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1. SANTRAUKA

Patricija Lapinskaité. Baigiamasis magistro darbas ,,Transglutaminazés - 2 moduliacijos poveikis
endotelio lasteliy kvépavimo funkcijai priklausomai nuo gliukozés koncentracijos®.

Tyrimo tikslas: jvertinti transglutaminazés — 2 (TG2) farmakologinés moduliacijos (naudojant
selektyvy inhibitoriy LDN-27219) poveikj EA.hy926 endotelio lasteliy gyvybingumui, oksidaciniam
stresui ir mitochondrijy kvépavimo funkcijai normoglikemijos (NG) bei hiperglikemijos (HG)
salygomis.

UZdaviniai. [vertinti HG poveiki EA.hy926 endotelio lasteliy metaboliniam aktyvumui ir
proliferacijai. Ivertinti TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveiki EA.hy926 endotelio lasteliy
metabolizmui ir proliferacijai NG ir HG salygomis. IStirti aukStos gliukozés koncentracijos jtaka
EA .hy926 lasteliy mitochondrijy bioenergetiniams parametrams (baziniam kvépavimui, ATP gamybai,
protony nutekéjimui ir maksimaliai kvépavimo gebai) ir jvertinti TG2 inhibitoriaus LDN-27219
poveikj Siems parametrams naudojant ,,.Seahorse XF* analizatoriy. IStirti TG2 inhibitoriaus LDN-
27219 poveiki mitoROS susidarymui EA .hy926 lastelése HG salygomis.

Metodai. Tyrimas atliktas in vitro su EA.hy926 lasteliy linija. Lastelés kultivuotos NG (5,5 mM
gliukozes) ir HG (25 mM gliukozés) salygomis. TG2 slopintas naudojant 20 uM LDN-27219.
Gyvybingumas vertintas PrestoBlue reagentu ir Bradfordo metodu, mitochondrijy kvépavimas —
»Seahorse XF“ analizatoriumi (Mito Stress Test), o oksidacinis stresas — MitoSOX™ Red
fluorescenciniu metodu. Duomenys normalizuoti pagal bendra baltymy kiekj. Statistin¢ analiz¢é atlikta
taikant vieno veiksnio dispersing analize¢ (ANOVA).

Tyrimo rezultatai. HG salygomis EA.hy926 lastelése statistiskai reikSmingai sumaZzéjo proliferacija
(pagal bendra baltymy kieki), o metabolinis aktyvumas isliko panaSus § NG lygi. LDN-27219 (20 uM)
abiejose salygose padidino metabolinj aktyvuma, o HG salygomis proliferacija priartino prie
normoglikemijos kontrolinés grupés lygio. HG salygomis reikSmingai padid¢jo bazinis ir maksimalus
kvépavimas, ATP gamyba bei protony nutekéjimas, taip pat mitoROS generacija. LDN-27219 (20 uM)
HG grup¢je statistiSkai reikSmingai sumazino visus mitochondrijy bioenergetinius parametrus ir
mitoROS lygj.

ISvados. Gauti rezultatai leidzia manyti, kad selektyvus TG2 slopinimas LDN-27219 efektyviai
moduliuoja EA.hy926 endotelio lasteliy metabolinj aktyvuma, proliferacija, mitochondrijy
bioenergetika ir oksidacinj stresa hiperglikemijos salygomis. Tai leidzia manyti, kad TG2 gali biiti

perspektyvus molekulinis taikinys, siekiant sumazinti hiperglikemijos sukelta endotelio disfunkcija.



2. SUMMARY

Patricija Lapinskaité. “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 pM
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 uM) 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 uM 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.



3. PADEKA

Nuosirdziai dékoju LSMU Kardiologijos instituto Vaistiniy medziagy ikiklinikiniy tyrimy
laboratorijos kolektyvui uz galimybe atlikti tyrimus ir visokeriopa pagalba. Esu dékinga magistro darbo
vadovui prof. darbo vadovui prof. Edgarui Stankeviciui ir konsultantei dok. Augustai Volkevicittei uz

palaikyma bei naudingus patarimus viso proceso metu.

4. INTERESU KONFLIKTAS

Interesy konflikto ruoSiant baigiamajj magistro darbg autorei neiskilo.

5. ETIKOS KOMITETO LEIDIMAS

Tyrima atlikti leido LSMU bioetikos centras. Leidimo Nr. 2025-BEC2-1331.
ISduotas — 2025 - 12 - 09.



6. SANTRUMPOS

AGEs — galutiniai glikozilinimo produktai
ANOVA - vieno veiksnio dispersiné analizé
ATCC — American Type Culture Collection

ATP — adenozino trifosfatas

DMEM - Dulbecco’s modifikuota erelio terpé
DMSO - dimetilsulfoksidas

EA.hy926 — Zzmogaus endotelio hibridiné Iasteliy linija
ECAR - tarplastelinio riig§téjimo greitis

eNOS — endotelio azoto oksido sintaz¢

FBS — fetalinis jaucio serumas

FCCP - karbonilcianido-4-(trifluormetoksi)fenilhidrazonas
GAPDH - gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazé
HG - hiperglikemija

KMI - kiino masés indeksas

LDN-27219 — transglutaminazés - 2 inhibitorius
MFTI - vidutinis fluorescencijos intensyvumas
mitoROS — mitochondrijy superoksidas

NG — normoglikemija

NO - azoto oksidas

OCR - deguonies suvartojimo greitis

PARP-1 — poli(ADP-ribozes) polimeraze-1

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas

PKC — proteinkinaze C

PrestoBlue — Iasteliy gyvybingumo reagentas
ROS — reaktyviosios deguonies formos

SEM - standartin¢ paklaida

TG2 — transglutaminazé - 2

Seahorse XF — ekstralgstelinio srauto analizatorius



7. SAVOKOS

Endotelio disfunkcija — kraujagysliy endotelio 1gsteliy funkcijos sutrikimas, pasireiskiantis
sumazéjusiu azoto oksido (NO) biologiniu prieinamumu, padidéjusiu oksidaciniu stresu, uzdegimu ir
kraujagysliy tonuso reguliavimo pazeidimu.

Hiperglikemija (HG) — padidé¢jusi gliukozés koncentracija kraujyje arba terp¢je (Sio darbo kontekste
— 25 mM gliukozés), imituojanti cukrinio diabeto salygas in vitro.

Mitochondrijy disfunkcija — mitochondrijy gebos gaminti energija (ATP) sutrikimas, daZniausiai
pasireiskiantis sumaz¢jusiu deguonies suvartojimo greiciu (OCR), ATP gamybos sumaz¢jimu ir
padidéjusia reaktyviyjy deguonies formy gamyba.

Mitochondriju superoksidas (mitoROS) — mitochondrijose generuojamas superoksido anijonas
(O2), pagrindinis reaktyviyjy deguonies formy Saltinis HG salygomis.

Normoglikemija (NG) — fiziologiné gliukozes koncentracija (Sio darbo kontekste — 5,5 mM
gliukozes).

Oksidacinis stresas — disbalansas tarp reaktyviyjy deguonies formy (ROS) gamybos ir jy
neutralizavimo antioksidanty sistemy, lemiantis lasteliy pazeidima.

Seahorse XF analizatorius — realaus laiko ekstralgstelinio srauto analizatorius, naudojamas
mitochondrijy kvépavimo funkcijai (OCR) ir glikolizei (ECAR) matuoti.

Transglutaminazé - 2 (TG2) — daugiafunkcinis fermentas (78 kDa), katalizuojantis baltymy
transamidavimg ir dalyvaujantis jvairiuose lasteliy procesuose, iskaitant mitochondrijy reguliavimg ir
fibrozés vystymasi.

TG?2 inhibitorius LDN-27219 — selektyvus, alosterinis TG2 inhibitorius, veikiantis GTP suri§imo
vietoje ir uzrakinantis fermentg neaktyvioje konformacijoje.

EA.hy926 — Zmogaus hibridiné endotelio lgsteliy linija, gauta sujungus pirmines virkstelés venos
endotelio lasteles (HUVEC) su A549 plauciy karcinomos Igstelémis; placiai naudojama kraujagysliy

endotelio tyrimuose.



8. IVADAS

Remiantis Pasaulio sveikatos organizacijos duomenimis, irdies ir kraujagysliy ligos (SKL)
iSlieka pagrindine mirtingumo priezastimi pasaulyje ir yra glaudZiai susijusios su cukriniu diabetu
[1]. Siekiant pagerinti gydymo efektyvuma, klinikin¢je praktikoje vis daugiau démesio skiriama
lasteliniams taikiniams, ypa¢ mitochondrijoms, kuriy funkcija sutrinka esant gliukozés pertekliui [2].
Nors mitochondrijy disfunkcija yra intensyviai tiriama, tiksltis molekuliniai mechanizmai, siejantys
specifinius fermentus su kvépavimo grandinés pazaida, vis dar néra galutinai nustatyti.

Endotelio atsakui j hiperglikemija (HG) itakg daro specifinés metabolizmo savybés, nes
endotelio Iastelés negali riboti gliukozés patekimo i vidy, todél gliukozes perteklius sukelia oksidacinj
stresg ir ATP gamybos sutrikimus [3]. Ankstesni moksliniai tyrimai rodo, kad Siems pazaidos
procesams jtakos gali turéti transglutaminaziy Seimos fermentas — transglutaminazé - 2 (TG2), kurio
aktyvumas lgstelése padidéja esant HG. Nustatyta, kad TG2 fermentas, veikiamas padidéjusios kalcio
jony koncentracijos ir oksidacinio streso, katalizuoja baltymy kryZzminima, keicia lgstelés struktiirg ir
skatina fibrozés vystymasi, taciau tikslus Sio fermento vaidmuo reguliuojant mitochondrijy
kvépavimo funkcijg realiu laiku iSlieka neaiskus [4].

Iki Siol nedaug tyrimy vertino TG2 farmakologinio slopinimo poveiki mitochondrijy
kvépavimo parametrams realiu laiku naudojant ,,Seahorse XF*“ analizatoriy endotelio Igsteliy
modelyje. Si analizé yra svarbi, nes leidzia kompleksiskai jvertinti bioenergetinj lastelés atsaka j
metabolinj stresa. Siame darbe taikytas TG2 inhibitorius LDN-27219, siekiant jvertinti jo poveikj
EA.hy926 lasteliy energetiniam metabolizmui. Siekiant uztikrinti gauty rezultaty patikimuma, pries
pagrindinius mitochondrijy kvépavimo tyrimus, buvo vertintas lgsteliy gyvybingumas bei
oksidacinio streso lygis.

Tyrimo hipoteze: farmakologinis TG2 slopinimas LDN-27219 normalizuos mitochondrijy
kvépavimo parametrus (ypa¢ ATP gamyba ir maksimaly kvépavimg) HG salygomis EA.hy926
lastelése, taip leisty geriau jvertinti TG2 kaip galimg terapinj taikinj.

Sio magistro baigiamojo darbo tikslas — jvertinti TG2 farmakologinés moduliacijos poveikj
EA .hy926 endotelio lasteliy kvépavimo funkcijai esant normoglikemijai (NG) ir HG, siekiant nustatyti
galimg TG2 vaidmenj Sirdies ir kraujagysliy disfunkcijos, susijusios su diabetu, vystymosi

mechanizmuose.



9. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:
Ivertinti TG2 farmakologinés moduliacijos poveikj EA.hy926 endotelio lasteliy gyvybingumui,

oksidaciniam stresui ir mitochondrijy kvépavimo funkcijai NG bei HG salygomis.

UZdaviniai:

1. Ivertinti HG poveiki EA.hy926 endotelio lasteliy metaboliniam aktyvumui ir proliferacijai.

2. Jvertinti TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveiki EA.hy926 endotelio Iasteliy metabolizmui ir
proliferacijai NG ir HG salygomis.

3. Istirti aukStos gliukozes jtaka EA.hy926 Iasteliy mitochondrijy bioenergetiniams parametrams
(baziniam kvépavimui, ATP gamybai, protony nutekéjimui ir maksimaliai kvépavimo gebai) ir
jvertinti TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikj Siems parametrams naudojant ,,Seahorse XF*
analizatoriy.

4. TIstirti TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveiki mitoROS susidarymui EA.hy926 lastelese HG
salygomis.

