Moksliniai darbai ir apzvalgos
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PROLIFERATION IN ASTHMA

ANDRIUS JANUSKEVICIUS', IEVA JANULAITYTE!, VIRGINIJA KALINAUSKAITE-ZUKAUSKE?,
AIRIDAS RIMKUNAS', BEATRICE TAMASAUSKAITE!, KESTUTIS MALAKAUSKAS"?
'LSMU MA Pulmonologijos klinikos Pulmonologijos laboratorija, LSMU MA Pulmonologijos klinika

Santrauka. Ivadas. Eozinofilinis kvépavimo taky uzdegimas — svarbus astmos patogenezés komponentas. Eozinofilai yra ge-
bancios adhezuoti lastelés, nes turi pagrindinius adhezijos receptorius — integrinus, kurie ne tik atlieka prisitvirtinimo funkcija,
bet gali elgtis kaip signalo perdavéjai abipus komunikuojan¢iy lasteliy. Manoma, kad ne visi eozinofilai pasizymi vienodomis
adhezinémis savybémis ir priklausomai nuo to gali skirtis savo atliekamomis funkcijomis. Taip pat dél adhezijos per pavirsiaus
integrinus eozinofilai yra ne tik uzlaikomi plau¢iy audiniuose greta struktiriniy lasteliy, bet gali pakisti ir jy aktyvumas. Geresnis
supratimas apie eozinofily adheziniy savybiy svarba padéty pritaikyti integriny arba jy ligandy blokavima specifiniais antikanais
ir taip valdyti poveikj kvépavimo taky struktariniams poky¢iams sergantiesiems astma. Tyrimo tikslas — jvertinti eozinofily
adheziniy savybiy svarba bronchy lygiujy raumeny (BLR) lasteliy proliferacijai sergantiesiems astma. Tyrimo metodai. ] tyrima
jtraukti septyni naujai diagnozuota astma sergantys pacientai, kurie dar negydyti gliukokortikoidais, ir $e$i nerakantys sveiki
asmenys. Eozinofilai i§ tirlamuyjy periferinio kraujo buvo i$skiriami naudojant centrifugavima auksto tankio Ficoll gradiente ir
magnetine separacija. Buvo sudaromos individualiosios kombinuotos kultiiros tarp nemirtingos Zzmogaus BLR lasteliy linijos
ir i$skirty eozinofily, pritaikant lasteliy santykj atitinkamai - 1:6, 1:3 bei 1:1,5 (37 500 BLR lasteliy bei 6 250, 12 500 ir 25 000
eozinofily). Eozinofily adhezinés savybés jvertintos matuojant eozinofily peroksidazés aktyvuma kombinuotose kultarose. BLR
lasteliy proliferacija vertinta praéjus 72 val. po kombinuotos kultaros sudarymo naudojant Alamaro mélio metoda. Rezultatai.
Taikant BLR lasteliy ir serganciyjy astma eozinofily santykj kombinuotoje kultaroje 1:6 ir 1:3, buvo gauta panasi prisitvirtinusiy
eozinofily proporcija: 63,0+6,2 proc. ir 70,9+4,6 proc. nuo visy jpilty eozinofily. Padidinus jpilty serganciyjy astma eozinofily
skai¢iy iki santykio 1:1,5, nustatytas patikimas prisitvirtinusiy eozinofily proporcijos sumazéjimas iki 48,9+5,1 proc. (p<0,05),
galimai dél per mazo prisitvirtinimui tinkamy viety skai¢iaus. Tuo tarpu matuojant sveiky asmeny eozinofily adhezijg, rezultatai
visais atvejais i$liko panasus, atitinkamai — 45,0+4,1 proc., 48,7+5,7 proc. ir 49,5+3,4 proc. Panasi tendencija pastebéta vertinant
ir eozinofily poveikj BLR lasteliy proliferacijai. Sergan¢iyjy astma grupéje taikant santykj 1:6 ir 1:3, absoliutusis prisitvirtinusiy
eozinofily skaicius kito, ta¢iau poveikis BLR proliferacijai i$liko panasus (atitinkamai 13,0+4,1 proc. ir 14,4+2,2 proc. padidéji-
mas, p<0,05), lyginant su kontroliniy BLR lasteliy proliferacija be eozinofily poveikio. Tuo tarpu padidinus eozinofily kiekj iki
santykio — 1:1,5, statisti$kai patikimo poveikio proliferacijai nenustatyta. Sveiky asmeny grupéje, taikant santykj — 1:6 ir 1:3,
patikimos jtakos BLR lasteliy proliferacijai nerasta, ta¢iau padidinus eozinofily skai¢iy iki santykio 1:1,5, nustatytas patikimas
8,5+3,4 proc. proliferacijos sumazéjimas (p<0,05). I§vados. Gebanciy adhezuoti eozinofily santykis periferiniame kraujyje yra
pastovus, o eozinofily aktyvumas bei jtaka BLR lasteliy proliferacijai galimai priklauso nuo jy adheziniy savybiy.
Reik$miniai Zodziai: eozinofilai, adhezija, bronchy lygieji raumenys, proliferacija, astma.

