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1. SANTRAUKA

Rugilé Satkauskaité , Ca?* signaly tyrimas hipoksijos paveiktose astrocity kultiiry Iastelése*

Tyrimo tikslas: naudojant optoregistracijos metodg istirti ir palyginti parametrus spontaniniy sglyginai
greity Ca®* koncentracijos svyravimy, vykstanéiy astrocity lasteliy kultiirose, augintose normoksijos ir
hipoksijos salygomis be ir su pridétiniu biguanidu metforminu.

UZdaviniai: 1. Jsisavinti nuo Ca?* koncentracijos priklausanéiy fluorescenciniy signaly registravimo
metodika bei gauty duomeny statistinés analizés metodus ir programas. 2. Isanalizavus greitus Ca®*
svyravimus astrocity kulttiry Igstelése, augintose normoksijos ir hipoksijos saglygomis, jvertinti ir
palyginti greity trumpy Ca®* koncentracijos poky¢iy parametrus. 3. Jvertinti skirtingy koncentracijy
biguanido metformino galimg poveikj hipoksijos salygomis augintoms Igsteléms.

Tyrimo metodika: tirti greiti Ca?* periodiniai koncentracijos poky¢iai ziurkiy smegeny zievés
astrocity lasteliy pirminése kultiirose, augintose normoksijos ir hipoksijos saglygomis, taip pat pridéjus
metformino pries sukeliant hipoksijos imitacijg. Ca®* koncentracijos poky¢iy tyrimams naudota nuo
Ca?* priklausancio fluorescencininio signalo optoregistracija.

Tyrimo rezultatai: Normoksijos salygomis augintose kultiirose greitus Ca®" signalus demonstravo
75,5 %, o hipoksijos salygomis - 38,5 % visy populiacijos lasteliy. Po hipoksijos salygy taikymo,
statistiSkai reik§mingai sumazéjo astrocity generuojamy Ca®’ signaly amplitudé iki 14,27+4,63 %
(normoksijoje sieke 18,57+8,88 %). Kadangi impulsy trukmé nepasikeité, o svyravimy periodas
(normoksijoje - 11,65+3.24 s, hipoksijoje - 16,85+6,87 s) statistiSkai reikSmingai iSaugo, - pailgéjo pauze
tarp Ca®" impulsy, sulétéjo signaly generavimo gebéjimas. 1 mM metformino pridéjimas pries hipoksija
panaikino Ca?" svyravimus astrocituose. Ta¢iau 500 ir 250 uM koncentracijos metformino taikymas
prie$ hipoksija padidino signalo santyking amplitude atitinkamai iki 16,28+7,39 % ir 16,97+6,72 %, ir
sumazino svyravimy periodg iki 14,01+2,64 s ir 12,01+1,41 s. Po 500 uM metformino taikymo aktyviy
lasteliy skaic¢ius iSaugo iki 47,6 %, o po 250 uM - iki 54 %.

ISvados: astrocity lastelés, augintos normoksinémis ir hipoksija imituojanciomis salygomis,
demonstravo pakankamai greitus (iki 20 s trukmés) savaiminius, nuo Ca?* koncentracijos priklausan¢ius
svyravimus. Hipoksinémis salygomis auginty astrocity Ca®" signaly amplitudé statistiskai patikimai
sumazgjo, o periodas iSaugo. Pridéjus metformino pries hipoksija imituojancias salygas buvo pastebéta:
1 mM metformino koncentracija panaikino astrocity gebéjima generuoti Ca?* svyravimus, 500 uM ir
250 uM koncentracijos tur¢jo protekcinj poveikj - sugrazino osciliacijy amplitude arciau esancios
normoksijoje bei sumazino signaly generavimo perioda, padidino Ca?" signalg generuojanéiy lasteliy
skai¢iy. Ca®* svyravimy generavimo $altinis yra endoplazminis tinklas, o mitochondrijos atsakingos uz

moduliacinj poveikj Ca®" astrocity signalams.



2. ABSTRACT

Rugilé Satkauskaité ,, Investigation of Ca?* 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 Ca?*-sensitive fluorescence registration.

Objectives: 1. To master the methodology of recording fluorescence signals dependent on Ca?
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 Ca?* concentration after analyzing
the rapid fluctuations of Ca?* 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 Ca?* 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. Ca?*-sensitive fluorescence was used to record
changes in concentrations.

Research results: Rapid Ca?* signals were observed in cultures grown under normoxic conditions - 75.5
%, and under hypoxia - 38.5 %. After application of hypoxic conditions, the strength of Ca?* 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 Ca?* pulse generation. The
addition of 1 mM before hypoxia vanished the ability of astrocyte cells to generate Ca?* signals. The
application of 500 and 250 pM metformin before hypoxia improved signal amplitudes by 16.28 + 7.39
% (500 uM) and 16.97 £ 6.72% (250 uM) and reduced the period of oscillation 14.01 £ 2.64 s (500 uM)
and 12.01 = 1.41 s (250 uM). After application of 500 pM metformin, the number of active cells
increased to 47.6 % and 54 % - after 250 uM.

Conclusions: astrocyte cells grown under normoxic and hypoxic conditions showed sufficiently rapid
(up to 20 s) spontaneous fluctuations depending on Ca?* concentration. The amplitude of Ca?* 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 Ca®* fluctuations, 500 uM and 250 pM 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 Ca?* fluctuations

in astrocytes and mitochondria are responsible for modulating effects on Ca?* astrocyte signals.



3. PADEKA

Nuosirdi padéka baigiamojo magistro darbo vadovei dr. Natasai Svirskienei uz didziulg pagalba
ruoSiant §j darbg. Taip pat LSMU MA Neuromokslo instituto Biochemijos laboratorijos vadovei prof.

Vilmantei Borutaitei, dr. Pauliui CiZui ir dr. Silvijai Jankevi¢iiitei uz tyrimo objekta.

4. INTERESU KONFLIKTAS

Interesy konfliktas rengiant baigiamajj magistro darbg nekilo.

Tyrimo objekto — Zziurkés Zievés astrocity kultliry auginimo terpiy reagentai ir jrankiai,
optoregistacijai naudoti dazai, pridétiniai reagentai buvo finansuojami Visuotinés dotacijos projekto Nr.
LMT-K-712-01-013 ,,Smegeny iSeminiy pazaidy ir apsauginiy mechanizmy tyrimas: mitochondrijy
nespecifinio laidumo pora ir Igsteliy Zitis senéjanciose smegenyse* 1éSomis, vadové prof. V.Borutaité.

Mokslinis analitinis darbas buvo finansuojamas LSMU Medicinos fakulteto studijy 1Sy fondo.

5. ETIKOS KOMITETO LEIDIMAS

Bandomyjy gyviiny naudojimo jmonei - LSMU, Neuromoksly institutas, Neurofiziologijos
laboratorija (bandomyjy gyviiny jmonés veterinarinio patvirtinimo numeris: LT-61-19-001) - suteiktas
Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti eksperimentus su gyviinais (Wistar linijos

ziurkés) Nr. G2-147. Leidimas i8duotas 2020-05-13, galioja iki 2022-12-31.



6. SANTRUMPOS

CNS — centriné nervy sistema

Al — neurotoksinis reaktyviy astrocity fenotipas

A2 — neuroproteksinis reaktyviy astrocity fenotipas

PGE2 — prostaglandinas E2

EET — epoksieikosatrieno riigstis

20-HETE — 20-hidroksieikozatetraeno rugstis

ATF — adenozino 5’-trifosfatas

ADF — adenozino 5’-difosfatas

AMF — adenozino 5’-monofosfatas

8-Br-cADP ribozé — 8-bromo-ciklinés adenozino 5’-trifosfato ribozé

NL — neurodegeneracing liga

AMPK - adenozino 5-monofosfato aktyvinama kinazé (angl. AMP-activated protein kinase)
Acetil-CoA karboksilazé — acetilo kofermento A karboksilazé

DGT — deguonies ir gliukozés trikumas

IS — i§sétiné sklerozé

OGB-AM - lIastelés membranai laidiis Ca?* jautriis dazai (angl. Oregon Green 488 BAPTA-1AM)
PBS — fosfatiniu drusky buferiniu tirpalu (angl. phosphate buffered saline)

FBS — fetalinis verSelio 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 - mitochondrijy pralaidumo pereinamosios poros

Caf — kafeinas

IP3R1 — intalgstelinis kanalas, kuris medijuoja kalcio i$siskyrimg i§ endoplazminio tinklo po inozitolio

1,4, 5-trifosfato stimuliacijos



7. SAVOKOS

Astrogliozé — yra nenormalus astrocity skaiCiaus padidéjimas po neurony zuties dél centrinés nervy
sistemos traumos, infekcijos, iSemijos, insulto, autoimuniniy reakcijy ar neurodegeneracinés ligos.
Apoptozé — viena programuotos Igsteliy mirties rasiy.