10



10. LITERATUROS APZVALGA

10.1 SN ir diabeto epidemiologiné sasaja

Sirdies ir kraujagysliy ligos islieka viena didziausiy visuomenés sveikatos problemy, nes jos
lemia daugiausia sergamumo ir mirtingumo atvejy [1]. Epidemiologiniai tyrimai rodo glaudy rys;j tarp
metabolinio sindromo, cukrinio diabeto ir didesnés Sirdies ir kraujagysliy ivykiy rizikos [5]. Vis délto
mokslininkai vis dar diskutuoja ar cukrinis diabetas yra pagrindinis endotelio pazaidos sukéléjas, ar tik
apsunkina jau esamg kraujagysliy disfunkcijg [6]. Pavyzdziui, An et al. (2023) [7] tyrimai rodo, kad
nekontroliuojama glikemija tiesiogiai pazeidzia endotelio vientisumg, tuo tarpu Fang et al. (2024)
nustaté, kad net ir gerai kontroliuojant glikemija, pacientams, sergantiems metaboliniu sindromu,
aterosklerozé vystosi grei¢iau. Sie skirtingi rezultatai rodo, kad endotelio pazaidos mechanizmai yra
sudétingesni nei vien tik gliukozes toksiskumas [8].

Biomedicinos mokslo centruose vis daugiau démesio skiriama Iasteliy pazaidos
mechanizmams, siekiant geriau iSaiSkinti endotelio disfunkcija, oksidacinj stresg ir lasteliy zatj
(apoptozg) diabeto salygomis [7]. Daug démesio skiriama mitochondrijoms, kurios yra pagrindinés
lastelés energijos Saltinis, ir kuriy veikla sutrinka esant padidéjusiai gliukozei [8]. Nors Zinomi
pagrindiniai oksidacinio streso mechanizmai, vis dar néra aiSku, kurie konkretiis fermentai pradeda
mitochondrijy kvépavimo grandinés pazeidima [7]. Naujausi tyrimai, tokie kaip Lee et al. (2016) [9]
ir Ha et al. (2024) [10], nurodo, kad fermentas TG2 gali biti svarbus proceso tarpininkas. Taciau Siai
sriciai reikia daugiau tyrimy, ypa¢ vertinant faktinius mitochondrijy energetikos pokycius.
Angiopatijos patogenez¢ ir mitochondrijy energijos pusiausvyros pokyciai vis dar reikalauja

iSsamesnés analizés.

10.2 Endotelio disfunkcijos reikSmé Sirdies ir kraujagysliu ligy vystymuisi

diabetinéje aplinkoje
10.2.1 Endotelio homeostazé ir NO signalizacijos vaidmuo
Kraujagysliy endotelis néra tik pasyvus barjeras, bet ir aktyvus endokrininis organas,

palaikantis kraujagysliy tonusa, kraujo tekéjima ir homeostaze [11]. Sveikame endotelyje pagrindinis

vazodilatacijos mediatorius yra azoto oksidas (NO), kurj sintetina endotelio azoto oksido sintaze
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(eNOS). Pakankamas NO kiekis yra biitinas kraujagysliy sienelés atsipalaidavimui ir antitrombozinio
pavirSiaus palaikymui. NO taip pat pasiZymi stipriu antiaterogeniniu poveikiu, nes slopina trombocity

agregacijg ir leukocity prisitvirtinimg prie kraujagysleés sienelés [12].

10.2.2 ROS perprodukcija kaip endotelio disfunkcijos pradininkas

Reaktyviyjy deguonies formy (ROS) perprodukcija yra vienas i§ pagrindiniy endotelio
disfunkcijos inicijuojanciy veiksniy. HG metu endotelio lastelése suaktyvéja elektrony pernasos
granding, todé¢l padidéja ROS gamyba [13]. Kadangi endotelio lastelés gliukozg jsisavina per nuo
insulino nepriklausomus GLUT]1 transporterius, sisteminés HG metu gliukozés kiekis Igsteléje
tiesiogiai priklauso nuo kraujo glikemijos. Sis procesas sukelia staigy metabolinj perprogramavima ir
mitochondrijy elektrony pernasos grandinés perkrova [14]. Tokia oksidacin¢ aplinka tampa
pagrindiniu veiksniu, inicijuojanciu tolesn¢ endotelio disfunkcijos kaskada ir sutrikdanciu Igstelés
homeostazg.

Oksidacinio streso poveikis kofaktoriui BH4 ir eNOS atsiskyrimui

Nuolatinis ROS perteklius sukelia molekulinj sutrikimg, vadinamg eNOS atsiskyrimu (angl.
eNOS uncoupling) [15]. Padidéjus oksidaciniam stresui, eNOS kofaktorius tetrahidrobiopterinas (BH4)
negriztamai virsta neaktyvia forma — dihidrobiopterinu (BH:). D¢l Sio pokyc€io fermentas vietoj azoto
oksido (NO) pradeda gaminti superoksido anijona (O2"). Sis procesas dar labiau didina oksidacing Zala,
nes naujai susidares superoksidas tiesiogiai reaguoja su likusiu NO ir sudaro toksiska peroksinitritg
(ONOO), kuris yra vienas pagrindiniy endotelio lgsteliy pazeidimo veiksniy [16].

NO biologinio prieinamumo sumazéjimo pasekmés kraujagysléms

NO biologinio prieinamumo sumazéjimas turi tiesiogines pasekmes kraujagysliy funkcijai.
Sumazejus NO kiekiui, i8nyksta jo vazodilatacinis poveikis lygiyjy raumeny audiniams, todé¢l sutrinka
kraujagysliy tonuso reguliavimas ir atsiranda patologiné¢ vazokonstrikcija. Be to, NO triikumas ir
peroksinitrito susidarymas skatina endotelio Igsteliy disfunkcijg bei prisideda prie kraujagysliy sienelés
struktiiriniy paZzeidimy. Sie procesai yra pagrindinis aterosklerozés ir létinés hipertenzijos vystymosi

mechanizmas [17].
10.2.3 UZdegiminé kaskada ir aterosklerozés progresavimas

Diabeto sukeltas oksidacinis stresas ne tik inaktyvuoja NO, bet ir aktyvuoja pro-uzdegiminius
signalinius kelius, tokius kaip NF-kB, kurie vaizduojami 1.1 paveiksle. Sis transkripcijos faktorius

inicijuoja adhezijos molekuliy, tokiy kaip ICAM-1 ir VCAM-1, ekspresija endotelio lasteliy pavirsSiuje,
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o tai skatina cirkuliuojanciy leukocity adhezijg ir migracijg i kraujagyslés sienele [18]. Nors dauguma
autoriy sutaria, kad NF-kB aktyvavimas yra pagrindinis uzdegimo variklis, Sun et al. (2024) [19]
tyrimai rodo, kad egzistuoja ir kiti, maziau iStirti signaliniai keliai, pavyzdziui, mitogeny aktyvuojamy
proteinkinaziy MAPK kaskada, kurie taip pat prisideda prie Sio proceso.

Sis procesas zymi aterosklerozés pradzia, o makrofagams kaupiantis po endoteliu ir
fagocituojant oksiduotus lipoproteinus, formuojasi aterosklerozinés plokstelés, pavaizduotos 1.1
paveikslo B dalyje. Sie poky¢iai pasireiskia tick makrovaskuliniame lygmenyije, pavyzdziui, stambiyjy
kraujagysliy patologijoje, tieck mikroangiopatijose, tokiose kaip diabetiné retinopatija ar nefropatija
[20].

Todél endotelio funkcijos iSsaugojimas atkuriant mitochondrijy energetinj balansa laikomas
vienu perspektyviausiy terapiniy tiksly siuolaikingje kardiologijoje [8]. Taciau, kaip pazymi Cojocaru
et al. (2023) [21], dabartinés terapinés strategijos vis dar nepakankamai integruoja mitochondrijy
funkcijos vertinimo j klinikine praktikg. Dél Sios priezasties fundamentiniai in vitro tyrimai iSlieka itin
svarbiis siekiant suprasti, kaip S$is energetinis balansas, pavaizduotas 1.1 paveiksle, gali biti

moduliuojamas farmakologinémis priemonémis [22].

A B Gliukozeés perteklus
L-argininas eNOS Mitochondrijos (Hiperglikemija)
. NO - ROS 1
l l (Oksidacinis stresas)
NO ONOO* l
@
5] C 1 S
= @ (e
Rezultatas Rezultatas Ateroskleroziné
« Vazodiiatacia (atsipalaidavimas) « Vazokonstrikcija plokstelé

1.1 pav. Endotelio funkcijos (A) ir disfunkcijos (B) mechanizmai. A — Sveikoje buisenoje eNOS gamina NO,
uztikrindama vazodilatacija; B — HG salygomis oksidacinis stresas skatina eNOS atsiskyrima ir ROS gamyba,
kas lemia vazokonstrikcijg ir 1étinj uzdegima Adaptuota pagal [7].
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10.3 AukStos gliukozés koncentracijos poveikis endotelio lasteliy metabolizmui ir

kvépavimui

10.3.1 Endotelio metabolinés savybés

Endotelio Iastelés pasizymi unikaliu metaboliniu profiliu, kuris yra kritiskai svarbus
kraujagysliy homeostazés palaikymui. Nustatyta, kad fiziologinémis saglygomis apie 85 proc. ATP
endotelio lgstelése pagaminama glikolizés budu [23]. Vis délto, mitochondrijos islieka gyvybiskai
svarbios kaip signalizacijos centrai bei rezervinis energijos $altinis esant lgsteliniam stresui. Skirtingai
nuo raumeny ar riebalinio audinio lasteliy, endotelis gliukoz¢ jsisavina per nuo insulino
nepriklausomus GLUT]1 transporterius. Dél Sios savybés sisteminés HG metu intralasteliné gliukozés
koncentracija endotelio lgstelése tampa lygi jos koncentracijai kraujyje, o tai sukelia staigy metabolinj
perprogramavima

Clyne (2021) pazymi, kad toks tiesioginis gliukozés patekimas | lastel¢ yra pagrindinis
»variklis®, skatinantis pertekling glikoliz¢ ir vélesng¢ mitochondrijy disfunkcijg [14]. Leung ir Shi
(2022) nurodo, kad nors endotelio lastelés energetiskai priklausomos nuo glikolizés, jos geba
adaptuotis ir prie alternatyviy substraty, pavyzdziui, riebaly rugsciy, taciau HG salygomis Si
metabolin¢ lankstumo savybé yra slopinama [8]. ISrySkéjes kontrastas tarp endotelio glikolitinio
fenotipo ir kritinés mitochondrijy reikSmes Igsteliy signalizacijoje pabrézia biitinybe detaliau analizuoti
bioenergetin] atsakg naudojant realaus laiko kvépavimo matavimo metodus, kas ir yra Sio tyrimo

tikslas.
10.3.2 Mitochondriju disfunkcija esant aukStai gliukozés koncentracijai

Tarptautingje literatiiroje manoma, kad HG sukelta mitochondrijy disfunkcija yra pagrindinis
veiksnys, inicijuojantis endotelio pazaidos kaskada [24]. Sio proceso esmé — kvépavimo grandings,
elektrony pernasos grandinés (EPG), perkrova. Suintensyvéjus gliukozés oksidacijai Krebso cikle,
susidaro elektrony donory (NADH ir FADH>) perteklius. Kai elektronai juda per I-IV kompleksus,
perteklinis protony pumpavimas | tarpmembraninj tarpg sukelia vidinés mitochondrijy membranos
hiperpoliarizacija.

Mitochondrijy funkcingé biiklé ,,Seahorse XF* analizatoriumi vertinama matuojant deguonies

suvartojimo greitj (OCR), kurio pagrindiniai parametrai atspindi Igstelés energetinj pajéguma [25]. Sie
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parametrai apima:

e Bazinis kvépavimas: deguonies suvartojimas esant normalioms fiziologinéms salygoms,
uztikrinantis bazinius Igstelés poreikius [25].

e ATP gamyba: kvépavimo dalis, naudojama tiesiogiai ATP sintezei (jvertinama slopinant V
kompleksa oligomicinu).

e Maksimalus kvépavimas: didZiausias mitochondrijy pajégumas, pasiekiamas stimuliuojant
elektrony transportg atsiejikliais, pavyzdziui, FCCP [26].

e Rezervinis kvépavimo pajégumas: skirtumas tarp maksimalaus ir bazinio kvépavimo,
atspindintis lastelés gebéjima reaguoti j staigy energetinj stresg [27].

