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1. SANTRAUKA 
 

 

Patricija Lapinskaitė. Baigiamasis magistro darbas „Transglutaminazės - 2 moduliacijos poveikis 

endotelio ląstelių kvėpavimo funkcijai priklausomai nuo gliukozės koncentracijos“.  

Tyrimo tikslas: įvertinti transglutaminazės – 2 (TG2) farmakologinės moduliacijos (naudojant 

selektyvų inhibitorių LDN-27219) poveikį EA.hy926 endotelio ląstelių gyvybingumui, oksidaciniam 

stresui ir mitochondrijų kvėpavimo funkcijai normoglikemijos (NG) bei hiperglikemijos (HG) 

sąlygomis.  

Uždaviniai. Įvertinti HG poveikį EA.hy926 endotelio ląstelių metaboliniam aktyvumui ir 

proliferacijai. Įvertinti TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikį EA.hy926 endotelio ląstelių 

metabolizmui ir proliferacijai NG ir HG sąlygomis. Ištirti aukštos gliukozės koncentracijos įtaką 

EA.hy926 ląstelių mitochondrijų bioenergetiniams parametrams (baziniam kvėpavimui, ATP gamybai, 

protonų nutekėjimui ir maksimaliai kvėpavimo gebai) ir įvertinti TG2 inhibitoriaus LDN-27219 

poveikį šiems parametrams naudojant „Seahorse XF“ analizatorių. Ištirti TG2 inhibitoriaus LDN-

27219 poveikį mitoROS susidarymui EA.hy926 ląstelėse HG sąlygomis. 

Metodai. Tyrimas atliktas in vitro su EA.hy926 ląstelių linija. Ląstelės kultivuotos NG (5,5 mM 

gliukozės) ir HG (25 mM gliukozės) sąlygomis. TG2 slopintas naudojant 20 µM LDN-27219. 

Gyvybingumas vertintas PrestoBlue reagentu ir Bradfordo metodu, mitochondrijų kvėpavimas – 

„Seahorse XF“ analizatoriumi (Mito Stress Test), o oksidacinis stresas – MitoSOX™ Red 

fluorescenciniu metodu. Duomenys normalizuoti pagal bendrą baltymų kiekį. Statistinė analizė atlikta 

taikant vieno veiksnio dispersinę analizę (ANOVA). 

Tyrimo rezultatai. HG sąlygomis EA.hy926 ląstelėse statistiškai reikšmingai sumažėjo proliferacija 

(pagal bendrą baltymų kiekį), o metabolinis aktyvumas išliko panašus į NG lygį. LDN-27219 (20 µM) 

abiejose sąlygose padidino metabolinį aktyvumą, o HG sąlygomis proliferaciją priartino prie 

normoglikemijos kontrolinės grupės lygio. HG sąlygomis reikšmingai padidėjo bazinis ir maksimalus 

kvėpavimas, ATP gamyba bei protonų nutekėjimas, taip pat mitoROS generacija. LDN-27219 (20 µM) 

HG grupėje statistiškai reikšmingai sumažino visus mitochondrijų bioenergetinius parametrus ir 

mitoROS lygį. 

Išvados. Gauti rezultatai leidžia manyti, kad selektyvus TG2 slopinimas LDN-27219 efektyviai 

moduliuoja EA.hy926 endotelio ląstelių metabolinį aktyvumą, proliferaciją, mitochondrijų 

bioenergetiką ir oksidacinį stresą hiperglikemijos sąlygomis. Tai leidžia manyti, kad TG2 gali būti 

perspektyvus molekulinis taikinys, siekiant sumažinti hiperglikemijos sukeltą endotelio disfunkciją.  
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2. SUMMARY 
 

Patricija Lapinskaitė. “The Effect of Transglutaminase 2 Modulation on Endothelial Cell 

Respiratory Function Depending on Glucose Concentration”. Master’s Final Degree Project. 

Aim of the study. To evaluate the effect of pharmacological modulation of transglutaminase 2 (TG2) 

using the selective inhibitor LDN-27219 on the viability, oxidative stress, and mitochondrial 

respiratory function of EA.hy926 endothelial cells under normoglycemic (NG) and hyperglycemic 

(HG) conditions. 

Objectives. To assess the effect of HG on the metabolic activity and proliferation of EA.hy926 

endothelial cells. To evaluate the impact of the TG2 inhibitor LDN-27219 on the metabolism and 

proliferation of EA.hy926 endothelial cells under NG and HG conditions. To investigate the effect of 

high glucose on the bioenergetic parameters of mitochondria in EA.hy926 cells (basal respiration, 

ATP production, proton leak, and maximal respiratory capacity) and to assess the influence of the 

TG2 inhibitor LDN-27219 on these parameters using a „Seahorse XF“ analyser. To examine the 

effect of the TG2 inhibitor LDN-27219 on mitochondrial ROS production in EA.hy926 cells under 

HG conditions. 

Methods. The study was performed in vitro using the EA.hy926 cell line. Cells were cultured under 

NG (5.5 mM glucose) and HG (25 mM glucose) conditions. TG2 activity was inhibited using 20 µM 

LDN-27219. Cell viability and proliferation were assessed using PrestoBlue and Bradford assays. 

Mitochondrial respiratory function was analyzed using the „Seahorse XF“ Analyzer (Cell Mito Stress 

Test). Mitochondrial superoxide (mitoROS) levels were determined using the fluorescent probe 

MitoSOX™ Red. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 

Results. Under HG conditions, a significant decrease in cell proliferation was observed, while 

metabolic activity remained similar to NG levels. LDN-27219 (20 µM) increased metabolic activity 

in both conditions and significantly improved proliferation under HG, bringing it close to the NG 

control level. HG conditions led to a significant increase in basal respiration, maximal respiration, 

ATP production, proton leak, and mitoROS generation. Treatment with 20 µM LDN-27219 

significantly reduced all mitochondrial bioenergetic parameters and mitoROS levels in the HG group.  

Conclusions. The results indicate that selective inhibition of TG2 with LDN-27219 effectively 

modulates metabolic activity, proliferation, mitochondrial bioenergetics, and oxidative stress in 

EA.hy926 endothelial cells under HG conditions. These findings suggest that TG2 may be a 

promising molecular target for mitigating hyperglycemia-induced endothelial dysfunction. 
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3. PADĖKA 
 

Nuoširdžiai dėkoju LSMU Kardiologijos instituto Vaistinių medžiagų ikiklinikinių tyrimų 

laboratorijos kolektyvui už galimybę atlikti tyrimus ir visokeriopą pagalbą. Esu dėkinga magistro darbo 

vadovui  prof. darbo vadovui prof. Edgarui Stankevičiui ir konsultantei dok. Augustai Volkevičiūtei už 

palaikymą bei naudingus patarimus viso proceso metu.  

 

 

4. INTERESŲ KONFLIKTAS 
 

Interesų konflikto ruošiant baigiamąjį magistro darbą autorei neiškilo. 

 

 

5. ETIKOS KOMITETO LEIDIMAS 
 

Tyrimą atlikti leido LSMU bioetikos centras. Leidimo Nr. 2025-BEC2-1331. 
Išduotas – 2025 - 12 - 09. 

. 
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6. SANTRUMPOS 
 

AGEs – galutiniai glikozilinimo produktai 

ANOVA – vieno veiksnio dispersinė analizė 

ATCC – American Type Culture Collection 

ATP – adenozino trifosfatas 

DMEM – Dulbecco’s modifikuota erelio terpė 

DMSO – dimetilsulfoksidas 

EA.hy926 – žmogaus endotelio hibridinė ląstelių linija 

ECAR – tarpląstelinio rūgštėjimo greitis 

eNOS – endotelio azoto oksido sintazė 

FBS – fetalinis jaučio serumas 

FCCP – karbonilcianido-4-(trifluormetoksi)fenilhidrazonas 

GAPDH – gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazė 

HG – hiperglikemija 

KMI – kūno masės indeksas 

LDN-27219 – transglutaminazės - 2 inhibitorius 

MFI – vidutinis fluorescencijos intensyvumas 

mitoROS – mitochondrijų superoksidas 

NG – normoglikemija 

NO – azoto oksidas 

OCR – deguonies suvartojimo greitis 

PARP-1 – poli(ADP-ribozės) polimerazė-1 

PBS – fosfatinis buferinis tirpalas 

PKC – proteinkinazė C 

PrestoBlue – ląstelių gyvybingumo reagentas 

ROS – reaktyviosios deguonies formos 

SEM – standartinė paklaida 

TG2 – transglutaminazė - 2 

Seahorse XF – ekstraląstelinio srauto analizatorius 
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7. SĄVOKOS 

 
Endotelio disfunkcija – kraujagyslių endotelio ląstelių funkcijos sutrikimas, pasireiškiantis 

sumažėjusiu azoto oksido (NO) biologiniu prieinamumu, padidėjusiu oksidaciniu stresu, uždegimu ir 

kraujagyslių tonuso reguliavimo pažeidimu. 

Hiperglikemija (HG) – padidėjusi gliukozės koncentracija kraujyje arba terpėje (šio darbo kontekste 

– 25 mM gliukozės), imituojanti cukrinio diabeto sąlygas in vitro. 

Mitochondrijų disfunkcija – mitochondrijų gebos gaminti energiją (ATP) sutrikimas, dažniausiai 

pasireiškiantis sumažėjusiu deguonies suvartojimo greičiu (OCR), ATP gamybos sumažėjimu ir 

padidėjusia reaktyviųjų deguonies formų gamyba. 

Mitochondrijų superoksidas (mitoROS) – mitochondrijose generuojamas superoksido anijonas 

(O₂⁻), pagrindinis reaktyviųjų deguonies formų šaltinis HG sąlygomis. 

Normoglikemija (NG) – fiziologinė gliukozės koncentracija (šio darbo kontekste – 5,5 mM 

gliukozės). 

Oksidacinis stresas – disbalansas tarp reaktyviųjų deguonies formų (ROS) gamybos ir jų 

neutralizavimo antioksidantų sistemų, lemiantis ląstelių pažeidimą. 

Seahorse XF analizatorius – realaus laiko ekstraląstelinio srauto analizatorius, naudojamas 

mitochondrijų kvėpavimo funkcijai (OCR) ir glikolizei (ECAR) matuoti. 

Transglutaminazė - 2 (TG2) – daugiafunkcinis fermentas (78 kDa), katalizuojantis baltymų 

transamidavimą ir dalyvaujantis įvairiuose ląstelių procesuose, įskaitant mitochondrijų reguliavimą ir 

fibrozės vystymąsi. 

TG2 inhibitorius LDN-27219 – selektyvus, alosterinis TG2 inhibitorius, veikiantis GTP surišimo 

vietoje ir užrakinantis fermentą neaktyvioje konformacijoje. 

EA.hy926 – žmogaus hibridinė endotelio ląstelių linija, gauta sujungus pirmines virkštelės venos 

endotelio ląsteles (HUVEC) su A549 plaučių karcinomos ląstelėmis; plačiai naudojama kraujagyslių 

endotelio tyrimuose. 
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8. ĮVADAS 
 

Remiantis Pasaulio sveikatos organizacijos duomenimis, širdies ir kraujagyslių ligos (ŠKL) 

išlieka pagrindine mirtingumo priežastimi pasaulyje ir yra glaudžiai susijusios su cukriniu diabetu 

[1]. Siekiant pagerinti gydymo efektyvumą, klinikinėje praktikoje vis daugiau dėmesio skiriama 

ląsteliniams taikiniams, ypač mitochondrijoms, kurių funkcija sutrinka esant gliukozės pertekliui [2]. 

Nors mitochondrijų disfunkcija yra intensyviai tiriama, tikslūs molekuliniai mechanizmai, siejantys 

specifinius fermentus su kvėpavimo grandinės pažaida, vis dar nėra galutinai nustatyti. 

Endotelio atsakui į hiperglikemiją (HG) įtaką daro specifinės metabolizmo savybės, nes 

endotelio ląstelės negali riboti gliukozės patekimo į vidų, todėl gliukozės perteklius sukelia oksidacinį 

stresą ir ATP gamybos sutrikimus [3]. Ankstesni moksliniai tyrimai rodo, kad šiems pažaidos 

procesams įtakos gali turėti transglutaminazių šeimos fermentas – transglutaminazė - 2 (TG2), kurio 

aktyvumas ląstelėse padidėja esant HG. Nustatyta, kad TG2 fermentas, veikiamas padidėjusios kalcio 

jonų koncentracijos ir oksidacinio streso, katalizuoja baltymų kryžminimą, keičia ląstelės struktūrą ir 

skatina fibrozės vystymąsi, tačiau tikslus šio fermento vaidmuo reguliuojant mitochondrijų 

kvėpavimo funkciją realiu laiku išlieka neaiškus [4]. 

