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1. SANTRAUKA

Justas LukoSevi¢ius ,,Ca’>" signaly palyginimas skirtingo patogeniskumo véziniy lasteliy kultiirose*
Tyrimo tikslas: IStirti nervy sistemos lgsteliy metabolizmo pokycius, budingus formuojantis vézinéms
lasteléms, registruojant savaiminius vidulastelinius Ca®" koncentracijos poky¢ius.

UZdaviniai: 1. Naudojant nuo Ca®" koncentracijos poky¢iy priklausandiy fluorescenciniy signaly
optoregistracijos metodikg, i¥matuoti savaiminius vidulgstelinés Ca®" koncentracijos poky¢ius skirtingo
patogeniSkumo zmogaus glioblastomos (A-172 bei U-87) linijy kultury Igstelése; jvertinti ir palyginti
iSmatuoty Ca?" signaly parametrus. 2. Palyginti sasaja tarp endoplazminio retikulumo (ER) ir
mitochondrijy A-172 ir U-87 glioblastomy kultiiry lastelése analizuojant Ca®" srauty poky&ius po
mitochondrijy pralaidumo pereinamosios poros (mPTP) blokados ciklosporinu A (CsA). 3. ISsiaiskinti
skirtingo piktybiskumo ?mogaus glioblastomy A-172 ir U-87 kultiiry lgsteliy ER generuojamy Ca**
signaly galimus mechanizmus panaudojant kofeing (Caf) - ivairiy ER receptoriy blokatoriy/aktyvatoriy.
Tyrimo metodika: Tirti savaiminiai salyginai greiti (2-50 s) Ca®" vidulastelinés koncentracijos poky¢iai
skirtingo patogeniskumo zmogaus smegeny veéziniy lasteliy linijy A-172 ir U-87 kultturose, naudojant nuo
Ca?" koncentracijos priklausan¢io fluoroforo, Oregon Green 488 BAPTA-1AM, fluorescencinio signalo
optoregistracij.

Tyrimo rezultatai: Kontrolés salygomis A-172 lasteliy su Ca** bangomis buvo 56,5 % nuo visy
registruoty lasteliy skai¢iaus, Ca®>" bangy vidutiné santykiné amplitudé sieké A=12,0£6,5 %, pusés
amplitudés signaly trukmes vidurkis T2 buvo 34,9+15.4 s, o daznis - N=2,1+0,9 jvykio per 200 s; tuo
tarpu signalizuojanéiy U-87 lasteliy buvo 41,1 %, o jy generuojamy Ca®" bangy parametrai:
A=11,7£5,1 %, T1,=22,4+11,5 s, N=3,7£2,3. Tik A-172 kultiiroje 25 % aktyviy lasteliy be Ca** bangy
taip pat generavo mazus, A=3-5 %, Ca®" signalus - "pikus". Pridéjus mPTP (mitochondrijy pereinamumo
poros) blokatoriy ciklosporing A (CsA, 20uM) j registravimo terpe, A-172 kultiiros Iasteliy Ca®" signaly
santykiné amplitudé palyginus su kontrole sumaz¢jo iki A=8,8+3,8 %, impulso trukmé - iki T12=26,0+9,4,
o lasteliy su mazais Ca?" pikais skai¢ius krito iki 7,6 % nuo visy signalus turinéiy lasteliy skaiciaus; tuo
metu U-87 lasteliy generuojamy Ca®" bangy santykiné amplitudé, trukmé ir jvykiy daznis palyginus su
kontrole statistiskai patikimai nepasikeité - A=11,8+6,5 %, T1,=24,1+11,3 s, N=3,3%1,3. Po kofeino (Caf,
5 mM) prid¢jimo | A-172 kultiiry terpg, palyginus su kontrole iSaugo lasteliy aktyvumas iki 75,9 %,
jivykiy daznis per 200 s - N=3,3+1,2, amplitudé - A=12,9+5,0 %, bei patikimai sumazé&jo Ca*" signaly
trukmeé - T1,=20,0+£6,6 s; tuo tarpu U-87 glioblastomos kultiiry aktyvumas krito iki 10 % nuo visy
registruoty lasteliy, taip pat, lyginant su kontrole, sumazéjo jvykiy skaicius iki N=1,5+0,5 per 200 s
registracijos bei amplitud¢ A=6,1+1,1 %, o vidutiné¢ signalo trukmé reikSmingai nepakito -

T1»=24,25£10.4 s.



I§vados: 1. Patogeniskesnio tipo U-87 glioblastomos kultiiros lasteliy savaiminiai vidulasteliniai Ca**
signalai buvo ganétinai taisyklingos formos su gerai iSreikStomis pakilimo ir nusileidimo fazémis
laikinéje dinamikoje ir statistiSkai patikimai daZznesni ir trumpesni nei mazesnio piktybiSkumo
glioblastomos A-172 Ca®' signalai, kuriy laikiné dinamika atrodé kaip labai greity piky ir ilgy bangy
kombinacija. 2. Mazesnio piktybiskumo glioblastomos A-172 kultiiry lastelése Ca®" signalizacijos
parametrai ir dinamika jautriai reagavo j Ca®" srauto per mPTP blokavimg su CsA; tuo tarpu didesnio
piktybiskumo glioblastomos U-87 Ca?" vidulgsteliniy poky¢iy parametrai nepriklausé nuo mPTP
blokavimo.3. Mazesnio piktybiskumo glioblastomos A-172 kultiiros lasteliy didelés amplitudés Ca**
bangy generavimas buvo sustiprintas endoplazminio tinklo rianodino receptoriy aktyvavimo kofeinu, tuo

tarpu U-87 dideliy Ca®" bangy generavimas buvo slopintas kofeino, galimai dél endoplazminio tinklo IP3

receptoriy blokavimo.



2. ABSTRACT

Justas LukoSevi¢ius “Comparison of Ca®" signals in cultures of cancer cells of different pathogenicity”
The aim: To investigate metabolic changes in nervous system cells associated with the formation of
cancer cells by recording spontaneous intracellular Ca?* concentration changes.

Objectives: 1. Using an optical recording methodology based on fluorescence signals dependent on Ca**
concentration changes, to measure spontaneous intracellular Ca?" concentration changes in cultures of
human glioblastoma cell lines with different pathogenicity (A-172 and U-87), and to evaluate and
compare the parameters of the recorded Ca®" signals. 2. To compare the interaction between the ER and
mitochondria in A-172 and U-87 glioblastoma cell cultures by analyzing changes in Ca®" fluxes following
blockade of the mitochondrial permeability transition pore (mPTP) with cyclosporin A (CsA). 3. To
determine the possible mechanisms of endoplasmic reticulum (ER)-generated Ca** signals in human
glioblastoma cell cultures of different malignancy grades (A-172 and U-87) using caffeine (Caf) as a
blocker/activator of various ER receptors.

Methods: Spontaneous relatively fast (2-50 s) intracellular Ca®" concentration changes were investigated
in cultures of human brain cancer cell lines A-172 and U-87 with different pathogenicity, using optical
recording of fluorescence signals from the Ca®" sensitive fluorophore Oregon Green 488 BAPTA-1AM.
Results: Under control conditions, A-172 cells exhibiting Ca** waves accounted for 56.5 % of the total
number of recorded cells. The mean relative amplitude of the Ca?" waves was A=12.0£6.5 %, the mean
half-amplitude signal duration was T12=34.9+15.4 s, and the frequency was N=2.1+0.9 events per 200 s.
Meanwhile 41.1 % of U-87 cells displayed signaling activity, and the parameters of their generated Ca**
waves were: A=11.7£5.1 %, T1,=22.4£11.5 s, and N=3.7£2.3. Only in the A-172 culture, 25 % of active
cells, in addition to Ca®>" waves, also generated small Ca®" signals “spikes” with amplitudes of A=3-5 %.
After addition of the mPTP (mitochondrial permeability transition pore) blocker cyclosporin A (CsA,
20 uM) to the recording medium, the relative amplitude of Ca*" signals in A-172 culture cells decreased
compared to control to A=8.8+3.8 %, the signal duration decreased to T12,=26.0+£9.4 s, and the number of
cells generating small Ca*" spikes declined to 7.6 % of all signaling cells. At the same time, in U-87 cells,
the relative amplitude, duration, and event frequency of generated Ca** waves did not change significantly
compared to control values: A=11.8+6.5 %, T12,=24.1+11.3 s, N=3.3%1.3. Following the addition of
caffeine (Caf, mM) to the A-172 culture medium, compared to control conditions, cellular activity
increased to 75.9 %, the event frequency increased to N=3.3+1.2 events per 200 s, the amplitude increased
to A=12.9+5.0 %, and the duration of Ca** signals significantly decreased to T12,=20.0£6.6 s. In contrast,
the activity of U-87 glioblastoma cultures decreased to 10 % of all recorded cells; additionally, compared

to control, the number of events decreased to N=1.5+0.5 per 200 s of recording and the amplitude
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decreased to A=6.1+1.1 %, while the mean signal duration did not change significantly -
T1,=24.25£10.4 s.