Pasiekus kriting riba, elektrony pernasa ties III kompleksu (kofermento Q: citochromo ¢
oksidoreduktaze) yra blokuojama. Dél to elektronai nuteka ir tiesiogiai reaguoja su molekuliniu
deguonimi, generuodami superoksido anijona (O2") [28]. Sis patologinis procesas, pavaizduotas 1.2
paveiksle, iliustruoja elektrony pernasos grandinés perkrova HG salygomis. Pertekliné ROS gamyba
ne tik slopina tolesng ATP sintezg, bet ir sukelia tiesioging zala mitochondrijy DNR (mtDNR) bei
oksiduoja EPG baltymus. Taip susidaro uzdaras oksidacinio streso ciklas, galiausiai vedantis j lastelés

funkcijy sutrikimg.

10.3.3 ROS ir metaboliniai keliai

Lastelinio kvépavimo ir glikolizés santykio pokytis yra ankstyvas endotelio disfunkcijos
biozymuo [29]. Normaliomis salygomis endotelio lgstelés geba persijungti tarp glikolizés bei
oksidacinio fosforilinimo pagal energijos poreikj. Sergant diabetu, Sis metabolinis lankstumas yra
prarandamas, todeél i$sivysto bioenergetinis disbalansas [23].

ROS sukeliamas PARP-1 aktyvinimas ir glikolitinio srauto sutrikdymas

Padidéjusi ROS gamyba (susidarymo mechanizmas pavaizduotas 1.2 paveiksle) molekuliniu
lygmeniu aktyvuoja branduolio fermentg poli (ADP-ribozés) polimeraze 1 (PARP-1). Aktyvuota
PARP-1 slopina glikolitinj fermenta gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenaz¢ (GAPDH), todél
metaboliniai tarpiniai produktai kaupiasi lastel¢je ir nebegali buti perdirbami Krebso cikle [29].

Alternatyviis Zalingi metaboliniai keliai

De¢l glikolitinio srauto blokavimo susikaup¢ metaboliniai tarpiniai produktai nukreipiami }
alternatyvius, Zzalojan¢ius metabolinius kelius [30]. Lastel¢je aktyvuojamas poliolio kelias,
heksozamino kelias, proteinkinazés C (PKC) signalizacija ir galutiniy glikozilinimo produkty (AGEs)

susidarymas. Sie procesai reik§mingai prisideda prie sisteminés endotelio lasteliy pazaidos [31].
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Mitochondrijy kvépavimo pazZaida ir 1astelés funkcijos sutrikimas

ROS sukelia oksidacing citochromo c oksidazés (IV komplekso) ir kardiolipino pazeida, del
kurios negrjztamai sumazé¢ja mitochondrijy kvépavimo pajégumas ir atsiranda ATP deficitas.
Sumazgéjes energijos kiekis sutrikdo gyvybinius lgstelés procesus, jskaitant jony siurbliy veikla ir

citoskeleto persitvarkyma, todél iSsivysto lasteliy disfunkcija ir programuota Igsteliy Zitis [32].

( Hiperglikemija / Gliukoze \/
| [

Q:;i(rebso cikla%:)

NADH / FADH, 9 E- OO
2

ooooooooooooooooooo
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& P

« mtDNR pazaida « ATP sintezés
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.......

\

1.2 pav. Elektrony pernasos grandinés perkrova ir ROS gamyba HG salygomis Adaptuota pagal
[8].

10.3.4 ROS, bioenergetinis disbalansas ir molekuliniai taikiniai

Literattiroje lastelinio kvépavimo ir glikolizés santykio pokytis jvardijamas kaip endotelio
disfunkcijos bioZymuo [33]. Esant normalioms fiziologinéms salygomis, endotelio lastelés pasizymi
metaboliniu lankstumu, kuris leidZia persijungti tarp glikolizés ir oksidacinio fosforilinimo pagal
energijos poreikj [23]. Tyrimai rodo, kad sergant diabetu $is lankstumas sumaz¢ja ir yra siejamas su
bioenergetiniu disbalansu [34].

Molekuliniu lygmeniu nustatyta, kad padidé¢jusi ROS gamyba aktyvuoja branduolio
fermentag PARP-1 [35]. Literattiroje teigiama, kad PARP-1 aktyvacija gali slopinti glikolitinj fermenta
GAPDH [8]. Dél to metaboliniai tarpiniai produktai kaupiasi lasteléje ir yra nukreipiami ]
alternatyvius metabolinius kelius: poliolio kelig, heksozamino kelig, PKC aktyvavima bei galutiniy
AGEs susidaryma [29].

Be to, literatiiroje pazymima, kad ROS gali sukelti oksidacing citochromo ¢ oksidazes (IV
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komplekso) ir kardiolipino pazaida, dél ko sumazéja kvépavimo pajégumas ir atsiranda ATP deficitas.

Pasak Fang ir kolegy [8], mitochondrijy disfunkcija yra pagrindinis veiksnys, prisidedantis prie

endotelio pazaidos, galintis sutrikdyti esmines lastelés funkcijas. Remiantis §iais duomenimis,

mitochondrijy disfunkcija gali buti svarbus veiksnys, prisidedantis prie endotelio disfunkcijos

patogenezés diabeto metu.

10.4 TG2 funkcijos ir patologinis aktyvavimas

TG2 yra placiai paplites 78 kDa molekulinés masés daugiafunkcinis fermentas, kurio biologinis

aktyvumas yra grieztai reguliuojamas alosteriniy moduliatoriy. Fiziologinémis salygomis, esant mazai

intracelulinio kalcio koncentracijai, apie 80% lasteléje esanCios TG2 yra neaktyvioje, ,,uzdaroje*

konformacijoje, suriSusi guanozino trifosfata (GTP) [36]. Sioje biisenoje baltymas neturi

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

signalus per al-adrenerginius receptorius [37]. Taciau pasikeitus lgstelés mikroaplinkai — sumazéjus

GTP kiekiui arba padidéjus kalcio jony koncentracijai — fermentas pereina | ,,atvirg” konformacija,

atidengdamas katalizinj centrg (zr. 1.3 pav.) [38].

NEAKTYVI BUSENA

Mazas [Ca?*], didelis [GTP]

AKTYVI BUSENA
(Fiziologineé) (Patologiné/Funkcine)

T[Ca?t] Aktyvusis
(Kalcio antpludis) centras
0 L
LGTP o
Uzdara konformacija Atvira konformacija
(GTP-surista) (Ca?*-surista)

Baltymy kryZminimas
Transamidavimas

1.3 pav. TG2 konformaciniai poky¢iai ir aktyvavimas priklausomai nuo kofaktoriy. Adaptuota pagal [38].

10.4.1 Biologiniai vaidmenys endotelio lastelése

Pagrindiné TG2 funkcija yra baltymy transamidavimas. Fermentas katalizuoja kalcio jony

priklausoma reakcijg, kurios metu susidaro kovalentinis e-(y-glutamil) lizino izopeptidinis rySys tarp
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baltymy glutamino (Q) ir lizino (K) liekany [39]. Endotelio lastelése Sis procesas yra kritinis
ekstralgstelinio matrikso stabilizavimui: TG2 kovalentiSkai sujungia fibronekting, kolagena ir
vitronekting, formuodama stabilius, proteolizei atsparius polimerus [40]. Be to, TG2 pasizymi
baltymy disulfido izomerazés (PDI) aktyvumu. Nustatyta, kad mitochondrijy tarpmembraniniame
tarpe veikia disulfidy mainy sistema, atsakinga uz oksidacinj baltymy susilankstyma [41], o TG2 gali
dalyvauti formuojant disulfidinius tiltelius kvépavimo grandinés kompleksuose, taip tiesiogiai
reguliuvodama oksidacinj fosforilinima.

TG2 taip pat modifikuoja citoskeleto baltymus (akting, tubuling), skatindama jy
polimerizacija. Tai sukelia Iastelés struktiirinj ,,sustingima® ir tarplgsteliniy jung€iy pazeidima, kas
padidina kraujagysliy pralaidumg makromolekuléms [9]. Esant negriztamai pazaidai, TG2 aktyvuoja

pro-apoptotinius faktorius ir inicijuoja programuota lasteliy ziit [42].

10.4.2 Patologinis aktyvavimas aukstos gliukozés koncentracijos salygomis

Cukrinis diabetas sukelia nuolatinj ir patologinj TG2 aktyvuma. HG endotelio lastelése lemia
kalcio jony antpliidj j citozolj ir intensyvig ROS gamyba, kuri sukelia Igsteliy uzdegimg ir skatina
apoptoze [43]. Oksidacinis stresas slopina GTP prisijungima prie fermento, todél TG2 praranda savo
inhibicinj reguliavima ir tampa nuolat aktyvia transglutaminaze [44]. Sis procesas yra tiesiogiai
susijes su mikrovaskulinémis komplikacijomis ir ateroskleroze [45]. Aktyvuota TG2 skatina
perteklinj ekstralastelinio matrikso baltymy kryzminima, todél vystosi kraujagysliy fibroze ir did¢ja
arterijy standumas. Be to, TG2 modifikuoja NF-«B inhibitoriy IxBa, taip skatindama létinj uzdegima

ir aterosklerozinés plokstelés formavimasi [46].

10.5 TG2 farmakologiné moduliacija kaip terapinis taikinys

Atsizvelgiant | tai, kad perteklinis TG2 aktyvumas yra susijes su diabetine angiopatija ir

fibrozés procesais, Sio fermento slopinimas laikomas perspektyvia terapine strategija [10].

10.5.1 Inhibitoriy klasifikacija ir selektyvumas

TG2 inhibitoriai pagal veikimo mechanizmg skirstomi ] tris pagrindines grupes:

konkurencinius aminus, grjiZtamojo poveikio inhibitorius ir negriZztamojo poveikio inhibitorius, dar
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vadinamus ,,savizudziais“ inhibitoriais [47]. Istoriskai vienas dazniausiai eksperimentuose naudoty
junginiy yra cistaminas. Remiantis literatira, cistaminas yra organinis disulfidas, kuris in
vivo redukuojamas | cisteaming; pastarasis pasizymi tiolio grupe, leidZiancia dalyvauti tiolio-
disulfido mainy reakcijose aktyviajame fermento centre [48]. Nors cistaminas mazina TG2 aktyvuma
ir pasizymi antioksidacinémis savybémis (didina glutationo koncentracija lastelése), jo klinikinj

pritaikyma riboja maZzas specifiSkumas ir Salutinis poveikis kitiems fermentams.

10.5.2 LDN serijos inhibitoriy pranaSumai

Siekiant didesnio selektyvumo, buvo sukurti specifiniai mazos molekulinés mases
inhibitoriai, tokie kaip LDN serijos junginiai. Literatiroje nurodoma, kad LDN-27219 veikia kaip
létai besisiejantis inhibitorius, kuris prisijungia prie fermento GTP suriSimo srities, taip uzrakindamas
ji neaktyvioje konformacijoje [49]. Tyrimai rodo, kad LDN-27219 pasizymi dideliu giminingumu
TG2 (ICso < 0,5 pM) ir nesukelia toksinio poveikio lasteléms, tod¢él yra tinkamas naudoti

molekuliniams endotelio disfunkcijos mechanizmy tyrimams [50].

10.6 TG2 slopinimo poveikis endotelio funkcijai ir mitochondrijoms

Farmakologiné TG2 moduliacija tiesiogiai veikia kraujagysliy tonuso reguliavima.
Literattiros duomenimis, TG2 aktyvumo slopinimas cistaminu arba specifiniais inhibitoriais, tokiais
kaip LDN-27219, pagerina acetilcholino sukelta vazorelaksacija [50]. Sis poveikis daZzniausiai
siejamas su sumazejusiu oksidaciniu stresu ir mazesniu TG2 sukeltu eNOS (endotelio azoto oksido
sintazés) baltymo modifikavimu, dél ko iSlicka didesnis NO biologinis prieinamumas [51].