Iki šiol nedaug tyrimų vertino TG2 farmakologinio slopinimo poveikį mitochondrijų 

kvėpavimo parametrams realiu laiku naudojant „Seahorse XF“ analizatorių endotelio ląstelių 

modelyje. Ši analizė yra svarbi, nes leidžia kompleksiškai įvertinti bioenergetinį ląstelės atsaką į 

metabolinį stresą. Šiame darbe taikytas TG2 inhibitorius LDN-27219, siekiant įvertinti jo poveikį 

EA.hy926 ląstelių energetiniam metabolizmui. Siekiant užtikrinti gautų rezultatų patikimumą, prieš 

pagrindinius mitochondrijų kvėpavimo tyrimus, buvo vertintas ląstelių gyvybingumas bei 

oksidacinio streso lygis.  

Tyrimo hipotezė: farmakologinis TG2 slopinimas LDN-27219 normalizuos mitochondrijų 

kvėpavimo parametrus (ypač ATP gamybą ir maksimalų kvėpavimą) HG sąlygomis EA.hy926 

ląstelėse, taip leistų geriau įvertinti TG2 kaip galimą terapinį taikinį. 

Šio magistro baigiamojo darbo tikslas – įvertinti TG2 farmakologinės moduliacijos poveikį 

EA.hy926 endotelio ląstelių kvėpavimo funkcijai esant normoglikemijai (NG) ir HG, siekiant nustatyti 

galimą TG2 vaidmenį širdies ir kraujagyslių disfunkcijos, susijusios su diabetu, vystymosi 

mechanizmuose. 
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9. DARBO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI 
 

Darbo tikslas: 

Įvertinti TG2 farmakologinės moduliacijos poveikį EA.hy926 endotelio ląstelių gyvybingumui, 

oksidaciniam stresui ir mitochondrijų kvėpavimo funkcijai NG bei HG sąlygomis. 

 

Uždaviniai: 

1. Įvertinti HG poveikį EA.hy926 endotelio ląstelių metaboliniam aktyvumui ir proliferacijai. 

2. Įvertinti TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikį EA.hy926 endotelio ląstelių metabolizmui ir 

proliferacijai NG ir HG sąlygomis. 

3. Ištirti aukštos gliukozės įtaką EA.hy926 ląstelių mitochondrijų bioenergetiniams parametrams 

(baziniam kvėpavimui, ATP gamybai, protonų nutekėjimui ir maksimaliai kvėpavimo gebai) ir 

įvertinti TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikį šiems parametrams naudojant „Seahorse XF“ 

analizatorių. 

4. Ištirti TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikį mitoROS susidarymui EA.hy926 ląstelėse HG 

sąlygomis. 
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10. LITERATŪROS APŽVALGA 
 

10.1 ŠN ir diabeto epidemiologinė sąsaja 
 

Širdies ir kraujagyslių ligos išlieka viena didžiausių visuomenės sveikatos problemų, nes jos 

lemia daugiausia sergamumo ir mirtingumo atvejų [1]. Epidemiologiniai tyrimai rodo glaudų ryšį tarp 

metabolinio sindromo, cukrinio diabeto ir didesnės širdies ir kraujagyslių įvykių rizikos [5]. Vis dėlto 

mokslininkai vis dar diskutuoja ar cukrinis diabetas yra pagrindinis endotelio pažaidos sukėlėjas, ar tik 

apsunkina jau esamą kraujagyslių disfunkciją [6]. Pavyzdžiui, An et al. (2023) [7] tyrimai rodo, kad 

nekontroliuojama glikemija tiesiogiai pažeidžia endotelio vientisumą, tuo tarpu Fang et al. (2024) 

nustatė, kad net ir gerai kontroliuojant glikemiją, pacientams, sergantiems metaboliniu sindromu, 

aterosklerozė vystosi greičiau. Šie skirtingi rezultatai rodo, kad endotelio pažaidos mechanizmai yra 

sudėtingesni nei vien tik gliukozės toksiškumas [8]. 

Biomedicinos mokslo centruose vis daugiau dėmesio skiriama ląstelių pažaidos 

mechanizmams, siekiant geriau išaiškinti endotelio disfunkciją, oksidacinį stresą ir ląstelių žūtį 

(apoptozę) diabeto sąlygomis [7]. Daug dėmesio skiriama mitochondrijoms, kurios yra pagrindinės 

ląstelės energijos šaltinis, ir kurių veikla sutrinka esant padidėjusiai gliukozei [8]. Nors žinomi 

pagrindiniai oksidacinio streso mechanizmai, vis dar nėra aišku, kurie konkretūs fermentai pradeda 

mitochondrijų kvėpavimo grandinės pažeidimą [7]. Naujausi tyrimai, tokie kaip Lee et al. (2016) [9] 

ir Ha et al. (2024) [10], nurodo, kad fermentas TG2 gali būti svarbus proceso tarpininkas. Tačiau šiai 

sričiai reikia daugiau tyrimų, ypač vertinant faktinius mitochondrijų energetikos pokyčius. 

Angiopatijos patogenezė ir mitochondrijų energijos pusiausvyros pokyčiai vis dar reikalauja 

išsamesnės analizės. 

 

 

10.2 Endotelio disfunkcijos reikšmė širdies ir kraujagyslių ligų vystymuisi 

diabetinėje aplinkoje  
 

10.2.1 Endotelio homeostazė ir NO signalizacijos vaidmuo 

 

Kraujagyslių endotelis nėra tik pasyvus barjeras, bet ir aktyvus endokrininis organas, 

palaikantis kraujagyslių tonusą, kraujo tekėjimą ir homeostazę [11]. Sveikame endotelyje pagrindinis 

vazodilatacijos mediatorius yra azoto oksidas (NO), kurį sintetina endotelio azoto oksido sintazė 
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(eNOS). Pakankamas NO kiekis yra būtinas kraujagyslių sienelės atsipalaidavimui ir antitrombozinio 

paviršiaus palaikymui. NO taip pat pasižymi stipriu antiaterogeniniu poveikiu, nes slopina trombocitų 

agregaciją ir leukocitų prisitvirtinimą prie kraujagyslės sienelės [12]. 

 

10.2.2 ROS perprodukcija kaip endotelio disfunkcijos pradininkas 

 

Reaktyviųjų deguonies formų (ROS) perprodukcija yra vienas iš pagrindinių endotelio 

disfunkcijos inicijuojančių veiksnių. HG metu endotelio ląstelėse suaktyvėja elektronų pernašos 

grandinė, todėl padidėja ROS gamyba [13]. Kadangi endotelio ląstelės gliukozę įsisavina per nuo 

insulino nepriklausomus GLUT1 transporterius, sisteminės HG metu gliukozės kiekis ląstelėje 

tiesiogiai priklauso nuo kraujo glikemijos. Šis procesas sukelia staigų metabolinį perprogramavimą ir 

mitochondrijų elektronų pernašos grandinės perkrovą [14]. Tokia oksidacinė aplinka tampa 

pagrindiniu veiksniu, inicijuojančiu tolesnę endotelio disfunkcijos kaskadą ir sutrikdančiu ląstelės 

homeostazę. 

Oksidacinio streso poveikis kofaktoriui BH₄ ir eNOS atsiskyrimui 

Nuolatinis ROS perteklius sukelia molekulinį sutrikimą, vadinamą eNOS atsiskyrimu (angl. 

eNOS uncoupling) [15]. Padidėjus oksidaciniam stresui, eNOS kofaktorius tetrahidrobiopterinas (BH₄) 

negrįžtamai virsta neaktyvia forma – dihidrobiopterinu (BH₂). Dėl šio pokyčio fermentas vietoj azoto 

oksido (NO) pradeda gaminti superoksido anijoną (O₂⁻). Šis procesas dar labiau didina oksidacinę žalą, 

nes naujai susidaręs superoksidas tiesiogiai reaguoja su likusiu NO ir sudaro toksišką peroksinitritą 

(ONOO⁻), kuris yra vienas pagrindinių endotelio ląstelių pažeidimo veiksnių [16]. 

NO biologinio prieinamumo sumažėjimo pasekmės kraujagyslėms 

NO biologinio prieinamumo sumažėjimas turi tiesiogines pasekmes kraujagyslių funkcijai. 

Sumažėjus NO kiekiui, išnyksta jo vazodilatacinis poveikis lygiųjų raumenų audiniams, todėl sutrinka 

kraujagyslių tonuso reguliavimas ir atsiranda patologinė vazokonstrikcija. Be to, NO trūkumas ir 

peroksinitrito susidarymas skatina endotelio ląstelių disfunkciją bei prisideda prie kraujagyslių sienelės 

struktūrinių pažeidimų. Šie procesai yra pagrindinis aterosklerozės ir lėtinės hipertenzijos vystymosi 

mechanizmas [17]. 

 

10.2.3 Uždegiminė kaskada ir aterosklerozės progresavimas 

 

Diabeto sukeltas oksidacinis stresas ne tik inaktyvuoja NO, bet ir aktyvuoja pro-uždegiminius 

signalinius kelius, tokius kaip NF-κB, kurie vaizduojami 1.1 paveiksle. Šis transkripcijos faktorius 

inicijuoja adhezijos molekulių, tokių kaip ICAM-1 ir VCAM-1, ekspresiją endotelio ląstelių paviršiuje, 
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o tai skatina cirkuliuojančių leukocitų adheziją ir migraciją į kraujagyslės sienelę [18]. Nors dauguma 

autorių sutaria, kad NF-κB aktyvavimas yra pagrindinis uždegimo variklis, Sun et al. (2024) [19] 

tyrimai rodo, kad egzistuoja ir kiti, mažiau ištirti signaliniai keliai, pavyzdžiui, mitogenų aktyvuojamų 

proteinkinazių MAPK kaskada, kurie taip pat prisideda prie šio proceso. 

Šis procesas žymi aterosklerozės pradžią, o makrofagams kaupiantis po endoteliu ir 

fagocituojant oksiduotus lipoproteinus, formuojasi aterosklerozinės plokštelės, pavaizduotos 1.1 

paveikslo B dalyje. Šie pokyčiai pasireiškia tiek makrovaskuliniame lygmenyje, pavyzdžiui, stambiųjų 

kraujagyslių patologijoje, tiek mikroangiopatijose, tokiose kaip diabetinė retinopatija ar nefropatija 

[20]. 

Todėl endotelio funkcijos išsaugojimas atkuriant mitochondrijų energetinį balansą laikomas 

vienu perspektyviausių terapinių tikslų šiuolaikinėje kardiologijoje [8]. Tačiau, kaip pažymi Cojocaru 

et al. (2023) [21], dabartinės terapinės strategijos vis dar nepakankamai integruoja mitochondrijų 

funkcijos vertinimo į klinikinę praktiką. Dėl šios priežasties fundamentiniai in vitro tyrimai išlieka itin 

svarbūs siekiant suprasti, kaip šis energetinis balansas, pavaizduotas 1.1 paveiksle, gali būti 

moduliuojamas farmakologinėmis priemonėmis [22]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1.1  pav. Endotelio funkcijos (A) ir disfunkcijos (B) mechanizmai. A – Sveikoje būsenoje eNOS gamina NO, 

užtikrindama vazodilataciją; B – HG sąlygomis oksidacinis stresas skatina eNOS atsiskyrimą ir ROS gamybą, 

kas lemia vazokonstrikciją ir lėtinį uždegimą Adaptuota pagal [7]. 
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10.3 Aukštos gliukozės koncentracijos poveikis endotelio ląstelių metabolizmui ir 

kvėpavimui 
 

10.3.1 Endotelio metabolinės savybės 

 

Endotelio ląstelės pasižymi unikaliu metaboliniu profiliu, kuris yra kritiškai svarbus 

kraujagyslių homeostazės palaikymui. Nustatyta, kad fiziologinėmis sąlygomis apie 85 proc. ATP 

endotelio ląstelėse pagaminama glikolizės būdu [23]. Vis dėlto, mitochondrijos išlieka gyvybiškai 

svarbios kaip signalizacijos centrai bei rezervinis energijos šaltinis esant ląsteliniam stresui. Skirtingai 

nuo raumenų ar riebalinio audinio ląstelių, endotelis gliukozę įsisavina per nuo insulino 

nepriklausomus GLUT1 transporterius. Dėl šios savybės sisteminės HG metu intraląstelinė gliukozės 

koncentracija endotelio ląstelėse tampa lygi jos koncentracijai kraujyje, o tai sukelia staigų metabolinį 

perprogramavimą  

Clyne (2021) pažymi, kad toks tiesioginis gliukozės patekimas į ląstelę yra pagrindinis 

„variklis“, skatinantis perteklinę glikolizę ir vėlesnę mitochondrijų disfunkciją [14]. Leung ir Shi 

(2022) nurodo, kad nors endotelio ląstelės energetiškai priklausomos nuo glikolizės, jos geba 

adaptuotis ir prie alternatyvių substratų, pavyzdžiui, riebalų rūgščių, tačiau HG sąlygomis ši 

metabolinė lankstumo savybė yra slopinama [8]. Išryškėjęs kontrastas tarp endotelio glikolitinio 

fenotipo ir kritinės mitochondrijų reikšmės ląstelių signalizacijoje pabrėžia būtinybę detaliau analizuoti 

bioenergetinį atsaką naudojant realaus laiko kvėpavimo matavimo metodus, kas ir yra šio tyrimo 

tikslas. 

