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1. SANTRAUKA 

 

Rugilė Satkauskaitė „Ca2+ signalų tyrimas hipoksijos paveiktose astrocitų kultūrų ląstelėse“ 

Tyrimo tikslas: naudojant optoregistracijos metodą ištirti ir palyginti parametrus spontaninių sąlyginai 

greitų Ca2+  koncentracijos svyravimų, vykstančių astrocitų ląstelių kultūrose, augintose normoksijos ir 

hipoksijos sąlygomis be ir su pridėtiniu biguanidu metforminu. 

Uždaviniai: 1. Įsisavinti nuo Ca2+ koncentracijos priklausančių fluorescencinių signalų registravimo 

metodiką bei gautų duomenų statistinės analizės metodus ir programas. 2. Išanalizavus greitus Ca2+ 

svyravimus astrocitų kultūrų ląstelėse, augintose normoksijos ir hipoksijos sąlygomis, įvertinti ir 

palyginti greitų trumpų Ca2+ koncentracijos pokyčių parametrus. 3. Įvertinti skirtingų koncentracijų 

biguanido metformino galimą poveikį hipoksijos sąlygomis augintoms ląstelėms. 

Tyrimo metodika: tirti greiti Ca2+ periodiniai koncentracijos pokyčiai žiurkių smegenų žievės 

astrocitų ląstelių pirminėse kultūrose, augintose normoksijos ir hipoksijos sąlygomis, taip pat pridėjus 

metformino prieš sukeliant hipoksijos imitaciją. Ca2+ koncentracijos pokyčių tyrimams naudota nuo 

Ca2+ priklausančio fluorescencininio signalo optoregistracija. 

Tyrimo rezultatai: Normoksijos sąlygomis augintose kultūrose greitus Ca2+ signalus demonstravo 

75,5 %, o hipoksijos sąlygomis - 38,5 % visų populiacijos ląstelių. Po hipoksijos sąlygų taikymo, 

statistiškai reikšmingai sumažėjo astrocitų generuojamų Ca2+ signalų amplitudė iki 14,27±4,63 % 

(normoksijoje siekė 18,57±8,88 %). Kadangi impulsų trukmė nepasikeitė, o svyravimų periodas 

(normoksijoje - 11,65±3.24 s, hipoksijoje - 16,85±6,87 s) statistiškai reikšmingai išaugo, - pailgėjo pauzė 

tarp Ca2+ impulsų, sulėtėjo signalų generavimo gebėjimas. 1 mM metformino pridėjimas prieš hipoksiją 

panaikino Ca2+ svyravimus astrocituose. Tačiau 500 ir 250 μM koncentracijos metformino taikymas 

prieš hipoksiją padidino signalo santykinę amplitudę atitinkamai iki 16,28±7,39 % ir 16,97±6,72 %,  ir 

sumažino svyravimų periodą iki 14,01±2,64 s ir 12,01±1,41 s. Po 500 μM metformino taikymo aktyvių 

ląstelių skaičius išaugo iki 47,6 %, o po 250 μM - iki 54 %. 

Išvados: astrocitų ląstelės, augintos normoksinėmis ir hipoksiją imituojančiomis sąlygomis, 

demonstravo pakankamai greitus (iki 20 s trukmės) savaiminius, nuo Ca2+ koncentracijos priklausančius 

svyravimus. Hipoksinėmis sąlygomis augintų astrocitų Ca2+ signalų amplitudė statistiškai patikimai 

sumažėjo, o periodas išaugo. Pridėjus metformino prieš hipoksiją imituojančias sąlygas buvo pastebėta: 

1 mM metformino koncentracija panaikino astrocitų gebėjimą generuoti Ca2+ svyravimus, 500 μM ir 

250 μM koncentracijos turėjo protekcinį poveikį - sugrąžino osciliacijų amplitudę arčiau esančios 

normoksijoje bei sumažino signalų generavimo periodą, padidino Ca2+ signalą generuojančių ląstelių 

skaičių. Ca2+ svyravimų generavimo šaltinis yra endoplazminis tinklas, o mitochondrijos atsakingos už  

moduliacinį poveikį Ca2+ astrocitų signalams.  
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2. ABSTRACT 

 

Rugilė Satkauskaitė „Investigation of Ca2+ signals in astrocyte culture cells affected by hypoxia” 

The aim: to investigate and compare the parameters of spontaneous relatively rapid fluctuations of Ca2+  

concentrations in astrocyte cell cultures grown under normoxic and hypoxic conditions with and without 

added metformin using the Ca2+-sensitive fluorescence registration. 

Objectives: 1. To master the methodology of recording fluorescence signals dependent on Ca2+ 

concentration as well as the methods and programs of statistical analysis of the obtained data. 2. To 

evaluate and compare the parameters of rapid short-term changes in Ca2+ concentration after analyzing 

the rapid fluctuations of Ca2+ in astrocyte culture cells grown under normoxia and hypoxia.3. To evaluate 

the potential effect of different concentrations of  metformin on cells grown under hypoxia.  

Methodology of investigation: rapid changes of Ca2+ concentrations were observed in primary cortical 

astrocyte cultures of rat cerebral astrocytes grown under normoxic and hypoxic conditions and after 

application of metformin under those two conditions. Ca2+-sensitive fluorescence was used to record 

changes in concentrations. 

Research results: Rapid Ca2+ signals were observed in cultures grown under normoxic conditions - 75.5 

%, and under hypoxia - 38.5 %. After application of hypoxic conditions, the strength of Ca2+ signals 

generated by astrocytes decreased statistically significantly - by 14.27 ± 4.63 % (under normoxia 

18,57±8,88 %). The pulse duration did not change but the period also increased statistically by 16.85 ± 

6.87 s (under normoxia 11,65± 3.24 s) and pause was prolonged between Ca2+ pulse generation. The 

addition of 1 mM before hypoxia vanished the ability of astrocyte cells to generate Ca2+ signals. The 

application of 500 and 250 μM metformin before hypoxia improved signal amplitudes by 16.28 ± 7.39 

% (500 μM) and 16.97 ± 6.72% (250 μM) and reduced the period of oscillation 14.01 ± 2.64 s (500 μM) 

and 12.01 ± 1.41 s (250 μM). After application of 500 μM metformin, the number of active cells 

increased to 47.6 % and 54 % - after 250 μM. 

Conclusions: astrocyte cells grown under normoxic and hypoxic conditions showed sufficiently rapid 

(up to 20 s) spontaneous fluctuations depending on Ca2+ concentration. The amplitude of Ca2+ signals in 

astrocytes grown under hypoxic conditions decreased statistically significantly and the period increased. 

The addition of metformin before hypoxic conditions revealed that 1 mM metformin vanished the ability 

of astrocytes to generate Ca2+ fluctuations, 500 μM and 250 μM concentrations had a protective effect - 

restored the amplitude of oscillations closer to normoxia and reduced number of signaling periods, 

increased number of signaling cells. The endoplasmic reticulum serves as a source of Ca2+ fluctuations 

in astrocytes and mitochondria are responsible for modulating effects on Ca2+ astrocyte signals. 
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3. PADĖKA 

 

Nuoširdi padėka baigiamojo magistro darbo vadovei dr. Natašai Svirskienei už didžiulę pagalbą 

ruošiant šį darbą. Taip pat LSMU MA Neuromokslo instituto Biochemijos laboratorijos vadovei prof. 

Vilmantei Borutaitei, dr. Pauliui Čižui ir dr. Silvijai Jankevičiūtei už tyrimo objektą. 

 

 

4. INTERESŲ KONFLIKTAS 

 

Interesų konfliktas rengiant baigiamąjį magistro darbą nekilo. 

Tyrimo objekto – žiurkės žievės astrocitų kultūrų auginimo terpių reagentai ir įrankiai, 

optoregistacijai naudoti dažai, pridėtiniai reagentai buvo finansuojami Visuotinės dotacijos projekto Nr. 

LMT-K-712-01-013 „Smegenų išeminių pažaidų ir apsauginių mechanizmų tyrimas: mitochondrijų 

nespecifinio laidumo pora ir ląstelių žūtis senėjančiose smegenyse“ lėšomis, vadovė prof. V.Borutaitė. 

Mokslinis analitinis darbas buvo finansuojamas LSMU Medicinos fakulteto studijų lėšų fondo. 