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

Dichotomija — padalijimas kokios nors visumos j dvi dalis ir tam tikru atveju kiekvienos i8 jy - vél j dvi
dalis ir t.t.

Eksitoksiskumas — neurony pazeidimas dél ekscitatoriniy neuromediatoriy padidéjimo.

Fagocitozé — tai procesas, kuriam vykstant maisto dalelé ar visa lastelé yra apgaubiama didesnés lastelés
membranos ir lieka Sios lastelés viduje kaip ,,maisto vakuolé®.

Gliukoneogenezé — metabolinis kelias, kuriame yra gaminama gliukozé i$ ne angliavandeniy substraty,
bet i8 tokiy junginiy, kaip laktatas, glicerolis ir gliukogeninés aminoragstys.

Hipokampas — seniausia ir giliausiai nugrimzdusi j galvos smegeny vidy smegeny Zievés — apsiausto
(lot. pallium) dalis.

Homeostazé — reiskinys, kai sistema palaiko savo biiseng pastovig.

Mielinas — baltymy ir fosfolipidy miSinys, aplink daugelj nervy skaiduly sudarantis balk§va izoliacinj
apvalkala, kuris padidina impulsy perdavimo greitj.

Neurotransmiteris — organizme susidarantis cheminis junginys, pernesantis nervinj impulsa tarp nerviniy
lasteliy (neurony) cheminése sinapsése.

Neurotrofinis — reguliuojantis nervy audiniy mityba ir medziagy apykaita.

Rianodino receptoriai — tarplasteliniy kalcio kanaly klasé.
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8. IVADAS

Astrocitai yra specializuotos neuroglijos lgstelés, kuriy skai¢ius penkis kartus didesnis nei
neurony. Jie gaubia neuronus, atlicka daug svarbiy funkcijy ir palaiko homeostazg centinéje nervy
sistemoje (CNS) [1]. Reaguojant | smegeny audinio pazeidimus, iSemijg astrocitai tampa reaktyvis. Yra
i§skiriami du jy tipai - neurotoksinis arba prouzdegiminis fenotipas (Al) ir neuroprotekcinis arba
prieSuzdegiminis fenotipas (A2) [2]. Astrocitai reaguoja | CNS pazeidimus per procesg - reaktyvigja
astroglioze [1].

Svarbu yra suprasti deguonies kieko poky¢iy poveikj astrocitams, nes $i glijos lastelé ir
neuronai gali bati veikiami hipoksijos ar anoksijos jvairiais ligy atvejais, pavyzdziui iSeminio insulto,
neurodegeneraciniy ligy metu, kurios yra didziulé problema Siuolaikinéje visuomengje, senstant
populiacijai [3]. Manoma, kad hipoksijos paveikti astrocitai mobilizuoja Ca?* i3 intralgstelinio
rezervuaro per rianodino receptoriy (RyR) aktyvinima [4]. Kadangi astrocitai reaguoja j iSemija Ca?*
koncentracijos svyravimais — jy aktyvuma galima tirti nuo kalcio priklausancio fluorescencininio signalo

optoregistracija.

Ieskant tinkamo gydymo CNS ligoms, buvo atkreiptas démesys | metforming, antidiabet;,
biguanidy grupés vaista. Atlikti tyrimai, parodé, jog pacientams vartojantiems §j vaista, sumaz¢jo rizika
sirgti insultu, o patyrusiems smegeny iSemija mirtingumo rodikliai, 30 dieny po cerebrovaskulinio
jvykio, taip pat sumazéjo [5-7]. Metforminas slopindamas astrocity apoptoze ir reaktyviaja gliozg

sumazina smegeny architektiiros pazeidimus ir pagerina neurologinius rezultatus po insulto [8].

Sio tyrimo metu buvo nagrin¢jama, kaip in vitro skiriasi astrocity generuojami greiti Ca?*
koncentracijos poky¢iai normoksijoje ir po hipoksija imituojanciy salygy. Taip pat buvo istirta kaip
skirtingos metformino koncentracijos, kuriy buvo pridéta pries sukuriant lengvos iSemijos salygas, turi
itakos astrocity kultiiry lasteliy aktyvumui bei skirtingy metformino doziy galima nauda/zZala astrocity

Ca?* homeostazei iemijos atveju.



9. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tyrimo tikslas: naudojant optoregistracijos metodg istirti ir palyginti parametrus spontaniniy sglyginai
greity fluorescenciniy signaly, priklausanéiy nuo vidulastelinés Ca?* koncentracijos svyravimy,
vykstanc¢iy astrocity kultiiry lastelése, augintose normoksijos ir hipoksijos salygomis be ir su pridétiniu

biguanidu metforminu.
Uzdaviniai:

1. Jsisavinti nuo Ca®* koncentracijos priklausanéiy fluorescenciniy signaly registravimo metodika bei

gauty duomeny statistinés analizés metodus ir programas.

2. Isanalizavus greitus Ca®* svyravimus astrocity kultiiry lastelése, augintose normoksijos ir hipoksijos

salygomis, jvertinti ir palyginti greity trumpy Ca®" koncentracijos poky&iy parametrus.

3. Ivertinti skirtingy koncentracijy biguanido metformino galima poveikj hipoksijos salygomis

augintoms lasteléms.



10. LITERATUROS APZVALGA

Astrocitai yra glijos lastelés, kilusios i§ neuroninés kilmés kamieniniy Igsteliy [9]. Astrocitai
yra labiausiai paplites lasteliy tipas suaugusiyjy centringje nervy sistemoje. Sios lastelés atlieka
nepakei¢iamg vaidmenj palaikant normalig CNS funkcijg [10]. Astrocitai sgveikauja su neuronais ir jy
sinapsémis, oligodendrocitais, oligodendrocity pirmtaky lgstelémis, mikroglija, perivaskulinémis

lastelémis, smegeny dangaly fibroblastais ir cirkuliuojan¢iomis imuninémis Igstelémis [1].

Daugybé tyrimy per pastaruosius 20 mety atskleidé, kad pilkosios medziagos astrocitai (dar
zinomi kaip protoplazminiai astrocitai) yra neatsiejami sinapsiy komponentai, kurie kontroliuoja
sinapsiy susidaryma ir funkcija [11]. Vienas astrocitas gali padengti daugiau nei 100 000 sinapsiy peléje
ir daugiau nei milijong sinapsiy zmogaus smegenyse [12]. Dél jy glaudaus rys$io su sinapsémis, astrocitai

reguliuoja pagrindinius sinapsiy susidarymo aspektus, brendimg ir funkcija [13].

Sveikame CNS audinyje astrocitai palaiko tarplasteliniy skyséiy, jony ir neurotransmiteriy
homeostaze [1]. Viena i§ svarbiausiy astrocity funkcijy smegenyse yra jy neurotransmiteriy pasalinimo
kontrolé. Tai ypa¢ svarbu kalbant apie glutamata, kurio buvimo laikas sinapsiniame plySyje turi bati
grieztai kontroliuojamas, kad biity iSlaikytas signalo perdavimas nuo vieno neurono link kito. Astrocitai
apriboja glutamato issiliejimg j netoliese esancias sinapses ir jy receptoriy aktyvavimg, nes glutamato
kaupimasis tarplastelingje erdvéje gali sukelti pernelyg didelj glutamaterginiy receptoriy aktyvavimag
taip sukeldamas eksitotoksiskuma, daugelio neurodegeneraciniy ligy skiriamajj bruoza [14]. Astrocitai
skaido glutamato pertekliy j glutaming ir grazina jj atgal | neuronus, taip palaikoma normali sinapsiy
funkcija [15]. Panasiai per daugybe kanaly astrocitai kontroliuoja jony pusiausvyrg sinapséje, jskaitant