 

10.3.2 Mitochondrijų disfunkcija esant aukštai gliukozės koncentracijai 

 

Tarptautinėje literatūroje manoma, kad HG sukelta mitochondrijų disfunkcija yra pagrindinis 

veiksnys, inicijuojantis endotelio pažaidos kaskadą [24]. Šio proceso esmė – kvėpavimo grandinės, 

elektronų pernašos grandinės (EPG), perkrova. Suintensyvėjus gliukozės oksidacijai Krebso cikle, 

susidaro elektronų donorų (NADH ir FADH₂) perteklius. Kai elektronai juda per I–IV kompleksus, 

perteklinis protonų pumpavimas į tarpmembraninį tarpą sukelia vidinės mitochondrijų membranos 

hiperpoliarizaciją. 

Mitochondrijų funkcinė būklė „Seahorse XF“ analizatoriumi vertinama matuojant deguonies 

suvartojimo greitį (OCR), kurio pagrindiniai parametrai atspindi ląstelės energetinį pajėgumą [25]. Šie 
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parametrai apima: 

• Bazinis kvėpavimas: deguonies suvartojimas esant normalioms fiziologinėms sąlygoms, 

užtikrinantis bazinius ląstelės poreikius [25]. 

• ATP gamyba: kvėpavimo dalis, naudojama tiesiogiai ATP sintezei (įvertinama slopinant V 

kompleksą oligomicinu). 

• Maksimalus kvėpavimas: didžiausias mitochondrijų pajėgumas, pasiekiamas stimuliuojant 

elektronų transportą atsiejikliais, pavyzdžiui, FCCP [26]. 

• Rezervinis kvėpavimo pajėgumas: skirtumas tarp maksimalaus ir bazinio kvėpavimo, 

atspindintis ląstelės gebėjimą reaguoti į staigų energetinį stresą [27]. 

Pasiekus kritinę ribą, elektronų pernaša ties III kompleksu (kofermento Q: citochromo c 

oksidoreduktaze) yra blokuojama. Dėl to elektronai nuteka ir tiesiogiai reaguoja su molekuliniu 

deguonimi, generuodami superoksido anijoną (O₂⁻) [28]. Šis patologinis procesas, pavaizduotas 1.2 

paveiksle, iliustruoja elektronų pernašos grandinės perkrovą HG sąlygomis. Perteklinė ROS gamyba 

ne tik slopina tolesnę ATP sintezę, bet ir sukelia tiesioginę žalą mitochondrijų DNR (mtDNR) bei 

oksiduoja EPG baltymus. Taip susidaro uždaras oksidacinio streso ciklas, galiausiai vedantis į ląstelės 

funkcijų sutrikimą.  

 

10.3.3 ROS ir metaboliniai keliai 

 

Ląstelinio kvėpavimo ir glikolizės santykio pokytis yra ankstyvas endotelio disfunkcijos 

biožymuo [29]. Normaliomis sąlygomis endotelio ląstelės geba persijungti tarp glikolizės bei 

oksidacinio fosforilinimo pagal energijos poreikį. Sergant diabetu, šis metabolinis lankstumas yra 

prarandamas, todėl išsivysto bioenergetinis disbalansas [23]. 

ROS sukeliamas PARP-1 aktyvinimas ir glikolitinio srauto sutrikdymas 

Padidėjusi ROS gamyba  (susidarymo mechanizmas pavaizduotas 1.2 paveiksle) molekuliniu 

lygmeniu aktyvuoja branduolio fermentą poli (ADP-ribozės) polimerazę 1 (PARP-1). Aktyvuota 

PARP-1 slopina glikolitinį fermentą gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazę (GAPDH), todėl 

metaboliniai tarpiniai produktai kaupiasi ląstelėje ir nebegali būti perdirbami Krebso cikle [29]. 

Alternatyvūs žalingi metaboliniai keliai 

Dėl glikolitinio srauto blokavimo susikaupę metaboliniai tarpiniai produktai nukreipiami į 

alternatyvius, žalojančius metabolinius kelius [30]. Ląstelėje aktyvuojamas poliolio kelias, 

heksozamino kelias, proteinkinazės C (PKC) signalizacija ir galutinių glikozilinimo produktų (AGEs) 

susidarymas. Šie procesai reikšmingai prisideda prie sisteminės endotelio ląstelių pažaidos [31]. 
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Mitochondrijų kvėpavimo pažaida ir ląstelės funkcijos sutrikimas 

ROS sukelia oksidacinę citochromo c oksidazės (IV komplekso) ir kardiolipino pažeidą, dėl 

kurios negrįžtamai sumažėja mitochondrijų kvėpavimo pajėgumas ir atsiranda ATP deficitas. 

Sumažėjęs energijos kiekis sutrikdo gyvybinius ląstelės procesus, įskaitant jonų siurblių veiklą ir 

citoskeleto persitvarkymą, todėl išsivysto ląstelių disfunkcija ir programuota ląstelių žūtis [32]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1.2 pav. Elektronų pernašos grandinės perkrova ir ROS gamyba HG sąlygomis Adaptuota pagal  

[8]. 

 

10.3.4 ROS, bioenergetinis disbalansas ir molekuliniai taikiniai 

 

Literatūroje ląstelinio kvėpavimo ir glikolizės santykio pokytis įvardijamas kaip endotelio 

disfunkcijos biožymuo [33]. Esant normalioms fiziologinėms sąlygomis, endotelio ląstelės pasižymi 

metaboliniu lankstumu, kuris leidžia persijungti tarp glikolizės ir oksidacinio fosforilinimo pagal 

energijos poreikį [23]. Tyrimai rodo, kad sergant diabetu šis lankstumas sumažėja ir yra siejamas su 

bioenergetiniu disbalansu [34]. 

Molekuliniu lygmeniu nustatyta, kad padidėjusi ROS gamyba aktyvuoja branduolio 

fermentą PARP-1 [35]. Literatūroje teigiama, kad PARP-1 aktyvacija gali slopinti glikolitinį fermentą 

GAPDH [8]. Dėl to metaboliniai tarpiniai produktai kaupiasi ląstelėje ir yra nukreipiami į 

alternatyvius metabolinius kelius: poliolio kelią, heksozamino kelią, PKC aktyvavimą bei galutinių 

AGEs susidarymą [29]. 

Be to, literatūroje pažymima, kad ROS gali sukelti oksidacinę citochromo c oksidazės (IV 
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komplekso) ir kardiolipino pažaidą, dėl ko sumažėja kvėpavimo pajėgumas ir atsiranda ATP deficitas. 

Pasak Fang ir kolegų [8], mitochondrijų disfunkcija yra pagrindinis veiksnys, prisidedantis prie 

endotelio pažaidos, galintis sutrikdyti esmines ląstelės funkcijas. Remiantis šiais duomenimis, 

mitochondrijų disfunkcija gali būti svarbus veiksnys, prisidedantis prie endotelio disfunkcijos 

patogenezės diabeto metu. 

 

 

10.4 TG2 funkcijos ir patologinis aktyvavimas 
 

TG2 yra plačiai paplitęs 78 kDa molekulinės masės daugiafunkcinis fermentas, kurio biologinis 

aktyvumas yra griežtai reguliuojamas alosterinių moduliatorių. Fiziologinėmis sąlygomis, esant mažai 

intracelulinio kalcio koncentracijai, apie 80% ląstelėje esančios TG2 yra neaktyvioje, „uždaroje“ 

konformacijoje, surišusi guanozino trifosfatą (GTP) [36]. Šioje būsenoje baltymas neturi 

transamidacinio aktyvumo ir veikia kaip signalinis G-baltymas (Gαh), dalyvaujantis perduodant 

signalus per α1-adrenerginius receptorius [37]. Tačiau pasikeitus ląstelės mikroaplinkai – sumažėjus 

GTP kiekiui arba padidėjus kalcio jonų koncentracijai – fermentas pereina į „atvirą“ konformaciją, 

atidengdamas katalizinį centrą (žr. 1.3 pav.) [38]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1.3 pav. TG2 konformaciniai pokyčiai ir aktyvavimas priklausomai nuo kofaktorių. Adaptuota pagal [38]. 

 

10.4.1 Biologiniai vaidmenys endotelio ląstelėse 

 

Pagrindinė TG2 funkcija yra baltymų transamidavimas. Fermentas katalizuoja kalcio jonų 

priklausomą reakciją, kurios metu susidaro kovalentinis ϵ-(γ-glutamil) lizino izopeptidinis ryšys tarp 
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baltymų glutamino (Q) ir lizino (K) liekanų [39]. Endotelio ląstelėse šis procesas yra kritinis 

ekstraląstelinio matrikso stabilizavimui: TG2 kovalentiškai sujungia fibronektiną, kolageną ir 

vitronektiną, formuodama stabilius, proteolizei atsparius polimerus [40]. Be to, TG2 pasižymi 

baltymų disulfido izomerazės (PDI) aktyvumu. Nustatyta, kad mitochondrijų tarpmembraniniame 

tarpe veikia disulfidų mainų sistema, atsakinga už oksidacinį baltymų susilankstymą [41], o TG2 gali 

dalyvauti formuojant disulfidinius tiltelius kvėpavimo grandinės kompleksuose, taip tiesiogiai 

reguliuodama oksidacinį fosforilinimą.  

TG2 taip pat modifikuoja citoskeleto baltymus (aktiną, tubuliną), skatindama jų 

polimerizaciją. Tai sukelia ląstelės struktūrinį „sustingimą“ ir tarpląstelinių jungčių pažeidimą, kas 

padidina kraujagyslių pralaidumą makromolekulėms [9]. Esant negrįžtamai pažaidai, TG2 aktyvuoja 

pro-apoptotinius faktorius ir inicijuoja programuotą ląstelių žūtį [42]. 

 

10.4.2 Patologinis aktyvavimas aukštos gliukozės koncentracijos sąlygomis 

 

Cukrinis diabetas sukelia nuolatinį ir patologinį TG2 aktyvumą. HG endotelio ląstelėse lemia 

kalcio jonų antplūdį į citozolį ir intensyvią ROS gamybą, kuri sukelia ląstelių uždegimą ir skatina 

apoptozę [43]. Oksidacinis stresas slopina GTP prisijungimą prie fermento, todėl TG2 praranda savo 

inhibicinį reguliavimą ir tampa nuolat aktyvia transglutaminaze [44]. Šis procesas yra tiesiogiai 

susijęs su mikrovaskulinėmis komplikacijomis ir ateroskleroze [45]. Aktyvuota TG2 skatina 

perteklinį ekstraląstelinio matrikso baltymų kryžminimą, todėl vystosi kraujagyslių fibrozė ir didėja 

arterijų standumas. Be to, TG2 modifikuoja NF-κB inhibitorių IκBα, taip skatindama lėtinį uždegimą 

ir aterosklerozinės plokštelės formavimąsi [46]. 

 

 

10.5 TG2 farmakologinė moduliacija kaip terapinis taikinys 
 

Atsižvelgiant į tai, kad perteklinis TG2 aktyvumas yra susijęs su diabetine angiopatija ir 

fibrozės procesais, šio fermento slopinimas laikomas perspektyvia terapine strategija [10]. 

 

 

10.5.1 Inhibitorių klasifikacija ir selektyvumas 

 

TG2 inhibitoriai pagal veikimo mechanizmą skirstomi į tris pagrindines grupes: 

konkurencinius aminus, grįžtamojo poveikio inhibitorius ir negrįžtamojo poveikio inhibitorius, dar 
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vadinamus „savižudžiais“ inhibitoriais [47]. Istoriškai vienas dažniausiai eksperimentuose naudotų 

junginių yra cistaminas. Remiantis literatūra, cistaminas yra organinis disulfidas, kuris in 

vivo redukuojamas į cisteaminą; pastarasis pasižymi tiolio grupe, leidžiančia dalyvauti tiolio-

disulfido mainų reakcijose aktyviajame fermento centre [48]. Nors cistaminas mažina TG2 aktyvumą 

ir pasižymi antioksidacinėmis savybėmis (didina glutationo koncentraciją ląstelėse), jo klinikinį 

pritaikymą riboja mažas specifiškumas ir šalutinis poveikis kitiems fermentams. 

 

10.5.2 LDN serijos inhibitorių pranašumai 

 

Siekiant didesnio selektyvumo, buvo sukurti specifiniai mažos molekulinės masės 

inhibitoriai, tokie kaip LDN serijos junginiai. Literatūroje nurodoma, kad LDN-27219 veikia kaip 

lėtai besisiejantis inhibitorius, kuris prisijungia prie fermento GTP surišimo srities, taip užrakindamas 

jį neaktyvioje konformacijoje [49]. Tyrimai rodo, kad LDN-27219 pasižymi dideliu giminingumu 

TG2 (IC₅₀ < 0,5 µM) ir nesukelia toksinio poveikio ląstelėms, todėl yra tinkamas naudoti 

molekuliniams endotelio disfunkcijos mechanizmų tyrimams [50]. 