 

 

5. ETIKOS KOMITETO LEIDIMAS 

 

Bandomųjų gyvūnų naudojimo įmonei - LSMU, Neuromokslų institutas, Neurofiziologijos 

laboratorija (bandomųjų gyvūnų įmonės veterinarinio patvirtinimo numeris: LT-61-19-001) - suteiktas 

Valstybinės maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti eksperimentus su gyvūnais (Wistar linijos 

žiurkės) Nr. G2-147. Leidimas išduotas 2020-05-13, galioja iki 2022-12-31. 
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6. SANTRUMPOS 

 

CNS – centrinė nervų sistema 

A1 – neurotoksinis reaktyvių astrocitų fenotipas 

A2 – neuroproteksinis reaktyvių astrocitų fenotipas 

PGE2 – prostaglandinas E2  

EET – epoksieikosatrieno rūgštis 

20-HETE – 20-hidroksieikozatetraeno rūgštis  

ATF – adenozino 5’-trifosfatas 

ADF – adenozino 5’-difosfatas 

AMF – adenozino  5’-monofosfatas 

8-Br-cADP ribozė – 8-bromo-ciklinės adenozino 5’-trifosfato ribozė 

NL – neurodegeneracinė liga 

AMPK – adenozino 5-monofosfato aktyvinama kinazė (angl. AMP-activated protein kinase) 

Acetil-CoA karboksilazė – acetilo kofermento A karboksilazė 

DGT – deguonies ir gliukozės trūkumas 

IS – išsėtinė sklerozė 

OGB-AM – ląstelės membranai laidūs Ca2+ jautrūs dažai (angl. Oregon Green 488 BAPTA-1AM) 

PBS – fosfatiniu druskų buferiniu tirpalu (angl. phosphate buffered saline) 

FBS – fetalinis veršelio serumas (angl. fetal bovine serum) 

ROS – aktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species) 

Met05 – 0,5 mM biguanido metformino koncentracija 

Met025 – 0,25 mM biguanido metformino koncentracija 

RyR – rianodino receptorius  

mPTP - mitochondrijų pralaidumo pereinamosios poros 

Caf – kafeinas  

IP3R1 – intaląstelinis kanalas, kuris medijuoja kalcio išsiskyrimą iš endoplazminio tinklo po inozitolio 

1,4,5-trifosfato stimuliacijos 
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7. SĄVOKOS 

 

Astrogliozė – yra nenormalus astrocitų skaičiaus padidėjimas po neuronų žūties dėl centrinės nervų 

sistemos traumos, infekcijos, išemijos, insulto, autoimuninių reakcijų ar neurodegeneracinės ligos. 

Apoptozė – viena programuotos ląstelių mirties rūšių. 

Biguanidas – antihiperglikeminis, pirmojo pasirinkimo vaistas 2 tipo diabetui gydyti. 

Dichotomija – padalijimas kokios nors visumos į dvi dalis ir tam tikru atveju kiekvienos iš jų - vėl į dvi 

dalis ir t.t. 

Eksitoksiškumas – neuronų pažeidimas dėl ekscitatorinių neuromediatorių padidėjimo. 

Fagocitozė – tai procesas, kuriam vykstant maisto dalelė ar visa ląstelė yra apgaubiama didesnės ląstelės 

membranos ir lieka šios ląstelės viduje kaip „maisto vakuolė“. 

Gliukoneogenezė – metabolinis kelias, kuriame yra gaminama gliukozė iš ne angliavandenių substratų, 

bet iš tokių junginių, kaip laktatas, glicerolis ir gliukogeninės aminorūgštys. 

Hipokampas – seniausia ir giliausiai nugrimzdusi į galvos smegenų vidų smegenų žievės – apsiausto 

(lot. pallium) dalis. 

Homeostazė – reiškinys, kai sistema palaiko savo būseną pastovią. 

Mielinas – baltymų ir fosfolipidų mišinys, aplink daugelį nervų skaidulų sudarantis balkšvą izoliacinį 

apvalkalą, kuris padidina impulsų perdavimo greitį. 

Neurotransmiteris – organizme susidarantis cheminis junginys, pernešantis nervinį impulsą tarp nervinių 

ląstelių (neuronų) cheminėse sinapsėse.  

Neurotrofinis – reguliuojantis nervų audinių mitybą ir medžiagų apykaitą. 

Rianodino receptoriai – tarpląstelinių kalcio kanalų klasė. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://lt.wikipedia.org/wiki/L%C4%85stel%C4%97
https://lt.wikipedia.org/w/index.php?title=Metabolinis_kelias&action=edit&redlink=1
https://lt.wikipedia.org/wiki/Gliukoz%C4%97
https://lt.wikipedia.org/wiki/Angliavandeniai
https://lt.wikipedia.org/wiki/Laktatas
https://lt.wikipedia.org/wiki/Glicerolis
https://lt.wikipedia.org/w/index.php?title=Gliukogenin%C4%97s_aminor%C5%ABg%C5%A1tys&action=edit&redlink=1
https://lt.wikipedia.org/wiki/Galin%C4%97s_smegenys
https://lt.wikipedia.org/wiki/Smegen%C5%B3_%C5%BEiev%C4%97
https://lt.wikipedia.org/wiki/Lotyn%C5%B3_kalba
https://lt.wikipedia.org/wiki/Sistema
https://lt.wikipedia.org/wiki/Cheminis_junginys
https://lt.wikipedia.org/w/index.php?title=Nervinis_impulsas&action=edit&redlink=1
https://lt.wikipedia.org/wiki/Neuronas
https://lt.wikipedia.org/wiki/Sinaps%C4%97
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8. ĮVADAS 

 

Astrocitai yra specializuotos neuroglijos ląstelės, kurių skaičius penkis kartus didesnis nei 

neuronų. Jie gaubia neuronus, atlieka daug svarbių funkcijų ir palaiko homeostazę centinėje nervų 

sistemoje (CNS) [1]. Reaguojant į smegenų audinio pažeidimus, išemiją astrocitai tampa reaktyvūs. Yra 

išskiriami du jų tipai - neurotoksinis arba prouždegiminis fenotipas (A1) ir neuroprotekcinis arba 

priešuždegiminis fenotipas (A2) [2]. Astrocitai reaguoja į CNS pažeidimus per procesą - reaktyviąją 

astrogliozę [1].  

 

Svarbu yra suprasti deguonies kieko pokyčių poveikį astrocitams, nes ši glijos ląstelė ir 

neuronai gali  būti veikiami hipoksijos ar anoksijos įvairiais ligų atvejais, pavyzdžiui išeminio insulto, 

neurodegeneracinių ligų metu, kurios yra didžiulė problema šiuolaikinėje visuomenėje, senstant 

populiacijai [3]. Manoma, kad hipoksijos paveikti astrocitai mobilizuoja Ca2+ iš intraląstelinio 

rezervuaro per rianodino receptorių (RyR) aktyvinimą [4]. Kadangi astrocitai reaguoja į išemiją Ca2+ 

koncentracijos svyravimais – jų aktyvumą galima tirti nuo kalcio priklausančio fluorescencininio signalo 

optoregistracija. 

 

Ieškant tinkamo gydymo CNS ligoms, buvo atkreiptas dėmesys į metforminą, antidiabetį, 

biguanidų grupės vaistą. Atlikti tyrimai, parodė, jog pacientams vartojantiems šį vaistą, sumažėjo rizika 

sirgti insultu, o patyrusiems smegenų išemiją mirtingumo rodikliai, 30 dienų po cerebrovaskulinio 

įvykio, taip pat sumažėjo [5–7]. Metforminas slopindamas astrocitų apoptozę ir reaktyviąją gliozę 

sumažina smegenų architektūros pažeidimus ir pagerina neurologinius rezultatus po insulto [8].  

 

Šio tyrimo metu buvo nagrinėjama, kaip in vitro skiriasi astrocitų generuojami greiti Ca2+ 

koncentracijos pokyčiai normoksijoje ir po hipoksiją imituojančių sąlygų. Taip pat buvo ištirta kaip 

skirtingos metformino koncentracijos, kurių buvo pridėta prieš sukuriant lengvos išemijos sąlygas, turi 

įtakos astrocitų kultūrų ląstelių aktyvumui bei skirtingų metformino dozių galima nauda/žala astrocitų 

Ca2+ homeostazei išemijos atveju. 
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9. DARBO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI 

 

Tyrimo tikslas: naudojant optoregistracijos metodą ištirti ir palyginti parametrus spontaninių sąlyginai 

greitų fluorescencinių signalų, priklausančių nuo viduląstelinės Ca2+ koncentracijos svyravimų, 

vykstančių astrocitų kultūrų ląstelėse, augintose normoksijos ir hipoksijos sąlygomis be ir su pridėtiniu 

biguanidu metforminu. 

 

Uždaviniai:  

 

1. Įsisavinti nuo Ca2+ koncentracijos priklausančių fluorescencinių signalų registravimo metodiką bei 

gautų duomenų statistinės analizės metodus ir programas.  

 

2. Išanalizavus greitus Ca2+ svyravimus astrocitų kultūrų ląstelėse, augintose normoksijos ir hipoksijos 

sąlygomis, įvertinti ir palyginti greitų trumpų Ca2+ koncentracijos pokyčių parametrus.  

 

3. Įvertinti skirtingų koncentracijų biguanido metformino galimą poveikį hipoksijos sąlygomis 

augintoms ląstelėms. 
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10. LITERATŪROS APŽVALGA 

 

Astrocitai yra glijos ląstelės, kilusios iš neuroninės kilmės kamieninių ląstelių [9]. Astrocitai 

yra labiausiai paplitęs ląstelių tipas suaugusiųjų centrinėje nervų sistemoje. Šios ląstelės atlieka 

nepakeičiamą vaidmenį palaikant normalią CNS funkciją [10]. Astrocitai sąveikauja su neuronais ir jų 

sinapsėmis, oligodendrocitais, oligodendrocitų pirmtakų ląstelėmis, mikroglija, perivaskulinėmis 

ląstelėmis, smegenų dangalų fibroblastais ir cirkuliuojančiomis imuninėmis ląstelėmis [1]. 

 

Daugybė tyrimų per pastaruosius 20 metų atskleidė, kad pilkosios medžiagos astrocitai (dar 

žinomi kaip protoplazminiai astrocitai) yra neatsiejami sinapsių komponentai, kurie kontroliuoja 

sinapsių susidarymą ir funkciją [11]. Vienas astrocitas gali padengti daugiau nei 100 000 sinapsių pelėje 

ir daugiau nei milijoną sinapsių žmogaus smegenyse [12]. Dėl jų glaudaus ryšio su sinapsėmis, astrocitai 

reguliuoja pagrindinius sinapsių susidarymo aspektus, brendimą ir funkciją [13].  