Mitochondrijy lygmenyje TG2 inhibitoriai yra svarbils Iastelés bioenergetikos apsaugai [52,
53]. TG2 moduliacijos poveikis mitochondrijy funkcijoms pasireiskia trimis aspektais:

1. Kvépavimo grandinés apsauga: patologinis TG2 aktyvumas mitochondrijose gali slopinti
kvépavimo grandines I komplekso veiklg ir ATP sintez¢. Specifiniy inhibitoriy naudojimas
apsaugo kvépavimo grandinés baltymus nuo nepageidaujamo kryZminio susijungimo .

2. Elektrony srauto stabilizavimas: TG2 slopinimas uztikrina stabilesnj elektrony srauta
mitochondrijose, o tai mazina mitochondrinés ROS gamybg.

3. Ciklo nutraukimas: literatiiroje apraSomas ,,uzdaras ciklas®“, kai ROS aktyvuoja TG2, o
fermentas dar labiau paZeidzia mitochondrijas. Specifinis TG2 slopinimas nutraukia Sig

kaskadg ir apsaugo mitochondrijas nuo progresuojancios degradacijos [54].
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10.7 Apsauginis poveikis aukstos gliukozés saglygomis

Eksperimentiniai duomenys in vitro modeliuose patvirtina, kad TG2 slopinimas gali
veiksmingai apsaugoti endotelj nuo gliukozés sukelto toksiSkumo. Tyrimai rodo, kad TG2 inhibitoriai,
tokie kaip LDN-27219, padeda iSsaugoti endotelio barjero vientisumg, mazindami HG sukelta
pralaiduma [50]. Pefa et al. [55] atlikti tyrimai su endotelio ir glijos lasteliy in vitro modeliais
patvirtina, kad lastelés tarpusavyje sgveikauja regulivodamos molekulinj transporta, o Sie procesai yra
kritiskai svarbiis barjero pralaidumui esant aukstai gliukozés koncentracijai.

Naujausios terapinés strategijos, nukreiptos j aterosklerozés mechanizmus sergant diabetu, rodo
perspektyva apsaugant endotelio lgsteles ir mazinant diabetines kraujagysliy komplikacijas [56].
Pavyzdziui, Liu et al. [57] nustaté, kad tam tikry signaliniy keliy (pvz. MST1) aktyvinimas apsaugo
glomeruly endotelio 1asteliy jungtis ir inksty filtracijos barjera sergant diabetine nefropatija. Nors Sios
strategijos tiesiogiai ne visada aptaria TG2 vaidmenj, literatiiroje pabréziama, kad TG2 slopinimas
iSlieka viena i§ daugiaplanio poveikio krypciy, siekiant apsaugoti kraujagysliy sistemg nuo metabolinio

streso [10].

10.8 EA.hy926 lastelés kaip endotelio tyrimy modelis

Nors HUVEC lastelés yra placiai naudojamos, pirminés lasteliy kultiros pasizymi ribotu
dalijimosi skai¢iumi ir kintamumu tarp donory [58]. Siekiant standartizuoti tyrimus, magistro darbe

pasitelkta EA.hy926 lasteliy linija.

10.8.1 Modelio ypatybés ir privalumai

EA.hy926 Zmogaus somatiniy lasteliy hibridiné linija sukurta sujungiant pirmines zmogaus
virkstelés venos endotelio lasteles su zmogaus plauciy karcinomos lgstelémis [59]. EA.hy926 lastelés
iSlaiko pagrindines diferencijuoto endotelio savybes:

I.  Ekspresuoja von Willebrand faktoriy;
II.  Pasizymi biidinga endotelio morfologija;
III.  Geba formuoti j kapiliarus panaSias struktiiras ant Matrigel pavirSiaus [60].

Svarbiausia Siame tyrime yra tai, kad EA.hy926 lastelés, kaip ir pirminis endotelis, geba sintetinti

NO ir pasizymi panaSiu atsaku § HG bei oksidacinj stresg. Dél savo stabilumo, homogeniskumo ir
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paprastesniy auginimo salygy, $i linijja laikoma patikimu modeliu mitochondrijy bioenergetikos

mechanizmy tyrimams.

10.8.2 Tyrimo modelio ribotumai

Svarbu pabrézti, kad nors EA.hy926 lastelés yra patogus ir placiai validuotas eksperimentinis
modelis, jos gali skirtis nuo pirminiy endotelio Igsteliy savo metaboliniu aktyvumu [61]. Hibridinis
lasteliy linijos pobudis (A549 kilmé) gali Siek tiek modifikuoti specifinius metabolinius kelius, todél

gauti rezultatai turi biiti interpretuojami atsizvelgiant i § modelio specifisSkuma.

10.9 Literataros apzZvalgos apibendrinimas ir projekto tikslo pagrindimas

Sirdies ir kraujagysliy ligos islieka pagrindine mirtingumo priezastimi pasaulyje, glaudziai
susijusios su cukriniu diabetu ir létine HG [62]. Pagrindinis Siy ligy mechanizmas yra endotelio
disfunkcija, kurig sukelia oksidacinis stresas ir mitochondrijy energetinio metabolizmo sutrikimas [63].
HG salygomis endotelio Iastelése padidéjusi elektrony pernasa ROS perprodukcija, pazeidZiancia
mitochondrijy DNR, sutrikdancig eNOS signalizacijg ir mazinan¢ig NO biologinj prieinamuma [64].

Literatiiros duomenys rodo, kad TG2 yra svarbi §iems paZaidos procesams. Sis daugiafunkcinis
fermentas, aktyvuotas, skatina baltymy kryzminima, lastelés struktiiros poky¢ius ir fibrozg [65]. TG2
reguliuoja mitochondrijy kvépavimo grandinés kompleksy veikla, o jos perteklinis aktyvumas slopina
ATP gamyba. Nors TG2 vaidmuo diabetinés angiopatijos patogenezéje intensyviai tiriamas, triksta
iSsamiy tyrimy, vertinanciy specifinio farmakologinio TG2 slopinimo poveiki endotelio lgsteliy
bioenergetikai realiu laiku [9].

Nors literatiros duomenys patvirtina, kad TG2 fermentas yra svarbus endotelio pazaidos
procesams, o hiperglikemija sukelia negrjztamus mitochondrijy bioenergetikos pokycius, iki Siol néra
iki galo aiSku, kaip specifiné TG2 farmakologiné moduliacija veikia mitochondrijy kvépavimo granding
realiuoju laiku [8]. Nepaisant zinomy mitochondrijy kompleksy disfunkcijy sergant diabetu, literatiiroje
triksta duomeny, kurie detaliai siety TG2 slopinimg su konkreciais ,,Seahorse XF*“ analizatoriumi
nustatomais parametrais, tokiais kaip bazinis ir maksimalus kvépavimas ar ATP gamyba, ypa¢ esant
skirtingoms gliukozés koncentracijoms [66].

Sio darbo tikslas — jvertinti selektyvaus TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikj EA.hy926

endotelio lgsteliy mitochondrijy kvépavimo funkcijai, ATP gamybai ir oksidaciniam stresui NG ir HG
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salygomis, siekiant nustatyti TG2 kaip potencialaus terapinio taikinio reikSme¢ 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 Molekulinés kardiologijos
laboratorijoje. Pirmojo etapo metu buvo analizuojama mokslin¢ literatiira, susijusi su baigiamojo darbo
tema, ir susipazinta su laboratorijos darbo taisyklémis. Vélesniuose etapuose buvo vykdomas lasteliy
kultiiry auginimas esant NG ir HG koncentracijoms, lgsteliy gyvybingumo vertinimas naudojant
,PrestoBlue® metoda, mitochondrijy funkcijy analizé taikant ,,Seahorse XF* ekstralgstelinio srauto
analizatoriy, buvo vertinamas oksidacinis stresas fluorescencinés mikroskopijos metodu. Taip pat buvo
atlikta bendro baltymo kiekio analizé duomeny 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 komercing Zmogaus endotelio
Iasteliy linija EA.hy926 jsigyta i§ American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, JAV). Si
linija, sudaryta sujungus pirmines zmogaus virkstelés venos endotelio Iasteles (HUVEC) su Zmogaus
plauciy karcinomos Igstelémis (A549), buvo pasirinkta kaip stabilus makrovaskulinio endotelio modelis.
Lasteliy efektyvuma ir autentiSkumg patvirtino gamintojas (ATCC). Gamintojas garantuoja, kad
atSildyty lasteliy gyvybingumas yra ne mazesnis kaip 90%, ir kad lastelése néra mikoplazmy, bakterijy,
mieliy, kity grybeliy ar zmogaus

11.3 Kultivavimo procediiros
11.3.1 UzZSaldyty lasteliy atSildymas

EA.hy926 lastelés buvo kultivuojamos DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) terpéje,
papildytoje 10 % fetalinio jaucio serumu (FBS) ir penicilino-streptomicino antibiotiky miSiniu.
Paruosta terpé Sildoma vandens voneléje (Grant Instruments Ltd, Jungtiné karalysté¢) 37 °C

temperatiiroje. Pries uzséjima, EA.hy926 lastelés, uzsaldytos -80 °C temperatiiroje kriomégintuvélyje,
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buvo atSildytos ir perkeltos j mégintuvelj. Pridéta 5 ml terpés, susildytos iki 37 °C, po to méginys
centrifuguotas 5 minutes 300 x g greiiu kambario temperatiiroje. VirSutinis sluoksnis pasalintas, o
lastelés suspenduotos 5 ml §viezios terpés su serumu ir antibiotikais, tuomet perkeltos i 75 cm? kultiirinj
flakona. Kitg dieng po uzs¢jimo terpé buvo pakeista. Véliau terpé kei¢iama kas 2 dienas, iki kol lastelés
pasiekia 80 % — 90 % konfluentiskumg. KonfluentiSkumas — tai procentinis matas, parodantis, kiek

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

11.3.2 Lasteliy kultivavimas

EA_.hy926 lastelés buvo auginamos dviejuose atskiruose flakonuose ir suskirstytos 1 dvi grupes
pagal gliukozés koncentracijg mitybingje terpéje. Pirmoji grupé (NG) buvo kultivuota naudojant DMEM
terpe su 5,5 mM gliukozés koncentracija, o antroji grupé¢ (HG) — terpéje su 25 mM gliukozés
koncentracija. Abi terpés buvo papildytos 10 % fetalinio jaucio serumo (FBS) ir 1 % penicilino-
streptomicino miSiniu. Lastelés Siose skirtingose terpése buvo nuolat kultivuojamos (2 savaites pries
eksperimentus), siekiant uZztikrinti pilng metaboling adaptacija ir sukurti létines HG ir NG in vitro
modelius. Kultiiros buvo laikomos inkubatoriuje temperattiroje 37 °C ir 5 % CO: koncentracijoje

drégnoje atmosferoje, o mitybiné terp¢ kei¢iama kas 2 dienas.

11.3.3 Lasteliu perséjimas

Kai lgstelés padengia 80 % — 90 % flakono augimo pavirSiaus, atlickamas perséjimas. Sena
terpé pasalinama, o lgstelés du kartus plaunamos po 2 ml fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS). Po to tirpalas
paSalinamas. Véliau siekiant atkabinti lasteles nuo plastikinio flakono dugno naudojamas fermentas,
suardantis rysius, kuriais Iastelés yra prikibusios prie pavirSiaus. Taigi, jos yra veikiamos 1,5 ml 0,05 %
tripsino-etilendiamintetraacto riig§ties (tripsino — EDTA) tirpalu ir laikomos inkubatoriuje 37 °C
temperatiiroje 3 min.