 

 

10.6 TG2 slopinimo poveikis endotelio funkcijai ir mitochondrijoms 
 

Farmakologinė TG2 moduliacija tiesiogiai veikia kraujagyslių tonuso reguliavimą. 

Literatūros duomenimis, TG2 aktyvumo slopinimas cistaminu arba specifiniais inhibitoriais, tokiais 

kaip LDN-27219, pagerina acetilcholino sukeltą vazorelaksaciją [50]. Šis poveikis dažniausiai 

siejamas su sumažėjusiu oksidaciniu stresu ir mažesniu TG2 sukeltu eNOS (endotelio azoto oksido 

sintazės) baltymo modifikavimu, dėl ko išlieka didesnis NO biologinis prieinamumas [51]. 

Mitochondrijų lygmenyje TG2 inhibitoriai yra svarbūs ląstelės bioenergetikos apsaugai [52, 

53]. TG2 moduliacijos poveikis mitochondrijų funkcijoms pasireiškia trimis aspektais: 

1. Kvėpavimo grandinės apsauga: patologinis TG2 aktyvumas mitochondrijose gali slopinti 

kvėpavimo grandinės I komplekso veiklą ir ATP sintezę. Specifinių inhibitorių naudojimas 

apsaugo kvėpavimo grandinės baltymus nuo nepageidaujamo kryžminio susijungimo . 

2. Elektronų srauto stabilizavimas: TG2 slopinimas užtikrina stabilesnį elektronų srautą 

mitochondrijose, o tai mažina mitochondrinės ROS gamybą. 

3. Ciklo nutraukimas: literatūroje aprašomas „uždaras ciklas“, kai ROS aktyvuoja TG2, o 

fermentas dar labiau pažeidžia mitochondrijas. Specifinis TG2 slopinimas nutraukia šią 

kaskadą ir apsaugo mitochondrijas nuo progresuojančios degradacijos [54]. 
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10.7 Apsauginis poveikis aukštos gliukozės sąlygomis 
 

Eksperimentiniai duomenys in vitro modeliuose patvirtina, kad TG2 slopinimas gali 

veiksmingai apsaugoti endotelį nuo gliukozės sukelto toksiškumo. Tyrimai rodo, kad TG2 inhibitoriai, 

tokie kaip LDN-27219, padeda išsaugoti endotelio barjero vientisumą, mažindami HG sukeltą 

pralaidumą [50]. Peña et al. [55] atlikti tyrimai su endotelio ir glijos ląstelių in vitro modeliais 

patvirtina, kad ląstelės tarpusavyje sąveikauja reguliuodamos molekulinį transportą, o šie procesai yra 

kritiškai svarbūs barjero pralaidumui esant aukštai gliukozės koncentracijai. 

Naujausios terapinės strategijos, nukreiptos į aterosklerozės mechanizmus sergant diabetu, rodo 

perspektyvą apsaugant endotelio ląsteles ir mažinant diabetines kraujagyslių komplikacijas [56]. 

Pavyzdžiui, Liu et al. [57] nustatė, kad tam tikrų signalinių kelių (pvz. MST1) aktyvinimas apsaugo 

glomerulų endotelio ląstelių jungtis ir inkstų filtracijos barjerą sergant diabetine nefropatija. Nors šios 

strategijos tiesiogiai ne visada aptaria TG2 vaidmenį, literatūroje pabrėžiama, kad TG2 slopinimas 

išlieka viena iš daugiaplanio poveikio krypčių, siekiant apsaugoti kraujagyslių sistemą nuo metabolinio 

streso [10]. 

 

 

10.8 EA.hy926 ląstelės kaip endotelio tyrimų modelis 
 

Nors HUVEC ląstelės yra plačiai naudojamos, pirminės ląstelių kultūros pasižymi ribotu 

dalijimosi skaičiumi ir kintamumu tarp donorų [58]. Siekiant standartizuoti tyrimus, magistro darbe 

pasitelkta EA.hy926 ląstelių linija. 

 

10.8.1 Modelio ypatybės ir privalumai 

 

EA.hy926 žmogaus somatinių ląstelių hibridinė linija sukurta sujungiant pirmines žmogaus 

virkštelės venos endotelio ląsteles su žmogaus plaučių karcinomos ląstelėmis [59]. EA.hy926 ląstelės 

išlaiko pagrindines diferencijuoto endotelio savybes: 

I. Ekspresuoja von Willebrand faktorių; 

II. Pasižymi būdinga endotelio morfologija; 

III. Geba formuoti į kapiliarus panašias struktūras ant Matrigel paviršiaus [60]. 

Svarbiausia šiame tyrime yra tai, kad EA.hy926 ląstelės, kaip ir pirminis endotelis, geba sintetinti 

NO ir pasižymi panašiu atsaku į HG bei oksidacinį stresą. Dėl savo stabilumo, homogeniškumo ir 
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paprastesnių auginimo sąlygų, ši linija laikoma patikimu modeliu mitochondrijų bioenergetikos 

mechanizmų tyrimams. 

 

10.8.2 Tyrimo modelio ribotumai 

 

Svarbu pabrėžti, kad nors EA.hy926 ląstelės yra patogus ir plačiai validuotas eksperimentinis 

modelis, jos gali skirtis nuo pirminių endotelio ląstelių savo metaboliniu aktyvumu [61]. Hibridinis 

ląstelių linijos pobūdis (A549 kilmė) gali šiek tiek modifikuoti specifinius metabolinius kelius, todėl 

gauti rezultatai turi būti interpretuojami atsižvelgiant į šį modelio specifiškumą. 

 

 

10.9 Literatūros apžvalgos apibendrinimas ir projekto tikslo pagrindimas 
 

Širdies ir kraujagyslių ligos išlieka pagrindine mirtingumo priežastimi pasaulyje, glaudžiai 

susijusios su cukriniu diabetu ir lėtine HG [62]. Pagrindinis šių ligų mechanizmas yra endotelio 

disfunkcija, kurią sukelia oksidacinis stresas ir mitochondrijų energetinio metabolizmo sutrikimas [63]. 

HG sąlygomis endotelio ląstelėse padidėjusi elektronų pernaša ROS perprodukciją, pažeidžiančią 

mitochondrijų DNR, sutrikdančią eNOS signalizaciją ir mažinančią NO biologinį prieinamumą [64]. 

Literatūros duomenys rodo, kad TG2 yra svarbi šiems pažaidos procesams. Šis daugiafunkcinis 

fermentas, aktyvuotas, skatina baltymų kryžminimą, ląstelės struktūros pokyčius ir fibrozę [65]. TG2 

reguliuoja mitochondrijų kvėpavimo grandinės kompleksų veiklą, o jos perteklinis aktyvumas slopina 

ATP gamybą. Nors TG2 vaidmuo diabetinės angiopatijos patogenezėje intensyviai tiriamas, trūksta 

išsamių tyrimų, vertinančių specifinio farmakologinio TG2 slopinimo poveikį endotelio ląstelių 

bioenergetikai realiu laiku [9]. 

Nors literatūros duomenys patvirtina, kad TG2 fermentas yra svarbus endotelio pažaidos 

procesams, o hiperglikemija sukelia negrįžtamus mitochondrijų bioenergetikos pokyčius, iki šiol nėra 

iki galo aišku, kaip specifinė TG2 farmakologinė moduliacija veikia mitochondrijų kvėpavimo grandinę 

realiuoju laiku [8]. Nepaisant žinomų mitochondrijų kompleksų disfunkcijų sergant diabetu, literatūroje 

trūksta duomenų, kurie detaliai sietų TG2 slopinimą su konkrečiais „Seahorse XF“ analizatoriumi 

nustatomais parametrais, tokiais kaip bazinis ir maksimalus kvėpavimas ar ATP gamyba, ypač esant 

skirtingoms gliukozės koncentracijoms [66]. 

Šio darbo tikslas – įvertinti selektyvaus TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikį EA.hy926 

endotelio ląstelių mitochondrijų kvėpavimo funkcijai, ATP gamybai ir oksidaciniam stresui NG ir HG 
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sąlygomis, siekiant nustatyti TG2 kaip potencialaus terapinio taikinio reikšmę endotelio funkcijos 

apsaugai metabolinio streso metu. 
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11. TYRIMO METODIKA IR METODAI 
 

11.1 Tyrimo planavimas 
 

Magistro baigiamojo darbo tyrimas buvo atliktas LSMU MA KI Molekulinės kardiologijos 

laboratorijoje. Pirmojo etapo metu buvo analizuojama mokslinė literatūra, susijusi su baigiamojo darbo 

tema, ir susipažinta su laboratorijos darbo taisyklėmis. Vėlesniuose etapuose buvo vykdomas ląstelių 

kultūrų auginimas esant NG ir HG koncentracijoms, ląstelių gyvybingumo vertinimas naudojant 

„PrestoBlue“ metodą, mitochondrijų funkcijų analizė taikant „Seahorse XF“ ekstraląstelinio srauto 

analizatorių, buvo vertinamas oksidacinis stresas fluorescencinės mikroskopijos metodu. Taip pat buvo 

atlikta bendro baltymo kiekio analizė duomenų normalizavimui. Tyrimui vykdyti buvo gautas LSMU 

Bioetikos centro leidimas Nr. 2025-BEC2-1331, 2025-12-09. 

 

 

11.2 Tyrimo objektas 
 

Magistro baigiamajame darbe tyrimai buvo atlikti naudojant komercinę žmogaus endotelio 

ląstelių liniją EA.hy926 įsigytą iš American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, JAV). Ši 

linija, sudaryta sujungus pirmines žmogaus virkštelės venos endotelio ląsteles (HUVEC) su žmogaus 

plaučių karcinomos ląstelėmis (A549), buvo pasirinkta kaip stabilus makrovaskulinio endotelio modelis. 

Ląstelių efektyvumą ir autentiškumą patvirtino gamintojas (ATCC). Gamintojas garantuoja, kad 

atšildytų ląstelių gyvybingumas yra ne mažesnis kaip 90%, ir kad ląstelėse nėra mikoplazmų, bakterijų, 

mielių, kitų grybelių ar žmogaus  

 

 

11.3 Kultivavimo procedūros 
 

11.3.1 Užšaldytų ląstelių atšildymas 

 

EA.hy926 ląstelės buvo kultivuojamos DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) terpėje, 

papildytoje 10 % fetalinio jaučio serumu (FBS) ir penicilino-streptomicino antibiotikų mišiniu. 

Paruošta terpė šildoma vandens vonelėje (Grant Instruments Ltd, Jungtinė karalystė) 37 °C 

temperatūroje. Prieš užsėjimą, EA.hy926 ląstelės, užšaldytos -80 °C temperatūroje kriomėgintuvėlyje, 
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buvo atšildytos ir perkeltos į mėgintuvėlį. Pridėta 5 ml terpės, sušildytos iki 37 °C, po to mėginys 

centrifuguotas 5 minutes 300 × g greičiu kambario temperatūroje. Viršutinis sluoksnis pašalintas, o 

ląstelės suspenduotos 5 ml šviežios terpės su serumu ir antibiotikais, tuomet perkeltos į 75 cm² kultūrinį 

flakoną. Kitą dieną po užsėjimo terpė buvo pakeista. Vėliau terpė keičiama kas 2 dienas, iki kol ląstelės 

pasiekia 80 % – 90 % konfluentiškumą. Konfluentiškumas – tai procentinis matas, parodantis, kiek 

auginamos ląstelės yra padengusios indo, kuriame yra kultivuojamos, ploto. 

 

11.3.2 Ląstelių kultivavimas 

 

EA.hy926 ląstelės buvo auginamos dviejuose atskiruose flakonuose ir suskirstytos į dvi grupes 

pagal gliukozės koncentraciją mitybinėje terpėje. Pirmoji grupė (NG) buvo kultivuota naudojant DMEM 

terpę su 5,5 mM gliukozės koncentracija, o antroji grupė (HG) – terpėje su 25 mM gliukozės 

koncentracija. Abi terpės buvo papildytos 10 % fetalinio jaučio serumo (FBS) ir 1 % penicilino-

streptomicino mišiniu. Ląstelės šiose skirtingose terpėse buvo nuolat kultivuojamos (2 savaites prieš 

eksperimentus), siekiant užtikrinti pilną metabolinę adaptaciją ir sukurti lėtinės HG ir NG in vitro 

modelius. Kultūros buvo laikomos inkubatoriuje temperatūroje 37 °C ir 5 % CO₂ koncentracijoje 

drėgnoje atmosferoje, o mitybinė terpė keičiama kas 2 dienas. 