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

Astrocitai yra svarbis palaikant smegeny audinio metabolizma, teikdami metabolinj substrata,
reaguojant | padidéjusj energijos poreiki neuronams. Gliukoze yra pagrindinis smegeny energijos Saltinis
ir patenka ] Igsteles per palengvinancius gliukozés transporterius [17]. Taip neuronai yra apriipinami
energijos substratu - gliukozés metabolitais [18]. Kai gliukozés kiekis smegenyse yra pakankamas,
astrocitai kaupia glikogena, kad jj biity galima panaudoti ateityje, did¢jant neurony energijos poreikiui.
Kai susiduriama su gliukozes trukumu, glikogeno atsargos naudojamos laktatui gaminti, kuris véliau
siun¢iamas ] netoliese esan¢ius neuronus ir esant aktyviai neurony veiklai iSskiria juos. Naudojant
astrocity energijos rezervuarg yra palaikoma neurony veikla, o Igstelés viduje kaupiamas glikogenas

veikia ir kaip apsauginis mechanizmas nuo hipoglikemijos [19].
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Kita labai svarbi astrocity funkcija yra palaikyti vieting kraujotakg Smegenyse.
Neurotransmiteriai, iSsiskiriantys i§ aktyviy neurony, sukelia kalcio jony padidéjima astrocituose, todél
i§ astrocity galiniy pédy j kraujagysles iSsiskiria vazoaktyviis arachidono riigSties metabolital.
Prostaglandino E2 (PGE2) ir epoksieikosatrieno ragséiy (EET) sintezé plecia kraujagysles, o 20-
hidroksieikozatetraeno riigstis (20-HETE) sutraukia kraujagysles. K* iSsiskyrimas i§ astrocity galiniy
pédy taip pat gali prisidéti prie vazodilatacijos. Deguonis irgi moduliuoja astrocity kraujotakos
reguliavimg. Normoksinémis sglygomis astrocitiné Ca?* signalizacija sukelia vazodilatacija, o
hiperoksinémis sglygomis — vazokonstrikcijg. Astrocitai prisideda prie kraujagysliy tonuso palaikymo,
nes 20-HETE ir adenozino 5’-trifosfatas (ATF) iSsiskyrimas i$ astrocity sutraukia kraujagysliy lygiyjy
raumeny lasteles. Patologinémis salygomis, jskaitant Alzheimerio ligg ir diabeting retinopatija,

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

Astrocitai taip pat svarbls kraujagysliy remodeliacijai po smegeny po insulto, traumos.
Sveikose smegenyse zidininis astrocity pasalinimas nepakenkia kraujagyslinei struktiirai, tac¢iau iSemijos
paveiktose smegenyse pasalinus proliferuojanéius astrocitus sutrikdoma kraujagysliy remodeliacija,
pasireiskia prasta vaskuliarizacija. Astrocity trikumas sukelia uzsitesusia periinfarktine 1asteliy mirtj ir

pablogina motorikos ir elgsenos atsigavima [21].

Astrocitai, paveikti iSemijos tampa reaktyvis. GenetiSkai tiriant reaktyvius astrocitus, buvo
nustatyta, kad astrocitai gali biiti: neurotoksinio arba prouzdegiminio fenotipo Al ir neuroprotekcinio
arba prieSuzdegiminio fenotipo A2. Nors paprasta A1/A2 fenotipy dichotomija neatspindi plataus
astrocitiniy fenotipy spektro, tai padeda suprasti apie reaktyvig astrocity biisena, esant jvairiems CNS
sutrikimams [2]. Jy sukelta reaktyvioji astrogliozé gali riboti ar pagerinti smegeny funkcijos atsigavima.
Dél kai kuriy suzalojimy ir ligy susidaro neurotoksiniai astrocitai, kurie gali pabloginti patologija [22—
24] Sie reaktyvils astrocitai riboja nervy atsistatyma, pavyzdziui, i$skirdami augima slopinanius
veiksnius ir formuodami randg [25]. Manoma, jog astrocity fagocitozés funkcija, yra susijusi su mielino
pazeidimu ir yra atsakinga uZz pazeidimo patologija sergant iSsétine skleroze (IS) [26]. Be to, Al
astrocitai yra atsakingi uz sinapsiy eliminavimg ir neurony mirtj. Tyrimy duomenimis nustatyta, kad
mikroglija sukelia astrocity virtima neurotoksiniais A1 astrocitais, kurie buvo rasti pacienty smegenyse,
sergant issétine skleroze ir kitomis neurodegeneracinémis ligomis, tokiomis kaip: Alzheimerio liga,
Parkinsono liga ir amiotrofine Sonine skleroze. Antroji astrocity A2 subpopuliacija - vadinama
neurotrofine [23, 24]. Naujausi tyrimai rodo, kad reaktyvis astrocitai gali palengvinti aksony ataugimag
po CNS pazeidimo. Gali biiti, kad astrocitiniai glijos randai sukuria veiksnius, kurie pagerina neurony
regeneracija, nes sukuria aksoninj karkasg neuronams ir (arba) gamina ir stiprina neurotrofinius signalus

[27]. Sios akivaizdziai priestaringos reaktyviyjy astrocity funkcijos gali atsirasti dél lasteliy
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heterogeniSkumo ir suzalojimo tipo, specifinés skirtingy reaktyviy fenotipy indukcijos [21, 24, 28].
Todél gydymas, kuriuo siekiama sustiprinti reparacines funkcijas ir sumazinti kenksmingas reaktyviyjy

astrocity funkcijas, gali buti naudingas [21].

Siuo metu yra mazai Zinoma apie deguonies kieko poveikj Ca®* signalizacijai nesuzadinamose
lastelés, tokiose kaip astrocitai. Sj rysj yra labai svarbu jvertinti, nes astrocitai ir neuronai gali biti
veikiami santykinés hipoksijos (ar net anoksijos) jvairiais ligy atvejais, pvz., susijusios su sumazéjusiu
Sirdies iSmetamuoju tariu ar insultu. Sios salygos savo ruoztu gali sukelti polinkj j neurodegeneracinius
sutrikimus [3]. Be to, Ca®* signalizacija yra labai svarbi daugeliui jvairiy astrocity funkcijy kaip jau
minétos: sinapsiné moduliacija ir vietinés kraujotakos kontrolé [29-34]. Hipoksijos paveikti astrocitai
mobilizuoja Ca?* i3 intralastelinio rezervuaro per rianodino receptoriy aktyvinima. Be to, $is procesas
reikalauja ciklinés adenozino 5’-difosfato (ADF) ribozés susidarymo, nes Ca?* mobilizacijai visiskai
uzkirto kelig nikotinamidas arba 8-bromo-ciklinés adenozino 5’-trifosfato ribozé (8-Br-cADP ribozé),
ciklinés ADF ribozés antagonistas. Sie rezultatai jrodé ciklinés ADF ribozés dalyvavima hipoksiniame
Ca?* signaly moduliavime centrinéje nervy sistemoje. Taip pat patvirtino, jog $is rianodino receptoriy

moduliatorius gali atlikti pagrindinj vaidmenj astrocity veikloje, kintant deguonies kiekiui [4].

Astrocitai ir jy reaktyvumas yra susij¢ su smegeny iSemija ir neurodegeneracinémis ligomis,
kurios turi svarbig jtaka zmogaus emocinei ir fizinei sveikatai. Senéjimas — pagrindinis
neurodegeneraciniy ligy (NL) rizikos veiksnys. Senstant vyksta nuo laiko priklausomi anatominiai ir
fiziniai poky¢iai, mazinantys gyvo organizmo funkcines ir fiziologines galimybes [35]. Dazniausiai
paplitusios NL yra Alzheimerio liga, Parkinsono liga ir i§sétiné sklerozé. Sios ligos paveikia daugiau nei
6 milijonus zmoniy Jungtinése Valstijose [36—40]. NL paprastai yra susije su mikrovaskuline
degeneracija, neurovaskuliniy ry$iy suirimu ir kraujo smegeny barjero disfunkcija ir kelia didelj pavojy
zmoniy sveikatai dé¢l savo sudétingos patofiziologijos, susijusios su atminties ir pazinimo praradimu, o

tai gali turéti jtakos zmogaus gebéjimui kalbéti, vaikséioti ir net kvépuoti [41-45].

Kita centrinés nervy sistemos liga smegeny insultas yra pagrindiné motorikos sutrikimo
priezastis suaugusiesiems, antroji pazinimo sutrikimo priezastis po Alzheimerio ligos ir antroji motery
ir vyry mirties prieZastis, todél tai yra didelé visuomenés sveikatos problema [46-48]. Smegeny iSemija
yra kritiné buikle, kuri prasideda dél sumazéjusios smegeny kraujotakos. Nepakankama kraujotaka lemia
medziagy apykaitos sutrikimg ir smegeny audinio mirtj. Esant Gimei insulto fazei, iSeminéje zonoje
atsiranda uzdegimas, dél prasiskverbianciy kraujo imuniniy lgsteliy per pazeista kraujo ir smegeny

barjera. Infiltruojantis imuninéms lasteléms, iSskiriami jvairtis uzdegimo mediatoriai [49].
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Kadangi centrinés nervy sistemos ligos yra didelé Siuolaikinés visuomenés problema,
mokslininkai atkreipé démesj i metformina, kaip vieng i§ galimy gydymo pasirinkimy. Metforminas yra
sintetinis derivatas i§ Zolinio augalo. Tai yra vaistas tradiciSkai naudojamas diabeto gydymui [50]. 1957
m. pranciizy diabetologas Jeanas Sterne'as pirmasis paskelbé apie vaisto savybes ir poveikj [51].
Metforminas mazina gliukozés kiekj kraujyje, nedidindamas insulino sekrecijos i§ kasos beta lgsteliy,