 

Sveikame CNS audinyje astrocitai palaiko tarpląstelinių skysčių, jonų ir neurotransmiterių 

homeostazę [1]. Viena iš svarbiausių astrocitų funkcijų smegenyse yra jų neurotransmiterių pašalinimo 

kontrolė. Tai ypač svarbu kalbant apie glutamatą, kurio buvimo laikas sinapsiniame plyšyje turi būti 

griežtai kontroliuojamas, kad būtų išlaikytas signalo perdavimas nuo vieno neurono link kito. Astrocitai 

apriboja glutamato išsiliejimą į netoliese esančias sinapses ir jų receptorių aktyvavimą, nes glutamato 

kaupimąsis tarpląstelinėje erdvėje gali sukelti pernelyg didelį glutamaterginių receptorių aktyvavimą 

taip sukeldamas eksitotoksiškumą, daugelio neurodegeneracinių ligų skiriamąjį bruožą [14]. Astrocitai 

skaido glutamato perteklių į glutaminą ir grąžina jį atgal į neuronus, taip palaikoma normali sinapsių 

funkcija [15]. Panašiai per daugybę kanalų astrocitai kontroliuoja jonų pusiausvyrą sinapsėje, įskaitant 

kalio jonus, kurie yra labai svarbūs tinkamo sinapsinio perdavimo tvarumui [16].  

 

Astrocitai yra svarbūs palaikant smegenų audinio metabolizmą, teikdami metabolinį substratą, 

reaguojant į padidėjusį energijos poreikį neuronams. Gliukozė yra pagrindinis smegenų energijos šaltinis 

ir patenka į ląsteles per palengvinančius gliukozės transporterius [17]. Taip neuronai yra aprūpinami 

energijos substratu - gliukozės metabolitais [18]. Kai gliukozės kiekis smegenyse yra pakankamas, 

astrocitai kaupia glikogeną, kad jį būtų galima panaudoti ateityje, didėjant neuronų energijos poreikiui. 

Kai susiduriama su gliukozės trūkumu, glikogeno atsargos naudojamos laktatui gaminti, kuris vėliau 

siunčiamas į netoliese esančius neuronus ir esant aktyviai neuronų veiklai išskiria juos. Naudojant 

astrocitų energijos rezervuarą yra palaikoma neuronų veikla, o ląstelės viduje kaupiamas glikogenas 

veikia ir kaip apsauginis mechanizmas nuo hipoglikemijos [19].  
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Kita labai svarbi astrocitų funkcija yra palaikyti vietinę kraujotaką smegenyse. 

Neurotransmiteriai, išsiskiriantys iš aktyvių neuronų, sukelia kalcio jonų padidėjimą astrocituose, todėl 

iš astrocitų galinių pėdų į kraujagysles išsiskiria vazoaktyvūs arachidono rūgšties metabolitai. 

Prostaglandino E2 (PGE2) ir epoksieikosatrieno rūgščių (EET) sintezė plečia kraujagysles, o 20-

hidroksieikozatetraeno rūgštis (20-HETE) sutraukia kraujagysles. K+ išsiskyrimas iš astrocitų galinių 

pėdų taip pat gali prisidėti prie vazodilatacijos. Deguonis irgi moduliuoja astrocitų kraujotakos 

reguliavimą. Normoksinėmis sąlygomis astrocitinė Ca2+ signalizacija sukelia vazodilataciją, o 

hiperoksinėmis sąlygomis – vazokonstrikciją. Astrocitai prisideda prie kraujagyslių tonuso palaikymo, 

nes 20-HETE ir adenozino 5’-trifosfatas (ATF) išsiskyrimas iš astrocitų sutraukia kraujagyslių lygiųjų 

raumenų ląsteles. Patologinėmis sąlygomis, įskaitant Alzheimerio ligą ir diabetinę retinopatiją, 

normalios astrocitų fiziologijos sutrikimas gali pakenkti kraujotakos reguliavimui [20]. 

 

Astrocitai taip pat svarbūs kraujagyslių remodeliacijai po smegenų po insulto, traumos. 

Sveikose smegenyse židininis astrocitų pašalinimas nepakenkia kraujagyslinei struktūrai, tačiau išemijos 

paveiktose smegenyse pašalinus proliferuojančius astrocitus sutrikdoma kraujagyslių remodeliacija, 

pasireiškia prasta vaskuliarizacija. Astrocitų trūkumas sukelia užsitęsusią periinfarktinę ląstelių mirtį ir 

pablogina motorikos ir elgsenos atsigavimą [21]. 

 

Astrocitai, paveikti išemijos tampa reaktyvūs. Genetiškai tiriant reaktyvius astrocitus, buvo 

nustatyta, kad astrocitai gali būti: neurotoksinio arba prouždegiminio fenotipo A1 ir neuroprotekcinio 

arba priešuždegiminio fenotipo A2. Nors paprasta A1/A2 fenotipų dichotomija neatspindi plataus 

astrocitinių fenotipų spektro, tai padeda suprasti apie reaktyvią astrocitų būseną, esant įvairiems CNS 

sutrikimams [2]. Jų sukelta reaktyvioji astrogliozė gali riboti ar pagerinti smegenų funkcijos atsigavimą. 

Dėl kai kurių sužalojimų ir ligų susidaro neurotoksiniai astrocitai, kurie gali pabloginti patologiją [22–

24] Šie reaktyvūs astrocitai riboja nervų atsistatymą, pavyzdžiui, išskirdami augimą slopinančius 

veiksnius ir formuodami randą [25]. Manoma, jog astrocitų fagocitozės funkcija, yra susijusi su mielino 

pažeidimu ir yra atsakinga už pažeidimo patologiją sergant išsėtine skleroze (IS) [26]. Be to, A1 

astrocitai yra atsakingi už sinapsių eliminavimą ir neuronų mirtį. Tyrimų duomenimis nustatyta, kad 

mikroglija sukelia astrocitų virtimą neurotoksiniais A1 astrocitais, kurie buvo rasti pacientų smegenyse, 

sergant išsėtine skleroze ir kitomis neurodegeneracinėmis ligomis, tokiomis kaip: Alzheimerio liga, 

Parkinsono liga ir amiotrofine šonine skleroze. Antroji astrocitų A2 subpopuliacija - vadinama 

neurotrofine [23, 24]. Naujausi tyrimai rodo, kad reaktyvūs astrocitai gali palengvinti aksonų ataugimą 

po CNS pažeidimo. Gali būti, kad astrocitiniai glijos randai sukuria veiksnius, kurie pagerina neuronų 

regeneraciją, nes sukuria aksoninį karkasą neuronams ir (arba) gamina ir stiprina neurotrofinius signalus 

[27]. Šios akivaizdžiai prieštaringos reaktyviųjų astrocitų funkcijos gali atsirasti dėl ląstelių 
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heterogeniškumo ir sužalojimo tipo, specifinės skirtingų reaktyvių fenotipų indukcijos [21, 24, 28]. 

Todėl gydymas, kuriuo siekiama sustiprinti reparacines funkcijas ir sumažinti kenksmingas reaktyviųjų 

astrocitų funkcijas, gali būti naudingas [21]. 

 

Šiuo metu yra mažai žinoma apie deguonies kieko poveikį Ca2+ signalizacijai nesužadinamose 

ląstelės, tokiose kaip astrocitai. Šį ryšį yra labai svarbu įvertinti, nes astrocitai ir neuronai gali  būti 

veikiami santykinės hipoksijos (ar net anoksijos) įvairiais ligų atvejais, pvz., susijusios su sumažėjusiu 

širdies išmetamuoju tūriu ar insultu. Šios sąlygos savo ruožtu gali sukelti polinkį į neurodegeneracinius 

sutrikimus [3]. Be to, Ca2+ signalizacija yra labai svarbi daugeliui įvairių astrocitų funkcijų kaip jau 

minėtos: sinapsinė moduliacija ir vietinės kraujotakos kontrolė [29–34]. Hipoksijos paveikti astrocitai 

mobilizuoja Ca2+ iš intraląstelinio rezervuaro per rianodino receptorių aktyvinimą. Be to, šis procesas 

reikalauja ciklinės adenozino 5’-difosfato (ADF) ribozės susidarymo, nes Ca2+ mobilizacijai visiškai 

užkirto kelią nikotinamidas arba 8-bromo-ciklinės adenozino 5’-trifosfato ribozė (8-Br-cADP ribozė), 

ciklinės ADF ribozės antagonistas. Šie rezultatai įrodė ciklinės ADF ribozės dalyvavimą hipoksiniame 

Ca2+ signalų moduliavime centrinėje nervų sistemoje. Taip pat patvirtino, jog šis rianodino receptorių 

moduliatorius gali atlikti pagrindinį vaidmenį astrocitų veikloje, kintant deguonies kiekiui [4].  

 

Astrocitai ir jų reaktyvumas yra susiję su smegenų išemija ir neurodegeneracinėmis ligomis, 

kurios turi svarbią įtaką žmogaus emocinei ir fizinei sveikatai. Senėjimas – pagrindinis 

neurodegeneracinių ligų (NL) rizikos veiksnys. Senstant vyksta nuo laiko priklausomi anatominiai ir 

fiziniai pokyčiai, mažinantys gyvo organizmo funkcines ir fiziologines galimybes [35]. Dažniausiai 

paplitusios NL yra Alzheimerio liga, Parkinsono liga ir išsėtinė sklerozė. Šios ligos paveikia daugiau nei 

6 milijonus žmonių Jungtinėse Valstijose [36–40]. NL paprastai yra susiję su mikrovaskuline 

degeneracija, neurovaskulinių ryšių suirimu ir kraujo smegenų barjero disfunkcija ir kelia didelį pavojų 

žmonių sveikatai dėl savo sudėtingos patofiziologijos, susijusios su atminties ir pažinimo praradimu, o 

tai gali turėti įtakos žmogaus gebėjimui kalbėti, vaikščioti ir net kvėpuoti [41–45]. 