 

11.3.3 Ląstelių persėjimas 

 

Kai ląstelės padengia 80 % – 90 % flakono augimo paviršiaus, atliekamas persėjimas. Sena 

terpė pašalinama, o ląstelės du kartus plaunamos po 2 ml fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS). Po to tirpalas 

pašalinamas. Vėliau siekiant atkabinti ląsteles nuo plastikinio flakono dugno naudojamas fermentas, 

suardantis ryšius, kuriais ląstelės yra prikibusios prie paviršiaus. Taigi, jos yra veikiamos 1,5 ml 0,05 % 

tripsino-etilendiamintetraacto rūgšties (tripsino – EDTA) tirpalu ir laikomos inkubatoriuje 37 °C 

temperatūroje 3 min. 

Praėjus šiam laikui ląstelių vaizdas patikrinamos po šviesiniu mikroskopu Leica DMi1 (Leica, 

Vokietija). Turi būti matoma judanti ląstelių suspensija, jei ne, inkubacija tęsiama dar 2 min. Atsiskyrus 

ląstelėms, tripsinas neutralizuojamas užpilant 4 ml DMEM terpės su serumu, kuris sustabdo tripsino 

veikimą. Ląstelių suspensija perkeliama į centrifuginį mėgintuvėlį ir centrifuguojama 5 minutes 300 × 

g greičiu kambario temperatūroje. Po centrifugavimo viršutinis sluoksnis pašalinamas, tada užpilama 

šviežios mitybinės terpės ir suspensija sumaišoma. Gauta ląstelių suspensija naudojama sėti ląsteles į 96 

šulinėlių lėkšteles ar kitus indus, kuriuose bus atliekami tolimesni tyrimai, arba persėjama į 75 cm2 

plastikinius flakonus tolimesniam kultivavimui. Į naujus flakonus įpilama reikiama dalis ląstelių 
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suspensijos bei šviežios terpės. Flakonai su ląstelių kultūra laikomi inkubatoriuje, kuriame palaikoma 

37 °C temperatūra ir 5 % CO₂ koncentracija. Tolimesniuose pasažuose ląstelės kultivuojamos 

analogiškai: mitybinė terpė keičiama kas 2 dienas, kol ląstelės padengia flakono augimo paviršių. 

 

11.3.4 EA.hy926 ląstelių mikroskopavimas 

 

Ląstelės yra mikroskopuojamos, norint vizualiai įvertinti jų kiekį, gyvybingumą bei flakono 

paviršiaus padengimą. Taip pat mikroskopuojama vykdant ląstelių persėjimą, kai ląstelės paveikiamos 

tripsinu ir inkubuojamos, stebima, ar ląstelės atkibo nuo flakono paviršiaus. Laboratorijoje 

mikroskopavimas vykdomas su EVOS inversiniu mikroskopu, kurio objektyvas didina 10x, okuliaras 

10x. Ląstelės įgyja savo būdingą morfologiją jau sekančią dieną po užsėjimo. Per maždaug 5 – 6 dienas 

ląstelės padengia apie 80 – 90 % flakono ploto. Atliekamas persėjimas. EA.hy926 ląstelėms būdinga 

daugiakampė (poligonalinė) forma. Ląstelės auga glaudžiai priglusdamos viena prie kitos ir suformuoja 

vientisą monosluoksnį (žr. 2.1 pav.) 

 

 
 

2.1 pav. EA.hy926 ląstelių vaizdas inversiniu mikroskopu (padidinimas 10 kartų) 

 

 

11.4 Eksperimento eiga ir grupių sudarymas 
 

11.4.1 Ląstelių skaičiavimas 

 

Siekiant nustatyti bendrą ląstelių skaičių bei sveikų ir žuvusių ląstelių santykį, naudotas 0,4 % 

tripano mėlio dažas. Sveikos ląstelės, kurių membrana yra vientisa ir nepažeista, nepraleidžia dažo 

molekulių į ląstelės vidų. Ląstelei virstant apoptotine jos membrana sutrūkinėja, fragmentuojasi ir 
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praranda vientisumą, todėl dėl susidariusio koncentracijos gradiento dažas patenka į ląstelės vidų per 

pažeistą membraną ir nudažo jas tamsiai mėlyna spalva. Prieš sėjant ląsteles eksperimentams, jų skaičius 

buvo įvertintas. Tam tikslui naudojama hemocitometro kamera Fuchs–Rosenthal (BRAND®, 

Vokietija), ant kurios prispaudžiamas dengiamasis stiklelis. Ląstelių suspensija buvo maišoma su tripano 

mėlio dažo santykiu 1:1, paprastai po 20 µl. Gautas ląstelių suspensijos ir dažo mišinys buvo automatine 

pipete įleidžiamas tarp dengiamojo stiklelio ir hemocitometro kameros. Ląstelės stebimos pro šviesinį 

mikroskopą, sufokusavus hemocitometro kameros vaizdą, įvertinamas sveikų/gyvų (t. y. nenusidažiusių, 

matomų baltai) ir negyvų/mirusių (t. y. nusidažiusių, matomų mėlynai) ląstelių kiekis, suskaičiuojant jas 

matomuose languose. 

Galutinis ląstelių kiekis viename mililitre terpės apskaičiuojamas pagal formulę: suskaičiuotų 

ląstelių suma dauginama iš dviejų (skiedimo koeficientas) ir iš penkių tūkstančių (vieno didelio kvadrato 

tūrio dalis mililitre). Tai reiškia, kad per mikroskopą suskaičiuota ląstelių suma dauginama iš dviejų ir 

iš penkių tūkstančių, o gautas rezultatas parodo ląstelių koncentraciją mililitre ląstelių kultūros terpės. 

Eksperimentams ląstelės buvo sėjamos nustatytu tankiu: gyvybingumo tyrimams - 96 šulinėlių 

plokštelėse – po 8000 ląstelių, o mitochondrijų funkcijos vertinimui – po 4000 ląstelių viename 

šulinėlyje. Ląstelės inkubuotos 24 valandas, kad pilnai prisitvirtintų prie paviršiaus. 

 

11.4.2 Optimalios inhibitoriaus koncentracijos parinkimas 

 

Prieš atliekant pagrindinius eksperimentus, buvo nustatyta optimali, ląstelėms netoksiška TG2 

inhibitoriaus dozė. Siekiant įvertinti TG2 vaidmenį, EA.hy926 ląstelės 24 valandas buvo inkubuojamos 

su plačiu specifinio alosterinio inhibitoriaus LDN-27219 koncentracijų spektru - 0,5 µM; 1 µM; 2 µM; 

5 µM; 10 µM; 20 µM; 30 µM ir 50 µM.  

Optimali inhibitoriaus koncentracija buvo parinkta atlikus „PrestoBlue“ ląstelių gyvybingumo 

testą. Šis metodas paremtas gyvų ląstelių gebėjimu redukuoti rezazuriną į fluorescuojantį rezorufiną, 

leidžiantį įvertinti ląstelių metabolinį aktyvumą. Ląstelės su „PrestoBlue“ reagentu buvo inkubuojamos 

30 min. 37 °C temperatūroje, o fluorescencijos intensyvumas matuotas Varioskan LUX plokštelių 

skaitytuvu (sužadinimo bangos ilgis 560 nm, emisijos bangos ilgis 590 nm). Papildomai ląstelių 

proliferacija ir galimas toksinis poveikis buvo patikslintas įvertinant bendrą baltymo kiekį pagal 

Bradfordo metodą. Remiantis gautais rezultatais, pagrindiniams tyrimams pasirinkta 20 µM 

koncentracija, kuri slopino TG2, bet neturėjo reikšmingo neigiamo poveikio ląstelių gyvybingumui ir 

proliferacijai. 
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11.4.3 Eksperimentinių grupių sudarymas 

 

Eksperimentams atlikti EA.hy926 ląstelės buvo užsėjamos į 96 šulinėlių plokšteles ląstelių 

gyvybingumo tyrimams arba į specialias „Seahorse XF“ plokšteles mitochondrijų kvėpavimo funkcijos 

tyrimams. Užsėtos ląstelės inkubuojamos 24 valandas standartinėmis sąlygomis (37 °C, 5 %. CO₂), 

kad prisitvirtintų prie paviršiaus ir suformuotų monosluoksnį. Po 24 valandų inkubacijos mitybinė 

terpė buvo pašalinta ir pakeista eksperimentine terpe su atitinkamais priedais. Tyrime buvo sudarytos 

keturios eksperimentinės grupės: 

I. NG kontrolė (NG + DMSO): kontrolinės ląstelės, auginamos mitybinėje terpėje su 

fiziologine 5,5 mM gliukozės koncentracija. Siekiant eliminuoti galimą tirpiklio įtaką 

rezultatams, į šią grupę pridėta 0,2 % (v/v) DMSO, kurio tūris atitiko inhibitoriaus tūrį 

poveikio grupėse. 

II. HG kontrolė (HG + DMSO): ląstelės, auginamos terpėje su padidinta 25 mM gliukozės 

koncentracija (imituojant lėtines diabetines sąlygas in vitro) bei 0,2 % (v/v) DMSO priedu. 

III. NG su inhibitoriumi (NG + LDN): ląstelės, kultivuojamos 5,5 mM gliukozės terpėje, 

papildomai veikiant specifiniu TG2 inhibitoriumi LDN-27219 (galutinė darbinė 

koncentracija – 20 µM). 

IV. HG su inhibitoriumi (HG + LDN): ląstelės, auginamos aukštos gliukozės (25 mM) 

sąlygomis, kartu pridedant 20 µM koncentracijos TG2 inhibitorių LDN-27219 

 

 

11.5 Analitiniai tyrimo metodai 
 

11.5.1 Mitochondrijų kvėpavimo funkcijos vertinimas 

 

Mitochondrijų kvėpavimo grandinės funkcionalumo vertinimas buvo atliktas taikant „Seahorse 

XF“ analizatorių bei „Mitostress“ testo metodiką, vadovaujantis gamintojo nurodytais reikalavimais 

(26). 
Visi eksperimentai atlikti 3 biologiniais pakartojimais (n=3), kiekviename eksperimente – po  

4 – 6 techninius pakartojimus (šulinėlius). Duomenys pateikiami kaip vidurkis ± SEM iš 3 

nepriklausomų eksperimentų. 
Analizatoriuje naudojamos vienkartinės jutiklių kasetės (angl. Sensor cartridge), kuriose 

kiekvienam lėkštelės šulinėliui yra zondas su dviem fluoroforais, vienas skirtas deguonies, kitas pH 

nustatymui. Analizės metu kasetės zondai nuleidžiami iki 200 µm atstumo virš tiriamų ląstelių 
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monosluoksnio. Tokiu būdu virš ląstelių suformuojama itin maža, nuo likusio tirpalo izoliuota 

mikrokamera. Šioje aplinkoje vykstantys ląsteliniai procesai – deguonies suvartojimas (kvėpavimas) 

bei protonų eksportas (glikolizė) – sukelia labai greitus ir lengvai registruojamus koncentracijų 

pokyčius. Šviesos srautu sužadinti fluoroforai, priklausomai nuo minėtų koncentracijų, keičia emisijos 

intensyvumą, o šiuos pokyčius realiuoju laiku automatiškai apdoroja analizatoriaus programinė įranga. 

Gauti rezultatai konvertuojami į OCR (pmol/min) bei tarpląstelinio rūgštėjimo greitį (ECAR, 

mpH/min), kurie yra esminiai rodikliai nustatant ląstelių metabolizmo kinetines savybes. 

Prieš pradedant pagrindinius manipuliavimo etapus, išmatuojamas bazinis ląstelių kvėpavimo 

intensyvumas. Siekiant ištirti mitochondrijų atsaką į įvairius biocheminius poveikius, į kasetės celes 

(A, B, C ir D) prieš analizę pipetuojami tiriamieji tirpalai, kurie vėliau, nustatytais laiko intervalais, 

pneumatiniu būdu automatiškai injekuojami į šulinėlius su ląstelėmis (žr. 2.2 pav.). Pirmosios 

injekcijos metu naudojamas oligomicinas – ATP sintazės inhibitorius. Jo pagalba įvertinamas 

deguonies suvartojimas, susijęs tik su oksidaciniu fosforilinimu, atskiriant kvėpavimo dalį, 

priklausančią nuo vidinės mitochondrijų membranos laidumo protonams.  

Antroji injekcija atliekama panaudojant karbonilcianido-4-(trifluormetoksi) fenilhidrazoną 

(FCCP). Ši medžiaga veikia kaip jungties atsiejiklis kuris padaro mitochondrijų membraną laidžią 

protonams, taip panaikindamas elektrocheminį gradientą ir leidžia įvertinti maksimalų ląstelės 

kvėpavimo pajėgumą, kuris nebėra ribojamas ATP sintezės proceso.  

Trečiojo etapo metu injekuojamas rotenono ir antimicino A mišinys, blokuojantis kvėpavimo 

grandinės I ir III kompleksus. Tai leidžia sustabdyti mitochondrinį kvėpavimą ir atskirti deguonies 

suvartojimą, kuris nėra susijęs su mitochondrijų veikla. Po kiekvienos injekcijos vykdomas 2 – 5 min. 

matavimo ciklas, o pasibaigus jam, zondai pakeliami. Šis pakėlimas leidžia sumaišyti didesnį terpės 

tūrį, taip atstatant pradinę cheminių medžiagų koncentraciją ir sudarant sąlygas kitai injekcijai, 

užtikrinant nepertraukiamą metabolinio profilio analizę.  