bet slopindmas perifering ir kepenyse vykstanig gliukozés gamyba, todél vaistas nesukelia
hipoglikemijos [52]. Be to, nebuvo nustatyta dideliy saugumo problemy vartojant vaista daugiau nei
SeSiasdesimt mety [53]. Vienintelis Salutinis poveikis, apie kurj buvo pranesta - vaistas sukelia pieno
rigsties acidoze vartojant dideles dozes. Dél to vaistas nerekomenduojamas sergantiems sunkiu kepeny
funkcijos sutrikimu ir létine inksty liga [54]. Be jo taikymo diabetui gydyti, metforminas turi
prieSuzdegiminiy, prieSvéziniy, kardioprotekciniy, hepatoprotekciniy ir turi antioksidaciniy savybiy ir
Siuo metu yra tiriamas kaip vaistas tiesiogiai veikiantis CNS [55-57]. Metforminas balansuoja ,,mirties
ir iSgyvenimo* signalus pirminiams neuronams, kurie pagerinama energijos apykaitg [58].
Ikiklinikiniai tyrimai parodé, kad nuo adenozino 5-monofosfato aktyvinama kinazé (AMPK)
priklausomi mechanizmai yra atsakingi uz antioksidacinj vaisto poveikj su senéjimu susijusiems CNS
sutrikimams [57, 59, 60]. IS esmés, vaistas veikia dviem mechanizmais: AMP aktyvuotos proteinkinazés
priklausomu ir nuo AMPK nepriklausomu budu [61]. Pirma, metforminas slopina I mitochondrijy
kompleksa kvépavimo grandinéje ir mazina lasteliy kvépavima. Tai padidina ADF:ATF ir adenozino
5’-monofosfatas (AMF):ATF santykius, kurie suaktyvina AMPK ir padidina ATF gamyba bei sumazina
suvartojima [62]. Be to, AMPK aktyvinimas metforminu slopina acetilo kofermento A (acetil-CoA)
karboksilazes fosforilinima, kuris padidina B oksidacija ir riebaly riigs¢iy jsisavinima, o tai galiausiai
pagerina lipidy apykaita ir jautruma insulinui [63]. AMPK aktyvinimas skatina gliukozés suvartojima ir
slopina gliukozés iSsiskyrimg [64]. Nuo AMPK nepriklausomas metformino mechanizmas slopina
mitochondrijy glicerolio-3-fosfato dehidrogenaze, kuri slopina gliukoneogeneze [65].Taigi Metformino
vaidmuo mazinant senéjimg skatinancius procesus kaip hiperglikemija, hiperinsulinemija, daro jj

patraukly tyrimy galimybei [57].

Kadangi insultas yra viena i§ pagrindiniy diabeto pasékmiy, buvo atlikta epidemiologiniy
tyrimy su diabetu serganciy pacienty populiacijomis. I8analizavus duomenis paaiskéjo, jog tarp asmeny
vartojusiy metforming sumazéjo rizika sirgti insultu, o sergantiems iSeminiu insultu pacientams
sumazgjo mirtingumas per ménesj laiko po cerebrovaskulinés isemijos [5—7]. Eksperimentiniai tyrimai,
nagrinéjantys metforming, kaip iSeminj insultg modifikuojantj gydyma, nustaté, kad vaistas sumazino

smegeny histologinj pazeidimg ir pagerino funkcinius rezultatus, taip pat atsiskyré §j apsauginj poveikj
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nuo antidiabetinio poveikio [59, 66-68]. Manoma, kad astrocity mirties slopinimas gali apriboti
smegeny architektiiros pazeidimus. Metforminas slopina deguonies ir gliukozés trikumo sukelta
astrocity apoptoze, véliau reaktyvigja astroglioze ir glijos rando susidarymga, taip pat pagerina
neurologinius rezultatus po insulto [8]. Be to, nustatyta, kad metforminas aktyvuoja AMPK ir keicia
metabolizma peliy smegeny zievés astrocituose [69]. AMPK yra aktyvuojamas astrocituose kombinuoto
deguonies ir gliukozés trukumo (DGT) metu ir kad tiek farmakologinis, tiek genetinis AMPK slopinimas
lemia didelj lgsteliy gyvybingumo sumazéjimg [70]. Taciau nustatyta, kad astrocituose AMPK
aktyvacija trunka nuo 4 iki 6 valandy, nepaisant to, kad stimulas iSlieka, o tai reiSkia, kad AMPK
deaktyvuojama reakcija j DGT, todél véliau Igsteliy gyvybingumas mazéja. Metforminas padéjo islaikyti
AMPK aktyvavimg iki 12 valandy, esant DGT [71]. Ikiklinikiniai tyrimai parodé, kad iSgérus vieng doze
50-150 mg/kg, metforminas gali kirsti hematoencefalinj barjera ir atkurti smegeny AMPK aktyvumag

[72-74].

Alzheimerio liga yra dazniausia demencijos forma ir progresuojantis neurodegeneracinis
sutrikimas, sukeliantis atminties praradimg ir pazinimo disfunkcija. Metforminas turi stipry
prieSuzdegiminj poveikj, todél tiriant nustatyta, jog pagerina Alzheimerio liga serganéiy asmeny
neuropatologinius poky¢ius ir sumazina pazinimo sutrikimus. Tyrimai buvo atlikti su 2 tipo cukriniu
diabetu sergancia Zzmoniy grupe ir su diabetu serganciomis pelémis. Tyrimas su zmonémis jrodé, kad
metformino vartojimas per burng ar per nosj gali pagerinti AD pacienty atmintj ir pazinimg [75, 76].
Idomu ir tai, kad metformino vartojimas sumazina erdvinés atminties triikuma, amiloido-f ploksteliy
atsidéjima, kurios yra buidingos AL, 1étinj uzdegimg aktyvindamas mikroglijas ir astrocitus ir taip pat

priesuzdegiminius mediatorius peliy hipokampe ir Zievéje [77-80].

Kita dazna neurodegeneraciné liga - Parkinsono liga. Jai biidingas laipsniSkas dopaminerginiy
neurony nykimas juodojoje medziagoje ir Lewy kiineliy kaupimasis [81]. Mitochondrijy disfunkcija,
oksidacinis stresas, uzdegimas ir k.t. — Parkinsono ligos pozymiai [82, 83]. I§ ankstesniy tyrimy
nustatyta, kad metforminas sumazina mitochondrijy, neatliekanciy savo funkcijos, skaiéiy ir aktyviy
deguonies formy (ROS) generavimg ir veikia kaip antioksidaciné priemoné [84]. Visgi metformino
poveikis juodajai medziagai dar néra iSsamiai istirtas, tatiau metforminas buvo tiriamas ir kaip galima
gydymo priemoné iSsétinei sklerozei gydyti. IS — tai chroniné demielinizuojanti liga [85]. Senstant
sutrinka oligodendrocity pirmtaky diferenciacijg j oligodendrocitus, mieling formojancias lasteles [86].
Metforminas veikdamas oligodendrocity pirmtakus, stimuliavo remielinizacija per priklausomg nuo
AMPK mechanizmg ir pagerino mitochondrijy funkcija, reikalingg diferencijavimui. Taip pat
metforminas sumazino oksidacinj stresg [87, 88]. Taigi metforminas gali apriboti neurologinj deficitg

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

Tyrimo objektas - Ziurkiy smegeny zievés astrocity pirminés kultliros, augintos ant plastiko
pavirsiaus $esiy Sulinéliy kasetése. Kultiiry auginimas, daZymas bei paruosimas nuo Ca®* koncentracijos
priklausancios fluorescencijos matavimui buvo atliktas LSMU MA Neuromoksly instituto Biochemijos
laboratorijoje. Kultiiry skyrima, auginima ir dazyma atliko biochemijos laboratorijos mokslo darbuotojai

dr. Paulius Cizas ir dr. Silvija Jankeviciaté (vadové - prof. Vilmanté Borutaité).