Conclusions: 1. Spontaneous intracellular Ca** signals in the more pathogenic U-87 glioblastoma culture
cells exhibited a relatively regular pattern with clearly expressed rising and falling phases in their
temporal dynamics and were statistically significantly more frequent and shorter than the Ca®" signals
observed in the less malignant A-172 glioblastoma cells, whose temporal dynamics appeared as a
combination of very rapid spikes and prolonged waves. 2. In the less malignant A-172 glioblastoma
culture cells, Ca®" signaling parameters and dynamics responded sensitively to the blockade of Ca*" flux
through the mPTP using CsA; meanwhile, the parameters of intracellular Ca®" changes in the more
malignant U-87 glioblastoma cells were not affected by mPTP blockade. 3. In the less malignant A-172
glioblastoma culture cells, the generation of high-amplitude Ca®" waves was enhanced by caffeine induced
activation of endoplasmic reticulum ryanodine receptors, whereas in U-87 cells the generation of large

Ca?" waves was suppressed by caffeine, possibly due to blockade of endoplasmic reticulum IP3 receptors.
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6. SANTRUMPOS

A-172 — zmogaus glioblastomos Iasteliy linija
A2A — adenozino receptorius
AKT onkogenas — proteinkinazé B

ATPaze — hidrolaziy klasés fermentas, katalizuojantys adenozintrifosfato (ATP) skaidyma iki
adenozindifosfato (ADP) ir neorganinio fosfato

Caf — kofeinas

CNS — centriné nervy sistema

CsA — ciklosporinas A

ER — endoplazminis tinklas (retikulumas)

GB — glioblastoma

IMM - vidiné mitochondrijy membrana

IP3R — inozitolio 1,4,5-trifosfato receptorius

MAM — mitochondrijy ir endoplazminio tinklo kontaktinés membranos

MCU — mitochondrijy kalcio uniporteris

Mfn2 — mitofusinas 2, baltymas, esantis iSoriné¢je mitochondrijy membranoje

mPTP — mitochondrijy pralaidumo pereinamoji pora

PMCA (angl. Plasma Membrane Calcium ATPase) — plazminés membranos kalcio ATPazé
PSO (angl. WHO - World Health Organization) — Pasaulio sveikatos organizacija
RyR — rianodino receptorius

ORAI — kalcio 1Ssiskyrimo aktyvuojamas endoplazminio tinklo kalcio kanalo baltymas
ROS — reaktyviosios deguonies formos

SERCA (angl. Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase) — sarkoplazminio / endoplazminio tinklo
kalcio ATPaz¢

SOCC (angl. Store-Operated Calcium Channels) — vidulgsteliniy kalcio atsargy valdomi kalcio kanalai
STIM (angl. A Stromal Interaction Molecule) — endoplazminio tinklo membranos baltymas

TRP kanalai (angl. Transient Receptor Potential channels) — trumpalaikio potencialo receptoriai/kanalai
U-87 — Zmogaus glioblastomos Igsteliy linija

VDAC — nuo jtampos priklausomas anijony kanalas, esantis mitochondrijy iSorinéje membranoje

VGCC (angl. Voltage-Gated Calcium Channels) — membranos potencialo valdomi kalcio kanalai



7. SAVOKOS

Angiogenez¢ — tai procesas, kurio metu i$ jau egzistuojanciy kraujagysliy formuojasi nauji kapiliarai ir

kraujagysliniai tinklai.
Apoptozeé — genetiSkai programuota lgstelés ziitis, savidestrukcija.

Glioblastoma — tai agresyviausias ir dazniausias pirminis piktybinis galvos smegeny navikas

suaugusiesiems, kylantis i§ glijos (dazniausiai astrocity) Iasteliy .

Homeostazé — biologinés sistemos struktiros ir funkcijy, organizmo vidaus terpés sudéties bei savybiy

dinaminis pastovumas.

Invadopodija — tai specializuota navikinés lastelés membranos iSauga, dalyvaujanti tarplastelinés matricos

ardymo ir invazijos procesuose.

Kancerogenezé — vézio atsiradimo procesas, nuo specifiniy lastelés pokyciy iki naviko susidarymo dél
jvairiy vidiniy ir iSoriniy veiksniy poveikio.

Onkogenai — genai, skatinantys lastelés piktyb¢jima, vézio vystymasi.

Patogenezé — biologiniy ir patologiniy procesy visuma, nagrin¢jantis ligos arba jos reiSkiniy vystymasi ir
eiga.

Proliferacija — nediferencijuoty ar mazai diferencijuoty lasteliy daugejimas ir jy populiacijos augimas

dalijimosi budu.



8. IVADAS

Ca”' signalai, pasireiskiantys kaip vidulgstelinés Ca** koncentracijos poky¢iai, atrodo kaip trumpi
Ca*" koncentracijos $uoliai arba kaip ilgos Ca? bangos. Yra Zzinoma, kad Ca’" signalizacijos keliai atlieka
svarby vaidmenj kancerogenez¢je - normaliy Igsteliy transformacijoje j vézines lasteles, naviky augime,
invazijoje, angiogenezéje ir naviky metastazavime. Vidulgstelinés Ca®" koncentracijos poky¢iai kyla is
endoplazminio tinklo (ER) ir reguliuoja auk$¢iau i$vardintus Iasteliy procesus, taciau pagrindinis Ca?*
signaly taikinys yra mitochondrijos. Kalcio perdavimas tarp ER ir mitochondrijy tampa jmanomas dél su
mitochondrijomis susijusiomis ER membranomis (MAM) — ER struktiiromis, esan¢iomis arti
mitochondrijy. Apie 5-20 % mitochondrijy iSorinés membranos gali sudaryti labai dinamiska fizinj rysj su
ER MAM déka, veikianciy kaip medziagy mainy platforma tarp mitochondrijy ir ER, siekiant palaikyti
Iasteliy homeostaze. Taip susikuria mikrodomenai, kuriuose Ca*" koncentracija yra daug didesné nei
aplinkiniame citozolyje, ir kuriuose i§ ER iSlaisvintas Ca’*" greitai "pasisavinamas" mitochondrijose.
Mitochondrijose Ca** signalas dekoduojamas skirtingai, priklausomai nuo jo laikiniy charakteristiky:
jprasti greiti Ca®" svyravimai reguliuoja lastelés metabolizma, taiau mitochondrijy perkrova Ca" jonais

sukelia lgsteliy apoptoze.

Daugelio chemoterapiniy vaisty veikimo efektyvumas priklauso biitent nuo véziniy Iasteliy Ca**
signalo perdavimo tarp ER ir mitochondrijy: keli MAM esantys onkogenai gali pakeisti Ca®" signalizacija,
kuo pasekoje sutrinka Ca®" mainai tarp ER ir mitochondrijy, todél chemoterapija tampa neveiksminga.
Todél Ca** perdavimo tarp ER ir mitochondrijy pakitimas ar sutrikimas véZiniuose Igstelése byloja apie
naviko patogeniSkumg - kuo labiau minétas rySys surikes, tuo patogeniskesniu - agresyvesniu ir

chemoterapijai atsparesniu tampa navikas.

Siame darbe, naudojant nuo fluorescencijos priklausangios vidulgstelinés Ca®>" koncentracijos
dinamikos laike matavimo optoregistracijos metoda, buvo iSnagrinéti ir palyginti dviejy skirtingo
patogeni§kumo - A-172 ir U-87 - Zmogaus gliobtastomos kultiiry Igsteliy salyginai greiti Ca®" signalai.
Naudojant mitochondrijy pralaidumo pereinamosios poros mPTP blokatoriy buvo parodytas
mitochondrijy jnasas j ER generuojamy Ca®" signaly moduliacija. Taip pat, naudojant kofeing (Caf) -
buvo issiaiSkinta, ar A-172 ir U-87 tipo glioblastomos lgstelés ekspresuoja rianodino receptoriy (RyR) -
kanala, jautry Ca®" padidéjimui, bei parodytas IP3 receptoriaus vaidmuo vidulasteliniy Ca2+ signaly

generavime tiriamyjy glioblastomy lastelése.
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9. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas: IStirti nervy sistemos lasteliy metabolizmo pokycius, budingus formuojantis vézinéms

lasteléms, registruojant savaiminius vidulastelinius Ca®" koncentracijos poky¢ius.
UZdaviniai:

1. Istirti santykinai greitus savaiminius vidulastelinius Ca®" signalus skirtingo patogeniskumo Zmogaus
glioblastomos A-172 ir U-87 kultiiry Iastelése naudojant nuo Ca®*" koncentracijos priklausancios

fluorescencijos registravimo metoda ir palyginti Ca®* signaly parametrus.

2. Jvertinti mitochondrijy vaidmenj greity Ca*" vidulgstelinés koncentracijos poky¢iy moduliacijoje,
blokuojant mitochondrijy pralaidumo pereinamaja porag (mPTP) skirtingo patogeniskumo zmogaus

glioblastomos A-172 ir U-87 kultiiry 1astelése.

3. I8nagrinéti Ca?* signaly, generuojamy glioblastomy kultiiry A-172 ir U-87 lgsteliy endoplazminiame
tinkle (ER) galimus mechanizmus: palyginti RyR ir IP3 receptoriy vaidmenj Ca®' vidulgsteliniy

savaiminiy bangy atsiradime.
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10. LITERATUROS APZVALGA

10.1. Ca?* signalizacijos svarba ir mechanizmai lastelése

Kalcio jonai (Ca*’) yra vieni universaliausiy ir svarbiausiy lastelés signaliniy elementy,
reguliuojanciy daugybe fiziologiniy procesy, tokiy kaip proliferacija, migracija, metabolizmas, geny
ekspresija. Ca?" vidulasteliné signalizacija pasireiskia kontroliuojamy koncentracijos poky¢iy pavidalu
[1]. Ca*" signalizacijos mechanizmai leidzia integruoti jvairiy lgstelés daliy siun¢iamus signalus ir yra
glaudziai susije su citoskeleto dinamika. Ca?" signaly dinamika ne tik atspindi, bet taip pat ir reguliuoja
lastelés atsaka ] stresg ir struktiirinius pokycius, bei valdo tarplasteling sgveika, todél yra svarbi tiek
pavieniy lasteliy, tiek audiniy lygmens funkcijai [2]. Ca** signalizacijos sistema pasizymi iSskirtiniu
dinamiskumu ir erdvine organizacija, leidZianc¢ia generuoti tiek lokalizuotus, tick globalius Ca?*

koncentracijos pokycius, kuriy pobiidis lemia specifines biologines reakcijas [3].

Ca’" signalizacijos efektyvumas grindziamas griezta Ca?* homeostazés kontrole, kuri palaiko
dideli Ca2+ koncentracijos gradienta lasteliy viduje ir iSoréje, bei tarp skirtingy lgstelés komponenty:
ekstralgstelinéje terpéje Ca?" koncentracija siekia 1-2 mM, o citozolyje ramybés biisenoje iSlieka labai
7ema - apie 100 nM; tuo tarpu ER, kuris atlieka vidulastelinés Ca*" saugyklos funkcija, Ca®" koncentracija
siekia 100-500 uM [4]. Suzadintoje lgsteléje aktyvacijos metu lokallis Ca*" koncentracijos poky¢iai
citoplazmoje gali padidéti iki 0.5-1 pM priklausomai nuo dirgiklio pobiidzio ir stiprumo, bei tokiy
veiksniy, kaip Ca?*" buferizacija mitochondrijose ir Ca*" srautus generuojan¢iy ER esanciy

baltymy/receptoriy — taip susidaro Ca*" citozoliniai signalai [5].