 

Kita centrinės nervų sistemos liga smegenų insultas yra pagrindinė motorikos sutrikimo 

priežastis suaugusiesiems, antroji pažinimo sutrikimo priežastis po Alzheimerio ligos ir antroji moterų 

ir vyrų mirties priežastis, todėl tai yra didelė visuomenės sveikatos problema [46–48]. Smegenų išemija 

yra kritinė būklė, kuri prasideda dėl sumažėjusios smegenų kraujotakos. Nepakankama kraujotaka lemia 

medžiagų apykaitos sutrikimą ir smegenų audinio mirtį. Esant ūmei insulto fazei, išeminėje zonoje 

atsiranda uždegimas, dėl prasiskverbiančių kraujo imuninių ląstelių per pažeistą kraujo ir smegenų 

barjerą. Infiltruojantis imuninėms ląstelėms, išskiriami įvairūs uždegimo mediatoriai [49]. 
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Kadangi centrinės nervų sistemos ligos yra didelė šiuolaikinės visuomenės problema, 

mokslininkai atkreipė dėmesį į metforminą, kaip vieną iš galimų gydymo pasirinkimų. Metforminas yra 

sintetinis derivatas iš žolinio augalo. Tai yra vaistas tradiciškai naudojamas diabeto gydymui [50]. 1957 

m. prancūzų diabetologas Jeanas Sterne'as pirmasis paskelbė apie vaisto savybes ir poveikį [51]. 

Metforminas mažina gliukozės kiekį kraujyje, nedidindamas insulino sekrecijos iš kasos beta ląstelių, 

bet slopindmas periferinę ir kepenyse vykstančią gliukozės gamybą, todėl vaistas nesukelia 

hipoglikemijos [52]. Be to, nebuvo  nustatyta didelių saugumo problemų vartojant vaistą daugiau nei 

šešiasdešimt metų [53]. Vienintelis šalutinis poveikis, apie kurį buvo pranešta - vaistas sukelia pieno 

rūgšties acidozę vartojant dideles dozes. Dėl to vaistas nerekomenduojamas sergantiems sunkiu kepenų 

funkcijos sutrikimu ir lėtine inkstų liga [54]. Be jo taikymo diabetui gydyti, metforminas turi 

priešuždegiminių, priešvėžinių, kardioprotekcinių, hepatoprotekcinių ir turi antioksidacinių savybių ir 

šiuo metu yra tiriamas kaip vaistas tiesiogiai veikiantis CNS [55–57]. Metforminas balansuoja „mirties 

ir išgyvenimo“ signalus pirminiams neuronams, kurie pagerinama energijos apykaitą [58]. 

 

Ikiklinikiniai tyrimai parodė, kad nuo adenozino 5-monofosfato aktyvinama kinazė (AMPK) 

priklausomi mechanizmai yra atsakingi už antioksidacinį vaisto poveikį su senėjimu susijusiems CNS 

sutrikimams [57, 59, 60]. Iš esmės, vaistas veikia dviem mechanizmais: AMP aktyvuotos proteinkinazės 

priklausomu ir nuo AMPK nepriklausomu būdu [61]. Pirma, metforminas slopina I mitochondrijų 

kompleksą kvėpavimo grandinėje ir mažina ląstelių kvėpavimą. Tai padidina ADF:ATF ir adenozino 

5’-monofosfatas (AMF):ATF santykius, kurie suaktyvina AMPK ir padidina ATF gamybą bei sumažina 

suvartojimą [62]. Be to, AMPK aktyvinimas metforminu slopina acetilo kofermento A (acetil-CoA) 

karboksilazės fosforilinimą, kuris padidina β oksidaciją ir riebalų rūgščių įsisavinimą, o tai galiausiai 

pagerina lipidų apykaitą ir jautrumą insulinui [63]. AMPK aktyvinimas skatina gliukozės suvartojimą ir 

slopina gliukozės išsiskyrimą [64]. Nuo AMPK nepriklausomas metformino mechanizmas slopina 

mitochondrijų glicerolio-3-fosfato dehidrogenazę, kuri slopina gliukoneogenezę [65].Taigi Metformino 

vaidmuo mažinant senėjimą skatinančius procesus kaip hiperglikemiją, hiperinsulinemiją, daro jį 

patrauklų tyrimų galimybei [57]. 

 

Kadangi insultas yra viena iš pagrindinių diabeto pasėkmių, buvo atlikta epidemiologinių 

tyrimų su diabetu sergančių pacientų populiacijomis. Išanalizavus duomenis paaiškėjo, jog tarp asmenų 

vartojusių metforminą sumažėjo rizika sirgti insultu, o sergantiems išeminiu insultu pacientams 

sumažėjo mirtingumas per mėnesį laiko po cerebrovaskulinės išemijos [5–7]. Eksperimentiniai tyrimai, 

nagrinėjantys metforminą, kaip išeminį insultą modifikuojantį gydymą, nustatė, kad vaistas sumažino 

smegenų histologinį pažeidimą ir pagerino funkcinius rezultatus, taip pat atsiskyrė šį apsauginį poveikį 
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nuo antidiabetinio poveikio [59, 66–68]. Manoma, kad astrocitų mirties slopinimas gali apriboti 

smegenų architektūros pažeidimus. Metforminas slopina deguonies ir gliukozės trūkumo sukeltą 

astrocitų apoptozę, vėliau reaktyviąja astrogliozę ir glijos rando susidarymą, taip pat pagerina 

neurologinius rezultatus po insulto [8]. Be to, nustatyta, kad metforminas aktyvuoja AMPK ir keičia 

metabolizmą pelių smegenų žievės astrocituose [69]. AMPK yra aktyvuojamas astrocituose kombinuoto 

deguonies ir gliukozės trūkumo (DGT) metu ir kad tiek farmakologinis, tiek genetinis AMPK slopinimas 

lemia didelį ląstelių gyvybingumo sumažėjimą [70]. Tačiau nustatyta, kad astrocituose AMPK 

aktyvacija trunka nuo 4 iki 6 valandų, nepaisant to, kad stimulas išlieka, o tai reiškia, kad AMPK 

deaktyvuojama reakcija į DGT, todėl vėliau ląstelių gyvybingumas mažėja. Metforminas padėjo išlaikyti 

AMPK aktyvavimą iki 12 valandų, esant DGT [71]. Ikiklinikiniai tyrimai parodė, kad išgėrus vieną dozę 

50–150 mg/kg, metforminas gali kirsti hematoencefalinį barjerą ir atkurti smegenų AMPK aktyvumą 

[72–74]. 

 

Alzheimerio liga yra dažniausia demencijos forma ir progresuojantis neurodegeneracinis 

sutrikimas, sukeliantis atminties praradimą ir pažinimo disfunkcija. Metforminas turi stiprų 

priešuždegiminį poveikį, todėl tiriant nustatyta, jog pagerina Alzheimerio liga sergančių asmenų 

neuropatologinius pokyčius ir sumažina pažinimo sutrikimus. Tyrimai buvo atlikti su 2 tipo cukriniu 

diabetu sergančia žmonių grupe ir su diabetu sergančiomis pelėmis. Tyrimas su žmonėmis įrodė, kad 

metformino vartojimas per burną ar per nosį gali pagerinti AD pacientų atmintį ir pažinimą [75, 76]. 

Įdomu ir tai, kad metformino vartojimas sumažina erdvinės atminties trūkumą, amiloido-β plokštelių 

atsidėjimą, kurios yra būdingos AL, lėtinį uždegimą aktyvindamas mikroglijas ir astrocitus ir taip pat 

priešuždegiminius mediatorius pelių hipokampe ir žievėje [77–80].  

 

Kita dažna neurodegeneracinė liga - Parkinsono liga. Jai būdingas laipsniškas dopaminerginių 

neuronų nykimas juodojoje medžiagoje ir Lewy kūnelių kaupimąsis [81]. Mitochondrijų disfunkcija, 

oksidacinis stresas, uždegimas ir k.t. – Parkinsono ligos požymiai [82, 83]. Iš ankstesnių tyrimų 

nustatyta, kad metforminas sumažina mitochondrijų, neatliekančių savo funkcijos, skaičių ir aktyvių 

deguonies formų (ROS) generavimą ir veikia kaip antioksidacinė priemonė [84]. Visgi metformino 

poveikis juodajai medžiagai dar nėra išsamiai ištirtas, tačiau metforminas buvo tiriamas ir kaip galima 

gydymo priemonė išsėtinei sklerozei gydyti. IS – tai chroninė demielinizuojanti liga [85]. Senstant 

sutrinka oligodendrocitų pirmtakų diferenciaciją į oligodendrocitus, mieliną formojančias ląsteles [86]. 