 

 

 

 

 

 

 

 
2.2 pav. Jutiklio kasetės celių ir zondo išsidėstymo schema [26] 
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Prieš pradedant detalius mikroglijos ląstelių mitochondrijų aktyvumo vertinimus, buvo atlikti 

parengiamieji darbai: optimizuotas ląstelių sėjimo tankis ir atliktas FCCP tirpalo titravimas. Šių 

procedūrų tikslas – nustatyti FCCP koncentraciją, kuri užtikrina didžiausią deguonies suvartojimo 

spartą konkrečiam ląstelių kiekiui. Kadangi FCCP veikia kaip mitochondrijų membranos potencialo 

išsklaidiklis, jis pašalina kliūtis elektronų srautui, leidžiant pasiekti maksimalų IV elektronų 

kvėpavimo grandinės komplekso aktyvumą ir deguonies suvartojimo piką. 

Titravimo metu į jutiklių kasetės celes buvo pipetuojami įvairių koncentracijų FCCP tirpalai. 

Paruošta kasetė dedama į analizatorių, kuriame vykdomas automatizuotas titravimo testas. Gauti 

duomenys leidžia įvertinti, ar ląstelių sėjimo tankis yra optimalus. Eksperimento sąlygos laikomos 

tinkamomis, jei bazinio kvėpavimo rodikliai (OCR) svyruoja nuo 20 iki 150 pmol/min. Remiantis 

matavimais, sudarytos FCCP titravimo kreivės, pavaizduotos 2.3 paveiksle. 

 

 
 

2.3 pav. FCCP titravimo kreivės 

 

EA.hy926 endotelio ląstelės buvo sėjamos į specializuotas, „Seahorse XF“ analizatoriui 

pritaikytas lėkšteles. Siekiant užtikrinti optimalią ląstelių adheziją, kultūros buvo inkubuojamos parą 

37 °C temperatūroje. Eksperimento dieną ląstelės buvo paveiktos LDN-27219 junginiu, ištirpintu 

DMSO, ir inkubuojamos papildomas 24 valandas 37 °C temperatūroje. Kontrolinės grupės apėmė 

ląsteles, augintas atitinkamomis gliukozės koncentracijomis (NG ir HG) su ekvivalentiniu DMSO 

kiekiu be inhibitoriaus. Kiekvienoje eksperimentinėje lėkštelėje pirmieji ir paskutiniai šulinėliai buvo 

naudojami kaip analizatoriaus foninė kontrolė – į juos buvo pilama tik mitybinė terpė be ląstelių. 

Likus dienai iki analizės, buvo paruoštos komercinės jutiklių kasetės atliekant jose esančių 
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zondų hidrataciją steriliu vandeniu. Po to kasetės buvo 45 min. inkubuojamos 37 °C temperatūroje be 

anglies dioksido tiekimo „Heraeus CO2-AUTO-ZERO“ (Heraeus-Christ GmbH, Vokietija) 

inkubatoriuje. 

„Mitostress“ tyrimui atlikti buvo naudojamas „Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit“ rinkinys. 

Reagentai buvo skiedžiami „Seahorse XF DMEM“ terpe iki darbinių koncentracijų: 1,5 µM 

oligomicino, 0,5 µM FCCP bei 0,5 µM rotenono ir antimicino A mišinio. Šie tirpalai buvo pipetuojami 

į jutiklių kasetės celes tokia tvarka: 20 µl oligomicino į A celę, 22 µl FCCP į B celę ir 25 µl rotenono 

bei antimicino A mišinio į C celę. Paruošta kasetė buvo dedama į analizatorių kalibracijai, o jai 

pasibaigus – įstatoma eksperimentinė lėkštelė su ląstelėmis. 

Analizės metu, nustačius bazinį kvėpavimą, sekos tvarka nuo A celės buvo atliekamos 

automatinės injekcijos, kiekvienu etapu atliekant po tris matavimus. Gauti OCR ir ECAR duomenys 

apdoroti naudojant „Wave 2.6.1“ programinę įrangą. Buvo apskaičiuoti pagrindiniai mitochondrijų 

aktyvumo parametrai: bazinis ir maksimalus kvėpavimas, ATP sintezės lygis, atsarginis kvėpavimo 

rezervas (angl. spare respiratory capacity), protonų nutekėjimas bei nemitochondrinis deguonies 

suvartojimas. Be to, buvo įvertintas ląstelių metabolinis fenotipas ir potencialas. Klasikinė rezultatų 

interpretacija pateikta 2.8 paveiksle. Siekiant tikslumo, duomenys buvo normalizuoti atsižvelgiant į 

bendrą baltymų kiekį kiekviename šulinėlyje, kuris buvo nustatytas taikant Bradfordo metodą. 

Galutiniai rezultatai pateikiami kaip mažiausiai trijų nepriklausomų eksperimentų aritmetinis vidurkis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
2.4 pav. Mitostress testo rezultatų interpretacijos schema Adaptuota pagal [24] 

 

 



31 

 
 

 

„Seahorse XF Cell Mito Stress Test“ vertina mitochondrijų kvėpavimo grandinės funkcionalumą 

per kelis pagrindinius metabolinius rodiklius, leidžiančius išsamiai įvertinti ląstelės energinę būklę. 

Bazinis kvėpavimas (angl. basal respiration) rodo ląstelės deguonies suvartojimą ramybės sąlygomis, 

atitinkantį ATP poreikį ir protonų laidumą per mitochondrijų vidinę membraną. Po oligomicino, ATP 

sintazės inhibitoriaus, injekcijos sumažėjęs deguonies suvartojimas tiesiogiai atspindi mitochondrijų 

ATP gamybos intensyvumą, t. y. kvėpavimo dalį, reikalingą energijos gamybai. Oligomicino 

neblokuojama kvėpavimo dalis vadinama protonų laidumu (angl. proton leak), ji svarbi vertinant 

mitochondrijų membranos vientisumą ir ATP sintezės efektyvumą. FCCP, jungties atsiejiklis, sukelia 

dirbtinį metabolinį stresą, skatindamas mitochondrijas maksimaliai oksiduoti substratus (cukrų, riebalų 

rūgštis, amino rūgštis) ir patenkinti padidėjusį energijos poreikį. Po FCCP injekcijos pasiektas 

didžiausias deguonies suvartojimo greitis vadinamas maksimaliu kvėpavimu (angl. maximal 

respiration). Skirtumas tarp maksimalaus ir bazinio kvėpavimo rodo nepanaudotą mitochondrijų galią 

(angl. spare respiratory capacity), atspindinčią ląstelės metabolinį lankstumą ir gebėjimą greitai 

mobilizuoti resursus esant padidėjusiam energijos poreikiui ar nepalankioms sąlygoms. Po paskutinės 

injekcijos, rotenono ir antimicino A mišinio, blokuojančio kvėpavimo grandinės I ir III kompleksus, 

nustatomas nemitochondrinis kvėpavimas. Tai deguonies suvartojimas, kurį sukelia kitų ląstelėje 

esančių fermentų veikla, todėl šio rodiklio atėmimas būtinas išskirti grynąjį mitochondrinį deguonies 

suvartojimą ir užtikrinti duomenų patikimumą. 

 

11.5.2 Ląstelių proliferacijos ir bendro baltymo kiekio nustatymas 
 

Kiekybinis bendro baltymo kiekio nustatymas buvo atliktas taikant kolorimetrinį Bradfordo 

metodą, siekiant užtikrinti gautų  mitochondrijų kvėpavimo rezultatų tikslumą bei koreguoti juos pagal 

ląstelių biomasę kiekviename šulinėlyje. Metodo principas grindžiamas dažo „Coomassie Brilliant Blue 

G-250“ gebėjimu rūgštinėje aplinkoje sudaryti stabilius kompleksus su baltymų aminorūgščių 

liekanomis. Dėl to tirpalo spalva pasikeičia iš rudos į mėlyną, o optinis tankis tampa tiesiogiai 

proporcingas baltymo koncentracijai.  

Po eksperimentinių matavimų terpė pašalinama, o ląstelės lizuojamos naudojant RIPA buferį, 

papildytą proteazių inhibitoriais. Į 96 šulinėlių plokštelę įpilama po 5 µl gauto ląstelių lizato ir 250 µl 

Bradfordo reagento. Mėginius inkubavus 5 – 10 min. kambario temperatūroje, susidariusių kompleksų 

absorbcija spektrofotometriškai išmatuojama ties 595 nm bangos ilgiu. Galutinė baltymo koncentracija 

apskaičiuojama pagal iš anksto paruoštą jaučio serumo albumino (BSA) standartinę kreivę ir 

panaudojama kitų analitinių parametrų normalizavimui. 
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11.5.3 ROS vertinimas 

 

Oksidacinio streso pokyčiai ir mitoROS gamyba ląstelėse vertinti naudojant specifinį 

fluorescencinį žymenį „MitoSOX™ Red“ (Invitrogen), kuris selektyviai kaupiasi mitochondrijose ir, 

oksiduotas superoksido radikalų, fluorescuoja raudonai [67]. Eksperimentas vyko 96 šulinėlių 

lėkštelėje, kiekviename sėjant vienodą EA.hy 926 ląstelių kiekį. Ląstelės inkubuotos 24 valandas, kad 

susidarytų vientisas monosluoksnis, po to paveiktos tiriamosiomis medžiagomis (normalios ir aukštos 

gliukozės terpėmis, DMSO, LDN inhibitoriumi) ir inkubuotos dar 24 valandas. Ši inkubacijos trukmė 

užtikrino pilną ląstelių adaptaciją ir leido tiriamosioms medžiagoms sukelti metabolinius pokyčius bei 

pokyčius mitochondrijose. 

Ląstelės suskirstytos į keturias grupes, išdėstytas atskirose lėkštelės eilėse: NG terpėje su 

DMSO, HG su DMSO, ir atitinkamos grupės, paveiktos LDN inhibitoriumi. Kiekvienoje lėkštelėje 

palikti kontroliniai šulinėliai su mitybine terpe be ląstelių fono fluorescencijai įvertinti. 

Po inkubacijos su tiriamosiomis medžiagomis atlikta ląstelių žymėjimo procedūra. Mitybinė 

terpė su LDN ar DMSO pašalinta, monosluoksnis praplautas šiltu PBS buferiu. Į šulinėlius įpilta 

paruošto „MitoSOX“ dažo tirpalo, ląstelės inkubuotos 30 min. 37 °C tamsioje aplinkoje. Išsamūs 

tyrimo metodikos parametrai pateikti 2.1 lentelėje. Po inkubacijos dažiklis pašalintas, ląstelės dukart 

praplautos PBS ir užpiltos šiltu PBS prieš mikroskopinę analizę, atliktą naudojant „Olympus 

APEXVIEW APX100“ sistemą ir „ImageJ“ programinę įrangą kiekybiniam duomenų vertinimui. 

 
 2.1 lentelė. Oksidacinio streso vertinimo sąlygos ir parametrai 

Parametras Sąlygos 

Fluorescencinis žymuo MitoSOX™ Red (Invitrogen) 

Darbinė koncentracija 5 µM 

Inkubacijos laikas ir temperatūra 30 min, 37 °C (saugant nuo šviesos) 

Detekcijos metodas Fluorescencinė mikroskopija 

Vaizdinimo sistema (mikroskopas) Olympus APEXVIEW APX100 

Sužadinimo / emisijos bangos ilgiai ~510 nm / ~580 nm (raudonas kanalas) 

Vaizdų analizės programinė įranga ImageJ (NIH) 

 

11.5.4 Mikroskopinė duomenų analizė 

 

Buvo atlikta skaitmeninė vaizdų analizė, siekiant kiekybiškai įvertinti fluorescencinio žymens 

signalo intensyvumą, kuris atspindi oksidacinio streso lygį ląstelėse. Ląstelių vaizdai buvo fiksuoti 
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naudojant „Olympus APEXVIEW APX100“ vaizdinimo sistemą. Siekiant užtikrinti duomenų tikslumą 

ir palyginamumą, visi eksperimentiniai vaizdai, įskaitant kontrolines ir poveikio grupes, buvo 

fotografuojami taikant identiškus optinius nustatymus: vienodą ekspozicijos laiką, sužadinimo šviesos 

intensyvumą ir didinimą. Gautų vaizdų kiekybinis vertinimas buvo atliktas naudojant programinę 

įrangą „ImageJ“. 

Kiekviena mikrofotografija buvo konvertuota į aštuonių bitų pilkumo skalės vaizdą, po ko 

taikytas slenkstinis apdorojimas (angl. thresholding), siekiant atskirti specifinius signalus nuo fono. 