Ca*" homeostazés kontrolei ir sgveikai palaikyti reikalinga sudétinga jony kanaly, siurbliy ir
transporteriy sistema, koordinuojanti Ca** srautus pro plazminés membranos kanalus, o taip pat tarp ER,
mitochondrijy ir citoplazmos. Net ir nedideli Ca** dinamikos reguliacijos pokyciai gali sukelti reitkSmingus
lastelés homeostazés pokycius, salygojancius funkcinius pakitimus bei patologine bukle [6]. Plazminéje
membranoje esantys kalcio jony kanalai uztikrina greitag Ca** patekima | citozolj i$ tarplastelinés terpés
pagal elektrocheminj gradientg: tai elektriniam gradientui bei cheminiams agonistams jautriis trumpalaikio
receptoriaus potencialo kanalai (TRP) ir tiesiogiai lastelés membranos potencialo valdomi membranos
potencialo valdomi kalcio kanalai (VGCC). Kanalai, uztikrinantys Ca?" mainus tarp lastelés vidaus ir
iSorés, yra labai svarbiis: pavyzdZiui, plazminés membranos TRP Ca?' pralaidziy kanaly ekspresijos
pokyciai atsakingi uz vézio metastazavimg, nes piktybiniame audinyje esantis zemas pH ir Zemas
deguonies lygis sukelia Ca®" antpliidj per TRP kanalus, kas sustiprina lasteliy migracijos gebé&jima [7].

Taip pat Ca** homeostazéje dalyvauja lgsteliy organeliy - mitochondrijy kalcio kanalai bei ER, esantys

12



Ca?" kanalai - vidulasteliniy kalcio atsargy valdomi kalcio kanalai (SOCC), dar Zinomi kaip Ca?" i§sekima
reguliuojantys kanalai, bei Ca®>" vidulasteline koncentracija aktyvuojami kanalai, tokie kaip RyR, IP3 ir
kiti [8]. Vienas i$ svarbiausiy Ca?*" koncentracijos citozolyje palaikymo mechanizmy yra vidulastelinés
Ca?" koncentracijos valdomi ER kanalai SOCC, kurie aktyvuojami, kai Ca2* koncentracija ER sumaZéja ir
tokiu biidu jie uztikrina Ca?" atsargy papildyma bei ilgalaikiy Ca®" signaly palaikyma, generuojant Ca**
jony srautus i citoplazmg ir i§ jos. SOCC domeno sistemos, kurig sudaro STIM ir ORAI baltymai,
poky¢iai gali lemti lgstelés patologinius procesus: pavyzdziui, ORAII baltymo mutacijos koreliuoja su
tam tikry onkologiniy susirgimy atsiradimu, kas rodo galimg kalcio signalizacijos ir patogenezés sgveika

[9, 10].

Ca?" siurbliai, atvirk$¢iai nei kanalai, perkelia Ca?" prie$ koncentracijos gradient3, naudodami
ATP energija: tai ER Ca?"-ATPazé SERCA, kuri pernesa Ca*>" j endoplazminj tinkla, bei plazminés
membranos Ca?*-ATPazé PMCA, kuri pagalina Ca2* i§ citozolio j uZlasteling terpe [11].

Mitochondrijy Ca?* dinamika pagrinde vyksta dviejy sistemy déka - mitochondrijy kalcio
uniporterio (MCU) ir mPTP. MCU yra specializuotas baltymy kompleksas vidinéje mitochondrijy
membranoje, kuris leidzia Ca** patekti i§ citoplazmos j mitochondrijy matriksg. Jis veikia kaip pagrindinis
Ca®" jsiurbimo kanalas, reguliuojantis aerobinj metabolizma, ATP gamyba, lgsteliy proliferacijg ir
apoptoze [12]. Ca** pernesimo i§ ER j mitochondrijas procesas per MAM struktiiras paprastai vyksta
trimis pagrindiniais etapais: 1. i§ pradziy Ca®" i$siskyrimg i§ ER skatina ER Ca®" pralaidiis baltymai-
kanalai, tokie kaip rianodino receptorius (RyR) arba inozitolio 1,4,5-trifosfato receptorius (IP3R); 2. kiti
baltymai, jskaitant nuo jtampos priklausomg anijony kanalg (VDAC), palengvina Ca®" patekimg j
mitochondrijy tarpmembranine erdve; 3. Ca®" pereina per viding mitochondrijos membrang (IMM) per
MCU ir patenka i mitochondrijy matricg [13]. Tuo tarpu mPTP yra baltymy kompleksas, kuris susidaro
vidinéje mitochondrijy membranoje. Kai kuriy CNS lgsteliy mitochondrijose padidéjusi Ca**
koncentracija gali sukelti mPTP pory atsidaryma, nes Ca** jungiasi prie atitinkamy viety mPTP matricos
pus¢je ir aktyvuoja poros atsiverimg [14]. Ilgalaikis mPTP atsidarymas sukelia mitochondrijy patinima,
plySimg iSorinéje mitochondrijy membranoje, sukelia apoptozing ir nekrozing lasteliy Ziitj, bei yra susij¢s
su jvairiomis patologijomis. Taciau trumpalaikis mPTP atsidarymas jvairiose sublaidumo biisenose gali
atlikti keletg fiziologiniy vaidmeny - mitochondrijy bioenergetikos poky¢&ius ir greita trumpalaikj Ca**

1Stekéjimg 1§ mitochondrijy [15].

Vienas svarbiausiy lgsteliy Ca?" signalizacijos aspekty yra organeliy tarpusavio sgveika. ER ir
mitochondrijos sudaro specializuotas kontaktines zonas — mitochondrijy—endoplazminio tinklo salycio

vietas - MAM membranas, kurios leidZia tiesiogiai ir efektyviai perduoti Ca?* tarp Siy organeliy. Atstumas
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tarp ER ir iSorinés mitochondrijy membranos gali svyruoti nuo 10 nm iki 100 nm, sgveika tarp jy
palaikoma baltymy jungtimis [16]. Ca?*" perdavimas S$itoje sistemoje aktyvina mitochondrijy
dehidrogenazes, didina ATF gamybg ir palaiko oksidacinj metabolizmg. Taciau per didelis Ca*
kaupimasis mitochondrijose gali inicijuoti apoptotinius procesus [17]. ER veikia kaip pagrindinis
vidulastelinis Ca** rezervuaras, jo ir mitochondrijy sgveikg reguliuoja baltymai, tokie kaip IP3R,
mitofusinas 2 (Mfn2) bei baltymy kompleksas VAPB—PTPIP51. Vienas pagrindiniy receptoriy - IP3R - ne
tik reguliuoja Ca** iSsiskyrimg i§ ER, bet gali ir prisidéti prie fizinés ER—mitochondrijy saveikos
palaikymo, netiesiogiai jtakodami Ca** perdavimo efektyvuma tarp $iy organeliy. Sios struktiros sudaro
dinamiska, grjztamojo rysio pagrindu veikiancig sistema, leidziancig generuoti skirtingus vidulgstelinius
Ca?* signalus, kurie skiriasi savo amplitude, trukme ir lokalizacija [18]. Glaudus ER ir mitochondrijy rysis
leidzia jveikti santykinai maza mitochondrijy afiniteta Ca** jonams, nes MAM membranose susidaro
mikrodomenai, kuriuose Ca** koncentracija 10 karty didesné nei citozolyje [19]. Ritminés Ca** osciliacijos
1§ ER apripina mitochondrijas pakankamu Ca*" kiekiu, taip skatindamos ATF gamybg ir palaikydamos
lastelés metabolizmg. Taciau, jeigu Ca®" perdavimas nepakankamas, pavyzdziui, slopinant IP3 receptorius
arba sutrikus jy lokalizacijai MAM struktirose, mitochondrijy bioenergetika sutrinka, did¢ja AMF/ATF
santykis, kas veda prie lasteliy proliferacijos ir autofagijos. Ir atvirkSciai, ilgalaikis Ca*" kaupimasis

mitochondrijose trikdo jy funkecijg ir gali inicijuoti lasteles zitj [20].
10.2. Ca* signalizacijos vaidmuo véZinése lastelése

Veézinése lgstelése Ca** signalizacijos sistema yra pertvarkyta taip, kad dél mutacijy, pakitusios
geny raiSkos, reguliacijos ir baltymy lokalizacijos susiformuoja pakite Ca** srautai, kurie reikSmingai
skiriasi nuo normaliy lasteliy ir prisideda prie naviko progresijos. Dél Sios priezasties Ca** signalizacija
vis daZniau apibiidinama kaip integracinis signalinis tinklas, jungiantis pagrindinius naviko biologinius
procesus. Buvo pastebéta, kad padidéjes Ca** kiekis vézinése lastelése neslopina jy augimo, o prieSingai —
j1 skatina, nors sveikoms lgsteléms toks Ca** padidéjimas biity citotoksiSkas [21]. Taciau Ca?* signalizacija
véziniuose lastelése gali buti tiek padidéjusi, tiek sumazéjusi, priklausomai nuo Ca?" koncentracija
reguliuojanciy baltymy aktyvumo. PavyzdZiui, véZinése lastelése yra sumazgjusi elektrinio potencialo
valdomy Ca?" plazminés membranos kanaly (VGCC) ekspresija, todél, galimai, Sitiems kanalams galima
priskirti naviko slopintojy vaidmenj [22].

Ca?" mainai tarp lasteliy citozolio ir tarplasteliniés terpés véZinése lastelése pagrinde vyksta pro
TRP kanalus ir SOCE sistema, kuri yra hiperaktyvinta - palaiko padidintg Ca?** jtekéjima j lastelés vidy.

Pavyzdziui, TRP1 skatina atsparumg chemoterapijai Ca*" sgveikaujant su baltymais ir padidinant MCLI1

baltymo ekspresija [23]. SOCE sistema per STIM ir ORAI baltymus didina véziniy lasteliy migracijg ir
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metastazavimg - osciliuojanciy Ca?* signaly generavimas specifinése plazminés membranos srityse skatina
ekstralgstelinés matricos degradacija ir invadopodijy formavimasi. Be to, padidéjes SOCE aktyvumas

uztikrina ilgalaikj Ca** signaly palaikyma, kuris yra biitinas naviko augimui ir progresijai [24].