Periodiskai laike besikei¢ian¢ios vidulastelinés Ca* koncentracijos astrocity kultiiry lastelése
steb&jimui ir matavimui buvo pasirinktas nuo Ca?* koncentracijos priklausanéios fluorescencijos optinés
registracijos metodas. Skirtingai nuo neurony, tokiose elektriSkai pasyviose smegeny lastelése, kaip
mikroglija ar astrocitai, Ca?* jony srauty nagrinéjimui nenaudojami jprasti elektrofiziologiniai metodai
(pvz., registracija nuo visos lastelés prisitirbiamais elektrodais arba registracija astriais elektrodais), nes
greiti pasikeitimai pagrinde vyksta lastelés citozolyje, nejtraukiant Igstelés membranos joniniy kanaly.
Siame darbe naudojamo fluorescencinio optinio Ca?* signalo matavimo metodo privalumai: 1.
Fluoresencijos zadinimui naudojama optinio spektro mélyna Sviesa (bangos ilgis A = 510-550 nm)
sukelia minimalius lasteliy pazeidimus ir prakti$kai neturi jtakos vidulgsteliniams procesams; 2. Vienos
registracijos metu matuojami ir analizuojami apytiksliai deSimties astrocity lasteliy fluorescenciniai
signalai, kas leidzia pakankamai greitai surinkti didelés lasteliy populiacijos duomenis statistinei
analizei, tod¢l bandymuose naudojama maziau kultiiry ir, atitinkamai, Zudoma maziau laboratoriniy
gyviny. Taciau, optinés registracijos metodui netinka ,trimatés* - tankiai priaugusios, persiklojancios
ar daugiasluoksnés Igsteliy kultiiros. Sitas metodo apribojimas ypatingai aktualus astrocity kultiroms,
nes astrocity lastelés yra pakankamai didelés. Astrocity kiinai iSauga iki 10-20 pm skersmens, taip pat
prisideda 20-30 um ilgio ataugos, kurios persikloja, todél taikant optoregistracijos metodg vienu metu
fiksuojami virSutinio ir gilesniy lasteliy sluoksniy fluorescenciniai signalai, kuriy parametry (pvz.,
signaly amplitudziy) negalima lyginti, o signaly ,,rii§iavimo* j prasmingus bei triuk§ma, tokiu atveju,
nejmanoma automatizuoti. D¢l §iy metodo trikumy fluorescencinio signalo matavimui naudojamoms
astrocity kulturoms taikomi griezti reikalavimai: jos turi biiti vieno sluoksnio bei pilnai nepadengiancios

auginimo pavirsiaus, kas uztikrina gera ,,0bjektas-fonas* santykj.

11.1 Pirminés grynos astrocity lasteliy kultiiry paruoSimas bei auginimas

Astrocity kultiira buvo iSskiriama i§ 1-5 dieny amziaus abiejy ly¢iy Wistar veislés ziurkiy
jaunikliy galvos smegeny pusrutuliy zieveés. Skyrimo procediira atlikta sterilioje aplinkoje (laminaras

HERASAFE KS), naudojant sterilius jrankius. Skalpeliu atskiriama smegeny Zievé nuo likusiy smegeny
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daliy ir perkeliama j Petri 1ékstele su fosfatiniu drusky buferiniu tirpalu (PBS, Gibco) tirpalu (4 °C),
papildytu 1 % antibiotiko penicilino-streptomicino (Gibco) ir gliukozés (13 mM) tirpalais. Pincetu
pasalinamos matomos kraujagyslés ir smegeny dangalai, smegeny zieve perkeliama j naujg Petri 1ekstele
su PBS tirpalu (4 °C). ISpreparuota smegeny zievé skalpeliu supjaustoma j mazus gabalélius, perkeliama
] mégintuvélj su steriliu Verseno tirpalu (1:5000, Gibco) ir inkubuojama 5 min. Igsteliy auginimo
inkubatoriuje (37 °C, 5 % COy), kas minute¢ Svelniai pavartant. Po inkubacijos smegeny zievés gabaléliai
5-6 kartus buvo resuspenduojami su automatine pipete Verseno tirpale. Resuspenduoti zievés gabaliukai
perkeliami j sterily mégintuvélj su nauja astrocity augimo terpe (37 °C) DMEM GlutaMAX (angl.
Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco), papildyta 1 % antibiotiko penicilino-streptomicino tirpalu
ir 10 % fetaliniu verSelio serumu (FBS, Gibco), ir centrifuguojami (centrifuga Eppendorf 5810 R) 290xg,
5 min. kambario temperatiroje. Po centrifugavimo supernatantas pasalinamas, o nusédusios Igstelés
uzpiltos nauja astrocity augimo terpe resuspenduojamos ir filtruojamos pro 100 pum ir 40 um filtrus
(Falcon, JAV). Prafiltruota lasteliy suspensija uzs¢jama i 75 cm?2 lasteliy auginimo flakonus, padengtus
vandeniniu polilizino (angl. poly-(L)-lysine) tirpalu, santykiu 20:1, ir auginama 24 val., naudojant 15 ml
lasteliy auginimo terpés. Po 24 val. Igsteliy auginimo, terpé pilnai pakei¢iama j §viezig ir toliau kas 2—3
dienas pusé auginimo terpés kei¢iama j §viezig auginimo terpj. Lastelés inkubuojamos vidutiniskai 7—
10 paras Igsteliy auginimo inkubatoriuje (HERACELL 150i) ir véliau naudojamos eksperimentiniams

tyrimams ([89] aprasyta ir LSMU Biochemijos laboratorijoje modifikuotg metodika).

Eksperimentiniams tyrimams astrocity lastelés mechaniskai atkeliamos ir praplaunamos du
kartus PBS tirpalu, siekiant paSalinti kultiroje esancias kito tipo glijos lasteles (mikroglija,
oligodendrocitus). Po mechaninio atkélimo ir plovimo, lastelés papildomai uzpilamos tripsino tirpalu
(TrypLE Express; Gibco; JAV) ir inkubuojamos 5-8 min. 37 °C temperatiiroje. Po fermentinio atkélimo,
tripsino tirpalas neutralizuojamas nauja astrocity auginimo terpe ir gauta lasteliy suspensija
centrifuguojama 290xg, 5 min. kambario temperatiiroje. Po centrifugavimo supernatantas pasalinamas,
lastelés pakartotinai resuspenduojamos nauja lateliy auginimo terpe ir séjamos ] eksperimentines
léksteles, padengtas vandeniniu polilizino tirpalu (santykiu 20:1), 30 000 last./cm? tankiu. Grynomis
astrocity lasteliy kultiromis buvo laikomos kultiiros, kurias sudaré ne maziau kaip 90 % astrocity

lasteliy.

Eksperimentiniai modeliai:

Normoksija
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Normoksinémis sglygomis tyrime laikyta, kai pirminé astrocity Igsteliy kultiira 24 val. buvo
inkubuojama lgsteliy auginimo inkubatoriuje (37 °C, 5% CO2). Normoksinémis saglygomis inkubuotos

lastelés buvo vertinamos kaip kontroliné grupé.

Hipoksija
Siekiant modeliuoti $velnios iSemijos salygas in vitro, kurioms biidingas deguonies trilkumas,
smegeny astrocity lasteliy kultiroms buvo sukeliama simuliuota iSemija (hipoksija), lasteles 24 val.

inkubuojant hipoksinéje kameroje (93% Nz, 5% CO2, 2% O»; 37 °C).

Hipoksija+Metforminas

Sklirtingy koncentracijy biguanidas metforminas (250 uM, 500 uM ir ImM ) buvo pridétas |
hipoksijos salygomis auginamy kultiiry lasteliy terpg ir jos buvo inkubuojamos 24 val. hipoksingje
kameroje (93% N2, 5% CO2, 2% O3; 37 °C).

11.2 Astrocity Kultiiry paruosimas optiniam fluorescencijos matavimui

Ca?* koncentracijos greity svyravimy astrocity kultiiry lasteliy citozolyje matavimas tapo
jmanomas nudazius astrocity lasteles membranai laidziais Ca?* jautriais dazais (OGB-AM, Oregon
Green 488 BAPTA-1AM, Invitrogen). Tam tikslui j kultiiry augimo terpg buvo pridedama 2puM OGB-
AM, po to kulttira su dazais buvo inkubuojama jprastomis saglygomis 30 min. Po inkubacijos su OGB-
AM dazais augimo terpé buvo kei¢iama su tikslu pasalinti j lasteles nepatekusius Ca?* jautriy dazy
likucius. Po terpés keitimo Igstelés dar karta buvo inkubuojamos normaliomis sglygomis (37 °C, 5%

COz2) 10 min. bégyje.
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11.3 Optinis nuo Ca?* koncentracijos priklausancios fluorescencijos intensyvumo matavimas

A=510-550 nm
X40

/
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1 pav. Eksperimento schema

Astrocity lasteliy kulttros, iSaugintos $esiy Sulinéliy plastikingje kultary auginimui skirtoje
kasetéje, nuo Ca?* koncentracijos priklausan¢io fluorescencijos signalo registravimo metu buvo
laikomos ant pastovig fiziologing temperatirg (36-37 °C) palaikan¢io termostato, sukonstruoto
Neurofiziologijos laboratorijoje. Greitus periodinius Ca®* koncentracijos svyravimus lasteliy citozolyje
atspindintys fluorescencinio signalo poky¢iai buvo fiksuojami aukstos raiskos (5,5 megapikseliy) greito
veikmo (iki 1000 kadry per sekunde) sCMOS vaizdo kamera (Neo, Andor). Fluorescencijos Zadinimui
astrocity kultiiros buvo apsSvietos didelés galios 480 nm bangos ilgio Sviesos diody lempos Sviesa, ja
praleidZiant per U-MWIBA3 510-550 nm bangos ilgio filtrg (1 pav.). Pirminiy fluorescenciniy vaizdy
gavimui buvo naudojama Solis (Andor) programiné jranga. Eksperimentai buvo atlickami visiskai

tamsioje kameroje pasalinus visus foninio apSvietimo Saltinius.
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11.4 Fluorescenciniy vaizdy analizé

A C.