Praé¢jus Siam laikui lasteliy vaizdas patikrinamos po Sviesiniu mikroskopu Leica DMil (Leica,
Vokietija). Turi biiti matoma judanti lasteliy suspensija, jei ne, inkubacija tgsiama dar 2 min. Atsiskyrus
lasteléms, tripsinas neutralizuojamas uzpilant 4 ml DMEM terpés su serumu, kuris sustabdo tripsino
veikima. Lasteliy suspensija perkeliama j centrifuginj mégintuvelj ir centrifuguojama 5 minutes 300 x
g grei¢iu kambario temperatiiroje. Po centrifugavimo virSutinis sluoksnis pasalinamas, tada uzpilama
Sviezios mitybines terpés ir suspensija sumaiSoma. Gauta Igsteliy suspensija naudojama séti lasteles j 96
Sulinéliy 1éksteles ar kitus indus, kuriuose bus atlieckami tolimesni tyrimai, arba pers¢jama j 75 cm?

plastikinius flakonus tolimesniam kultivavimui. | naujus flakonus jpilama reikiama dalis Igsteliy
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suspensijos bei Sviezios terpés. Flakonai su lgsteliy kulttura laikomi inkubatoriuje, kuriame palaikoma
37 °C temperatura ir 5 % CO: koncentracija. Tolimesniuose pasazuose lastelés kultivuojamos

analogiskai: mitybiné terpé keiciama kas 2 dienas, kol Igstelés padengia flakono augimo pavirsiy.

11.3.4 EA.hy926 lasteliy mikroskopavimas

Lastelés yra mikroskopuojamos, norint vizualiai jvertinti jy kiekj, gyvybinguma bei flakono
pavir$iaus padengimg. Taip pat mikroskopuojama vykdant lgsteliy perséjima, kai lastelés paveikiamos
tripsinu ir inkubuojamos, stebima, ar lgstelés atkibo nuo flakono pavirSiaus. Laboratorijoje
mikroskopavimas vykdomas su EVOS inversiniu mikroskopu, kurio objektyvas didina 10x, okuliaras
10x. Lastelés igyja savo budingg morfologija jau sekancig dieng po uzséjimo. Per mazdaug 5 — 6 dienas
lastelés padengia apie 80 — 90 % flakono ploto. Atliekamas pers¢jimas. EA.hy926 lasteléms budinga
daugiakampé (poligonaliné) forma. Lastelés auga glaudziai priglusdamos viena prie kitos ir suformuoja

vientisg monosluoksnj (zr. 2.1 pav.)

2.1 pav. EA hy926 lasteliy vaizdas inversiniu mikroskopu (padidinimas 10 karty)

11.4 Eksperimento eiga ir grupiy sudarymas

11.4.1 Lasteliy skaic¢iavimas

Siekiant nustatyti bendra lasteliy skaiciy bei sveiky ir zuvusiy lasteliy santyki, naudotas 0,4 %
tripano mélio dazas. Sveikos lastelés, kuriy membrana yra vientisa ir nepazeista, nepraleidzia dazo

molekuliy i Iastelés vidy. Lastelei virstant apoptotine jos membrana sutriikingja, fragmentuojasi ir
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praranda vientisumg, todé¢l dél susidariusio koncentracijos gradiento dazas patenka i Igstelés vidy per
pazeista membrang ir nudaZzo jas tamsiai mélyna spalva. Pries sé¢jant lasteles eksperimentams, jy skai€ius
buvo jvertintas. Tam tikslui naudojama hemocitometro kamera Fuchs—Rosenthal (BRAND®,
Vokietija), ant kurios prispaudziamas dengiamasis stiklelis. Lasteliy suspensija buvo maiSoma su tripano
melio dazo santykiu 1:1, paprastai po 20 ul. Gautas lasteliy suspensijos ir dazo miSinys buvo automatine
pipete jleidziamas tarp dengiamojo stiklelio ir hemocitometro kameros. Lastelés stebimos pro Sviesinj
mikroskopa, sufokusavus hemocitometro kameros vaizda, jvertinamas sveiky/gyvy (t. y. nenusidaziusiy,
matomy baltai) ir negyvy/mirusiy (t. y. nusidaziusiy, matomy mélynai) lasteliy kiekis, suskai¢iuojant jas
matomuose languose.

Galutinis lasteliy kiekis viename mililitre terpés apskaiciuojamas pagal formule: suskaiciuoty
lasteliy suma dauginama i$ dviejy (skiedimo koeficientas) ir i§ penkiy tiikstanciy (vieno didelio kvadrato
turio dalis mililitre). Tai reiskia, kad per mikroskopa suskaiciuota Igsteliy suma dauginama i$ dviejy ir
1§ penkiy tikstanciy, o gautas rezultatas parodo lasteliy koncentracijg mililitre 1gsteliy kultiiros terpés.

Eksperimentams Igstelés buvo séjamos nustatytu tankiu: gyvybingumo tyrimams - 96 Sulinéliy
plokstelése — po 8000 Iasteliy, o mitochondrijy funkcijos vertinimui — po 4000 lasteliy viename

Sulin¢lyje. Lasteles inkubuotos 24 valandas, kad pilnai prisitvirtinty prie pavirSiaus.

11.4.2 Optimalios inhibitoriaus koncentracijos parinkimas

Pries§ atliekant pagrindinius eksperimentus, buvo nustatyta optimali, 1gsteléms netoksiska TG2
inhibitoriaus dozé. Siekiant jvertinti TG2 vaidmenj, EA.hy926 lastelés 24 valandas buvo inkubuojamos
su placiu specifinio alosterinio inhibitoriaus LDN-27219 koncentracijy spektru - 0,5 pM; 1 uM; 2 uM;
5 uM; 10 uM; 20 uM; 30 uM ir 50 uM.

Optimali inhibitoriaus koncentracija buvo parinkta atlikus ,,PrestoBlue* lasteliy gyvybingumo
testa. Sis metodas paremtas gyvy lasteliy gebéjimu redukuoti rezazuring j fluorescuojantj rezorufing,
leidziantj jvertinti lasteliy metabolinj aktyvuma. Lastelés su ,,PrestoBlue® reagentu buvo inkubuojamos
30 min. 37 °C temperatiiroje, o fluorescencijos intensyvumas matuotas Varioskan LUX ploksteliy
skaitytuvu (suzadinimo bangos ilgis 560 nm, emisijos bangos ilgis 590 nm). Papildomai lgsteliy
proliferacija ir galimas toksinis poveikis buvo patikslintas jvertinant bendra baltymo kiekj pagal
Bradfordo metod3. Remiantis gautais rezultatais, pagrindiniams tyrimams pasirinkta 20 uM
koncentracija, kuri slopino TG2, bet netur¢jo reikSmingo neigiamo poveikio Igsteliy gyvybingumui ir

proliferacijai.
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11.4.3 Eksperimentiniy grupiy sudarymas

Eksperimentams atlikti EA.hy926 lastelés buvo uzséjamos | 96 Sulinéliy ploksteles Iasteliy
gyvybingumo tyrimams arba j specialias ,,Seahorse XF* ploksteles mitochondrijy kvépavimo funkcijos
tyrimams. UzZsétos lastelés inkubuojamos 24 valandas standartinémis saglygomis (37 °C, 5 %. CO»),
kad prisitvirtinty prie pavirSiaus ir suformuoty monosluoksnj. Po 24 valandy inkubacijos mitybine
terpé buvo pasalinta ir pakeista eksperimentine terpe su atitinkamais priedais. Tyrime buvo sudarytos
keturios eksperimentinés grupés:

I. NG kontrolé (NG + DMSO): kontrolinés lastelés, auginamos mitybinéje terpéje su
fiziologine 5,5 mM gliukozés koncentracija. Siekiant eliminuoti galimg tirpiklio jtaka
rezultatams, j Sig grupe pridéta 0,2 % (v/v) DMSO, kurio turis atitiko inhibitoriaus tiir
poveikio grupése.

II. HG kontrolé (HG + DMSO): Iastelés, auginamos terpéje su padidinta 25 mM gliukozés
koncentracija (imituojant létines diabetines salygas in vitro) bei 0,2 % (v/v) DMSO priedu.

III. NG su inhibitoriumi (NG + LDN): Iastelés, kultivuojamos 5,5 mM gliukozés terpéje,
papildomai veikiant specifiniu TG2 inhibitoriumi LDN-27219 (galutiné darbiné
koncentracija — 20 puM).

IV. HG su inhibitoriumi (HG + LDN): Igstelés, auginamos aukstos gliukozés (25 mM)
salygomis, kartu pridedant 20 uM koncentracijos TG2 inhibitoriy LDN-27219

11.5 Analitiniai tyrimo metodai

11.5.1 Mitochondrijy kvépavimo funkcijos vertinimas

Mitochondrijy kvépavimo grandinés funkcionalumo vertinimas buvo atliktas taikant ,,Seahorse
XF* analizatoriy bei ,,Mitostress* testo metodika, vadovaujantis gamintojo nurodytais reikalavimais
(26).

Visi eksperimentai atlikti 3 biologiniais pakartojimais (n=3), kiekviename eksperimente — po
4 — 6 techninius pakartojimus (Sulin¢lius). Duomenys pateikiami kaip vidurkis £+ SEM i§ 3
nepriklausomy eksperimenty.

Analizatoriuje naudojamos vienkartines jutikliy kasetés (angl. Semsor cartridge), kuriose
kiekvienam l¢kstelés Sulinéliui yra zondas su dviem fluoroforais, vienas skirtas deguonies, kitas pH

nustatymui. Analizés metu kasetés zondai nuleidziami iki 200 pum atstumo virs tiriamy lasteliy
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monosluoksnio. Tokiu biidu vir§ lasteliy suformuojama itin maza, nuo likusio tirpalo izoliuota
mikrokamera. Sioje aplinkoje vykstantys lasteliniai procesai — deguonies suvartojimas (kvépavimas)
bei protony eksportas (glikoliz¢) — sukelia labai greitus ir lengvai registruojamus koncentracijy
poky¢ius. Sviesos srautu suzadinti fluoroforai, priklausomai nuo minéty koncentracijy, kei¢ia emisijos
intensyvuma, o Siuos poky¢ius realiuoju laiku automatiskai apdoroja analizatoriaus programin¢ jranga.
Gauti rezultatai konvertuojami j OCR (pmol/min) bei tarplastelinio rugste¢jimo greitj (ECAR,
mpH/min), kurie yra esminiai rodikliai nustatant lasteliy metabolizmo kinetines savybes.

Prie§ pradedant pagrindinius manipuliavimo etapus, iSmatuojamas bazinis lasteliy kvépavimo
intensyvumas. Siekiant iStirti mitochondrijy atsaka i jvairius biocheminius poveikius, j kasetés celes
(A, B, C ir D) prie$ analiz¢ pipetuojami tiriamieji tirpalai, kurie véliau, nustatytais laiko intervalais,
pneumatiniu biidu automatiSkai injekuojami } Sulinélius su lastelémis (zr. 2.2 pav.). Pirmosios
injekcijos metu naudojamas oligomicinas — ATP sintazés inhibitorius. Jo pagalba jvertinamas
deguonies suvartojimas, susijes tik su oksidaciniu fosforilinimu, atskiriant kvépavimo dalj,
priklausanc¢ig nuo vidinés mitochondrijy membranos laidumo protonams.

Antroji injekcija atlickama panaudojant karbonilcianido-4-(trifluormetoksi) fenilhidrazong
(FCCP). Si medziaga veikia kaip jungties atsiejiklis kuris padaro mitochondrijy membrang laidzia
protonams, taip panaikindamas elektrocheminj gradienta ir leidzia jvertinti maksimaly lastelés
kvépavimo pajéguma, kuris nebéra ribojamas ATP sintezés proceso.

Treciojo etapo metu injekuojamas rotenono ir antimicino A misinys, blokuojantis kvépavimo
grandings I ir III kompleksus. Tai leidzia sustabdyti mitochondrinj kvépavimg ir atskirti deguonies
suvartojima, kuris néra susijes su mitochondrijy veikla. Po kiekvienos injekcijos vykdomas 2 — 5 min.
matavimo ciklas, o pasibaigus jam, zondai pakeliami. Sis pakélimas leidzia sumaisyti didesnj terpés
turj, taip atstatant prading cheminiy medziagy koncentracijg ir sudarant sglygas kitai injekcijai,

uztikrinant nepertraukiama metabolinio profilio analizg.

AE
Da

2.2 pav. Jutiklio kasetés celiy ir zondo iSsidéstymo schema [26]
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Prie§ pradedant detalius mikroglijos lasteliy mitochondrijy aktyvumo vertinimus, buvo atlikti
parengiamieji darbai: optimizuotas lgsteliy s¢jimo tankis ir atliktas FCCP tirpalo titravimas. Siy
procediiry tikslas — nustatyti FCCP koncentracija, kuri uZtikrina didziausiag deguonies suvartojimo
spartg konkreciam lgsteliy kiekiui. Kadangi FCCP veikia kaip mitochondrijy membranos potencialo
i8sklaidiklis, jis pasalina klidtis elektrony srautui, leidziant pasiekti maksimaly IV elektrony
kvépavimo grandinés komplekso aktyvuma ir deguonies suvartojimo pika.