Vidulasteliniuose Ca?" srautuose vézinése lastelése ypatingas vaidmuo tenka ER ir
mitochondrijoms jy saly¢io taSkuose MAM struktirose. MAM srityje vykstantis Ca®" ir reaktyviosios
deguonies formos (ROS) perdavimas yra svarbus apoptozés reguliatorius, kurj modifikuoja onkogenai,
tokie, kaip AKT (proteinkinazé¢ B). AKT slopina apoptoze tiek transkripciniu lygiu, tiek tiesiogiai
veikdama mitochondrijy baltymus, kas leidzia vézinéms lgsteléms iSvengti Ca?" sukeltos mitochondrijy
"perkrovos". Taip pat AKT onkogenas atsakingas uz IP3 fosforilinima, todél slopina Ca** i§siskyrimg 1§
ER ir apsaugo lgsteles nuo vidulgstelinio Ca®" kritinio padidéjimo [25]. Pastaruoju metu daugéja jrodymy,
kad dél MAM baltymy plataus dalyvavimo Igsteliy homeostazéje, Sitos ER ir mitochondrijy sgveikos
"aSies" pokyciai yra labai svarbiis naviky etiologiniai veiksniai. I§samiis MAM baltymy ir jy pasikeitimy
tyrimai ne tik padeda ligos diagnostikai, bet taip pat terapiniy taikiniy atradimui. Pavyzdziui, MAM
baltymy moduliacija naudojama vézio lgsteliy jautrumui prieSvéziniams reagentams padidinimui bei

imuniniy lgsteliy aktyvumo reguliacijai [26].

Vézinése lastelése Ca?>" palaikomas metabolizmas daznai yra selektyviai modifikuojamas —
kei¢iama Ca** perdavimo i§ ER ] mitochondrijas kontrol¢, taip mazinant jautrumg mitochondrijy
tarpininkaujamai apoptozei. Sustiprintas, bet grieZtai reguliuojamas Ca*" srautas } mitochondrijas leidZia

palaikyti aktyvuma, kartu iSvengiant kritinés Ca** perkrovos [27].

Véziniy lgsteliy ER generuojamy Ca®" signaly mechanizme svarbiausios struktiiros - SERCA
siurbliai ir IP3 receptoriai. Slopinant SERCA siurblius, Ca*" jsiurbimo i§ citozolio | ER dalinis
sumazéjimas skatina naviko progresijg ir atsparumg chemoterapijai. Tuo tarpu IP3 receptoriai, kartu su
BCL-2 Seimos baltymais, yra svarbis ER—mitochondrijy Ca?" mainy reguliatoriai vézinése lastelése. Jy
sgveika gali tiek slopinti, tiek skatinti Ca®" i8siskyrimg i§ endoplazminio tinklo [21]. Mitochondrijose
svarby vaidmenj atliecka MCU, kurio ekspresija daugelyje naviky yra padidéjusi ir siejama su
mitochondrijy sustiprintu Ca*" jsiurbimu, padidé¢jusia ROS gamyba ir didesniu metastaziniu véZinio
audinio polinkiu. MCU ir ROS sgveika formuoja teigiamo grjZztamojo rySio mechanizmg, kuris skatina
lasteliy migracija ir naviko progresija. Taciau §io mechanizmo poveikis gali skirtis priklausomai nuo Ca?*
signalizacijos heterogeniSkumo vézyje [28]. Nustatyta, kad mitochondrijy mPTP reguliuoja apoptozes
sukeltg vézio lasteliy mirtj: padidéjes mitochondrijy Ca** kiekis, oksidacinis stresas ir mitochondrijy
depoliarizacija lemia mPTP atsidaryma, o mPTP komplekso sukelta apoptoze laikoma svarbiu veiksniu ir

atlieka lemiamg vaidmenj keliy tipy vézio patogenezeje.
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10.3. Glioblastoma ir jos lasteliy linijuy kulturos

Glioblastoma (GB) yra agresyviausia pirminé centrinés nervy sistemos naviko forma, pagal
Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO, angl. WHO - World Health Organization) priskiriama IV laipsnio
difuzinéms gliomoms [29]. Sie navikai pasizymi spar¢iu augimu, ryskiu invazyvumu, metaboliniu
plastiSkumu ir dideliu atsparumu gydymui. Pacienty prognozé islieka itin nepalanki: penkeriy mety
iSgyvenamumo rodikliai rodo, jog tarp neiSgydomy vézio formy atveju, sergantys GB pacientai uzima
devintg pozicija pagal 5 mety iSgyvenamumo rodiklj tarp 13 vézio tipy (9,8 %) [30]. Histologiskai - pagal
PSO duomenis - tai yra astrocitinés kilmés heterogeniski navikai [31]. Taip pat GB yra dazniausias
piktybinis pirminis smegeny navikas, sudarantis apie 57 % visy gliomy ir 48 % visy pirminiy piktybiniy
centrinés nervy sistemos (CNS) naviky. Statistiniai duomenys rodo, kad glioblastomos sergamumas
pasaulyje yra 3,21 atvejo 100 000 gyventojy (remiantis 2011-2015 m. registry duomenimis), o amziaus
vidurkis siekia 65 metus [32].

GB véziniy Iasteliy agresyvumas lemia aktyvy Ca?" signalizacijos persitvarkyma, suteikiantj joms
atsparuma chemoterapijai ir radioterapijai. Dél §iy priezas¢iy biitinas Ca?" signalizacijos mechanizmy
tyrimas, ieSkant naujy taikiniy terapijos ir gydymo bidy: GB budingas iSskirtinis tarplastelinis rysys,
glaudziai susijes su Ca** signalizacija. Tyrimai rodo, kad glioblastomos Iastelés formuoja funkcinius
tinklus, kuriuose Ca** signalai perduodami tarp Igsteliy per specializuotas struktiiras, vadinamais naviko
mikrokanalais, - tai yra plonos, ilgos mikrotubulés, besitgsiancios 1§ Igstelés kiino ir jungiancios jg su
kitomis glioblastomos lastelémis. Sie tinklai leidZia koordinuoti bendra lasteliy atsaka j stresa, paskirstyti
metabolinius iSteklius ir taip padidina atsparumag gydymui. Sukeldami citoplazminés Ca*" koncentracijos
osciliacijas, GB navikinés lastelés komunikuoja tarpusavyje per mikrotubuliy tinklus. Tokia Ca**
vidulastelinés koncentracijos pokyc¢iy déka vykstanti komunikacija tarp GB lasteliy yra laikoma vienu i§

svarbiausiy glioblastomos atsparumo gydymui mechanizmy [33].

Eksperimentiniuose tyrimuose nagrin¢jant GB proliferacija, migracija, invazyvuma, metabolizmg
ir atsakg ] gydyma daznai yra naudojamos A-172 ir U-87 glioblastomos lgsteliy linijos, kurios atitinka
skirtingus naviko agresyvumo lygius. Abi linijos kilusios i§ glioblastomos audinio ir pasizymi tipiniais §io
naviko bruozais [34]. Nepaisant bendros kilmés ir GB buidingy panaSumy, A-127 linija pasiZymi mazZesniu
proliferaciniu aktyvumu ir ribotu migracijos potencialu, o tuo tarpu U-87 linija yra agresyvesné, pasiZymi

didesniu proliferacijos grei€iu ir rySkesniu invazyvumu [34,35].

GB yra itin agresyvus navikas, daZznai diagnozuojamas vélyvose stadijose, todél pacienty
1Sgyvenamumo gerinimui biitina derinti kelias terapines strategijas ir identifikuoti pagrindinius

molekulinius taikinius. Kadangi progresuojant glioblastomai kritiSkai svarby vaidmenj atliecka Ca?**
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signalizacija, geb¢jimas jg moduliuoti gali tapti perspektyvia terapine kryptimi, leidziancia
perprogramuoti lasteles 1 maziau agresyvy arba lengviau gydoma fenotipa [36]. Nepaisant jtikinamy
jrodymy, kad Ca%" homeostazés sutrikimas skatina tam tikry piktybiniy fenotipy atsiradima, o pagrindiniy
Ca?" transportuojanéiy molekuliy pakitusi raiska ir/ar funkcija lemia patologinius poky¢ius, §iy tyrimy
rezultaty terapinis panaudojimas véZio gydymui yra tik pradinéje stadijoje. Siy poky¢&iy supratimas ir

dalyvaujan¢iy molekuliniy veikéjy nustatymas atveria naujas vézio gydymo perspektyvas [37].

Siame darbe i$nagrinéti ir palyginti dviejy skirtingo patogeniskumo linijy - A-172 ir U-87 - GB
kultiiry lasteliy Ca®" vidulgsteliniy signaly laikinés dinamikos parametrai bei nustatytas laikinés

dinamikos ypatumy rysis su Ca** signaly generavimo mechanizmais.
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11. TYRIMO METODIKA IR METODAI

Tyrimuose buvo naudojamos skirtingo patogeniSkumo zmogaus glioblastomos A-172 ir U-87
linijy kultiros, augintos ant plastiko pavirSiaus. Kultiry auginimas, dazymas bei paruoSimas
fluorescencijos vaizdinimui buvo atliktas Neuromoksly instituto Molekulinés neuroonkologijos

laboratorijoje, vadovaujant dr. Giedriui Steponaiciui.

Glioblastomos skirtingy linijy kultiiry lasteliy vidulastelinés, greitai besikeiciancios laike (2-50 s)
Ca®" koncentracijos matavimui buvo parinktas nuo Ca?" koncentracijos priklausané¢io fluorescencinio
signalo optinio registravimo metodas. Kadangi glioblastomos vézinés lastelés néra elektriskai aktyvios,
kaip veikimo potencialg generuojantys neuronai, todél jy generuojamy Ca®* signaly negalima i§matuoti
naudojant jprastus elektrofiziologinius metodus, tokius kaip registracija prisiurbiamais arba aStriais
elektrodais. Fluorescencinio nuo Ca** koncentracijos poky¢iy priklausancio signalo optoregistracija yra
neinvazinis metodas; jame naudojama fluorescencija Zadinanti mélyna monochromating Sviesa (A=480nm)
nesukelia kultiiry lasteléms zZymiy pazeidimy. Kitas metodo privalumas — viename registracijos jrase
vienu mety fiksuojami keliy deSimciy kultiiros lasteliy signalai, kas leidzia greitai surinkti statistinius
duomenis. Taciau pagrindinis metodo apribojimas susijes su nagrinéjamy lasteliy kultiiry tankiu:
optoregistracijos metodas geriausiai tinka mono-sluoksniy kultiiry, auginty ant stiklo ar plastiko
pavirsiaus, signaly matavimui, kai pavir§iaus padengimas lgstelémis yra apie 70 % ploto: toks lasteliy ir
"fono" santykis yra optimalus prasmingy signaly iSskyrimui ir bitino signaly kontrasto uZtikrinimui.
Taigi, zmogaus glioblastomos skirtingy linijy kultiiry tyrimui Sis metodas gerai tinka (3 pav.), jeigu
1Slaikomas kultiiros monosluoksniSkumas ir pavirSiaus Igstelémis padengimo santykis — 70 % lasteliy ir

30% "fono".