Metforminas veikdamas  oligodendrocitų pirmtakus, stimuliavo remielinizaciją per priklausomą nuo 

AMPK mechanizmą ir pagerino mitochondrijų funkciją, reikalingą diferencijavimui. Taip pat 

metforminas sumažino oksidacinį stresą [87, 88]. Taigi metforminas gali apriboti neurologinį deficitą 

sergant IS ir  kitomis neurodegeneracinėmis ligomis. 
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11. TYRIMO METODIKA IR METODAI 

Tyrimo objektas - žiurkių smegenų žievės astrocitų pirminės kultūros, augintos ant plastiko 

paviršiaus šešių šulinėlių kasetėse. Kultūrų auginimas, dažymas bei paruošimas nuo Ca2+ koncentracijos 

priklausančios fluorescencijos matavimui buvo atliktas LSMU MA Neuromokslų instituto Biochemijos 

laboratorijoje. Kultūrų skyrimą, auginimą ir dažymą atliko biochemijos laboratorijos mokslo darbuotojai  

dr. Paulius Čižas ir dr. Silvija Jankevičiūtė (vadovė - prof. Vilmantė Borutaitė). 

 

Periodiškai laike besikeičiančios viduląstelinės Ca2+ koncentracijos astrocitų kultūrų ląstelėse 

stebėjimui ir matavimui buvo pasirinktas nuo Ca2+ koncentracijos priklausančios fluorescencijos optinės 

registracijos metodas. Skirtingai nuo neuronų, tokiose elektriškai pasyviose smegenų ląstelėse, kaip 

mikroglija ar astrocitai, Ca2+ jonų srautų nagrinėjimui nenaudojami įprasti elektrofiziologiniai metodai 

(pvz., registracija nuo visos ląstelės prisiūrbiamais elektrodais arba registracija aštriais elektrodais), nes  

greiti pasikeitimai pagrinde vyksta ląstelės citozolyje, neįtraukiant ląstelės membranos joninių kanalų. 

Šiame darbe naudojamo fluorescencinio optinio Ca2+ signalo matavimo metodo privalumai: 1. 

Fluoresencijos žadinimui naudojama optinio spektro mėlyna šviesa (bangos ilgis λ = 510-550 nm) 

sukelia minimalius ląstelių pažeidimus ir praktiškai neturi įtakos viduląsteliniams procesams; 2. Vienos 

registracijos metu matuojami ir analizuojami apytiksliai dešimties astrocitų ląstelių fluorescenciniai 

signalai, kas leidžia pakankamai greitai surinkti didelės ląstelių populiacijos duomenis statistinei 

analizei, todėl bandymuose naudojama mažiau kultūrų ir, atitinkamai, žudoma mažiau laboratorinių 

gyvūnų. Tačiau, optinės registracijos metodui netinka „trimatės“ - tankiai priaugusios,  persiklojančios 

ar daugiasluoksnės ląstelių kultūros. Šitas metodo apribojimas ypatingai aktualus astrocitų kultūroms, 

nes astrocitų ląstelės yra pakankamai didelės. Astrocitų kūnai išauga iki 10-20 μm skersmens, taip pat 

prisideda 20-30 μm ilgio ataugos, kurios persikloja, todėl taikant optoregistracijos metodą vienu metu 

fiksuojami viršutinio ir gilesnių ląstelių sluoksnių fluorescenciniai signalai, kurių parametrų (pvz., 

signalų amplitudžių) negalima lyginti, o signalų „rūšiavimo“ į prasmingus bei triukšmą, tokiu atveju, 

neįmanoma automatizuoti. Dėl šių metodo trūkumų fluorescencinio signalo matavimui naudojamoms 

astrocitų kultūroms taikomi griežti reikalavimai: jos turi būti vieno sluoksnio bei pilnai nepadengiančios 

auginimo paviršiaus, kas užtikrina gerą „objektas-fonas“ santykį. 

 

11.1 Pirminės grynos astrocitų ląstelių kultūrų paruošimas bei auginimas 

 

Astrocitų kultūra buvo išskiriama iš 1-5 dienų amžiaus abiejų lyčių Wistar veislės žiurkių 

jauniklių galvos smegenų pusrutulių žievės. Skyrimo procedūra atlikta sterilioje aplinkoje (laminaras 

HERASAFE KS), naudojant sterilius įrankius. Skalpeliu atskiriama smegenų žievė nuo likusių smegenų 
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dalių ir perkeliama į Petri lėkštelę su fosfatiniu druskų buferiniu tirpalu (PBS, Gibco) tirpalu (4 °C), 

papildytu 1 % antibiotiko penicilino-streptomicino (Gibco) ir gliukozės (13 mM) tirpalais. Pincetu 

pašalinamos matomos kraujagyslės ir smegenų dangalai, smegenų žievė perkeliama į naują Petri lėkštelę 

su PBS tirpalu (4 °C). Išpreparuota smegenų žievė skalpeliu supjaustoma į mažus gabalėlius, perkeliama 

į mėgintuvėlį su steriliu Verseno tirpalu (1:5000, Gibco) ir inkubuojama 5 min. ląstelių auginimo 

inkubatoriuje (37  ⁰C, 5 % CO2), kas minutę švelniai pavartant. Po inkubacijos smegenų žievės gabalėliai 

5-6 kartus buvo resuspenduojami su automatine pipete Verseno tirpale. Resuspenduoti žievės gabaliukai 

perkeliami į sterilų mėgintuvėlį su nauja astrocitų augimo terpe (37 °C) DMEM GlutaMAX (angl. 

Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco), papildyta 1 % antibiotiko penicilino-streptomicino tirpalu 

ir 10 % fetaliniu veršelio serumu (FBS, Gibco), ir centrifuguojami (centrifuga Eppendorf 5810 R) 290xg, 

5 min. kambario temperatūroje. Po centrifugavimo supernatantas pašalinamas, o nusėdusios ląstelės 

užpiltos nauja astrocitų augimo terpe resuspenduojamos ir filtruojamos pro 100 μm ir 40 μm filtrus 

(Falcon, JAV). Prafiltruota ląstelių suspensija užsėjama į 75 cm2 ląstelių auginimo flakonus, padengtus 

vandeniniu polilizino (angl. poly-(L)-lysine) tirpalu, santykiu 20:1, ir auginama 24 val., naudojant 15 ml 

ląstelių auginimo terpės. Po 24 val. ląstelių auginimo, terpė pilnai pakeičiama į šviežią ir toliau kas 2–3 

dienas pusė auginimo terpės keičiama į šviežią auginimo terpį. Ląstelės inkubuojamos vidutiniškai 7–

10 paras ląstelių auginimo inkubatoriuje (HERACELL 150i) ir vėliau naudojamos eksperimentiniams 

tyrimams ([89] aprašytą ir LSMU Biochemijos laboratorijoje modifikuotą metodiką). 

 

Eksperimentiniams tyrimams astrocitų ląstelės mechaniškai atkeliamos ir praplaunamos du 

kartus PBS tirpalu, siekiant pašalinti kultūroje esančias kito tipo glijos ląsteles (mikrogliją, 

oligodendrocitus). Po mechaninio atkėlimo ir plovimo, ląstelės papildomai užpilamos tripsino tirpalu 

(TrypLE Express; Gibco; JAV) ir inkubuojamos 5-8 min. 37 °C temperatūroje. Po fermentinio atkėlimo, 

tripsino tirpalas neutralizuojamas nauja astrocitų auginimo terpe ir gauta ląstelių suspensija 

centrifuguojama 290xg, 5 min. kambario temperatūroje. Po centrifugavimo supernatantas pašalinamas, 

ląstelės pakartotinai resuspenduojamos nauja lątelių auginimo terpe ir sėjamos į eksperimentines 

lėkšteles, padengtas vandeniniu polilizino tirpalu (santykiu 20:1), 30 000 ląst./cm2 tankiu. Grynomis 

astrocitų ląstelių kultūromis buvo laikomos kultūros, kurias sudarė ne mažiau kaip 90 % astrocitų 

ląstelių. 

 

Eksperimentiniai modeliai: 

 

Normoksija 
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Normoksinėmis sąlygomis tyrime laikyta, kai pirminė astrocitų ląstelių kultūra 24 val. buvo 

inkubuojama ląstelių auginimo inkubatoriuje (37 °C, 5% CO2). Normoksinėmis sąlygomis inkubuotos 

ląstelės buvo vertinamos kaip kontrolinė grupė. 

 

Hipoksija 

Siekiant modeliuoti švelnios išemijos sąlygas in vitro, kurioms būdingas deguonies trūkumas, 

smegenų astrocitų ląstelių kultūroms buvo sukeliama simuliuota išemija (hipoksija), ląsteles 24 val. 

inkubuojant hipoksinėje kameroje (93% N2, 5% CO2, 2% O2; 37 °C). 

 

Hipoksija+Metforminas 

Sklirtingų koncentracijų biguanidas metforminas (250 μM, 500 μM ir 1mM ) buvo pridėtas į 

hipoksijos sąlygomis auginamų kultūrų ląstelių terpę ir jos buvo inkubuojamos 24 val. hipoksinėje 

kameroje (93% N2, 5% CO2, 2% O2; 37 °C).  