2 pav. Optiniy vaizdy analizés etapai: A. Astrocity lgsteliy nuo Ca?* priklausandiy
Sfluorescencijos signaly, kurie daugiau nei 5 % virsijo fluorescencijos vidurkj, vaizdinimas
(fotonais). B. Signaly, kuriy amplitudé virsijo vidurkj (fotonais) atvaizdavimas erdvéje - parodo
taskus, kuriuose matavimo laikotarpio bégyje jvyko reik§mingas Ca®>* koncentracijos pasikeitimas.
Sity signaly amplitudés turéjo biiti bent 5 kartus didesnés nei fluorescencijos standartinis
nuokrypis. C. ISgryninty prasmingy signaly kitimas laike (sutartiniais vienetais — fotonais).
Gretimy taSky signalai buvo automatiskai sumuojami triukSmams sumazinti.

Astrocity kultiira, nudazyta kalciui jautriais dazais OGB-AM, buvo registruojama 1280x500
pikseliy plote. Norint sumazinti triukSma, kiekvienam vaizdo pikseliui analizuoti buvo priskirti 2x2
kameros fotoaparato pikseliai. Kiekvienoje astrocity kultiiroje buvo filmuojami bent 2 skirtingi
nepriklausomi regionai. Fluorescenciniai vaizdai buvo gauti filmuojant 200 - 300 s bégyje 2 Hz dazniu.
Siekiant identifikuoti Igsteles, turin¢ias reikSmingai didelius kalcio koncentracijos pokycius, optiniai
vaizdai pradzioje buvo analizuojami Neurofiziologijos laboratorijoje Python kalba paraSyty programy

paketu, naudojant SciPy atvirojo kodo programing jranga (2 pav.). Prasmingais fluorescencijos signalai
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buvo laikomi tada, jei jy absoliuti amplitudé, AF, (sutartiniai vienetai - fotonai) buvo didesné uz 5 %
fluorescencijos vidurkio, F, ir smailés amplitudé, AF, buvo bent 5 kartus didesné uz maziausius
standartinius fluorescencijos nuokrypius. Kadangi kiekviena atskira lastelé buvo vaizduojama daugeliy
pikseliy, aptikti signalai buvo sumuojami ir apskai¢iuojami jy vidurkiai tuo atveju, jei jie visi buvo
gretimuose taSkuose, mazesnéje nei 20x20 pikseliy srityje. Sritys su aptiktais signalais vaizduose taip
pat buvo papildomai patikrintos naudojant ,ImageJ2“ programinés jrangos paketa. Atrinkty
fluorescenciniy signaly léto gesimo laike dazy iSblukimo panaikinimui [90] buvo taikomas paprastas
santykiy metodas: analizuojant vaizdus, mazéjantis vidutinis fluorescencijos intensyvumas plote,
esanCiame aplink aptikta signalg, buvo naudojamas signalo intensyvumo slopinimo koeficientui
apskaiciuoti ir signalo iSblukimui kompensuoti. I§ fluorescenciniy vaizdy buvo jvertinamas ,,ramybés*
fluorescencijos lygis F, apskaiciuotas prieS pat savaiminj kalcio koncentracijos pokytj, ir taip pat
iSmatuojama didziausia fluorescencijos verté F+AF. Signalo stiprumo ir daznio analizei naudojome

didZiausia santyking fluorescencijos signalo amplitudés verte AF/F, jei jis vir$ijo 5 % riba.

Kadangi astrocity lastelés yra i$plitusios erdvéje, branduolio srityje sugeneruoto Ca?* signalo ir
to paties signalo periferinése ataugose svyravimo fazé skiriasi dél pakankamai didelio atstumo tarp
branduolio ir ataugos galo (iki 40 um), todél visi automatiskai aptikti signalai buvo dar kartg patikrinami
naudojant atviro kodo ImageJ (Fiji rinkinys) programa, kad vienag lastele ,,atstovauty® tik vienas,

didziausios amplitudés svyravimas, generuojamas branduolio srityje.

Fluorescenciniy signaly statistiné analizé buvo atlikta naudojant SciPy atviro kodo paketa.
Duomeny pasiskirstymo normaliSkumas buvo jvertinamas D’Agostino ir Pearson’o normaliSkumo
testais. Skirtumams tarp duomeny vidurkiy statistiniam patikimumui jvertinti normaliai

pasiskirs¢iusiems duomenims buvo naudojamas Stjudento t-testas.
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12. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Nuo Ca?" koncentracijos priklausancios fluorescencijos matavimo metodu buvo nagrinéjami
savaiminiai, santykinai greiti (atsirandantys maziau nei per 20 sekundziy), periodiniai vidulastelinés
Ca?" koncentracijos poky¢iai pirminiy ziurkés Zievés astrocity kultiiry Iastelése. Kadangi astrocity
funkcinis aktyvumas vyksta déka Ca** signaly generavimo ir plitimo lastelés viduje, Ca" signalizacijos
poky¢iai atspindi funkcinés astrocity biklés pokyéius. Siame darbe apra$yti tyrimai buvo atlikti su
normoksijos sglygomis augintomis astrocity kultiiromis (9 kulttiros, viso registruoty Igsteliy - 86) ir su
kultiromis po 24 valandy laikymo hipoksijos kameroje (7 kultiiros, 104 registruotos lastelés).
Normoksijoje augintos ir hipoksiniy salygy paveiktos astrocity kultiiros lastelés demonstravo periodisSkai
pasikartojan¢ius Ca** koncentracijos svyravimus su gerai iSreikStais Ca®’ signaly maksimumais ir
minimumais (4 pav.). Astrocity generuojamy Ca** greity svyravimy apra§ymui ir analizei buvo parinkti

tokie parametrai:

1. Signalo stiprumo apibuidinimui buvo naudojama santykiné¢ amplitudé AF/F (matavimo
vienetai - %, skaiCiuojama kaip santykis absoliucios fluorescencinio signalo amplitudés, iSmatuotos
sutartiniais vienetais - fotonais - svyravimo maksimume, ir signalo absoliu¢ios amplitudés, iSmatuotos
fotonais prie§ Ca?* signalo kilimg). Naudojant santyking signalo amplitude galime lyginti skirtingo
vidulastelinio tiirio astrocity lasteliy fluorescencijg ir skirtingy kulttiry lgsteliy fluorescenciniy signaly
intensyvuma, nes $is parametras, skirtingai nuo absoliuCios signalo amplitudés, leidzia eliminuoti
skirtumus dél galimai nevienodo dazy patekimo ] skirtingas lasteles bei skirtingo tiirio lgsteliy

fluorescencijos stiprumo skirtumus.

2. Analizuojant signalo trukme, naudojome 1/2 impulso trukmés, iSmatuotos impulso puses
amplitudes lygyje, T-pusé (s).

3. Signalo amplitudés kritimo greitis Td1/2 (s), matuojamas nuo tasko, kuriame Ca®"
koncentracija (ir, atitinkamai, fluorescencija) pasiekia maksimalios vertés iki 1/2 signalo amplitudés

vertes.

4. Svyravimy periodas, s. Kadangi astrocity vidulasteliné Ca?" koncentracija laike kinta
periodiSkai, svarbu yra iSmatuoti ne tik paties greito fluorescencinio signalo, atspindincio trumpalaikj
Ca®" koncentracijos pokytj, trukme, bet taip pat jskaityti pauzés tarp signaly laika, nes biitent jis

apibiidina lgstelés gebéjima grazinti padidéjusia Ca** koncentracijg j pradine biisena, t.y. apibiidina
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lastelés metaboling biikle. Periodas (s) Siame darbe nebuvo konvertuojamas j svyravimy daznj (Hz), nes
palyginimus tarp skirtingy signalo parametry patogiau buvo daryti sekundémis, suvienodinus matavimo

vienetus.