11.1. Kultary paruoSimas optiniam fluorescencijos matavimui

Ca?" koncentracijos greity poky¢iy matavimas skirtingy Zmogaus glioblastomos linijy kultiiry
Iastelése buvo atliekamas nudaZius lasteles membranai laidziais Ca®* jautriais dazais (OGB-AM, Oregon
Green 488 BAPTA-1AM, Invitrogen, JAV). Tam tikslui j kultiry augimo terpe buvo pridedama 2uM
OGB-AM ir kultiira su dazais buvo inkubuojama 10 min. Ca®" jautriy dazy likuciai, nepateke j
glioblastomy kultury lagsteles, buvo pasalinti i§ kultliry augimo terpés kelis kartus keiCiant terpe nauja.
Pries atliekant optinj registravimg lastelés dar karta 10 min buvo inkubuojamos jprastomis augimo

salygomis.
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11.2. Nuo Ca?* koncentracijos priklausancios fluorescencijos intensyvumo optinis
matavimas

1 pav. Eksperimento schema ir duomeny analizés eiga.

A-172 ir U-87 linijy Zmogaus glioblastomos kultiiros, iSaugintos 2.5 cm plastikingje kulttiry
auginimui skirtoje léksteléje, Ca** signalo optoregistracijos metu buvo laikomos ant termostatinio pado,
palaikiusio pastovig 36-37°C temperatiira. Nuo Ca®" vidulastelinés koncentracijos greity poky¢iy
priklausancio fluorescencinio signalo registravimas buvo atliktas aukstos raiSkos (5,5 megapikseliy)
greitaveike (iki 1000 kadry per sekunde¢) sCMOS vaizdo kamera (Neo, Andor; Oxford Instruments
Company, UK). Fluorescenciniai vaizdai buvo gauti apSvietus zmogaus glioblastomos kultiiry lasteles
didelés galios 480 nm bangos ilgio Sviesos diody lempa (Olympus TH4-200, Olympus Corporation,
Japonija), Sviesg praleidziant per U-MWIBA3 (Olympus Corporation, Japonija) 510-550 nm bangos ilgio
filtrg ir vaizdinimui naudojant Solis (Andor, Oxford Instruments Company, UK) programing jrangg.
Eksperimentai buvo atliekami visiS8kai tamsioje kameroje eliminuojant bet kokius paSalinius foninius
Sviesos signalus. Signaly registracijos jraso laikiné trukmé — 200 s, signaly registravimo daznis — 2 Hz.
Fluorescencinius signalus Zadinanc¢ios meélynos Sviesos intensyvumas buvo parinktas taip, kad gautume
geros raiSkos fluorescencinius vaizdus, bet nesukeltume kulttiry Igsteliy paZeidimy, kurie pasireiSkia
fluorescenciniy signaly amplitudés, daznio bei gesimo grei¢io sumazéjimu pakartotinos registracijos metu.
Gauty nuo Ca?" koncentracijos priklausanéiy fluorescenciniy vaizdy analizé buvo atlikta naudojant

Neurofiziologijos laboratorijoje atviro kodo Scipy paketo pagrindu paraSytas programas.
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11.3. Gauty optiniy fluorescenciniuy vaizduy analizavimo metodika

B.

1000
S.V.

25s

2 pav. Registracijos metu gauty optiniy vaizdy analizés Zingsniai: A. Lgsteliy aktyvumo (Ca’*
vidulgstelinés koncentracijos pasikeitimo) sukelti fluorescenciniai signalai (vidurkis fotonais) turéjo
vir§yti foninés fluorescencijos vidurkj daugiau nei 3 % (fluorescencijos pokycio taskai paZyméti
skaiciais). B. TaSkai, kur registruoto signalo amplitudé vir§ijo foninés fluorescencijos vidurkj
(fotonais). Prasmingy signaly amplitudé turéjo biiti bent 4 kartus didesné nei fluorescencijos
standartinis nuokrypis. Gretimy tasky signalai buvo sumuojami triukSmams sumazinti. Kuo didesné
matuoto fluorescencinio signalo amplitudé, tuo labiau jo vizualizacijos spalva paslinkta spektrinés
skalés aSyje | geltonos spalvos puse. C. ISskirty prasmingy fluorescenciniy signaly, atspindinciy
vidulgstelinés Ca’* koncentracijos pokydius, kitimas laike (amplitudé matuota sutartiniais vienetais -

fotonais).

Fluorescenciniai nuo Ca?* koncentracijos priklausantys signalai, generuojami zmogaus skirtingo
patogeniskumo glioblastomy linijy A-172 ir U-87 kultiiry lastelése, nudazytose Ca?" jautriais OGB-AM
dazais, buvo registruojami 2080x1680 tasky plote. Registruojamo ploto konfigtiracija empiriSkai parinkta
taip, kad biity uztikrintas visy tasky tolygus apSvietimas lgsteliy fluorescencijg zadinancia Sviesa. Po to

4x4 tasky ploteliy signalai buvo sumuojami tam, kad sumazéty galutinio signalo triuk§mingumas; tokiu
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budu buvo gauti 520x420 ploteliy fluorescencijos signalai tolimesnei analizei. Vaizdy registravimo daznis
buvo 2 Hz, registravimo laiko trukmé — 200 s (400 kadrai). Dél didelio tasky skaiciaus buvo atlickama
pirmin¢ fluorescencijos signalo analizé, leidzianti iSskirti tik tuos taSkus, kuriuose buvo stebétas
fluorescencijos signalo kitimas laike (2 pav. A, taskai, kuriuose fluorescencinis signalas keiciasi laike,
pazymeti skaiciais). Fluorescencijos signalas pagal savo fiziking prigimtj yra triukSmingas - atsitiktinai
formuojasi mazos amplitudés laike kintantys triuk§mo ,,pikai. Tam, kad i§ generuojamo triukSmo isskirti
prasmingg signalg, buvo taikomi tokie analizés filtrai: 1. 4x4 tasky plote registruoto suminio signalo
amplitudés maksimumas turéjo biiti bent 3 % didesnis uz foninés fluorescencijos vidurkj; 2. Kadangi
fluorescencijos intensyvumai skirtingose registruotose lastelése btna skirtingi, prasmingo signalo
amplitudés verté turéjo biiti didesné uz 4 fluorescencijos standartinius nuokrypius. Taikytas standartinis
nuokrypis randamas naudojant taska su maziausiu signalo kintamumu, kas vidurkyje sudarydavo apie 60
fotony. Taigi, registruojamo prasmingo fluorescencinio signalo amplitudé tur¢jo biti bent 240 fotony
didesné¢ uz vidurkj; 3. Kadangi glioblastomos lastelés vaizdas apimdavo apytiksliai 40x40 tasky plota,
atsitiktiniai signalai i$ pavieniy tasSky, kai gretimuose taskuose signalo kitimas nebuvo registruojamas,
programiskai buvo atmetami, tuo tarpu gretimy tasky, kur signalo kitimas buvo nustatytas, signaly
parametrai buvo panaudoti signalo vidurkio skai¢iavimui (2 pav. B). 4. Dél Ca*" koncentracijai jautriy
dazy iSblukimo, kuris pasireiskia kaip eksponentinis létas signalo gesimas laike, korekcijos, atrinktiems
pagal aukS$¢iau apraSytus parametrus signalams buvo taikomas paprasto santykio metodas: buvo
skai¢iuojama vidutiné gestancios fluorescencijos verté "fono" srityse uz detektuoty Igsteliy riby ir po to
lyginama pradiné Sio "foninio" signalo verté su tam tikro laiko momento fluorescencijos signalo verte.
Tokiu biidu buvo nustatoma, kiek karty dél dazy iSblukimo sumazéjo signalas per tam tikrg laiko tarpg ir
prasmingo lgsteléje sugeneruoto fluorescencijos signalo amplitudés verté buvo dauginama gauto santykio

kiekvienam laiko momentui blukimo efekto panaikinimui.

Po programiskai atliktos pirminés signaly atrankos ir analizés, prasmingi fluorescencijos signalai
dar kartg buvo tikrinami naudojant atviro kodo ImageJ (FiJi rinkinys) programa tam, kad buty eliminuoti

fluorescencijos poky¢iai, atsirade dél 1asteliy judéjimo.

Fluorescenciniy signaly statistiné analizé buvo atlikta naudojant funkcijas i§ SciPy atviro kodo
paketo. Duomeny pasiskirstymo normaliSkumas buvo jvertinamas D’Agostino ir Pearson’o normaliSkumo
testais. Skirtumams tarp duomeny vidurkiy statistiniam patikimumui jvertinti buvo naudojamas Stjudento

t-testas normaliai pasiskirs¢iusiems duomenims.

Lasteliy skai¢iavimas buvo atliktas naudojant fluorescencinius vaizdus (2 pav. A), nes dél Ca*"

netolygaus pasiskirstymo lasteléje labai gerai vizualizavosi lasteliy branduoliai, aplink kuriuos yra
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daugiausiai Ca”' talpykly. Sviesinés nuotraukos ne visada buvo informatyvios dél dalinio lasteliy

persiklojimo (3 pav. A, B).

Kadangi glioblastomy kultiiry 1gstelés yra 10-30 um dydzio, ta pati Igstelé galéjo demonstruoti
keleta erdvéje atskirty Ca®" signaly - kaip aplink branduolj, kur daugiausiai Ca?" talpykly, taip ir
terminalinése ataugose. I 2 pav. B, kur skai¢iais yra pazyméti taskai, kuriose buvo fiksuotas Ca®* pokytis,
akivaizdu, kad viena lgstelé daznai tur¢jo keletg "signaliniy" viety. Analizei buvo parinkti tik didziausi

vidulasteliniai signalai, generuojami aplink branduolius esanciy ER talpykly.
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12. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Nuo Ca?" koncentracijos priklausanéios fluorescencijos matavimo metodu buvo nagrinéjami
savaiminiai, santykinai greiti vidulgstelinés Ca** koncentracijos poky¢iai dviejy skirtingo patogeniskumo
linijy Zmogaus glioblastomos kultitiry lgstelése - A-172 (3 pav. A) ir U-87 (3 pav. B).