  

11.2 Astrocitų kultūrų paruošimas optiniam fluorescencijos matavimui 

 

Ca2+ koncentracijos greitų svyravimų astrocitų kultūrų ląstelių citozolyje matavimas tapo 

įmanomas nudažius astrocitų ląsteles membranai laidžiais Ca2+ jautriais dažais (OGB-AM, Oregon 

Green 488 BAPTA-1AM, Invitrogen). Tam tikslui į kultūrų augimo terpę buvo pridedama 2µM OGB-

AM, po to kultūra su dažais buvo inkubuojama įprastomis sąlygomis 30 min. Po inkubacijos su OGB-

AM dažais augimo terpė buvo keičiama su tikslu pašalinti į ląsteles nepatekusius Ca2+ jautrių dažų 

likučius. Po terpės keitimo ląstelės dar kartą buvo inkubuojamos normaliomis sąlygomis (37 °C, 5% 

CO2) 10 min. bėgyje. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

11.3 Optinis nuo Ca2+ koncentracijos priklausančios fluorescencijos intensyvumo matavimas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 pav. Eksperimento schema 

 

Astrocitų ląstelių kultūros, išaugintos šešių šulinėlių plastikinėje kultūrų auginimui skirtoje 

kasetėje, nuo Ca2+ koncentracijos priklausančio fluorescencijos signalo registravimo metu buvo 

laikomos ant pastovią fiziologinę temperatūrą (36-37 ºC) palaikančio termostato, sukonstruoto 

Neurofiziologijos laboratorijoje. Greitus periodinius Ca2+ koncentracijos svyravimus ląstelių citozolyje 

atspindintys fluorescencinio signalo pokyčiai buvo fiksuojami aukštos raiškos (5,5 megapikselių) greito 

veikmo (iki 1000 kadrų per sekundę) sCMOS vaizdo kamera (Neo, Andor). Fluorescencijos žadinimui 

astrocitų kultūros buvo apšvietos didelės galios 480 nm bangos ilgio šviesos diodų lempos šviesa, ją 

praleidžiant per U-MWIBA3  510-550 nm bangos ilgio filtrą (1 pav.). Pirminių fluorescencinių vaizdų 

gavimui buvo naudojama Solis (Andor) programinė įranga. Eksperimentai buvo atliekami visiškai 

tamsioje kameroje pašalinus visus foninio apšvietimo šaltinius.  
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11.4 Fluorescencinių vaizdų analizė 

A.                                                                                    C. 

 

B.  

 
2 pav. Optinių vaizdų analizės etapai: A. Astrocitų ląstelių nuo Ca2+ priklausančių 

fluorescencijos signalų, kurie daugiau nei 5 % viršijo fluorescencijos vidurkį, vaizdinimas 

(fotonais). B. Signalų, kurių amplitudė viršijo vidurkį (fotonais) atvaizdavimas erdvėje - parodo 

taškus, kuriuose matavimo laikotarpio bėgyje įvyko reikšmingas Ca2+ koncentracijos pasikeitimas. 

Šitų signalų amplitudės turėjo būti bent 5 kartus didesnės nei fluorescencijos standartinis 

nuokrypis. C. Išgrynintų prasmingų signalų kitimas laike (sutartiniais vienetais – fotonais). 

Gretimų taškų signalai buvo automatiškai sumuojami triukšmams sumažinti. 

 

Astrocitų kultūra, nudažyta kalciui jautriais dažais OGB-AM, buvo registruojama 1280×500 

pikselių plote. Norint sumažinti triukšmą, kiekvienam vaizdo pikseliui analizuoti buvo priskirti 2×2 

kameros fotoaparato pikseliai. Kiekvienoje astrocitų kultūroje buvo filmuojami bent 2 skirtingi 

nepriklausomi regionai. Fluorescenciniai vaizdai buvo gauti filmuojant 200 - 300 s bėgyje 2 Hz dažniu. 

Siekiant identifikuoti ląsteles, turinčias reikšmingai didelius kalcio koncentracijos pokyčius, optiniai 

vaizdai pradžioje buvo analizuojami Neurofiziologijos laboratorijoje Python kalba parašytų programų 

paketu, naudojant SciPy atvirojo kodo programinę įrangą (2 pav.). Prasmingais fluorescencijos signalai 



20 
 

buvo laikomi tada, jei jų absoliuti amplitudė, ΔF, (sutartiniai vienetai - fotonai) buvo didesnė už 5 %  

fluorescencijos vidurkio, F, ir smailės amplitudė, ΔF, buvo bent 5 kartus didesnė už mažiausius 

standartinius fluorescencijos nuokrypius. Kadangi kiekviena atskira ląstelė buvo vaizduojama daugelių 

pikselių, aptikti signalai buvo sumuojami ir apskaičiuojami jų vidurkiai tuo atveju, jei jie visi buvo 

gretimuose taškuose, mažesnėje nei 20×20 pikselių srityje. Sritys su aptiktais signalais vaizduose taip 

pat buvo papildomai patikrintos naudojant „ImageJ2“ programinės įrangos paketą. Atrinktų 

fluorescencinių signalų lėto gesimo laike dažų išblukimo panaikinimui [90] buvo taikomas paprastas 

santykių metodas: analizuojant vaizdus, mažėjantis vidutinis fluorescencijos intensyvumas plote, 

esančiame aplink aptiktą signalą, buvo naudojamas signalo intensyvumo slopinimo koeficientui 

apskaičiuoti ir signalo išblukimui kompensuoti. Iš fluorescencinių vaizdų buvo įvertinamas „ramybės“ 

fluorescencijos lygis F, apskaičiuotas prieš pat savaiminį kalcio koncentracijos pokytį, ir taip pat 

išmatuojama didžiausia fluorescencijos vertė F+ΔF. Signalo stiprumo ir dažnio analizei naudojome 

didžiausią santykinę fluorescencijos signalo amplitudės vertę ΔF/F, jei jis viršijo 5 % ribą.  

 

Kadangi astrocitų ląstelės yra išplitusios erdvėje, branduolio srityje sugeneruoto Ca2+ signalo ir 

to paties signalo periferinėse ataugose svyravimo fazė skiriasi dėl pakankamai didelio atstumo tarp 

branduolio ir ataugos galo (iki 40 μm), todėl visi automatiškai aptikti signalai buvo dar kartą patikrinami 

naudojant atviro kodo ImageJ (Fiji rinkinys) programą, kad vieną ląstelę „atstovautų“ tik vienas, 

didžiausios amplitudės svyravimas, generuojamas branduolio srityje.  

   

Fluorescencinių signalų statistinė analizė buvo atlikta naudojant SciPy atviro kodo paketą. 

Duomenų pasiskirstymo normališkumas buvo įvertinamas D’Agostino ir Pearson’o normališkumo 

testais. Skirtumams tarp duomenų vidurkių statistiniam patikimumui įvertinti normaliai 

pasiskirsčiusiems duomenims buvo naudojamas Stjudento t-testas. 
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12. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

 

Nuo Ca2+ koncentracijos priklausančios fluorescencijos matavimo metodu buvo nagrinėjami 

savaiminiai, santykinai greiti (atsirandantys mažiau nei per 20 sekundžių), periodiniai viduląstelinės 

Ca2+ koncentracijos pokyčiai pirminių žiurkės žievės astrocitų kultūrų ląstelėse. Kadangi astrocitų 

funkcinis aktyvumas vyksta dėka Ca2+ signalų generavimo ir plitimo ląstelės viduje, Ca2+ signalizacijos 

pokyčiai atspindi funkcinės astrocitų būklės pokyčius. Šiame darbe aprašyti tyrimai buvo atlikti su 

normoksijos sąlygomis augintomis astrocitų kultūromis (9 kultūros, viso registruotų ląstelių - 86) ir su 

kultūromis po 24 valandų laikymo hipoksijos kameroje (7 kultūros, 104 registruotos ląstelės). 

Normoksijoje augintos ir hipoksinių sąlygų paveiktos astrocitų kultūros ląstelės demonstravo periodiškai 

pasikartojančius Ca2+ koncentracijos svyravimus su gerai išreikštais Ca2+ signalų maksimumais ir 

minimumais (4 pav.). Astrocitų generuojamų Ca2+ greitų svyravimų aprašymui ir analizei buvo parinkti 

tokie parametrai: 

 

1. Signalo stiprumo apibūdinimui buvo naudojama santykinė amplitudė ΔF/F (matavimo 

vienetai - %, skaičiuojama kaip santykis absoliučios fluorescencinio signalo amplitudės, išmatuotos 

sutartiniais vienetais - fotonais - svyravimo maksimume, ir signalo absoliučios amplitudės, išmatuotos 

fotonais prieš Ca2+ signalo kilimą). Naudojant santykinę signalo amplitudę galime lyginti skirtingo 

viduląstelinio tūrio astrocitų ląstelių fluorescenciją ir skirtingų kultūrų ląstelių fluorescencinių signalų 

intensyvumą, nes šis parametras, skirtingai nuo absoliučios signalo amplitudės, leidžia eliminuoti 

skirtumus dėl galimai nevienodo dažų patekimo į skirtingas ląsteles bei skirtingo tūrio ląstelių 

fluorescencijos stiprumo skirtumus. 

 

2. Analizuojant signalo trukmę, naudojome 1/2 impulso trukmės, išmatuotos impulso pusės 

amplitudės lygyje, T-pusė (s). 

 

3. Signalo amplitudės kritimo greitis Td1/2 (s), matuojamas nuo taško, kuriame Ca2+ 

koncentracija (ir, atitinkamai, fluorescencija) pasiekia maksimalios vertės iki 1/2 signalo amplitudės 

vertės. 

 

4. Svyravimų periodas, s. Kadangi astrocitų viduląstelinė Ca2+ koncentracija laike kinta 

periodiškai, svarbu yra išmatuoti ne tik paties greito fluorescencinio  signalo, atspindinčio trumpalaikį 

Ca2+ koncentracijos pokytį, trukmę, bet taip pat įskaityti pauzės tarp signalų laiką, nes būtent jis 

apibūdina ląstelės gebėjimą gražinti padidėjusią Ca2+ koncentraciją į pradinę būseną, t.y. apibūdina 
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ląstelės metabolinę būklę. Periodas (s) šiame darbe nebuvo konvertuojamas į svyravimų dažnį (Hz), nes 

palyginimus tarp skirtingų signalo parametrų patogiau buvo daryti sekundėmis, suvienodinus matavimo 

vienetus. 