Titravimo metu ] jutikliy kasetés celes buvo pipetuojami jvairiy koncentracijy FCCP tirpalai.
Paruosta kaset¢ dedama } analizatoriy, kuriame vykdomas automatizuotas titravimo testas. Gauti
duomenys leidzia jvertinti, ar lasteliy s¢jimo tankis yra optimalus. Eksperimento salygos laikomos
tinkamomis, jei bazinio kvépavimo rodikliai (OCR) svyruoja nuo 20 iki 150 pmol/min. Remiantis

matavimais, sudarytos FCCP titravimo kreivés, pavaizduotos 2.3 paveiksle.

FCCP titracija esant NG o= Normoglikemija

=== Hiperglikemija
30
25

20

15

OCR (pmol/min)

10

Laikas 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
(min)

2.3 pav. FCCP titravimo kreiveés

EA.hy926 endotelio lastelés buvo s¢jamos i specializuotas, ,,Seahorse XF*“ analizatoriui
pritaikytas 1¢ksteles. Siekiant uztikrinti optimalig lasteliy adhezija, kulttiros buvo inkubuojamos para
37 °C temperatiroje. Eksperimento dieng lgstelés buvo paveiktos LDN-27219 junginiu, iStirpintu
DMSO, ir inkubuojamos papildomas 24 valandas 37 °C temperatiiroje. Kontrolinés grupés apéme
lasteles, augintas atitinkamomis gliukozés koncentracijomis (NG ir HG) su ekvivalentiniu DMSO
kiekiu be inhibitoriaus. Kiekvienoje eksperimentinéje 1eksteléje pirmieji ir paskutiniai Sulinéliai buvo
naudojami kaip analizatoriaus foniné kontrolé — i juos buvo pilama tik mitybiné terpé be Iasteliy.

Likus dienai iki analizés, buvo paruosStos komercinés jutikliy kasetés atliekant jose esanciy
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zondy hidratacijg steriliu vandeniu. Po to kasetés buvo 45 min. inkubuojamos 37 °C temperatiiroje 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 skiedziami ,,Seahorse XF DMEM® terpe iki darbiniy koncentracijy: 1,5 uM
oligomicino, 0,5 puM FCCP bei 0,5 pM rotenono ir antimicino A miSinio. Sie tirpalai buvo pipetuojami
1 jutikliy kasetés celes tokia tvarka: 20 pl oligomicino j A celg, 22 pul FCCP | B celg ir 25 pl rotenono
bei antimicino A miSinio § C celg. Paruosta kaseté buvo dedama i analizatoriy kalibracijai, o jai
pasibaigus — jstatoma eksperimentiné 1ékstelé su lastelémis.

Analizés metu, nustacius bazinj kvépavima, sekos tvarka nuo A celés buvo atlickamos
automatings injekcijos, kiekvienu etapu atliekant po tris matavimus. Gauti OCR ir ECAR duomenys
apdoroti naudojant ,,Wave 2.6.1° programing jrangg. Buvo apskai¢iuoti pagrindiniai mitochondrijy
aktyvumo parametrai: bazinis ir maksimalus kvépavimas, ATP sintezés lygis, atsarginis kvépavimo
rezervas (angl. spare respiratory capacity), protony nutekéjimas bei nemitochondrinis deguonies
suvartojimas. Be to, buvo jvertintas lasteliy metabolinis fenotipas ir potencialas. Klasikiné rezultaty
interpretacija pateikta 2.8 paveiksle. Siekiant tikslumo, duomenys buvo normalizuoti atsizvelgiant j
bendra baltymy kiekj kiekviename Sulinélyje, kuris buvo nustatytas taikant Bradfordo metoda.

Galutiniai rezultatai pateikiami kaip maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty aritmetinis vidurkis.

Oligomicinas FCCP Rotenonas ir antimicinas A
360 7

320

280 +
Nepanaudota

240 mitochondrijy galia

OCR, pmol/min
L)
E
1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Laikas, min

2.4 pav. Mitostress testo rezultaty interpretacijos schema Adaptuota pagal [24]
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,»Seahorse XF Cell Mito Stress Test vertina mitochondrijy kvépavimo grandinés funkcionaluma
per kelis pagrindinius metabolinius rodiklius, leidZiancius iSsamiai jvertinti lastelés energing bikle.
Bazinis kvépavimas (angl. basal respiration) rodo Iastelés deguonies suvartojimg ramybeés salygomis,
atitinkantj ATP poreikj ir protony laiduma per mitochondrijy viding membrang. Po oligomicino, ATP
sintazeés inhibitoriaus, injekcijos sumazéjes deguonies suvartojimas tiesiogiai atspindi mitochondrijy
ATP gamybos intensyvumg, t. y. kvépavimo dalj, reikalingg energijos gamybai. Oligomicino
neblokuojama kvépavimo dalis vadinama protony laidumu (angl. proton leak), ji svarbi vertinant
mitochondrijy membranos vientisumg ir ATP sintezés efektyvumg. FCCP, jungties atsiejiklis, sukelia
dirbtinj metabolinj stresa, skatindamas mitochondrijas maksimaliai oksiduoti substratus (cukry, riebaly
rugstis, amino rugstis) ir patenkinti padidéjusj energijos poreiki. Po FCCP injekcijos pasiektas
didZiausias deguonies suvartojimo greitis vadinamas maksimaliu kvépavimu (angl. maximal
respiration). Skirtumas tarp maksimalaus ir bazinio kvépavimo rodo nepanaudota mitochondrijy galia
(angl. spare respiratory capacity), atspindinCia lastelés metabolinj lankstumg ir gebéjima greitai
mobilizuoti resursus esant padidé¢jusiam energijos poreikiui ar nepalankioms salygoms. Po paskutinés
injekcijos, rotenono ir antimicino A misinio, blokuojancio kvépavimo grandinés I ir III kompleksus,
nustatomas nemitochondrinis kvépavimas. Tai deguonies suvartojimas, kurj sukelia kity lastel¢je
esanciy fermenty veikla, todél Sio rodiklio atémimas biitinas iS$skirti grynaji mitochondrinj deguonies

suvartojimg ir uztikrinti duomeny patikimuma.

11.5.2 Lasteliy proliferacijos ir bendro baltymo kiekio nustatymas

Kiekybinis bendro baltymo kiekio nustatymas buvo atliktas taikant kolorimetrinj Bradfordo
metoda, siekiant uztikrinti gauty mitochondrijy kvépavimo rezultaty tiksluma bei koreguoti juos pagal
lasteliy biomase kiekviename Sulin¢lyje. Metodo principas grindziamas dazo ,,Coomassie Brilliant Blue
G-250* gebéjimu rugstingje aplinkoje sudaryti stabilius kompleksus su baltymy aminortigsciy
lickanomis. D¢l to tirpalo spalva pasikei¢ia i§ rudos j melyna, o optinis tankis tampa tiesiogiai
proporcingas baltymo koncentracijai.

Po eksperimentiniy matavimy terpé pasalinama, o lastelés lizuojamos naudojant RIPA bufer,
papildyta proteaziy inhibitoriais. | 96 Sulinéliy plokstele jpilama po 5 ul gauto lasteliy lizato ir 250 pl
Bradfordo reagento. Méginius inkubavus 5 — 10 min. kambario temperatiiroje, susidariusiy kompleksy
absorbcija spektrofotometriskai iSmatuojama ties 595 nm bangos ilgiu. Galutiné baltymo koncentracija
apskaiCiuojama pagal i§ anksto paruosta jaucio serumo albumino (BSA) standarting kreive ir

panaudojama kity analitiniy parametry normalizavimui.
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11.5.3 ROS vertinimas

Oksidacinio streso pokyc¢iai ir mitoROS gamyba lastelése vertinti naudojant specifinj
fluorescencinj Zymenj ,,MitoSOX™ Red* (Invitrogen), kuris selektyviai kaupiasi mitochondrijose ir,
oksiduotas superoksido radikaly, fluorescuoja raudonai [67]. Eksperimentas vyko 96 Sulinéliy
leksteleje, kiekviename s¢jant vienoda EA.hy 926 lasteliy kieki. Lastelés inkubuotos 24 valandas, kad
susidaryty vientisas monosluoksnis, po to paveiktos tiriamosiomis medziagomis (normalios ir aukstos
gliukozés terpémis, DMSO, LDN inhibitoriumi) ir inkubuotos dar 24 valandas. Si inkubacijos trukmé
uztikrino pilng lasteliy adaptacijg ir leido tiriamosioms medziagoms sukelti metabolinius pokyc¢ius bei
poky¢ius mitochondrijose.

Lasteles suskirstytos 1 keturias grupes, iSdéstytas atskirose 1ékstelés eilése: NG terpé¢je su
DMSO, HG su DMSO, ir atitinkamos grupé¢s, paveiktos LDN inhibitoriumi. Kiekvienoje 1¢ksteleje
palikti kontroliniai Sulinéliai su mitybine terpe be lasteliy fono fluorescencijai jvertinti.

Po inkubacijos su tiriamosiomis medziagomis atlikta lasteliy Zyméjimo procediira. Mitybiné
terpé su LDN ar DMSO paSalinta, monosluoksnis praplautas §iltu PBS buferiu. | Sulinélius jpilta
paruosto ,,MitoSOX* dazo tirpalo, lastelés inkubuotos 30 min. 37 °C tamsioje aplinkoje. ISsamiis
tyrimo metodikos parametrai pateikti 2.1 lentel¢je. Po inkubacijos daziklis pasalintas, lastelés dukart
praplautos PBS ir uzpiltos Siltu PBS prie§ mikroskoping analizg, atlikta naudojant ,,Olympus
APEXVIEW APX100* sistema ir ,,JmageJ]* programing jrangg kiekybiniam duomeny vertinimui.

2.1 lentelé. Oksidacinio streso vertinimo salygos ir parametrai

Parametras Salygos

Fluorescencinis Zymuo MitoSOX™ Red (Invitrogen)

Darbiné koncentracija S5uM

Inkubacijos laikas ir temperatiira 30 min, 37 °C (saugant nuo $viesos)
Detekcijos metodas Fluorescenciné mikroskopija
Vaizdinimo sistema (mikroskopas) Olympus APEXVIEW APX100
Suzadinimo / emisijos bangos ilgiai ~510 nm / ~580 nm (raudonas kanalas)
Vaizdy analizés programiné jranga ImageJ (NIH)

11.5.4 Mikroskopiné duomeny analizé

Buvo atlikta skaitmeniné vaizdy analizé, siekiant kiekybiskai jvertinti fluorescencinio Zymens

signalo intensyvuma, kuris atspindi oksidacinio streso lygi lastelése. Lasteliy vaizdai buvo fiksuoti
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naudojant ,,Olympus APEXVIEW APX100* vaizdinimo sistemg. Siekiant uztikrinti duomeny tiksluma
ir palyginamuma, visi eksperimentiniai vaizdai, jskaitant kontrolines ir poveikio grupes, buvo
fotografuojami taikant identiSkus optinius nustatymus: vienoda ekspozicijos laika, suzadinimo Sviesos
intensyvumg ir didinimg. Gauty vaizdy kiekybinis vertinimas buvo atliktas naudojant programing
jranga , ImagelJ*.