A-172 linijos kultiiry Iastelés demonstravo santykinai greitus, dviejy tipy Ca?" signalus - labai
greitus, mazos amplitudés Ca®" pikus nuo keliy s trukmés (4 pav. A, rodyklés) ir didesnés amplitudés Ca**
pokycius laike keliy deSiméiy sekundziy trukmeés (4 pav. A). U-87 linijos glioblastomos kulttiry Iastelés
generavo didesnés amplitudés, keliy desiméiy sekundziy trukmés Ca®" signalus (4 pav. B). Kaip

glioblastomos A-172, taip ir glioblastomos U-87 lasteliy generuoti savaiminiai vidulastelinés Ca®*

koncentracijos svyravimai buvo su gerai iSreikStais amplitudés maksimumais ir minimumais (4 pav. A, B)

3 pav. A. A-172 tipo Zmogaus glioblastomos kultiiros lgstelés; B. U-87 tipo Zmogaus
glioblastomos kultiiros lgstelés (mikroskopas Olympus BX51WI, Olympus corporation, Japonija;
objektyvas x40).

Ca®" signaly, generuojamy abiejy tirty glioblastomy tipy kultiiry Iastelése, apradymui ir analizei

buvo parinkti tokie parametrai:

1. Signalo stiprumo apibiidinimui naudojom santyking amplitudg, A, (matavimo vienetas - %),
kuri buvo skaiCiuojama kaip santykis absoliucios fluorescencinio signalo amplitudés, iSmatuotos
sutartiniais vienetais - fotonais - signalo vir§iin€je, ir signalo absoliu¢ios amplitudés, iSmatuotos fotonais
svyravimo bangos minimume. Naudojant santyking, o ne absoliucig signalo amplitudg, galéjome lyginti
kaip skirtingo vidulastelinio turio glioblastomos lasteliy fluorescencija toje pacioje kultiiroje, taip ir
skirtingy kultiiry lgsteliy fluorescenciniy signaly intensyvumg, nes Sitas parametras, skirtingai nuo

absoliucios fluorescencinio signalo amplitudés, leidzia eliminuoti flurescencijos padidéjima/sumazéjima
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dél galimai nevienodo dazy patekimo ] skirtingas kultliras paruoSimo etape. Jeigu registravimo laiko
bégyje (200 s) glioblastomos lastelé demonstravo keleta greity Ca®" impulsy, buvo matuojami ir
analizuojami didziausios santykinés amplitudés signalo parametrai. Tam, kad atskirtume lgstelése
generuojamus prasmingus signalus nuo atsitiktinio triuk§mo, j statistine analize buvo jtraukti tik ty Ca**

signaly parametrai, kuriy santykiné amplitud¢ virsijo 3 %.
2. Signalo trukmé, i¥matuota Ca*" impulso pusés amplitudés lygyije, Tiz, (s).

3. Trumpy spontanidkai vykstanéiy glioblastomos Igsteliy Ca** vidulgstelinés koncentracijos

pasikeitimo jvykiy skaicius, N, per registravimo laika (200 s).

Pirmame tyrimy zingsnyje buvo atlikti kontroliniai matavimai ir palyginti savaiminiy, santykinai
greity vidulgsteliniy Ca*" signaly parametrai abiejy tiriamyjy glioblastomy tipy. A-172 glioblastomos
kultiirose (3 kulttiros, 7 nepriklausomi registravimai) buvo i§ viso registruotos 184 lastelés. Santykinai
greitus Ca’" signalus (keliy s trukmés "pikus" ir keliy de§iméiy s trukmés "bangas") demonstravo 104
lastelés, arba 56,5 % nuo visy registruoty lasteliy skai€iaus; taip pat U-87 tipo glioblastomos kulttrose (3
kultiiros, 6 nepriklausomi filmavimai) buvo registruota 141 lastelé, i§ jy santykinai greitus Ca*'
koncentracijos pokyc¢ius (keliy desimc¢iy s bangas) demonstravo 58, arba 41,1 % lasteliy (4 pav. A, B).
Palyginimas vidulgstelinés Ca** koncentracijos laikinés dinamikos A-172 ir U-87 tipy glioblastomos
Iastelése rodo, kad A-172 kultiiros demonstruoja dviejy tipy Ca?* signaly kombinacija: labai greitus pikus,

LIPS

2-10 s trukmés, mazos amplitudés ir gerai iSreik§tu "atriu" maksimumu Ca®* vidulastelinés
koncentracijos poky¢ius (4 pav. A, rodyklés) kartu su santykinai ilgomis, 20-50 s trukmés Ca** bangomis.
Labai greity, mazy piky tipo Ca®" signaly, generuojamy A-172 tipo Zmogaus glioblastomos kultiiros
lastelése, santykineé amplitudé buvo 3-5 % ir tokius labai greitus, mazos amplitudés signalus turéjo 25 %
visy aktyviy Sito tipo glioblastomos kultiiry Iasteliy. Tuo tarpu U-87 glioblastomos lastelés generavo tik
santykinai ilgus, keliy desiméiy sekundziy trukmés Ca>* pokycius laike (4 pav. B), todél statistiskai galéjo

biiti palyginti tik vienody laikiniy charakteristiky Ca** poky¢iy - bangy - parametrai.

A-172 tipo lasteliy Ca?* dideliy signaly vidutiné santykiné amplitudé, A, sieké 12,0+£6,5 %, o
pusés amplitudés signaly trukmeés vidurkis Ty, buvo 34,9+15,4 s; tuo tarpu U-87 tipo glioblastomos
lasteliy Ca?* signaly amplitudé buvo nezenkliai mazesné - 11,7£5,1 %, o jy viduting trukmé -
T1,=22,4+11,5 s. Taigi, U-87 glioblastomos lgsteliy Ca®" signalai buvo maZesnés amplitudés (néra
statistiSkai reikSminga, p>0,05 (Stjudento t-testas)) ir statistiSkai patikimai trumpesni (p<0,001 (Stjudento
t-testas)) negu A-172 lasteliy generuojami didesni Ca®" signalai. Be to, per 200 s registravimo laika A-172
kultiiros lastelés demonstravo vidutini§kai 2,1+0,9 savaiminiy, didelés amplitudés Ca®" koncentracijos

poky¢iy, tuo tarpu U-87 tipo glioblastomos lastelés per atitinkamg perioda demonstravo beveik du kartus
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didesnj jvykiy aktyvuma - vidutiniskai 3,7+2,3 jvykiai/200 s, kas yra statistiSkai patikimai didesnis jvykiy
skaiCius per tg patj perioda (p<<0.001 (Stjudento t-testas)).

A. B.

j 1000
S.v.

200
S.V.

25 s 20s

4 pav. A. Zmogaus glioblastomos A-172 kultiiry lgsteliy vidulgstelinés Ca** koncentracijos
pokyciai: galima iSskirti dviejy tipy signalus - greitus (2-10 s trukmés), mazos amplitudés Qa2+ "pikus"’
(paziyméti rodyklémis) ir santykinai ilgus (20-50 s), didelés amplitudés Ca** bangas. B. Zmogaus
glioblastomos U-87 kultiiry lgsteliy vidulgstelinés Ca** koncentracijos pokyciai: santykinai ilgos (20-50
s trukmeés) didelés amplitudés Ca** bangos.

Tariant, kad abiejy tiriamy tipy glioblastomy lgstelése didesnés amplitudés Ca®* signalai (bangos)
kyla i§ pagrindinés Ca®" vidulgstelinés saugyklos - ER, tac¢iau yra moduliuojami ER ir mitochondrijy Ca®*
mainais per MAM membrany jungtis, buvo atlikta antra eksperimenty serija: naudojant mitochondrijy
mPTP pereinamumo poros blokatoriy ciklosporing A (CsA, 20uM) buvo siekiama eliminuoti
mitochondrijy Ca?* srauto pro mPTP indelj j registruojamus Ca®" signalus. 1). Kadangi kontroliniai
matavimai parode, kad glioblastomos A-172 kultiiry Igstelés kartu su santykinai ilgais, aukS¢iau aprasytais
ir i¥matuotais ER generuojamais Ca’" signalais taip pat generavo mazus Ca®" pikus, kuriy santykiné
amplitudé tesieké 3-5 % (4 pav. A, rodyklés), noréjom issiaiskinti, ar mazy Ca** piky atsiradimas suristas
su mitochondrijy sukelta signaly moduliacija, atsispindin¢ia galutiniy Iastelés generuojamy Ca*" signaly
skirtingoje laikin¢je dinamikoje. Po CsA (koncentracija — 20 uM; Merck KGaA, Vokietija) pridéjimo |
Iasteliy registravimo terpe atlikti Ca** signaly matavimai parodé, kad A-172 tipo Zmogaus glioblastomos
kultiiry lastelése generuojamy Ca* signaly santykinés amplitudés vidurkis sumazéjo iki A=8,8+3,8 %, kas
yra statistiSkai patikimas pokytis (p<0,01 (Stjudento t-testas)) palyginus su amplitudés vidurkio reik§me
kontroliniame matavime (A=12,0+6,5 %). Taip pat po CsA pridéjimo pasikeité A-172 generuojamy Ca>"
signaly trukmé pusés amplitudés lygyje, kuri tapo Ti1,=26,0£9,4 s ir palyginus su kontrole

(T1,=34,9+15,4) statistiSkai patikimai sumazéjo (p<0,01 (Stjudento t-testas)). TaCiau jdomiausiai yra tai,
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kad, palyginus su kontrole, Zenkliai sumazéjo lasteliy su mazais Ca?" pikais: i§ 158 registruoty lasteliy (3
kultiiros, 6 nepriklausomos filmavimo vietos) 3-5 % santykinés amplitudés, labai greitus (keliy s trukmés)
Ca?" signalus demonstravo tik 7,6 % nuo visy signalus turin¢iy lasteliy skai¢iaus (5 pav. B), tuo metu
kontroléje tokiy buvo 25 % (5 pav. A, rodyklés). Skirtingai nuo mazy Ca** piky, A-172 glioblastomos
kultiiry lasteliy generuojamy didelés amplitudés Ca®" signaly daZnis beveik nepakito: kontroliniame
matavime jis sieké 2,1+0,9 per 200 s, o po CsA prid¢jimo nezenkliai iSaugo iki 2,9+1,9 jvykiy, bet Sis
pokytis nebuvo statistiskai reikimingas (p>0,05 (Stjudento t-testas)). Tadiau paciy lasteliy su Ca>" atsakais
skaiCius po CsA prid¢jimo Zenkliai sumazgjo - jy liko tik 28,5 %, tuo tarpu kontroléje aktyviy Igsteliy
buvo 56,5 %. 2). CsA (20 uM) prid¢jimas | U-87 glioblastomos kultiiry registravimo terpe statistiskai
patikimai nepakeité didelés amplitudés Ca?" signaly pagrindiniy parametry: santykiné amplitudé tapo
A=11,8+6,5 % (kontroléje buvo A=11,7+5,1 %), T12=24,1+11,3 (kontroléje - T1,=22,4+11,5 s), 6 pav. A,
B . Aktyviy U-87 lasteliy signalizacijos daznis (jvykiy skaiius per 200 s registravimo laikg) po CsA
prid¢jimo statistiSkai nepatikimai sumazéjo iki N=3,3+1,3 (kontrolin¢je grupéje buvo 3,7£2,3 jvykiai per
200 s), 6 pav. A, B. Vienintelis Ca®" signaly generavimo parametras, kuris buvo paveiktas mPTP
mitochondrijy pereinamosios poros blokatoriaus CsA pridéjimo j U-87 tipo glioblastomos kulttiry terpe, -
aktyviy lasteliy skaicius, nes Ca*' signalus demonstravusiy lasteliy sumazéjo iki 19,1 %, tuo tarpu
kontrol¢je lasteliy su atsakais buvo 41,1 %.