 

Analizuojant skirtingomis sąlygomis augintų astrocitų kultūrų ląstelių aktyvumą, visų pirma 

buvo įvertinta, koks skaičius visų registruotų ląstelių demonstravo greitus Ca2+ svyravimus 

normoksijoje, ir koks – po paros laikymo hipoksinėje kameroje. Iš 86 registruotų astrocitų normoksijos 

sąlygomis augintose kultūrose (9 kultūros) greitus Ca2+ signalus demonstravo 65, arba 75,5 %. Tuo tarpu 

iš 104 astrocitų ląstelių, kurios buvo augintos hipoksijos sąlygomis (7 kultūros), greitus Ca2+ 

koncentracijos svyravimus turėjo tik 40, arba 38,5 %. Taigi, po hipoksijos sąlygų taikymo aktyvių 

ląstelių astrocitų kultūroje sumažėjo beveik dvigubai. Astrocitų ląstelių skaičiavimas buvo atliktas 

naudojant fluorescencinius vaizdus pagal gerai matomus branduolius. Šviesinės astrocitų kultūrų 

nuotraukos, padarytos Olympus (Japonija) mikroskopu naudojant 40 kartų didinantį imersinį objektyvą, 

dėl netaisyklingos ląstelių formos ir dalinio persiklojimo nėra informatyvios (3 pav.) ir apsunkina atskirų 

ląstelių identifikavimą.   

 

A.     B.    

 

3 pav. A. Šviesinė  pirminės žiurkių astrocitų kultūros nuotrauka (x40): dėl netaisyklingos 

specifinės formos bei persiklojimo šviesinėje nuotraukoje astrocitų ląstelių skaičiavimas yra 

apsunkintas. B. Fluorescenicinė tos pačios kultūros vietos nuotrauka: ląstelės buvo suskaičiuotos 

pagal ryškiai fluorescuojančius branduolius (skaičiais pažymėtos Ca2+ koncentracijos pasikeitimo 

taškai). 

 

Kadangi normoksijoje ir hipoksijoje augintos astrocitų ląstelės turėjo greitus periodinius Ca2+ 

svyravimus (4 pav. A, B), buvo įvertinti ir palyginti šitų signalų pagrindiniai parametrai. Normoksijos 

sąlygomis Ca2+ signalo vidutinė trukmė T-pusė buvo 4,94±1,1 s, o hipoksijos – 5,16±1,96 s. Svyravimų 

kritimo greičio Td1/2 vidurkis normoksijoje siekė 2,98±0,9 s, o hipoksijoje – 2,97±0,73 s. Skirtumai 
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tarp šitų signalų parametrų normoksijoje ir hipoksijoje labai menki, statistiškai reikšmingų pokyčių 

nebuvo. Tačiau normoksijos sąlygomis augintų kultūrų Ca2+ signalų santykinės amplitudės vidurkis 

buvo 18,57±8,88%, o po paros laikymo hipoksinėje kameroje Ca2+ signalų santykinės amplitudės 

vidurkis statistiškai patikimai (p<0,01, Student’o testas) sumažėjo iki 14,27±4,63%. Taip pat statistiškai 

reikšmingai hipoksijoje išaugo Ca2+ svyravimų periodas – nuo 11,65± 3.24 s normoksijoje iki 

16,85±6,87 s po hipoksijos imitacijos (p<0,001, Student’o testas). Apibendrinant: po hipoksijos sąlygų 

taikymo, sumažėjo astrocitų generuojamų Ca2+ signalų stiprumas ir, kadangi impulsų trukmė 

nepasikeitė, o periodas statistiškai reikšmingai išaugo - pailgėjo pauzė tarp Ca2+ impulsų generavimo (4 

pav., A, B). 

 

 A.   B. 

4 pav.  Astrocitų kultūrų ląstelėse generuojami greiti savaiminiai Ca2+ koncentracijos 

pokyčiai (fluorescencinis signalas fiksuotas greitaveike Andor kamera, filmavimo dažnis - 2 Hz, 

filmavimo laikas – 300 s, absoliuti signalų amplitudė - sutartiniais vienetais, fotonais). A. Tipiniai 

Ca2+ svyravimai laike normoksijos bei B. hipoksijos sąlygomis augintuose astrocituose.  Santykinės 

amplitudės vidurkis atitinkamai 18,57% ir 14,27%, osciliacijų periodas – 11,65 s ir 16,85 s. 

 

 Metforminas - plačiai naudojamas antihiperglikeminis vaistas 2 tipo diabeto gydymui [91–

93]. Tačiau naujausi tyrimai parodė, kad metforminas taip pat turi neuroprotekcinį poveikį 

hipoksijos/išemijos atveju, kadangi slopina mitochondrijų I komplekso aktyvumą neuronų kultūrose [94, 

95], mažina išeminio insulto sukeltą oksidacinį stresą [96, 97], apsaugo neuronus nuo apoptozės bei 
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uždegiminių procesų [98, 99]. Šitų mokslinių žinių šviesoje buvo nutarta patikrinti, ar metforminas turi 

apsauginį poveikį švelnios hipoksijos paveiktų astrocitų funkcijai. Kadangi būtent Ca2+ signalai 

astrocituose atspindi jų funkcinę būklę [100], buvo atlikta eksperimentų serija, kurioje buvo įvertinti 

parametrai nuo Ca2+ koncentracijos priklausančių fluorescencinių signalų, generuojamų  astrocitų 

kultūrų ląstelėse, kai, prieš talpinant astrocitus 24 val. į hipoksijos kamerą, į kultūrų augimo terpę buvo 

pridėtas metforminas. Pridėto metformino koncentracijos - 250 μM, 500 μM ir 1mM - buvo parinktos 

panašios į naudotus moksliniuose tyrimuose su kito tipo glijos – mikroglijos - kultūrų ląstelėmis [101]. 

Didžiausios koncentracijos - 1 mM - metformino pridėjimas prieš sukeliant 24 val. švelnią hipoksiją 

praktiškai panaikino astrocitų ląstelių gebėjimą generuoti Ca2+ signalus. Mažesnių – 500 μM ir 250 μM 

- metformino koncentracijų taikymas hipoksijos metu astrocitų gebėjimui generuoti periodinius Ca2+ 

svyravimus įtakos neturėjo: signalo trukmės vidurkis tapo 4,79±1,04 s ir 4,78±0,58 s atitinkamai, o 

signalo gesimo greitis – 2,89±0,82 s bei  2,8±0,4 s. Šitie Ca2+ svyravimų parametrai praktiškai identiški 

išmatuotiems astrocituose kaip normoksijoje, taip ir po paros laikymo hipoksijos sąlygose be pridėtinio 

metformino, todėl galimai atspindi nepakitusį Ca2+ išlaisvinimo iš viduląstelinių saugyklų molekulinių 

procesų/mechanizmų veikimą, dėl to silpnai priklauso nuo išorinių sąlygų. Tačiau mažesnių 

koncentracijų metformino taikymas prieš hipoksiją pagerina kitus hipoksijos paveiktų astrocitų Ca2+ 

svyravimų parametrus - signalo santykinę amplitudę ir svyravimų periodą. Taikant 500 μM 

koncentracijos metforminą, išmatuota Ca2+ signalų santykinė amplitudė tapo 16,28±7,39 %, o pridėjus 

250  μM metformino prieš hipoksiją signalų amplitudė dar labiau išaugo iki 16,97±6,72 %. Svyravimų 

santykinės amplitudės augimas palyginus su hipoksinėmis sąlygomis be metformino augintų ląstelių 

signalų stiprumu (14,27±4,63 %) nebuvo statistiškai patikimas, tačiau stebėta augimo tendencija. Dar 

didesnį protekcinį poveikį mažos koncentracijos metformino taikymas prieš sukeliant hipoksiją turėjo 

Ca2+ svyravimų periodui: 500 μM metformino pridėjimas sumažino jį iki 14,01±2,64 s, o 250  μM - iki 

12,01±1,41 s. Periodo sumažėjimas palyginus su hipoksija (16,85±6,87 s) buvo statistiškai reikšmingas: 

atitinkamai p<0,05 ir p<0,001, Student’o testas. Taigi, taikymas 250  μM koncentracijos metformino 

leido astrocitų ląstelėms geriau atlaikyti hipoksijos poveikį ir palaikyti astrocitų Ca2+ svyravimo 

parametrus artimesniais vertėms esančioms normoksijoje (5 pav.). 
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5 pav. Astrocitų kultūrų ląstelių, augintų normoksijos (Control) bei hipoksijos (Hypoxia) 

sąlygomis be ir su 0,25 mM (Met025) ir 0,5 mM (Met05) pridėtiniu metforminu generuojamų Ca2+ 

svyravimų parametrų palyginimas. Normoksijoje registruotų ląstelių skaičius buvo n=86, po 

sukeltos hipoksijos – n=104, pridėjus 0,5 mM metformino registruotos n=82 ląstelės, pridėjus 0,25 

mM metformino – n=50. A. Santykinė signalo amplitudė, lyginant su normoksija, statistiškai 

reikšmingai sumažėjo po 24 h hipoksijos kameroje (p<0,01). Pridėjus metformino, signalo 

amplitudė padidėjo, tačiau be statistiškai reikšmingų pokyčių. B. Ca2+ svyravimų periodas po 24 h 

hipoksijos statistiškai reikšmingai išaugo palyginus su normoksija (p<0,01). Prieš hipoksijos 

sukėlimą pridėtas metforminas  statistiškai patikimai sugrąžina svyravimų dažnį arčiau būdingo 

normoksijoje – 0,25 mM metformino p<0,001, o 0,5 mM – p<0,05. Grafikuose * atitinka p<0,05, ** 

p<0,01, ***  p<0,001. 