Kiekviena mikrofotografija buvo konvertuota j astuoniy bity pilkumo skalés vaizda, po ko
taikytas slenkstinis apdorojimas (angl. thresholding), siekiant atskirti specifinius signalus nuo fono.
Kiekybiniam vertinimui naudotas vidutinio fluorescencijos intensyvumo (MFI) parametras, atspindintis
vidutinj signalo stiprumg pasirinktose dominanciose srityse (ROI). Atlikus fono korekcija kiekvienoje
vaizdo srityje buvo imatuota viduting fluorescencijos reik§mé. Si reik§mé tiesiogiai koreliuoja su
lastelése esanciy superoksido radikaly koncentracija. Lasteliy sritys buvo parenkamos vengiant
artefakty, o gauti vidutinio intensyvumo duomenys buvo normalizuoti, siekiant uztikrinti rezultaty
palyginamuma tarp eksperimentiniy grupiy, iskaitant normalios bei aukstos gliukozés terpes su LDN
inhibitoriumi arba be jo. Sis metodas, pagrjstas vidutinio fluorescencijos intensyvumo analize, leido
jvertinti oksidacinio streso lygio pokyc¢ius tarp grupiy. Duomenys pateikiami kaip trijy nepriklausomy

eksperimenty aritmetinis vidurkis su statistiniu vertinimu

11.5.5 Statistiné duomeny analizé

Visi tyrimai buvo atlieckami maziausiai trijy nepriklausomy biologiniy eksperimenty metu
(n=3), kuriy metu kiekvienas matavimas buvo atlickamas bent trimis techniniais pakartojimais (jei
taikoma). Biologinis pakartojimas apibréziamas kaip atskiras lasteliy pas¢jimas ir poveikis medziagomis
skirtingomis dienomis, o techninis pakartojimas — kaip matavimas i$ to paties Sulinélio arba tos pacios
lasteliy suspensijos. Gauti rezultatai pateikiami kaip aritmetinis vidurkis + standartin¢ paklaida (SEM)

Eksperimentiniai duomenys buvo suvesti ir apdoroti naudojant ,,Microsoft Excel”. I§sami
statistiné analizé ir duomeny patikimumo vertinimas atlikti su ,,IBM SPSS Statistics®. Visi
eksperimentai buvo kartojami maziausiai tris kartus (n=3), o rezultatai pateikiami kaip aritmetinis
vidurkis + SEM.

Statistiniai skirtumai tarp eksperimentiniy grupiy (NG + DMSO, HG + DMSO, NG + LDN,
HG + LDN) vertinti taikant vieno veiksnio dispersing analiz¢ (One-way ANOVA). Nustacius
reikSmingg dispersijos skirtuma, poriniy grupiy lyginimams naudojamas FiSerio maZiausio reikSmingo
skirtumo (Fisher’s Least Significant Difference, LSD) post-hoc testas. Skirtumas laikytas statistiskai

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

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

koncentracijos parinkimas

Optimali LDN-27219 koncentracija buvo parinkta prie§ atliekant pagrindinius eksperimentus.
EA .hy926 lastelés 24 valandas buvo kultivuojamos NG (5,5 mM gliukozés) arba HG (25 mM gliukozés)
salygomis, po to dar 24 valandas veikiamos skirtingomis LDN-27219 koncentracijomis (0,5-50 uM)
Kontrolings Igstelés buvo veikiamos tik tirpikliu (DMSO - 0,2 % (v/v)).

Lasteliy metabolinis aktyvumas, buvo vertinamas PrestoBlue reagentu ir normalizuotas pagal
bendra baltymy kiekj. Bendras baltymy kiekis buvo nustatomas Bradfordo metodu ir Siame darbe
naudotas kaip netiesioginis lasteliy kiekio bei proliferacijos poky¢iy rodiklis. Eksperimentai atlikti trimis
biologiniais pakartojimais (n = 3).

Nustatyta, kad HG salygomis endotelio lasteliy proliferacija (vertinama pagal bendra baltymy
kiekj) statistiskai reik§mingai sumazéja (p < 0,01), lyginant su kontroline NG grupe (atitinkamai 8,2 pg
ir 12,8 pg). Taciau metabolinis aktyvumas HG salygomis buvo nezymiai didesnis (112 %) nei NG
grupgje (100 %), skirtumas statistiSkai nereikSmingas.

Nustatyta, kad 20 uM LDN-27219 koncentracija yra didziausia, kuri atstato HG sukelta
endotelio lasteliy proliferacijos sumaz¢jimg (nuo 8,2 pg iki 13,6 pg) nesukeliant akivaizdaus
citotoksisko poveikio. Si LDN koncentracija taip pat statistiskai reikimingai padidina metabolinj
aktyvumg tiek NG (288 %), tiek HG (164 %) salygomis. 50 uM koncentracija abiejose grupése turéjo
citotoksinj poveikj. Remiantis gautais rezultatais, pagrindiniams tyrimams buvo pasirinkta 20 pM LDN-
27219 koncentracija.

Rezultatai pateikti 3.1 paveiksle (lasteliy gyvybingumas) ir 3.2 paveiksle (lasteliy proliferacija).

34



Metabolinis aktyvumas aNG =HG
350
* k%

300 | I

250

200

il

Kontrole 0,5

(=]

Metabolinis aktyvumas % /pg baltymo

(=]

LDN koncentracija uM

3.1 pav. EA hy926 lasteliy metabolinis aktyvumas po LDN-27219 poveikio NG ir HG salygomis. Duomenys isreiksti
procentais nuo NG kontrolés (PrestoBlue metodas). Raudona punktyriné linija Zymi kontrolinj lygj (0 pM) (n=3 biologiniai
pakartojimai). Rezultatai pateikti kaip vidurkis + SEM Duomenys normalizuoti pagal bendrg baltymy kieki (pmol/min/pg
baltymo). (n=3 biologiniai pakartojimai). * — statistiSkai reik§mingas skirtumas nuo kity grupiy (*** p <0,001, One-way
ANOVA su Fisher LSD post-hoc testu).
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3.2 pav. EA hy926 lasteliy proliferacija (bendras baltymy kiekis) po LDN-27219 poveikio NG ir HG salygomis.
Duomenys iSreiksti pg baltymo viename Sulinélyje. Raudona briik$niné linija Zymi kontrolinj lygj (0 pM). (n=3 biologiniai
pakartojimai). Rezultatai pateikti kaip vidurkis + SEM. Duomenys normalizuoti pagal bendra baltymy kieki (pmol/min/pg
baltymo). * — statistiskai reik§mingas skirtumas nuo kity grupiy (** 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 lasteliy mitochondrijuy
kvépavimo funkcijai NG ir HG salygomis

Mitochondrijy kvépavimo parametrai buvo vertinami naudojant ,,Seahorse XF” analizatoriy
(Cell Mito Stress Test). Duomenys normalizuoti pagal bendra baltymy kieki (Bradfordo metodas) ir
iSreiks$ti pmol/min/pg baltymo. Eksperimentai atlikti trimis biologiniais pakartojimais (n=3).

NG salygomis (NG, 5,5 mM gliukozés) kontrolingje grupéje (NG + DMSO) stebéti Sie
vidutiniai parametrai:

e bazinis kvépavimas — 12,5 pmol/min/pg baltymo,

e maksimalus kvépavimas — 14,3 pmol/min/pg baltymo,

e protony nutekéjimas — 2,5 pmol/min/pg baltymo,

e ATP gamyba — 10,2 pmol/min/pg baltymo,

e atsarginis kvépavimo pajégumas — 1,8 pmol/min/pg baltymo.

HG salygomis (HG, 25 mM gliukozés) kontrolingje grupéje (HG + DMSO) buvo pastebétas
bazinio kvépavimo, maksimalaus kvépavimo ir protony nutekéjimo padidéjimas palyginti su NG
kontrole.

TG2 inhibitorius LDN-27219 (20 uM) HG salygomis reikSmingai slopino visus mitochondrijy
kvépavimo parametrus (bazinj kvépavima, maksimaly kvépavima, ATP gamyba, protony nutekéjima ir
atsarginj kvépavimo pajéguma) palyginti su HG + DMSO grupe (p < 0,05). NG salygomis LDN-27219

poveikis buvo nedidelis ir statistiSkai nereikSmingas. Rezultatai pateikti 3.1 lentel¢je ir 3.3 paveiksle.
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Mitochondrijy kvépavimo parametrai EA.hy926 lgstelése normoglikemijos ir hiperglikemijos
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27219 (20 uM). Duomenys normalizuoti pagal bendrg baltymy kiekj (pmol/min/pug baltymo) (n=3 biologiniai

pakartojimai). * — statistiSkai reikSmingas skirtumas nuo kity grupiy

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

3.1 lentelé. Vidutiniai mitochondrijy kvépavimo parametrai (pmol/min/ug baltymo) (n=3 biologiniai pakartojimai)

skirtingose eksperimentinése grupése.

Parametras NG + DMSO | NG + LDN | HG + DMSO | HG + LDN
Bazinis kvépavimas 12,5+ 0,8 11,2+0,7 | 153+1,1 6,1 £ 0,5%**
Maksimalus kvépavimas 14,3+0,9 142+1,0 |17,5+1,3 6,2 + 0,6%**
Protony nutekéjimas 25+0,3 2,4+0,2 41+04 1,5 £ 0,2%%*
ATP gamyba 10,2 +£0,7 8,7+0,6 11,2+£0,8 4,8 + 0,4%**
Atsarginis kvépavimo pajégumas | 1,8 = 0,4 2,8+0,5 2,1+0,3 0,8 + 0,2%**

Duomenys isreiksti vidurkiu = SEM 1§ 3 nepriklausomy biologiniy pakartojimy (n=3). * — statistiSkai reikSmingai skiriasi

nuo visy kity grupiy (p < 0,001, One-way ANOVA su Fisher’s LSD post-hoc testu). Duomenys normalizuoti pagal bendra

baltymy kiekj (Bradfordo metodas).
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12.3 TG2 slopinimo poveikis mitochondriju superoksido gamybai

MitoROS lygis EA.hy926 lastelése buvo vertinamas fluorescenciniu MitoSOX™ Red zondo
metodu. Fluorescencijos intensyvumas (MFI) matuotas fluorescencine mikroskopija ir kiekybiskai
analizuotas Image] programa. Rezultatai normalizuoti pagal NG kontroling grupe (100%).
Eksperimentai atlikti trimis biologiniais pakartojimais (n=3).

HG salygomis (25 mM gliukozés) kontrolinéje grupéje (HG + DMSO) mitoROS lygis statistiskai
reik§mingai padidéjo iki 148 % palyginti su NG kontrole (NG + DMSO, 100 %, p < 0,001). Sis
padidéjimas buvo statistiSkai reikSmingas ir palyginti su NG + LDN grupe (p < 0,001).

TG2 inhibitorius LDN-27219 (20 uM) HG salygomis statistiSkai reik§Smingai sumazino
mitoROS lygj iki 113 % palyginti su HG + DMSO grupe (p < 0,001). NG salygomis LDN-27219
poveikis mitoROS lygiui buvo statistiSkai nereikSmingas 86 % (p > 0,05).

Reprezentaciniai fluorescenciniai mikroskopijos vaizdai, gauti naudojant mitochondrijy
superoksidui specifiska zondg MitoSOX™ Red, iliustruoja HG sukeltus oksidacinio streso pokycius
EA.hy926 endotelio lastelese. HG + DMSO salygomis pastebimas fluorescencijos intensyvumo
padidéjimas, rodantis sustipré¢jusiag mitoROS generacija. PrieSingai, TG2 inhibitoriaus LDN-27219 (20
uM) pridéjimas HG aplinkoje sumazino raudonos fluorescencijos signalg, kurio intensyvumas priartéjo
prie NG kontrolinés grupés lygio.

Rezultatai pateikti 3.4 paveiksle (kiekybiné mitoROS analize) ir 3.5 paveiksle (reprezentaciniai

fluorescenciniai vaizdai).
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TG2 inhibitoriaus LDN poveikis
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3.4 pav. Mitochondrijy superoksido (mitoROS) lygis EA.hy926 lastelése NG ir HG salygomis be ir su TG2 inhibitoriumi
LDN-27219 (20 uM). Rezultatai iSreiksti procentais nuo NG kontrolés (MFI, ImageJ analiz¢) (n=3 biologiniai
pakartojimai). * — statistiSkai reikSmingas skirtumas nuo kity grupiy

(*** p < 0,001, One-way ANOVA su Fisher LSD post-hoc testu).
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3.5 pav. Reprezentaciniai fluorescenciniai MitoSOX™ Red vaizdai EA.hy926 lastelése po skirtingy eksperimentiniy

salygy (analizuota ImageJ programa).
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13. REZULTATU APTARIMAS

Siuo baigiamuoju magistro darbu siekta jvertinti TG2 farmakologinés moduliacijos, naudojant
selektyvy inhibitoriy LDN-27219, poveiki EA.hy926 endotelio Igsteliy gyvybingumui, proliferacijai,
oksidaciniam stresui ir mitochondrijy kvépavimo funkcijai skirtingos gliukozés koncentracijos

salygomis.