A. B.
+ CsA (20pM)

A-172, kontrolé
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1000
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5 pav. Zmogaus glioblastomos A-172 kultiiros lgsteliy generuojamy savaiminiy Ca®* signaly
kontroléje ir po CsA (20uM) pridéjimo | registravimo terpe palyginimas: A. 25 % visy aktyviy A-172
Zmogaus glioblastomos kultiiry Ilgsteliy kontroléje generavo labai trumpus (keliy s trukmés) mazos

amplitudés (3-5 %) Ca’* pikus. B. Po CsA (20uM) pridéjimo su Ca**pikais liko tik 7,6 % aktyviy lgsteliy
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6 pav. U-87 glioblastomos kultiry lgsteliy Ca** signaly palyginimas kontroléje ir po CsA
(20 uM) pridéjimo: A. Ca** signalai kontroléje, B. Po CsA pridéjimo j lgsteliy registracijos terpe Ca**
signalizacija nepasikeité - pagrindiniai signaly parametrai - santykiné amplitudé A, signaly trukmé
T 12, jvykiy daznis N statistiSkai reikSmingai nepakito.

' S.V.

Apibendrinant auk$¢iau apraSytus antros eksperimenty serijos rezultatus, galima padaryti iSvada,
kad A-172 ir U-87 zmogaus glioblastomos lgstelés skirtingai reagavo ] mitochondrijy mPTP blokatoriaus
CsA pridéjima, kas atsispindéjo jy generuojamy Ca’" signaly pasikeitimuose. A-172 Igstelése pakito ne tik
generuojamy Ca®" didelés amplitudés signaly parametrai - statistiskai patikimai sumazéjo amplitudé ir
trukme, bet taip pat pasikeité signalo laikinés dinamikos struktiira - daugiau nei 3 kartus sumaz&jo mazos
santykinés amplitudés (A=3-5 %) labai trumpy Ca?" piky skai¢ius (5 pav. B). Tai jrodo, kad Zmogaus A-
172 tipo glioblastomos lgstelése iSliko stiprus rysis tarp ER ir mitochondrijy, kurios aktyviai dalyvauja
Ca?" mainuose su ER. Mazy Ca?" piky atsiradimas greta ER generuojamy didelés amplitudés signaly
galimai apsprestas mitochondrijy ir ER saveika. Skirtingai nuo A-172 tipo glioblastomos, U-87 tipo
lasteliy mitochondrijose generuojamy Ca** srauty blokavimas ER generuojamy Ca’* bangy parametry i3
esmeés nepaveiké - signaly amplitudé, trukmeé ir daznis liko beveik tokie pat, kokie buvo kontrolinéje
grupéje (6 pav. A, B). Galimai, U-87 tipo glioblastomos lastelése Ca®" mainai tarp ER ir mitochondrijy
susilpnéjo arba nutriiko. Vienintelis Ca** signalizacija aprasantis parametras, kuris vienodai pasikeité ir A-
172, ir U-87 tipo glioblastomoje, yra signalus generuojanciy lasteliy skaicius: abejose atvejuose jis krito
mazdaug 2 kartus. Tai, greiCiausiai, parodo, kad mitochondrijy mPTP blokavimas pablogino
glioblastomos lasteliy bendra metabolinj stovi, todél aktyviy Igsteliy skaicius vienodai sumazejo skirtingo

tipo lasteliy grupése.
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Tredia eksperimenty serija buvo atlikta su tikslu iSsiaiskinti didelés amplitudés Ca>" signaly,
demonstruojamy kaip A-172, taip ir U-87 tipo glioblastomos kultiiry lastelése, galimus generavimo
mechanizmus. Kity tyréjy atlikti tyrimai parodé, kad santykinai didelés amplitudés Ca®* signalai
generuojami ER - pagrindiniy Ca®* lasteliy talpykly, taciau skirtingo tipo lastelés isvysté skirtingus ER
Ca®" signaly generavimo mechanizmus. Kofeinas (Caf), prisijungdamas prie ER esandiy RyR tipo
receptoriy, palengvina jy atsidaryma ir tokiu biidu gali sustiprinti ER generuojamus Ca”* signalus. 1). |
glioblastomos A-172 kultiiry lasteliy registravimo terpg buvo pridéta 5 mM koncentracijos Caf (Merck
KGaA, Vokietija) ir po 200 s trukusio poveikio buvo atlikti Ca?" signaly matavimai. I§ visy registruoty
lasteliy Ca2+ atsakus tur¢jo 75,9 % - palyginus su kontrole lasteliy aktyvumas padidéjo 1,3 karto. Taip pat
iSaugo impulsy (jvykiy) skaicius per 200 s registravimo laikg - po Caf pridéjimo signaly skaiciaus vidurkis
tapo N=3,3+1,2, tuo tarpu kontroléje impulsacijos daznis per tg patj perioda buvo tik N=2,1+0,9 (p<0,001
(Stjudento t-testas)). Signaly santykinés amplitudés vidurkis statistiSkai patikimai nepakito -
A=12,9+£5,0% (kontrol¢je buvo A=12,1+6,5 %), taciau signalo trukmés vidurkis - Ti,=20,0+£6,6 s
statistiSkai patikimai sumazgjo, lyginant jj su kontrole - T1,=34,9+15,4 s (p<0,001 (Stjudento t-testas)), 7
pav. A, B. 2. Registruojant Ca*" signalus U-87 kultiiry lastelése praéjus 200 s po Caf (5 mM) pridéjimo j
kultiiry registravimo terpe¢, pastebétas prieSingas efektas - i§ visy registruoty U-87 glioblastomos 1asteliy
populiacijos Ca2+ atsakus demonstravo tik 10 %, kas buvo 4 kartus maziau, nei kontrol¢je (41,1 %). Taip
pat statistiSkai reikSmingai sumaZz¢jo jvykiy skaicius 200 s registracijos laikotarpyje: po Caf aplikacijos jy
buvo suskaiciuota tik N=1,5+0,5 per 200 s (kontrol¢je - N=3,7+2,3 jvykiai per 200 s, p<0,001 (Stjudento
t-testas)). Signalo amplitudés vidurkis sumazé¢jo nuo A=11,7£5,1 % kontrol¢je iki A=6,1£1,1 % po Caf
panaudojimo (p<0,001 (Stjudento t-testas)), 8 pav, A, B. Ca** signaly trukmé po Caf poveikio nezenkliai
iSaugo iki T1,=24,25+10,4 s (kontroléje buvo T1,=22,4+11,5 s) be statistinio patikimumo (8 pav. A, B).

Apibendrinant treCioje eksperimenty serijoje gautus rezultatus, galime teigti, kad A-172 ir U-87
tipy zmogaus glioblastomy Iasteliy didelés amplitudés Ca®* signaly generavimo mechanizmai galimai yra
skirtingi: 1). A-172 tipo glioblastomos Igstelése galimai ekspresuojami rianodino (RyR) receptoriai,
dalyvaujantys Ca®" iglaisvinime i§ ER saugykly, nes po Caf (5 mM) pridéjimo, palengvinan¢io RyR
receptoriaus kanalo atsidaryma, buvo stebimas didelés amplitudés vidulasteliniy Ca?" signaly atsiradimo
daznio augimas, signalo vidutinés trukmés sumazéjimas bei Ca®* signalus generuojanéiy lasteliy skai¢iaus
didéjimas. Ca®' signaly parametry poky¢ius po Caf pridéjimo vizualiai gerai atspindi 5 pav. B, kur
atvaizduota atsitiktinai parinkty A-172 lasteliy Ca** dinamika laike. 2). U-87 tipo Zmogaus glioblastomos
lastelése RyR receptoriai galimai néra ekspresuojami, nes Caf prid¢jimas | registravimo terp¢ ne tik
nesukélé Ca’’ signalizacijos augimo, bet atvirki¢iai, nuslopino Ca? greity poky¢iy generavimg -

registruojamy Ca®' signaly daZnis sumazéjo 2,5 karto palyginus su kontrole, taip pat drastikas krito
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aktyviy lasteliy skaicius iki 10 % nuo visy registruoty U-87 lgsteliy. Tikriausiai, Ca*" ileidimas i§ ER U-
87 tipo glioblastomoje vyksta IP3R receptoriy déka [38], kurie blokuojami Caf, kg ir atspindé¢jo misy
eksperimentuose stebimas U-87 lastelése registruojamy Ca?’ signaly daznio sumazéjimas 2,5 karto
palyginus su kontrole bei drastikas aktyviy lasteliy skaiGiaus kritimas Panasus Ca?" signalizavimo

mechanizmas yra mikroglijoje [39].
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7 pav. Zmogaus glioblastobos A-172 kultiiry lgsteliy generuojamy greity savaiminiy
vidulgstelinés Ca’* koncentracijos pokyciy palyginimas kontroléje ir po Caf (5 mM) pridéjimo j
registravimo terpe: A. Gliogbastomos A-172 Ilgsteliy Ca** signalizacijos dinamika laike (atsitiktinai
parinkty lgsteliy pavyzdinés kreivés) kontrolés sqlygomis; B. Glioblastomos A-172 kultiary lgsteliy
didelés amplitudés Ca2+ bangos po Caf (5 mM) pridéjimo - palyginus su kontrole statistiSkai patikimai
iSaugo generuojamy Ca** signaly daZnis, statistiSkai patikimai sumaZzéjo signalo trukmé ties amplitudés
vidurkio ir 1,3 karto iSaugo Ca** signalus demonstravusiy lgsteliy skaicius
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8 pav. Glioblastomos U-87 Ca** signaly pasikeitimas po Caf (5 mM) pridéjimo: A. Kontrolinis
matavimas. B. Ca?* signaly laikinés dinamikos pasikeitimas po Caf aplikacijos - statistiSkai reik§mingai
sumazéjo jvykiy skaicius 200 s registracijos laikotarpyje, signalo amplitudeés vidurkis