Kiekybiniam vertinimui naudotas vidutinio fluorescencijos intensyvumo (MFI) parametras, atspindintis 

vidutinį signalo stiprumą pasirinktose dominančiose srityse (ROI). Atlikus fono korekciją kiekvienoje 

vaizdo srityje buvo išmatuota vidutinė fluorescencijos reikšmė. Ši reikšmė tiesiogiai koreliuoja su 

ląstelėse esančių superoksido radikalų koncentracija. Ląstelių sritys buvo parenkamos vengiant 

artefaktų, o gauti vidutinio intensyvumo duomenys buvo normalizuoti, siekiant užtikrinti rezultatų 

palyginamumą tarp eksperimentinių grupių, įskaitant normalios bei aukštos gliukozės terpes su LDN 

inhibitoriumi arba be jo. Šis metodas, pagrįstas vidutinio fluorescencijos intensyvumo analize, leido 

įvertinti oksidacinio streso lygio pokyčius tarp grupių. Duomenys pateikiami kaip trijų nepriklausomų 

eksperimentų aritmetinis vidurkis su statistiniu vertinimu 

 

11.5.5 Statistinė duomenų analizė 

 

Visi tyrimai buvo atliekami mažiausiai trijų nepriklausomų biologinių eksperimentų metu 

(n=3), kurių metu kiekvienas matavimas buvo atliekamas bent trimis techniniais pakartojimais (jei 

taikoma). Biologinis pakartojimas apibrėžiamas kaip atskiras ląstelių pasėjimas ir poveikis medžiagomis 

skirtingomis dienomis, o techninis pakartojimas – kaip matavimas iš to paties šulinėlio arba tos pačios 

ląstelių suspensijos. Gauti rezultatai pateikiami kaip aritmetinis vidurkis ± standartinė paklaida (SEM)  

Eksperimentiniai duomenys buvo suvesti ir apdoroti naudojant „Microsoft Excel“. Išsami 

statistinė analizė ir duomenų patikimumo vertinimas atlikti su „IBM SPSS Statistics“. Visi 

eksperimentai buvo kartojami mažiausiai tris kartus (n=3), o rezultatai pateikiami kaip aritmetinis 

vidurkis ± SEM.  

Statistiniai skirtumai tarp eksperimentinių grupių (NG + DMSO, HG + DMSO, NG + LDN, 

HG + LDN) vertinti taikant vieno veiksnio dispersinę analizę (One-way ANOVA). Nustačius 

reikšmingą dispersijos skirtumą, porinių grupių lyginimams naudojamas Fišerio mažiausio reikšmingo 

skirtumo (Fisher’s Least Significant Difference, LSD) post-hoc testas. Skirtumas laikytas statistiškai 

reikšmingu, kai p < 0,05. 
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12. REZULTATAI 
 

12.1 EA.hy926 ląstelių gyvybingumo ir optimalios TG2 inhibitoriaus LDN-27219 

koncentracijos parinkimas 
 

Optimali LDN-27219 koncentracija buvo parinkta prieš atliekant pagrindinius eksperimentus. 

EA.hy926 ląstelės 24 valandas buvo kultivuojamos NG (5,5 mM gliukozės) arba HG (25 mM gliukozės) 

sąlygomis, po to dar 24 valandas veikiamos skirtingomis LDN-27219 koncentracijomis (0,5–50 µM) 

Kontrolinės ląstelės buvo veikiamos tik tirpikliu (DMSO - 0,2 % (v/v)). 

Ląstelių metabolinis aktyvumas, buvo vertinamas PrestoBlue reagentu ir normalizuotas pagal 

bendrą baltymų kiekį. Bendras baltymų kiekis buvo nustatomas Bradfordo metodu ir šiame darbe 

naudotas kaip netiesioginis ląstelių kiekio bei proliferacijos pokyčių rodiklis. Eksperimentai atlikti trimis 

biologiniais pakartojimais (n = 3). 

Nustatyta, kad HG sąlygomis endotelio ląstelių proliferacija (vertinama pagal bendrą baltymų 

kiekį) statistiškai reikšmingai sumažėja (p < 0,01), lyginant su kontroline NG grupe (atitinkamai 8,2 µg 

ir 12,8 µg). Tačiau metabolinis aktyvumas HG sąlygomis buvo nežymiai didesnis (112 %) nei NG 

grupėje (100 %), skirtumas statistiškai nereikšmingas. 

Nustatyta, kad 20 µM LDN-27219 koncentracija yra didžiausia, kuri atstato HG sukeltą 

endotelio ląstelių proliferacijos sumažėjimą (nuo 8,2 µg iki 13,6 µg) nesukeliant akivaizdaus 

citotoksiško poveikio. Ši LDN koncentracija taip pat statistiškai reikšmingai padidina metabolinį 

aktyvumą tiek NG (288 %), tiek HG (164 %) sąlygomis. 50 µM koncentracija abiejose grupėse turėjo 

citotoksinį poveikį. Remiantis gautais rezultatais, pagrindiniams tyrimams buvo pasirinkta 20 µM LDN-

27219 koncentracija. 

Rezultatai pateikti 3.1 paveiksle (ląstelių gyvybingumas) ir 3.2 paveiksle (ląstelių proliferacija). 
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3.1 pav. EA.hy926 ląstelių metabolinis aktyvumas po LDN-27219 poveikio NG ir HG sąlygomis. Duomenys išreikšti 

procentais nuo NG kontrolės (PrestoBlue metodas). Raudona punktyrinė linija žymi kontrolinį lygį (0 µM) (n=3 biologiniai 

pakartojimai). Rezultatai pateikti kaip vidurkis ± SEM Duomenys normalizuoti pagal bendrą baltymų kiekį (pmol/min/µg 

baltymo). (n=3 biologiniai pakartojimai). * – statistiškai reikšmingas skirtumas nuo kitų grupių  (*** p < 0,001, One-way 

ANOVA su Fisher LSD post-hoc testu).  

 

 
 

3.2 pav. EA.hy926 ląstelių proliferacija (bendras baltymų kiekis) po LDN-27219 poveikio NG ir HG sąlygomis. 

Duomenys išreikšti µg baltymo viename šulinėlyje. Raudona brūkšninė linija žymi kontrolinį lygį (0 µM). (n=3 biologiniai 

pakartojimai). Rezultatai pateikti kaip vidurkis ± SEM. Duomenys normalizuoti pagal bendrą baltymų kiekį (pmol/min/µg 

baltymo). * – statistiškai reikšmingas skirtumas nuo kitų grupių (** p < 0,001, One-way ANOVA su Fisher LSD post-hoc 

testu). 
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12.2 TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikis EA.hy926 ląstelių mitochondrijų 

kvėpavimo funkcijai NG ir HG sąlygomis 
 

Mitochondrijų kvėpavimo parametrai buvo vertinami naudojant ,,Seahorse XF” analizatorių 

(Cell Mito Stress Test). Duomenys normalizuoti pagal bendrą baltymų kiekį (Bradfordo metodas) ir 

išreikšti pmol/min/µg baltymo. Eksperimentai atlikti trimis biologiniais pakartojimais (n=3). 

NG sąlygomis (NG, 5,5 mM gliukozės) kontrolinėje grupėje (NG + DMSO) stebėti šie 

vidutiniai parametrai: 

• bazinis kvėpavimas – 12,5 pmol/min/µg baltymo, 

• maksimalus kvėpavimas – 14,3 pmol/min/µg baltymo, 

• protonų nutekėjimas – 2,5 pmol/min/µg baltymo, 

• ATP gamyba – 10,2 pmol/min/µg baltymo, 

• atsarginis kvėpavimo pajėgumas – 1,8 pmol/min/µg baltymo. 

HG sąlygomis (HG, 25 mM gliukozės) kontrolinėje grupėje (HG + DMSO) buvo pastebėtas 

bazinio kvėpavimo, maksimalaus kvėpavimo ir protonų nutekėjimo padidėjimas palyginti su NG 

kontrole. 

TG2 inhibitorius LDN-27219 (20 µM) HG sąlygomis reikšmingai slopino visus mitochondrijų 

kvėpavimo parametrus (bazinį kvėpavimą, maksimalų kvėpavimą, ATP gamybą, protonų nutekėjimą ir 

atsarginį kvėpavimo pajėgumą) palyginti su HG + DMSO grupe (p < 0,05). NG sąlygomis LDN-27219 

poveikis buvo nedidelis ir statistiškai nereikšmingas. Rezultatai pateikti 3.1 lentelėje ir 3.3 paveiksle. 
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3.3 pav. Mitochondrijų kvėpavimo parametrai EA.hy926 ląstelėse NG ir HG sąlygomis be ir su TG2    inhibitoriumi LDN-

27219 (20 µM). Duomenys normalizuoti pagal bendrą baltymų kiekį (pmol/min/µg baltymo) (n=3 biologiniai 

pakartojimai). * – statistiškai reikšmingas skirtumas nuo kitų grupių 

(** p < 0,01, *** p < 0,001, One-way ANOVA su Fisher LSD post-hoc testu). 

  
3.1 lentelė. Vidutiniai mitochondrijų kvėpavimo parametrai (pmol/min/µg baltymo) (n=3 biologiniai pakartojimai) 

skirtingose eksperimentinėse grupėse. 

Parametras NG + DMSO NG + LDN HG + DMSO HG + LDN 

Bazinis kvėpavimas 12,5 ± 0,8 11,2 ± 0,7 15,3 ± 1,1 6,1 ± 0,5*** 

Maksimalus kvėpavimas 14,3 ± 0,9 14,2 ± 1,0 17,5 ± 1,3 6,2 ± 0,6*** 

Protonų nutekėjimas 2,5 ± 0,3 2,4 ± 0,2 4,1 ± 0,4 1,5 ± 0,2*** 

ATP gamyba 10,2 ± 0,7 8,7 ± 0,6 11,2 ± 0,8 4,8 ± 0,4*** 

Atsarginis kvėpavimo pajėgumas 1,8 ± 0,4 2,8 ± 0,5 2,1 ± 0,3 0,8 ± 0,2*** 
Duomenys išreikšti vidurkiu ± SEM iš 3 nepriklausomų biologinių pakartojimų (n=3). * – statistiškai reikšmingai skiriasi 

nuo visų kitų grupių (p < 0,001, One-way ANOVA su Fisher’s LSD post-hoc testu). Duomenys normalizuoti pagal bendrą 

baltymų kiekį (Bradfordo metodas). 
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12.3 TG2 slopinimo poveikis mitochondrijų superoksido gamybai 
 

MitoROS lygis EA.hy926 ląstelėse buvo vertinamas fluorescenciniu MitoSOX™ Red zondo 

metodu. Fluorescencijos intensyvumas (MFI) matuotas fluorescencine mikroskopija ir kiekybiškai 

analizuotas ImageJ programa. Rezultatai normalizuoti pagal NG kontrolinę grupę (100%). 

Eksperimentai atlikti trimis biologiniais pakartojimais (n=3). 

HG sąlygomis (25 mM gliukozės) kontrolinėje grupėje (HG + DMSO) mitoROS lygis statistiškai 

reikšmingai padidėjo iki 148 % palyginti su NG kontrole (NG + DMSO, 100 %, p < 0,001). Šis 

padidėjimas buvo statistiškai reikšmingas ir palyginti su NG + LDN grupe (p < 0,001). 

TG2 inhibitorius LDN-27219 (20 µM) HG sąlygomis statistiškai reikšmingai sumažino 

mitoROS lygį iki 113 % palyginti su HG + DMSO grupe (p < 0,001). NG sąlygomis LDN-27219 

poveikis mitoROS lygiui buvo statistiškai nereikšmingas 86 % (p > 0,05). 

Reprezentaciniai fluorescenciniai mikroskopijos vaizdai, gauti naudojant mitochondrijų 

superoksidui specifišką zondą MitoSOX™ Red, iliustruoja HG sukeltus oksidacinio streso pokyčius 

EA.hy926 endotelio ląstelėse. HG + DMSO sąlygomis pastebimas fluorescencijos intensyvumo 

padidėjimas, rodantis sustiprėjusią mitoROS generaciją. Priešingai, TG2 inhibitoriaus LDN-27219 (20 

µM) pridėjimas HG aplinkoje sumažino raudonos fluorescencijos signalą, kurio intensyvumas priartėjo 

prie NG kontrolinės grupės lygio. 

Rezultatai pateikti 3.4 paveiksle (kiekybinė mitoROS analizė) ir 3.5 paveiksle (reprezentaciniai 

fluorescenciniai vaizdai). 
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3.4 pav. Mitochondrijų superoksido (mitoROS) lygis EA.hy926 ląstelėse NG ir HG sąlygomis be ir su TG2 inhibitoriumi 

LDN-27219 (20 µM). Rezultatai išreikšti procentais nuo NG kontrolės (MFI, ImageJ analizė) (n=3 biologiniai 

pakartojimai). * – statistiškai reikšmingas skirtumas nuo kitų grupių 

(*** p < 0,001, One-way ANOVA su Fisher LSD post-hoc testu). 