13.1 EA.hy926 lasteliu gyvybingumo ir proliferacijos vertinimas bei optimalios
LDN-27219 koncentracijos parinkimas

PrestoBlue tyrimo rezultatai rodo, kad LDN-27219 padidino EA.hy926 lasteliy metabolinj
aktyvuma, taiau Sis metodas tiesiogiai neatskiria metabolinio aktyvumo padidéjimo nuo lasteliy
skaiCiaus pokyc¢iy. Todél Sie duomenys turéty biiti interpretuojami kartu su Bradfordo metodu nustatytu
bendru baltymy kiekiu. Bradfordo metodu nustatytas bendras baltymy kiekis leidZia netiesiogiai spresti
apie lasteliy kiekio arba proliferacijos pokycius, taciau néra tiesioginis proliferacijos Zymuo [8, 23] (8).

HG salygomis EA.hy926 lastelése statistiSkai reikSmingai sumazéjo bendras baltymy kiekis
(8,2 ng), palyginti su NG (5,5 mM gliukozés) kontrole (12,8 pg) (p < 0,01). Tai rodo, kad auksta
gliukozés koncentracija slopina endotelio Igsteliy proliferacija. Tuo tarpu lgsteliy metabolinis aktyvumas
(PrestoBlue reagentas, normalizuotas pagal baltymy kiekj) hiperglikemijos salygomis buvo nezymiai
didesnis (112 % nuo NG kontrolés), taciau Sis skirtumas buvo statistiSkai nereikSmingas. Gauti
duomenys atitinka literatiiros teiginius, kad trumpalaiké hiperglikemija pirmiausia paZzeidzia
proliferacini endotelio pajéguma, o metabolinis aktyvumas gali biiti palaikomas glikolitinio
kompensavimo mechanizmais [14, 23].

LDN-27219 20 puM koncentracija statistiSkai reikSmingai pagerino lasteliy proliferacija
hiperglikemijos salygomis — bendras baltymy kiekis padidéjo nuo 8,2 pg (HG kontrolé) iki 13,6 pg,
beveik pasieckdamas NG kontrolinj lygj. Be to, §i koncentracija statistiSkai reikSmingai padidino
metabolin] aktyvumg abiejose gliukozés koncentracijose (NG — iki 288 %, HG — iki 164 % nuo
atitinkamos kontrolés). Tai buvo didziausia tirtas koncentracija, atstaciusi HG sukelta proliferacijos
sumaz¢jima nesukeliant akivaizdaus citotoksisko poveikio, tuo tarpu 50 pM koncentracija abiejose
grupése jau pasizyméjo citotoksiskumu (baltymy kiekis HG grupéje krito iki 5,6 pg).

Sie duomenys leidZia manyti, kad TG2 slopinimas gali moduliuoti lasteliy energetinj
metabolizmg ir proliferacinj atsakg esant HG sukeltam stresui. HG metu TG2 daZnai pereina j aktyvia

konformacija dél padidéjusio kalcio ir ROS lygio, o tai gali skatinti uzdarg ROS — TG2 ciklg ir prisidéti
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prie endotelio pazeidimo [9, 68]. LDN-27219, veikdamas kaip alosterinis inhibitorius, stabilizuoja TG2
uzdaroje konformacijoje ir gali sumazinti §j cikla, taip palengvindamas Iasteliy metabolinj aktyvuma bei
proliferacijg [50, 69]. 50 uM koncentracija abiejose grupése turéjo citotoksini poveiki, kas atitinka
literatiiroje aprasyta doze priklausomg LDN-27219 toksiSkuma [50].

Remiantis gautais rezultatais, pagrindiniams tyrimams buvo pasirinkta 20 pM koncentracija,
nes §i koncentracija yra didZiausia, kuri atstato HG sukelta endotelio Igsteliy proliferacijos sumazé¢jima

nesukeliant citotoksisko poveikio.

13.2 TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikis EA.hy926 lasteliuy mitochondrijuy
kvépavimo funkcijai NG ir HG salygomis

HG salygomis (25 mM gliukozés) kontrolingje grupéje buvo pastebétas bazinio kvépavimo,
maksimalaus kvépavimo ir protony nutekéjimo padidéjimas palyginti su NG kontrole. Sie pokyéiai i§
dalies dera su literatiiros duomenimis, apraSanciais hiperglikemijos sukelta mitochondrijy perkrova, kai
gliukozeés perteklius gali padidinti elektrony srautg kvépavimo grandinéje, sukelti vidinés mitochondrijy
membranos hiperpoliarizacijg ir skatinti ROS susidaryma [8, 23].

TG2 inhibitorius LDN-27219 (20 uM) HG salygomis statistiSkai reikSmingai sumazino visus
tirlamus mitochondrijy bioenergetinius parametrus (bazinj kvépavima, maksimaly kvépavima, protony
nutekéjima, ATP gamyba ir atsarginj kvépavimo pajéguma) palyginti su kitomis grupémis. Sis
sumazéjimas buvo stebimas kartu su mitoROS lygio sumazé¢jimu toje pacioje grupéje. Vienas galimy
Sio poveikio paaiskinimy yra tai, kad HG salygomis padidéjes oksidacinis stresas gali skatinti TG2
aktyvumo pokycius, kurie prisideda prie mitochondrijy baltymy modifikacijy ir elektrony pernasos
grandinés efektyvumo sumazéjimo [69, 9].

NG salygomis (5,5 mM gliukozés) LDN-27219 poveikis bioenergetiniams parametrams ir
mitoROS lygiui buvo nedidelis. Sie duomenys leidzia manyti, kad TG2 slopinimo poveikis gali biiti
rySkesnis esant metaboliniam stresui (HG), o fiziologinémis salygomis TG2 vaidmuo mitochondrijy
funkcijos reguliavime yra mazesnis.

Gauti rezultatai i§ dalies atitinka literattiros duomenis, pagal kuriuos TG2 aktyvavimas HG
salygomis siejamas su padid¢jusia ROS gamyba ir mitochondrijy disfunkcija endotelio lgstelése [9, 50].
Sio tyrimo duomenys leido pastebéti, kad hiperglikemijos salygomis mitochondrijy kvépavimo
parametrai (bazinis, maksimalus kvépavimas bei ATP gamyba) buvo statistiSkai reikSmingai aukStesni,

lyginant su NG salygomis. Sis padidéjimas gali rodyti hiperglikemijos sukeliamg mitochondrijy
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hiperaktyvacija, kuri, tikétina, yra kompensacinis atsakas j padidéjusj substraty srautg ir oksidacinj
stresg. TG2 inhibitorius LDN-27219 $iuos parametrus statistiikai reikimingai sumazino. Sj sumazéjima
galima interpretuoti ne kaip neigiamg kvépavimo slopinima, o kaip hiperglikemijos sukeltos
mitochondrijy hiperaktyvacijos normalizavimg bei apsauga nuo perteklinio deguonies sunaudojimo ir
ROS gamybos. Tokiu budu TG2 slopinimas galimai prisideda prie mitochondrijy bioenergetinés

pusiausvyros atstatymo, o ne sukelia jy disfunkcija.

13.3 Bendras TG2 inhibitoriaus LDN-27219 poveikio jvertinimas

EA_.hy926 lastelése buvo pastebéti mitochondrijy bioenergetikos ir oksidacinio streso pokyciai.
HG (25 mM gliukozés) salygomis stebétas bazinio kvépavimo, maksimalaus kvépavimo ir protony
nutekéjimo padidé¢jimas, o TG2 inhibitorius LDN-27219 (20 uM) Sioje grupéje statistiSkai reikSmingai
sumazino visus tiriamus mitochondrijy bioenergetinius parametrus bei mitoROS lygj.

Sie duomenys leidzia manyti, kad TG2 slopinimas gali turéti apsauginj poveikj endotelio
lastelése esant metaboliniam stresui. HG salygomis TG2 gali aktyvuotis dél padidéjusio kalcio jony ir
ROS lygio, pereiti | ,atvirg“ konformacija ir modifikuoti mitochondrijy baltymus (pvz., per
transamidavimg ar disulfidiniy tilteliy formavimg). Tai gali skatinti uzdara ROS-TG2 cikla, kuriame
ROS aktyvuoja TG2, o aktyvi TG2 savo ruoztu gali dar labiau didinti oksidacinj stresg ir sutrikdyti
elektrony pernasos grandinés efektyvuma. LDN-27219, veikdamas kaip alosterinis inhibitorius,
stabilizuoja TG2 neaktyvioje konformacijoje, tod¢l galéty nutraukti §j cikla, sumazinti mitochondrijy
perkrova ir mitoROS gamyba.

NG salygomis (5,5 mM gliukozés) LDN-27219 poveikis mitochondrijy kvépavimo
parametrams ir mitoROS lygiui buvo nedidelis. Sie duomenys leidzia manyti, kad TG2 vaidmuo
bioenergetiniame reguliavime gali biti ryskesnis esant patologiniam stresui (HG), o fiziologinémis
salygomis jo slopinimas neturi didesnés jtakos.

Bendrai tyrimo rezultatai leidzia manyti, kad selektyvus TG2 slopinimas LDN-27219 gali turéti
jtakos tiek mitochondrijy kvépavimo funkcijai, tiek oksidaciniam stresui hiperglikemijos (HG)
salygomis. Sie duomenys i§ dalies atitinka literatiiroje aprasyta TG2 ir ROS saveika endotelio
disfunkcijos patogenezeje [9, 68] ir leidzia manyti, kad farmakologinis TG2 moduliavimas gali buti
vienas i§ galimy buidy mazinti hiperglikemijos sukeltus mitochondrijy sutrikimus endotelio lastelése.

Sis tyrimas turi keleta ribotumy. Pirma, eksperimentai atlikti naudojant vieng endotelio lasteliy
linija EA.hy926, todé¢l gauti rezultatai negali biti tiesiogiai perkeliami pirminéms Zzmogaus endotelio

lasteléms ar in vivo salygoms. Antra, tyrime naudotas in vitro hiperglikemijos modelis neatspindi visy
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cukrinio diabeto metu vykstanciy sisteminiy procesy. Trecia, bendras baltymy kiekis Bradfordo metodu
buvo naudotas tik kaip netiesioginis lasteliy kiekio ar proliferacijos rodiklis. Ketvirta, TG2 aktyvumas
ir ekspresija po LDN-27219 poveikio nebuvo tiesiogiai jvertinti, tod¢l sillomi veikimo mechanizmai
turéty buti laikomi prielaidomis. Be to, d¢l mazo biologiniy pakartojimy skaiciaus rezultatus reikety
patvirtinti didesnés apimties tyrimuose. Taip pat tyrime nebuvo naudota osmosiné kontrole, pavyzdziui,
manitolis, todél negalima visiSkai atmesti padidéjusio terpés osmoliariSkumo jtakos HG grupés

rezultatams.
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14. ISVADOS

HG (25 mM gliukozes) salygomis EA.hy926 lastelése sumazéjo bendras baltymy kiekis, kuris Siame
darbe naudotas kaip netiesioginis lasteliy kiekio ir proliferacijos rodiklis, o PrestoBlue metodu
vertintas metabolinis aktyvumas iSliko panasus i NG (5,5 mM gliukozés) kontrolinés grupés lygi.
20 pM LDN-27219 koncentracija abiejose gliukozés koncentracijose padidino metabolinj
aktyvuma, o HG salygomis taip pat statistiSkai reikSmingai pagerino lasteliy proliferacija.

TG2 inhibitorius LDN-27219 (20 uM) HG salygomis statistiSkai reikSmingai sumazino visus
mitochondrijy bioenergetinius parametrus (bazinj ir maksimaly kvépavima, ATP gamyba, protony
nutekéjimg bei atsarginj kvépavimo pajéguma).

Gauti rezultatai rodo, kad selektyvus TG2 slopinimas LDN-27219 (20 uM) HG salygomis mazina
oksidacinj stresag EA.hy926 endotelio Iastelese. Tai leidzia manyti, kad TG2 slopinimas gali turéti

apsauginj poveikj endotelio lasteléms esant HG.
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