Manoma, kad véZj sukelia lasteliy proliferacijos ir apoptozés mechanizmy defektai, o Ca®" jonai
tarnauja kaip ity abiejy reiSkiniy pagrindiniai signalizatoriai: Ca?" signaly lokalizacija, dydis ir laiko
charakteristikos galiausiai lemia lgstelés likimg. Normalios lastelés transformacija | vézio lastele yra
susijusi kaip su lgsteliy plazminés membranos Ca** kanaly pertvarkymu, dél kurio padidéja proliferacija ir
sumaz¢ja Igstelés gebéjimas mirti, taip ir su vidulgstelinio endoplazminio tinklo ir mitochondrijy jungties
pasikeitimu, kuris apsprendzia vézinés lastelés patogeniSkumg bei atsparumg chemoterapijai [26,40].
Taigi, véziniy Iasteliy funkcinis aktyvumas vyksta déka Ca?* signaly generavimo ir plitimo lasteléje, todél
Ca?" signalizacijos poky¢iai atspindi funkcinés glioblastomos biiklés poky¢ius. Nepaisant to, kad A-172 ir
U-87 glioblastomos linijos daZnai naudojamos jvairiems tyrimams kaip tipiniai Zmogaus GB modeliai,
apie jy Ca®" savaiminés vidulastelinés signalizacijos laikinés dinamikos nagrinéjima informacijos néra
daug. Daugelio tyréjy darbuose vidulgstelinés Ca®* signalizacijos stiprumas (amplitudé) daznai
naudojamas kaip lgstelés metabolinio stovio jvertinimo matas kity nagrin¢jamy procesy fone [41-43],
taciau smulkios laikinés Ca®" signalo dinamikos GB lgstelése priklausomybés nuo ER-mitochondrijy

SN

sgveikos "as]" formuojanciy elementy detalaus tyrimo néra daryta.

Siame darbe, nagrinéjant dviejy tipy skirtingo piktybiskumo zmogaus GB - A-172 ir U-86 - linijy
Ca?" savaiminés vidulgstelinés signalizacijos laikinés dinamikos detales, pavyko nustatyti keleta skirtumy

tarp $ity dviejy gliomy Ca®' signaly generavimo mechanizmy. Piktybiskesné GB U-87 demonstravo tik
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didelés amplitudés Ca?* bangas (pav. 4 A), tuo tarpy mazZesnio piktybiskumo A-172 GB kultiiros Iasteliy
ER generuojamos didelés amplitudés Ca®" bangos buvo akivaizdziai moduliuotos labai greitais Ca?*
"iSmetimais" (pav. 4 A). Uzblokavus mitochondrijy pereinamaja porg mPTP (pridéjus 20 uM CsA |
lasteliy registravimo terpe), nuo 25 % iki 7,6 % sumazéjo lgsteliy, demonstravusiy Ca** pikus, skaicius (5
pav. A, B). Tokiu biidu pavyko nustatyti, kad A-172 GB Ca®" signalo greity piky formavime dalyvavo
mitochondrijy Ca?* srautas per mPTP atsidarymg. Taciau U-87 GB linijos Igsteliy Ca®" signaly laikiné
dinamika po CsA pridéjimo visiskai nepakito (6 pav. A, B).

Yra zinoma, kad mPTP (neselektyvaus kanalo vidinéje mitochondrijy membranoje) atsidarymas
gali buti kaip uzsiteses, taip ir trumpalaikis - tai atspindi skirtingo laidumo lygio subbiisenas. Uzsitgsgs
mPTP atsidarymas yra patologinis, sukeliantis lgsteliy zutj, o laikinas pory atsidarymas gali jvykti
fiziologigkai ir reguliuoja mitochondrijy bioenergetika, lasteliy metabolizmg, Ca’>" homeostaze ir ROS
gamybg [15,44]. Kaip jau buvo minéta, mitochondrijos ir ER lastelése sudaro sudétingus mikrodomenus,
kur per MAM membrany struktiiras tarp jy vyksta Ca®" mainai. Didelés amplitudés Ca®>" bangos kyla i$
endoplazminio tinklo (ER) ir reguliuoja jvairius lasteliy procesus, taciau pagrindinis §ity Ca** signaly
taikinys yra mitochondrijos [45]. Musy eksperimenty rezultatai parodé¢, kad A-172 glioblastomoje sgveika
tarp ER ir mitochondrijy per Ca*" perdavimg dar yra islikusi, tuo tarpu didesnio patogeniskumo U-87
glioblastomoje $ita saveika yra labiau pakitusi ir silpna. Sis rezultatas taip pat patvirtina fakta, kad U-87
GB klasifikuojama kaip piktybiSkesné ir atsparesné gydymui, nei A-172 GB, nes daugelio chemoterapiniy
vaisty efektyvumas priklauso nuo ER ir mitochondrijy Ca®" signalizacijos: kuo labiau yra pakite arba
nutritke Ca®" mainai tarp mitochondrijy ir ER MAM struktiirose, tuo labiau chemoterapiniai vaistai tampa

neveiksmingi [45,13].

Kity tyréjy eksperimentuose buvo nustatyta, kad kofeinas (Caf) slopina glioblastomos U-87
lasteliy judrumg ir i§gyvenamuma [46]. Yra iSsiaiSkinta, kad Caf slopina Ca’’ isleidima i§ ER per
inozitolio 1,4,5-trifosfato receptoriy IP3R3, kurio raiSka U-87 ir kai kuriy kity tipy (U-178, T98G, U-373
ir M059K) glioblastomos lastelése padidéja. Todél, slopindamas IP3R3 sukelta Ca®" igsiskyrima i§ ER,
kofeinas slopina glioblastomos lasteliy migracija, kas buvo parodyta tyrimuose in vitro; taip pat parodyta,
kad Caf terapija padidina vidutinj i§gyvenamuma GB U-87 serganciy peliy tyrimuose in vivo [46,47].
Todel IP3R3 daznai traktuojamas kaip terapinis taikinys - glioblastomos gydyme prie pagrindinés
chemoterapijos skiriama papildoma kofeino terapija invaziniam glioblastomos augimui sulétinti. Miisy
atlikti matavimai, kai j GB U-87 kultiiry augimo terpe buvo pridétas Caf (5 mM), visiSkai atitiko kity
tyréjy rezultatus - palyginus su kontroliniais tyrimais, po Caf pridéjimo statistiSkai patikimai sumaZzéjo
vidulasteliniy ER generuojamy Ca** bangy amplitudé ir daznis, taip pat drastiskai sumazéjo Ca2+ signalus

demonstravusiy lasteliy skaiciaus (8pav, A,B). Taciau GB A-172 linijos kultiiros Igstelés elgesi visiSkai
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priesingai - po 5 mM Caf aplikacijos j lasteliy augimo terpe ER generuojamos Ca*" bangos tapo
statistiSkai patikimai daznesnés ir trumpesnés, taip pat zenkliai padidéjo signalus generuojanciy lgsteliy
skaiCius palyginus su kontrole. Literatiiroje yra duomeny, kad kita medziaga - teofilinas, kuris, kaip ir
kofeinas, priklauso metilksantiny grupei, - sumazina A-172 linijjos GB Igsteliy iSgyvenamumg ir
proliferacijg [48], taCiau apie paties kofeino poveiki GB A-172 Iasteléms duomeny néra. Galima tarti, kad,
GB A-172 lastelése yra ekspresuojami rianodino (RyR) receptoriai, kurie, aktyvuojami Caf, padidina Ca®*
iSleidima i$ ER. Toks mechanizmas yra stebimas astrocituose [49]. Misy eksperimentuose gautg rezultatg
1§ dalies patvirtina tyrimai, atlikti su nenustatyto tipo glioblastoma serganciais pacientais - tik 48 % i$ jy
teigiamai reagavo ] kofeino koterapija, likusiems padidéjo traukuliai [50]. Taigi, miisy rezultatai parodo,
kad A-172 linijos glioblastoma sergantiems pacientams kofeino koterapija biity netinkama. Be to, kadangi
kofeinas yra miisy kasdieninés mitybos dalis, lengvai absorbuojamas per virskinimo sistemg ir praeina pro

hematoencefalinj barjerg [51], sergantiems glioblastoma A-172 galimai vertéty atsisakyti tokiy placiai

vartojamy produkty kaip kava ar energetiniai gérimai.
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13. ISVADOS

1. Patogeniskesnio tipo U-87 glioblastomos kultiiros lasteliy savaiminiai vidulasteliniai Ca** signalai
buvo ganétinai taisyklingos formos su gerai iSreikStomis pakilimo ir nusileidimo fazémis laikingje
dinamikoje ir statistiSkai patikimai daznesni ir trumpesni nei mazesnio piktybiskumo glioblastomos A-172

Ca?®" signalai, kuriy laikiné dinamika atrodé kaip labai greity piky ir ilgy bangy kombinacija.

2. Mazesnio piktybiskumo glioblastomos A-172 kultiiry lgstelése Ca®" signalizacijos parametrai ir
dinamika jautriai reagavo j Ca®" srauto per mPTP blokavima su CsA; tuo tarpu didesnio piktybiskumo

glioblastomos U-87 Ca*" vidulasteliniy poky¢iy parametrai nepriklausé nuo mPTP blokavimo.

3. Mazesnio piktybiskumo glioblastomos A-172 kultiiros lasteliy didelés amplitudés Ca®" bangy
generavimas buvo sustiprintas endoplazminio tinklo rianodino receptoriy aktyvavimo kofeinu, tuo tarpu
U-87 dideliy Ca*" bangy generavimas buvo slopintas kofeino, galimai dél endoplazminio tinklo IP3

receptoriy blokavimo.
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