Analizuojant skirtingomis sglygomis auginty astrocity kultiiry lgsteliy aktyvuma, visy pirma
buvo jvertinta, koks skai¢ius visy registruoty lasteliy demonstravo greitus Ca?" svyravimus
normoksijoje, ir koks — po paros laikymo hipoksinéje kameroje. I 86 registruoty astrocity normoksijos
salygomis augintose kultiirose (9 kultiiros) greitus Ca** signalus demonstravo 65, arba 75,5 %. Tuo tarpu
i§ 104 astrocity lgsteliy, kurios buvo augintos hipoksijos sglygomis (7 kultiiros), greitus Ca**
koncentracijos svyravimus tur¢jo tik 40, arba 38,5 %. Taigi, po hipoksijos salygy taikymo aktyviy
lasteliy astrocity kultiroje sumazéjo beveik dvigubai. Astrocity lgsteliy skai¢iavimas buvo atliktas
naudojant fluorescencinius vaizdus pagal gerai matomus branduolius. Sviesinés astrocity kultiiry
nuotraukos, padarytos Olympus (Japonija) mikroskopu naudojant 40 karty didinantj imersinj objektyva,
deél netaisyklingos lasteliy formos ir dalinio persiklojimo néra informatyvios (3 pav.) ir apsunkina atskiry

lasteliy identifikavima.

A.

3 pav. A. Sviesiné pirminés ¥iurkiy astrocity kultiiros nuotrauka (x40): dél netaisyklingos
specifinés formos bei persiklojimo $viesinéje nuotraukoje astrocity lgsteliy skaiciavimas yra
apsunkintas. B. Fluoresceniciné tos pacios kultiiros vietos nuotrauka: lgstelés buvo suskaiciuotos
pagal rySkiai fluorescuojancius branduolius (skaiciais paZymétos Ca** koncentracijos pasikeitimo
taskai).

Kadangi normoksijoje ir hipoksijoje augintos astrocity lastelés turéjo greitus periodinius Ca®"
svyravimus (4 pav. A, B), buvo jvertinti ir palyginti Sity signaly pagrindiniai parametrai. Normoksijos
salygomis Ca?" signalo vidutiné trukmé T-pusé buvo 4,94+1,1 s, o hipoksijos — 5,16£1,96 s. Svyravimy
kritimo greicio Td1/2 vidurkis normoksijoje sieké 2,98+0,9 s, o hipoksijoje — 2,97+0,73 s. Skirtumai
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tarp Sity signaly parametry normoksijoje ir hipoksijoje labai menki, statistiSkai reikSmingy pokyc¢iy
nebuvo. Tadiau normoksijos salygomis auginty kultiiry Ca®* signaly santykinés amplitudés vidurkis
buvo 18,57+8,88%, o po paros laikymo hipoksinéje kameroje Ca>" signaly santykinés amplitudés
vidurkis statistiSkai patikimai (p<0,01, Student’o testas) sumazéjo iki 14,27+4,63%. Taip pat statistiSkai
reik§mingai hipoksijoje iSaugo Ca®" svyravimy 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 salygy
taikymo, sumazé&jo astrocity generuojamy Ca’’ signaly stiprumas ir, kadangi impulsy trukmé
nepasikeité, o periodas statistiskai reik§mingai iSaugo - pailgéjo pauzé tarp Ca>" impulsy generavimo (4

pav., A, B).

1000 m 250
S.V. S.V.

\/MJPL

05 I

A. B.

4 pav. Astrocity kultiiry lgstelése generuojami greiti savaiminiai Ca>* koncentracijos
pokyciai (fluorescencinis signalas fiksuotas greitaveike Andor kamera, filmavimo daZnis - 2 Hz,
filmavimo laikas — 300 s, absoliuti signaly amplitudé - sutartiniais vienetais, fotonais). A. Tipiniai
Ca?* svyravimai laike normoksijos bei B. hipoksijos sqlygomis augintuose astrocituose. Santykinés
amplitudés vidurkis atitinkamai 18,57% ir 14,27%, osciliacijy periodas — 11,65 s ir 16,85 s.

Metforminas - pla¢iai naudojamas antihiperglikeminis vaistas 2 tipo diabeto gydymui [91—
93]. Taciau naujausi tyrimai parodé, kad metforminas taip pat turi neuroprotekcinj poveikj
hipoksijos/iSemijos atveju, kadangi slopina mitochondrijy I komplekso aktyvuma neurony kulttirose [94,

95], mazina iSeminio insulto sukelta oksidacinj stresg [96, 97], apsaugo neuronus nuo apoptozés bei
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uzdegiminiy procesy [98, 99]. Sity moksliniy Ziniy §viesoje buvo nutarta patikrinti, ar metforminas turi
apsauginj poveikj $velnios hipoksijos paveikty astrocity funkcijai. Kadangi biitent Ca* signalai
astrocituose atspindi jy funkcing bukle [100], buvo atlikta eksperimenty serija, kurioje buvo jvertinti
parametrai nuo Ca®>" koncentracijos priklausanéiy fluorescenciniy signaly, generuojamy astrocity
kulttury lgstelése, kai, pries talpinant astrocitus 24 val. j hipoksijos kamera, j kultiry augimo terpe buvo
pridétas metforminas. Pridéto metformino koncentracijos - 250 uM, 500 uM ir ImM - buvo parinktos
panasios | naudotus moksliniuose tyrimuose su kito tipo glijos — mikroglijos - kultiiry Iastelémis [101].
Didziausios koncentracijos - I mM - metformino pridéjimas prie§ sukeliant 24 val. Svelnig hipoksijg
praktiskai panaikino astrocity lasteliy gebéjima generuoti Ca®* signalus. Mazesniy — 500 pM ir 250 uM
- metformino koncentracijy taikymas hipoksijos metu astrocity gebéjimui generuoti periodinius Ca*"
svyravimus jtakos neturéjo: signalo trukmés vidurkis tapo 4,79+1,04 s ir 4,78+0,58 s atitinkamai, o
signalo gesimo greitis — 2,89+0,82 s bei 2,8+0,4 s. Sitie Ca?* svyravimy parametrai praktiskai identiski
iSmatuotiems astrocituose kaip normoksijoje, taip ir po paros laikymo hipoksijos salygose be pridétinio
metformino, todél galimai atspindi nepakitusj Ca*" i§laisvinimo i§ vidulgsteliniy saugykly molekuliniy
procesy/mechanizmy veikimg, dél to silpnai priklauso nuo iSoriniy salygy. Tafiau maZesniy
koncentracijy metformino taikymas prie$ hipoksija pagerina kitus hipoksijos paveikty astrocity Ca?*
svyravimy parametrus - signalo santyking amplitude ir svyravimy perioda. Taikant 500 pM
koncentracijos metformina, i$matuota Ca®" signaly santykiné amplitudé tapo 16,28+7,39 %, o pridéjus
250 pM metformino prie§ hipoksijg signaly amplitudé dar labiau iSaugo iki 16,97+6,72 %. Svyravimy
santykinés amplitudés augimas palyginus su hipoksinémis salygomis be metformino auginty lasteliy
signaly stiprumu (14,27+4,63 %) nebuvo statistiS$kai patikimas, taciau stebéta augimo tendencija. Dar
didesnj protekcinj poveikj mazos koncentracijos metformino taikymas pries sukeliant hipoksijg tur¢jo
Ca?" svyravimy periodui: 500 uM metformino pridéjimas sumazino jj iki 14,01£2,64 s, 0 250 uM - iki
12,01+1,41 s. Periodo sumaz¢jimas palyginus su hipoksija (16,85+6,87 s) buvo statistiskai reikSmingas:
atitinkamai p<0,05 ir p<0,001, Student’o testas. Taigi, taikymas 250 uM koncentracijos metformino
leido astrocity lgsteléms geriau atlaikyti hipoksijos poveikj ir palaikyti astrocity Ca®" svyravimo

parametrus artimesniais vertéms esan¢ioms normoksijoje (5 pav.).
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5 pav. Astrocity kultiry lgsteliy, auginty normoksijos (Control) bei hipoksijos (Hypoxia)
sqlygomis be ir su 0,25 mM (Met025) ir 0,5 mM (Met05) pridétiniu metforminu generuojamy Ca’*
svyravimy parametry palyginimas. Normoksijoje registruoty lgsteliy skaicius buvo n=_86, po
sukeltos hipoksijos — n=104, pridéjus 0,5 mM metformino registruotos n=82 lgstelés, pridéjus 0,25
mM metformino — n=50. A. Santykiné signalo amplitudé, lyginant su normoksija, statistiskai
reik§mingai sumaZéjo po 24 h hipoksijos kameroje (p<0,01). Pridéjus metformino, signalo
amplitudé padidéjo, tadiau be statistiSkai reik§mingy pokyciy. B. Ca** svyravimy periodas po 24 h
hipoksijos statistiskai reik§mingai iSaugo palyginus su normoksija (p<0,01). Pries hipoksijos
sukélimg pridétas metforminas statistiSkai patikimai sugrqzina svyravimy daZnj arciau bidingo
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 maZy koncentracijy metformino pridéjimas prie§ hipoksijos sukelimg
padidino greitus Ca®" svyravimus turinéiy astrocity lasteliy skai¢iy. Jeigu hipoksijos salygomis be
metformino augintoe kultiirose Ca?* signalus turéjo tik 38,46 % visy lasteliy populiacijos, tai po 500 uM
metformino taikymo jy skai€ius iSaugo iki 47,6 % (4 kulturos, 8 nepriklausomos filmavimo vietos,

registruotos 82 lgstelés, i§ jy atsakus demonstravo 39). Taikant 250 pM metformino koncentracija,
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aktyviy lasteliy skaicius dar labiau padidéjo iki 54 % (3 kultiiros, 6 nepriklausomos filmavimo vietos,

50 registruoty lasteliy, i$ jy su atsakais — 27).

