyvumo nustatyta po 24 val. (koreliacijos koeficientas 0,91).

10 lentelé. Magnio jony koreliacijos duomenys

AT po 4 val. AT po 24 val. AT po 48 val.
MA po 4 val. 0,16 0,11 0,12
MA po 24 val. 0,11 0,93 0,91
MA po 48 val. 0,12 0,62 0,63

IS gauty duomeny pateikty 10 lenteléje matyti, kad stipri koreliacija nustatyta tarp aktyvaus transporto
ir metabolinio aktyvumo po 24 val. kai koeficientas — 0,93. Magnio jony koreliacijos rezultatai turi
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visas teigiamas reikSmes, tad $io jono, kaip ir Ca®", aktyvus transportas yra tiesiogiai susijes su

metaboliniu aktyvumu.

11 lentelé. Natrio jony koreliacijos duomenys

AT po 4 val. AT po 24 val. AT po 48 val.
MA po 4 val. 0,08 0,22 0,13
MA po 24 val. 0,28 -0,12 0,02
MA po 48 val. 0,21 0,22 0,23

Analizuojant natrio jony metabolinj aktyvumo ir aktyvaus transporto duomenis, s3gsajy nenustatyta.
DidZioji daugumg gauty reikSmiy yra artimos 0 — tai reiskia, kad tarp Sie kintamieji tarpusavyje

nesusije.

Apibendrinant gautus rezultatus, K*, Ca?>*, Mg* jonams nustatyta didZiausia tiesioginé koreliacija,
tarp metabolinio aktyvumo ir aktyvaus transportavimo po 24 valandy, kurios reikSmé arti 1.

Maziausia priklausomybé tarp kintamyjy nustatyta natrio jony koreliacijos analizés duomenyse.
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ISvados

HCEC-ICT lastelés zarnyno modelj in vitro greiciausiai suformuoja auginamos ant membraninio
ideklo 1§ PET, séjant 250 000 Iasteliy.

Integralus Zarnyno barjeras susiformuoja praé¢jus 120—188 val. (5—7 dienoms) po Igsteliy kulttiros
uzséjimo ant membraniniy jdékly: pasiekiamos maksimalios vertes — 178+9,45 Q.cm? Sestg
kultros dieng ir 200+7,58 Q.cm? septintg kultiiros dieng, atitinka in vitro formuojamy epitelio
lasteliy barjery transepitelinés elektrinés varzos dyd;.

Visi tirti elektrolity tirpalai stimuliuoja zarnyno epitelio metabolinj aktyvumag po 4 val., taciau
mazos mineralizacijos tirpalai po 24 ir 48 val. metabolinj aktyvumg slopina. Didelés
mineralizacijos tirpalai aktyvina metabolizmg ir po 24 bei 48 val.

Zarnyno epitelio Igstelés veikiamos mazos ir vidutinés mineralizacijos elektrolity tirpalais
aktyviai palaiko pastovig nedidele uzlgsteling Ca®* ir Mg?* jony koncentracijg, tatiau nepalaiko
veikiant didelés mineralizacjos tirpalais. UZlgsteliné vienvalenciy jony Na* ir K* koncentracija
veikiant skirtingos mineralizacijos tirpalais kinta nezZymiai.

Sukurtas zarnyno barjero modelis sékmingai pritaikytas vertinant elektrolity rezorbcija.
Elektrolity tirpalai, turintys Na®, K, Ca>" ir Mg?" jonus, priklausomai nuo koncentracijos
stimuliuoja zarnyno epitelio 1gsteliy metabolinj aktyvuma, ir tai yra susij¢ su elektrolity pernasa
per zarnyno in vitro barjerg. Didesnés ir vidutinés koncentracijos tirpalai pasizyméjo geresniu
rezorbcijos santykiu.
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