 

Be to, santykinai mažų koncentracijų metformino pridėjimas prieš hipoksijos sukėlimą 

padidino greitus Ca2+ svyravimus turinčių astrocitų ląstelių skaičių. Jeigu hipoksijos sąlygomis be 

metformino augintoe kultūrose Ca2+ signalus turėjo tik 38,46 % visų ląstelių populiacijos, tai po 500 μM 

metformino taikymo jų skaičius išaugo iki  47,6 % (4 kultūros, 8 nepriklausomos filmavimo vietos, 

registruotos 82 ląstelės, iš jų atsakus demonstravo 39). Taikant 250 μM metformino koncentraciją, 
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aktyvių ląstelių skaičius dar labiau padidėjo iki 54 % (3 kultūros, 6 nepriklausomos filmavimo vietos, 

50 registruotų ląstelių, iš jų su atsakais – 27). 

 

6 pav. Ca2+ svyravimų amplitudė normoksijoje 

(kontrolinė grupė, A) ženkliai išaugo (vidutiniškai 1,7 

karto) po 5 mM Caf, aktyvuojančio RyR receptorius, 

pridėjimo į registravimo terpę (B). Pavaizduoti A. ir B. 

Ca2+ svyravimų sekos buvo registruotos toje pačioje 

kultūroje be ir su pridėtiniu Caf. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Siekiant priartėti prie stebimų Ca2+ koncentracijos svyravimų astrocituose mechanizmų 

supratimo, reikėjo išsiaiškinti, kokia iš pagrindinių viduląstelinių Ca2+ talpyklų – mitochondrijos ar 

endoplazminis tinklas – turėjo pagrindinę įtaką signalų generavime, o kokia - moduliacinę. Tam tikslui 

registravimo metu į normoksijos sąlygomis augintų ląstelių (kontrolinė grupė) terpę buvo pridėta 5 mM 

kafeino (Caf) (Cat# C0750, Sigma–Aldrich), kuris blokuoja intaląstelinį kanalą, medijuojant kalcio 

išsiskyrimą iš endoplazminio tinklo po inozitolio 1,4,5-trifosfato stimuliacijos (IP3R1) [102]ir aktyvuoja 

rianodino receptorius [103]. Spontaniškai astrocituose generuojamos Ca2+ osciliacijos buvo jautrios Caf 

pridėjimui, nes signalų amplitudė išaugo 1,7 karto (6 pav.). Tai rodo, kad greitų Ca2+ svyravimų 

astrocituose atsiradimas galimai susijęs su Ca2+ išleidimu pro RyR receptorius iš endoplazminio tinklo 

saugyklų. Tačiau mūsų eksperimentuose naudojamas biguanidas metforminas, kaip mitochondrijų I 

komplekso blokatorius, lėtina ATP sintezę ir atitinkamai trikdo Ca2+ homeostazės palaikymą ir, kaip 

parodė aukščiau aprašyti mūsų tyrimai, jis taip pat turi įtaką astrocitų Ca2+ signalų parametrams. Galima 

teigti, kad mitochondrijų veikla ir pro mPTP (mitochondrijų pralaidumo pereinamosios poros) 

išleidžiamas Ca2+ ne formuoja, bet moduliuoja astrocitų generuojamus Ca2+ greitus savaiminius 

svyravimus. I komplekso slopinimas mitochondrijų kvėpavimo grandinėje sukelia aktyvios ROS 

gamybą ir ATP trūkumą, kurie gali pažeisti ląstelę. Mažų koncentracijų metformino pridėjimas į ląstelių 
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augimo terpę prieš hipoksinių sąlygų imitaciją galimai iššaukia nedidelį ROS padidėjimą bei ATP 

trūkumą, bet iš kitos pusės sukelia lėtą prisitaikymą ir ląstelių pasiruošimą prie hipoksijos sąlygų sukeltų 

didesnių pažeidimų. Eksperimentuose su kitomis glijos ląstelėmis (mikroglija) buvo parodyta, kad 

didesnį metformino kiekiai normoksijos sąlygomis iššaukia ženklų ROS citozolyje padidėjimą [101]. 

Šitas „šalutinis“ metformino poveikio efektas gali paaiškinti tą faktą, kad pakankamai didelė metformino 

koncentracija (1 mM), naudojama mūsų eksperimentuose, sukėlė ne apsauginį efektą, o atvirkščiai – 

turėjo žalingą astrocitams poveikį: ląstelės su tokia pridėtinio metformino koncentracija po 24 val. 

inkubacijos hipoksinėmis sąlygomis visiškai negeneravo jokių Ca2+ signalų, nes galimai buvo pažeistos 

dideliu kiekiu išlaisvintų ROS.  Ta pati tendencija stebima ir naudojant mažesnes metformino 

koncentracijas: būtent 250 μM, o ne 500 μM koncentracija pasižymėjo geriausiu apsauginiu poveikiu - 

sugrąžino Ca2+ signalų amplitudę bei periodą link normoksijoje stebėtų verčių, padidino spontaninius 

svyravimus turinčių ląstelių populiaciją nuo 38,46% buvusiu hipoksijoje be metformino iki 54%. Šitus 

mūsų eksperimentuose gautus rezultatus patvirtina kitų mokslininkų klinikinio metformino taikymo 

darbai, kuriuose išaiškėjo, jog didelių metformino dozių (200 mg/kg) vartojimas iškart po nugaros 

smegenų sužalojimų ne tik neturėjo teigiamo efekto, tačiau dar labiau pablogindavo judėjimo funkcijų 

atstatymą ir lėmė didesnį mirtingumą. Tuo tarpu dvigubai mažesnių metformino dozių (100 mg/kg) 

vartojimas pagerindavo gijimo procesą bei pasižymėjo neuroprotekciniu poveikiu [104]. 

 

Apibendrinant, lėtas ir saikingas mažų metformino koncentracijų sukeltas ROS generavimas 

bei mitochondrijų I kvėpavimo komplekso švelnus blokavimas yra naudinga savybė, leidžianti išsaugoti 

astrocitų ląstelių Ca2+ homeostazę įvairių pažeidimų, tame tarpe - švelnios hipoksijos sąlygose. Kadangi 

Ca2+ signalizacija yra susijusi su astrocitų kaip pagrindinių smegenų energetinio metabolizmo 

reguliatorių funkcijomis [105]metforminas gali išsaugoti ne tik astrocitų, bet ir nuo astrocitų veiklos 

priklausantį smegenų neuronų audinį po išemijos. Taip pat, skirtingas metformino trumpalaikis ir 

ilgalaikis poveikis astrocitams gali būti svarbus jo klinikiniam taikymui. Kadangi metforminas gali 

sukelti ROS gamybą per pirmąją vartojimo valandą [101], jis gali pakenkti smegenų audiniui, jei bus 

naudojamas iškart po traumos ar išemijos. Tačiau, metforminas gali turėti apsauginį efektą, jei jo 

nedidelės dozės bus vartojamos prevenciškai prieš planuojamas smegenų operacijas, kai yra kraujagyslių  

pažeidimo rizika arba padidėja išeminio insulto rizika. 
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13.  IŠVADOS 

1. Astrocitų ląstelės, augintos normoksinėmis ir hipoksiją imituojančiomis sąlygomis, 

demonstravo pakankamai greitus (iki 20 s trukmės) savaiminius, nuo Ca2+ koncentracijos priklausančius 

fluorescencijos svyravimus. Svyravimų signalų trukmė ir amplitudės kritimo greitis nuo augimo sąlygų 

nepriklausė, tačiau hipoksinėmis sąlygomis augintų astrocitų Ca2+ signalų amplitudė statistiškai 

patikimai sumažėjo, o periodas (arba pauzė tarp generuojamų periodinių signalų) statistiškai patikimai 

išaugo. Taip pat po hipoksijos sumažėjo Ca2+ signalus generuojančių ląstelių skaičius.  

2. Biguanido metformino, pridėto į astrocitų kultūrų augimo terpę prieš sukeliant 24 val. 

hipoksiją imituojančias sąlygas, poveikis ląstelių Ca2+ signalizacijai priklausė nuo jo koncentracijos: 1 

mM metformino koncentracija ne tik nepasižymėjo apsauginiu poveikiu, tačiau visiškai panaikino 

astrocitų gebėjimą generuoti Ca2+ svyravimus; tuo tarpu mažesnių - 500 μM ir 250 μM - pridėtinio 

metformino koncentracijos turėjo protekcinį poveikį - sugrąžino osciliacijų amplitudę arčiau esančios 

normoksijoje (teigiama tendencija) bei statistiškai patikimai sumažino signalų generavimo periodą, 

padidino Ca2+ signalą generuojančių ląstelių skaičių.  

3. Ca2+ svyravimų generavimo šaltiniu astrocituose tarnauja endoplazminis tinklas, o ne 

mitochondrijų mPTP pora, nes endoplazminiame tinkle ekspresuojamo RyR receptoriaus skatintojo 

kafeino (Caf, 0,5 mM) pridėjimas į ląstelių augimo terpę iššaukė generuojamų Ca2+ signalų amplitudės 

augimą 1,7 karto. Tačiau I mitochondrijų kvėpavimo komplekso blokatoriaus metformino įtaka astrocitų 

Ca2+ svyravimų parametrams įrodo mitochondrijų veiklos moduliacinį poveikį Ca2+ astrocitų signalams.  
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