A 6 pav. Ca** svyravimy amplitudé normoksijoje
(kontroliné grupé, A) Zenkliai iSaugo (vidutiniskai 1,7
karto) po 5 mM Caf, aktyvuojancio RyR receptorius,

pridéjimo j registravimo terpe¢ (B). Pavaizduoti A. ir B.

W Ca’* svyravimy sekos buvo registruotos toje pacioje

kultiiroje be ir su pridétiniu Caf.

2500
S.V.
+ Caf, 5mM

50s

Siekiant priartéti prie stebimy Ca?' koncentracijos svyravimy astrocituose mechanizmy
supratimo, reikéjo idsiaiskinti, kokia i§ pagrindiniy vidulgsteliniy Ca*" talpykly — mitochondrijos ar
endoplazminis tinklas — turéjo pagrinding jtakg signaly generavime, o kokia - moduliacing. Tam tikslui
registravimo metu j normoksijos salygomis auginty lasteliy (kontroliné grupé) terpe buvo pridéta S mM
kafeino (Caf) (Cat# C0750, Sigma—Aldrich), kuris blokuoja intalgstelinj kanalg, medijuojant kalcio
i8siskyrimg i§ endoplazminio tinklo po inozitolio 1,4,5-trifosfato stimuliacijos (IP3R1) [102]ir aktyvuoja
rianodino receptorius [103]. Spontanigkai astrocituose generuojamos Ca*" osciliacijos buvo jautrios Caf
pridéjimui, nes signaly amplitudé iSaugo 1,7 karto (6 pav.). Tai rodo, kad greity Ca®" svyravimy
astrocituose atsiradimas galimai susijes su Ca®" isleidimu pro RyR receptorius i§ endoplazminio tinklo
saugykly. Taciau misy eksperimentuose naudojamas biguanidas metforminas, kaip mitochondrijy I
komplekso blokatorius, 1étina ATP sinteze ir atitinkamai trikdo Ca** homeostazés palaikymg ir, kaip
parodé auksc¢iau apraSyti milsy tyrimai, jis taip pat turi jtaka astrocity Ca®* signaly parametrams. Galima
teigti, kad mitochondrijy veikla ir pro mPTP (mitochondrijy pralaidumo pereinamosios poros)
isleidziamas Ca®" ne formuoja, bet moduliuoja astrocity generuojamus Ca®’" greitus savaiminius
svyravimus. I komplekso slopinimas mitochondrijy kvépavimo grandinéje sukelia aktyvios ROS

gamyba ir ATP trukuma, kurie gali paZeisti lgstele. Mazy koncentracijy metformino pridéjimas j lasteliy
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augimo terpe prieS hipoksiniy sglygy imitacijg galimai isSaukia nedidel] ROS padidéjimg bei ATP
trakuma, bet i$ kitos pusés sukelia 1étg prisitaikyma ir lgsteliy pasiruo$ima prie hipoksijos salygy sukelty
didesniy pazeidimy. Eksperimentuose su kitomis glijos lastelémis (mikroglija) buvo parodyta, kad
didesnj metformino kiekiai normoksijos sglygomis i$Saukia zenkly ROS citozolyje padidéjima [101].
Sitas ,.3alutinis* metformino poveikio efektas gali paaiskinti ta fakta, kad pakankamai didelé metformino
koncentracija (1 mM), naudojama misy eksperimentuose, sukélé ne apsauginj efekta, o atvirksciai —
tur¢jo zalingg astrocitams poveikj: lastelés su tokia pridétinio metformino koncentracija po 24 val.
inkubacijos hipoksinémis salygomis visiskai negeneravo jokiy Ca" signaly, nes galimai buvo paZeistos
dideliu kiekiu iSlaisvinty ROS. Ta pati tendencija stebima ir naudojant mazesnes metformino
koncentracijas: butent 250 uM, o ne 500 uM koncentracija pasizyméjo geriausiu apsauginiu poveikiu -
sugrazino Ca?" signaly amplitude bei perioda link normoksijoje stebéty veréiy, padidino spontaninius
svyravimus turinéiy Iasteliy populiacija nuo 38,46% buvusiu hipoksijoje be metformino iki 54%. Situs
misy eksperimentuose gautus rezultatus patvirtina kity mokslininky klinikinio metformino taikymo
darbai, kuriuose i$aiskéjo, jog dideliy metformino doziy (200 mg/kg) vartojimas iSkart po nugaros
smegeny suzalojimy ne tik netur¢jo teigiamo efekto, taciau dar labiau pablogindavo judé¢jimo funkceijy
atstatymg ir 1émeé didesnj mirtinguma. Tuo tarpu dvigubai mazesniy metformino doziy (100 mg/kg)

vartojimas pagerindavo gijimo procesa bei pasizyméjo neuroprotekciniu poveikiu [104].

Apibendrinant, létas ir saikingas mazy metformino koncentracijy sukeltas ROS generavimas
bei mitochondrijy I kvépavimo komplekso $velnus blokavimas yra naudinga savybé, leidzianti iSsaugoti
astrocity Igsteliy Ca** homeostaze jvairiy paZeidimy, tame tarpe - $velnios hipoksijos salygose. Kadangi
Ca®" signalizacija yra susijusi su astrocity kaip pagrindiniy smegeny energetinio metabolizmo
reguliatoriy funkcijomis [105]metforminas gali iSsaugoti ne tik astrocity, bet ir nuo astrocity veiklos
priklausant] smegeny neurony audinj po iSemijos. Taip pat, skirtingas metformino trumpalaikis ir
ilgalaikis poveikis astrocitams gali buiti svarbus jo klinikiniam taikymui. Kadangi metforminas gali
naudojamas iSkart po traumos ar iSemijos. Taciau, metforminas gali turéti apsauginj efekta, jei jo
nedidelés dozés bus vartojamos prevenciskai prie§ planuojamas smegeny operacijas, kai yra kraujagysliy

pazeidimo rizika arba padidéja iSeminio insulto rizika.
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13. ISVADOS

1. Astrocity lastelés, augintos normoksinémis ir hipoksijag imituojanciomis salygomis,
demonstravo pakankamai greitus (iki 20 s trukmés) savaiminius, nuo Ca?* koncentracijos priklausancius
fluorescencijos svyravimus. Svyravimy signaly trukmé ir amplitudés kritimo greitis nuo augimo salygy
nepriklausé, taciau hipoksinémis salygomis auginty astrocity Ca?" signaly amplitudé statistiskai
patikimai sumazéjo, o periodas (arba pauzé tarp generuojamy periodiniy signaly) statistisSkai patikimai
iSaugo. Taip pat po hipoksijos sumazéjo Ca®* signalus generuojanéiy lasteliy skai¢ius.

2. Biguanido metformino, pridéto j astrocity kultiiry augimo terpe prieS sukeliant 24 val.
hipoksija imituojancias salygas, poveikis lasteliy Ca?* signalizacijai priklausé nuo jo koncentracijos: 1
mM metformino koncentracija ne tik nepasizyméjo apsauginiu poveikiu, taciau visiSkai panaikino
astrocity gebéjimg generuoti Ca?* svyravimus; tuo tarpu mazesniy - 500 uM ir 250 uM - pridétinio
metformino koncentracijos tur¢jo protekcinj poveikj - sugrazino osciliacijy amplitude arc¢iau esancios
normoksijoje (teigiama tendencija) bei statistiSkai patikimai sumazino signaly generavimo perioda,
padidino Ca?* signala generuojanéiy lasteliy skaiciy.

3. Ca®" svyravimy generavimo Saltiniu astrocituose tarnauja endoplazminis tinklas, o ne
mitochondrijy mPTP pora, nes endoplazminiame tinkle ekspresuojamo RyR receptoriaus skatintojo
kafeino (Caf, 0,5 mM) pridéjimas j lasteliy augimo terpe i§3auké generuojamy Ca?* signaly amplitudés
augimg 1,7 karto. Taciau I mitochondrijy kvépavimo komplekso blokatoriaus metformino jtaka astrocity

Ca?" svyravimy parametrams jrodo mitochondrijy veiklos moduliacinj poveikj Ca?* astrocity signalams.
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