 

 
 

3.5 pav. Reprezentaciniai fluorescenciniai MitoSOX™ Red vaizdai EA.hy926 ląstelėse po skirtingų eksperimentinių 

sąlygų (analizuota ImageJ programa). 
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13. REZULTATŲ APTARIMAS 
 

Šiuo baigiamuoju magistro darbu siekta įvertinti TG2 farmakologinės moduliacijos, naudojant 

selektyvų inhibitorių LDN-27219, poveikį EA.hy926 endotelio ląstelių gyvybingumui, proliferacijai, 

oksidaciniam stresui ir mitochondrijų kvėpavimo funkcijai skirtingos gliukozės koncentracijos 

sąlygomis.  

 

13.1 EA.hy926 ląstelių gyvybingumo ir proliferacijos vertinimas bei optimalios 

LDN-27219 koncentracijos parinkimas 
 

PrestoBlue tyrimo rezultatai rodo, kad LDN-27219 padidino EA.hy926 ląstelių metabolinį 

aktyvumą, tačiau šis metodas tiesiogiai neatskiria metabolinio aktyvumo padidėjimo nuo ląstelių 

skaičiaus pokyčių. Todėl šie duomenys turėtų būti interpretuojami kartu su Bradfordo metodu nustatytu 

bendru baltymų kiekiu. Bradfordo metodu nustatytas bendras baltymų kiekis leidžia netiesiogiai spręsti 

apie ląstelių kiekio arba proliferacijos pokyčius, tačiau nėra tiesioginis proliferacijos žymuo [8, 23] (8).  

HG sąlygomis EA.hy926 ląstelėse statistiškai reikšmingai sumažėjo bendras baltymų kiekis 

(8,2 µg), palyginti su NG (5,5 mM gliukozės) kontrole (12,8 µg) (p < 0,01). Tai rodo, kad aukšta 

gliukozės koncentracija slopina endotelio ląstelių proliferaciją. Tuo tarpu ląstelių metabolinis aktyvumas 

(PrestoBlue reagentas, normalizuotas pagal baltymų kiekį) hiperglikemijos sąlygomis buvo nežymiai 

didesnis (112 % nuo NG kontrolės), tačiau šis skirtumas buvo statistiškai nereikšmingas. Gauti 

duomenys atitinka literatūros teiginius, kad trumpalaikė hiperglikemija pirmiausia pažeidžia 

proliferacinį endotelio pajėgumą, o metabolinis aktyvumas gali būti palaikomas glikolitinio 

kompensavimo mechanizmais [14, 23]. 

LDN-27219 20 µM koncentracija statistiškai reikšmingai pagerino ląstelių proliferaciją 

hiperglikemijos sąlygomis – bendras baltymų kiekis padidėjo nuo 8,2 µg (HG kontrolė) iki 13,6 µg, 

beveik pasiekdamas NG kontrolinį lygį. Be to, ši koncentracija statistiškai reikšmingai padidino 

metabolinį aktyvumą abiejose gliukozės koncentracijose (NG – iki 288 %, HG – iki 164 % nuo 

atitinkamos kontrolės). Tai buvo didžiausia tirtas koncentracija, atstačiusi HG sukeltą proliferacijos 

sumažėjimą nesukeliant akivaizdaus citotoksiško poveikio, tuo tarpu 50 µM koncentracija abiejose 

grupėse jau pasižymėjo citotoksiškumu (baltymų kiekis HG grupėje krito iki 5,6 µg). 

Šie duomenys leidžia manyti, kad TG2 slopinimas gali moduliuoti ląstelių energetinį 

metabolizmą ir proliferacinį atsaką esant HG sukeltam stresui. HG metu TG2 dažnai pereina į aktyvią 

konformaciją dėl padidėjusio kalcio ir ROS lygio, o tai gali skatinti uždarą ROS – TG2 ciklą ir prisidėti 
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prie endotelio pažeidimo [9, 68]. LDN-27219, veikdamas kaip alosterinis inhibitorius, stabilizuoja TG2 

uždaroje konformacijoje ir gali sumažinti šį ciklą, taip palengvindamas ląstelių metabolinį aktyvumą bei 

proliferaciją [50, 69]. 50 µM koncentracija abiejose grupėse turėjo citotoksinį poveikį, kas atitinka 

literatūroje aprašytą dozę priklausomą LDN-27219 toksiškumą [50]. 

Remiantis gautais rezultatais, pagrindiniams tyrimams buvo pasirinkta 20 µM koncentracija, 

nes ši koncentracija yra didžiausia, kuri atstato HG sukeltą endotelio ląstelių proliferacijos sumažėjimą 

nesukeliant citotoksiško poveikio. 

 

 

13.2 TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikis EA.hy926 ląstelių mitochondrijų 

kvėpavimo funkcijai NG ir HG sąlygomis 
 

HG sąlygomis (25 mM gliukozės) kontrolinėje grupėje buvo pastebėtas bazinio kvėpavimo, 

maksimalaus kvėpavimo ir protonų nutekėjimo padidėjimas palyginti su NG kontrole. Šie pokyčiai iš 

dalies dera su literatūros duomenimis, aprašančiais hiperglikemijos sukeltą mitochondrijų perkrovą, kai 

gliukozės perteklius gali padidinti elektronų srautą kvėpavimo grandinėje, sukelti vidinės mitochondrijų 

membranos hiperpoliarizaciją ir skatinti ROS susidarymą [8, 23]. 

TG2 inhibitorius LDN-27219 (20 µM) HG sąlygomis statistiškai reikšmingai sumažino visus 

tiriamus mitochondrijų bioenergetinius parametrus (bazinį kvėpavimą, maksimalų kvėpavimą, protonų 

nutekėjimą, ATP gamybą ir atsarginį kvėpavimo pajėgumą) palyginti su kitomis grupėmis. Šis 

sumažėjimas buvo stebimas kartu su mitoROS lygio sumažėjimu toje pačioje grupėje. Vienas galimų 

šio poveikio paaiškinimų yra tai, kad HG sąlygomis padidėjęs oksidacinis stresas gali skatinti TG2 

aktyvumo pokyčius, kurie prisideda prie mitochondrijų baltymų modifikacijų ir elektronų pernašos 

grandinės efektyvumo sumažėjimo [69, 9]. 

NG sąlygomis (5,5 mM gliukozės) LDN-27219 poveikis bioenergetiniams parametrams ir 

mitoROS lygiui buvo nedidelis. Šie duomenys leidžia manyti, kad TG2 slopinimo poveikis gali būti 

ryškesnis esant metaboliniam stresui (HG), o fiziologinėmis sąlygomis TG2 vaidmuo mitochondrijų 

funkcijos reguliavime yra mažesnis. 

Gauti rezultatai iš dalies atitinka literatūros duomenis, pagal kuriuos TG2 aktyvavimas HG 

sąlygomis siejamas su padidėjusia ROS gamyba ir mitochondrijų disfunkcija endotelio ląstelėse [9, 50]. 

Šio tyrimo duomenys leido pastebėti, kad hiperglikemijos sąlygomis mitochondrijų kvėpavimo 

parametrai (bazinis, maksimalus kvėpavimas bei ATP gamyba) buvo statistiškai reikšmingai aukštesni, 

lyginant su NG sąlygomis. Šis padidėjimas gali rodyti hiperglikemijos sukeliamą mitochondrijų 
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hiperaktyvaciją, kuri, tikėtina, yra kompensacinis atsakas į padidėjusį substratų srautą ir oksidacinį 

stresą. TG2 inhibitorius LDN-27219 šiuos parametrus statistiškai reikšmingai sumažino. Šį sumažėjimą 

galima interpretuoti ne kaip neigiamą kvėpavimo slopinimą, o kaip hiperglikemijos sukeltos 

mitochondrijų hiperaktyvacijos normalizavimą bei apsaugą nuo perteklinio deguonies sunaudojimo ir 

ROS gamybos. Tokiu būdu TG2 slopinimas galimai prisideda prie mitochondrijų bioenergetinės 

pusiausvyros atstatymo, o ne sukelia jų disfunkciją. 

 

 

13.3 Bendras TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikio įvertinimas 
 

EA.hy926 ląstelėse buvo pastebėti mitochondrijų bioenergetikos ir oksidacinio streso pokyčiai. 

HG (25 mM gliukozės) sąlygomis stebėtas bazinio kvėpavimo, maksimalaus kvėpavimo ir protonų 

nutekėjimo padidėjimas, o TG2 inhibitorius LDN-27219 (20 µM) šioje grupėje statistiškai reikšmingai 

sumažino visus tiriamus mitochondrijų bioenergetinius parametrus bei mitoROS lygį. 

Šie duomenys leidžia manyti, kad TG2 slopinimas gali turėti apsauginį poveikį endotelio 

ląstelėse esant metaboliniam stresui. HG sąlygomis TG2 gali aktyvuotis dėl padidėjusio kalcio jonų ir 

ROS lygio, pereiti į „atvirą“ konformaciją ir modifikuoti mitochondrijų baltymus (pvz., per 

transamidavimą ar disulfidinių tiltelių formavimą). Tai gali skatinti uždarą ROS–TG2 ciklą, kuriame 

ROS aktyvuoja TG2, o aktyvi TG2 savo ruožtu gali dar labiau didinti oksidacinį stresą ir sutrikdyti 

elektronų pernašos grandinės efektyvumą. LDN-27219, veikdamas kaip alosterinis inhibitorius, 

stabilizuoja TG2 neaktyvioje konformacijoje, todėl galėtų nutraukti šį ciklą, sumažinti mitochondrijų 

perkrovą ir mitoROS gamybą. 

NG sąlygomis (5,5 mM gliukozės) LDN-27219 poveikis mitochondrijų kvėpavimo 

parametrams ir mitoROS lygiui buvo nedidelis. Šie duomenys leidžia manyti, kad TG2 vaidmuo 

bioenergetiniame reguliavime gali būti ryškesnis esant patologiniam stresui (HG), o fiziologinėmis 

sąlygomis jo slopinimas neturi didesnės įtakos. 

Bendrai tyrimo rezultatai leidžia manyti, kad selektyvus TG2 slopinimas LDN-27219 gali turėti 

įtakos tiek mitochondrijų kvėpavimo funkcijai, tiek oksidaciniam stresui hiperglikemijos (HG) 

sąlygomis. Šie duomenys iš dalies atitinka literatūroje aprašytą TG2 ir ROS sąveiką endotelio 

disfunkcijos patogenezėje [9, 68] ir leidžia manyti, kad farmakologinis TG2 moduliavimas gali būti 

vienas iš galimų būdų mažinti hiperglikemijos sukeltus mitochondrijų sutrikimus endotelio ląstelėse. 

Šis tyrimas turi keletą ribotumų. Pirma, eksperimentai atlikti naudojant vieną endotelio ląstelių 

liniją EA.hy926, todėl gauti rezultatai negali būti tiesiogiai perkeliami pirminėms žmogaus endotelio 

ląstelėms ar in vivo sąlygoms. Antra, tyrime naudotas in vitro hiperglikemijos modelis neatspindi visų 
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cukrinio diabeto metu vykstančių sisteminių procesų. Trečia, bendras baltymų kiekis Bradfordo metodu 

buvo naudotas tik kaip netiesioginis ląstelių kiekio ar proliferacijos rodiklis. Ketvirta, TG2 aktyvumas 

ir ekspresija po LDN-27219 poveikio nebuvo tiesiogiai įvertinti, todėl siūlomi veikimo mechanizmai 

turėtų būti laikomi prielaidomis. Be to, dėl mažo biologinių pakartojimų skaičiaus rezultatus reikėtų 

patvirtinti didesnės apimties tyrimuose. Taip pat tyrime nebuvo naudota osmosinė kontrolė, pavyzdžiui, 

manitolis, todėl negalima visiškai atmesti padidėjusio terpės osmoliariškumo įtakos HG grupės 

rezultatams.  
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14. IŠVADOS 
 

1. HG (25 mM gliukozės) sąlygomis EA.hy926 ląstelėse sumažėjo bendras baltymų kiekis, kuris šiame 

darbe naudotas kaip netiesioginis ląstelių kiekio ir proliferacijos rodiklis, o PrestoBlue metodu 

vertintas metabolinis aktyvumas išliko panašus į NG (5,5 mM gliukozės) kontrolinės grupės lygį. 

2. 20 µM LDN-27219 koncentracija abiejose gliukozės koncentracijose padidino metabolinį 

aktyvumą, o HG sąlygomis taip pat statistiškai reikšmingai pagerino ląstelių proliferaciją. 

3. TG2 inhibitorius LDN-27219 (20 µM) HG sąlygomis statistiškai reikšmingai sumažino visus 

mitochondrijų bioenergetinius parametrus (bazinį ir maksimalų kvėpavimą, ATP gamybą, protonų 

nutekėjimą bei atsarginį kvėpavimo pajėgumą). 

4. Gauti rezultatai rodo, kad selektyvus TG2 slopinimas LDN-27219 (20 µM) HG sąlygomis mažina 

oksidacinį stresą EA.hy926 endotelio ląstelėse. Tai leidžia manyti, kad TG2 slopinimas gali turėti 

apsauginį poveikį endotelio ląstelėms esant HG.  
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