Summary. Introduction. Eosinophilic airway inflammation is an important feature in asthma pathogenesis. Eosinophils are
adhesive cells, because they have the main adhesion receptors — integrins, that are responsible not only for eosinophils attachment,
butalso can act as signal-transdusers between communicating cells. It is believed that not all eosinophils are characterized by the
same adhesive properties and depending on it can have a different functions. Based on it, better understanding of eosinophils
adhesion could be adapted on integrins or their ligands blocking with specific antibodies, reducing eosinophils effect to airway
structural changes in asthma. Aim - to evaluate the importance of eosinophils adhesion to airway smooth muscle (ASM) cells
proliferation in asthma. Methods. 7 steroids-free asthmatic patients and 6 non-smoking healthy subjects were included into
the study. Peripheral blood eosinophils were isolated by using high density Ficoll centrifugation and magnetic seperation. An
individual combined cell cultured between immortalised airway smooth muscle (ASM) cells and isolated eosinophils was made,
by using different ratio (37,500 and 6,250, 12,500 and 25,000 eosinophils respectively). Eosinophils adhesion was evaluated by
measuring eosinophils peroxidase activity in combined cell cultures. ASM cells proliferation after 72 h of making combined
cell cultures by Alamar blue assay. Results. By using the ratio of ASM cells and asthmatic eosinophils 1:6 and 1:3 was received
similar attached eosinophils proportion — respectively 63.0£6.2% and 70.9+4.6% from whole added eosinophils. Increasing
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added asthmatic eosinophils count to the ratio 1:1.5 was received significantly reduced proportion of attached eosinophils to
48.9+5.1 (p<0.05), probably due to not enough specific adhesive sites. Meanwhile measuring healthy eosinophils adhesion in
all cases results maintain similar, respectively 45.0+4.1, 48.7+5.7 and 49.5+3.4. Similar tendency noticed measuring eosinophils
effect to ASM proliferation. Although in asthmatic patients group after using ratios 1:6 and 1:3 absolute number of attached
eosinophils was different, their effect to ASM cells remains the same (respectively increase in 13.0+4.1 and 14.4+2.2%, p<0.05)
comparing with proliferation of control ASM cells, without incubation with eosinophils. Whereas after increasing added
asthmatic eosinophils count to the ratio 1:1.5 statistically significant effect to cells proliferation was not received. In healthy
eosinophils group after using ratios 1:6 and 1:3 significant effect to ASM cells proliferation was not determined, however, after
increasing added asthmatic eosinophils count to the ratio 1:1.5 was received significantly reduced ASM cells proliferation by
8.5£3.4% (p<0.05). Conclusion. Adhesive eosinophils ratio in peripheral blood remains stable and eosinophils activity and

effect to ASM cells proliferation depends by eosinophils adhesive properties.

Keywords: eosinophils, adhesion, airway smooth muscle, proliferation, asthma.

IVADAS

Eozinofilija kvépavimo takuose — vienas i§ astma
charakterizuojanciy pozymiy. Pastaraisiais metais
daugéja publikacijy, kuriose siekiama geriau suprasti
procesus, lemiancius jy skai¢iaus plauc¢iuose padidé-
jima bei poveikj audiniams. Eozinofily infiltracija j
plauciy audinj yra pagrindinis uzdegiminiy procesy
veiksnys sergant astma. Toks eozinofily judéjimas i$
kraujotakos sistemos yra dinaminis, daugiapakopis
procesas, kuris apima lasteliy sukibimo bei riedéjimo
kraujagysliy endotelio pavir§iumi procesus, pirmine
aktyvacijg bei adhezija, galiausiai transendoteling ir su-
bendoteline migracija [1]. Pirminé eozinofily funkcija
yra kovoti su patogenais, suskaidant juos citotoksiniy
katijoniniy baltymy pagalba, kurie saugomi vidulas-
telinése granulése. Nors zinoma, kad dél $iy baltymy
eozinofilai gali buti toksiski daugeliui audiniy [2], jie
taip pat yra svarbus uzdegiminiy citokiny, chemoki-
ny, augimo veiksniy bei fermenty $altinis [3], kuriy
kiekybiniai ir kokybiniai poky¢iai gali sutrikdyti kve-
pavimo taky homeostaze bei skatinti remodeliacijos
vystymasi. Dél $iy funkcijy pasiskirstymo eozinofilai
gali bati skirstomi j skatinamuosius ardymo procesus
arba remodeliacijos vystymasi.

Eozinofilai yra galin¢ios adhezuoti lastelés, nes
ju pavir$iuje yra ekspresuojami adhezijos recepto-
riai, kuriy pagalba jie prisitvirtina prie uzlgstelinio
uzpildo baltymy arba kitos lastelés pavirSiaus bei
leidzia eozinofilams atpazinti juos supancéia aplinka
ir greitai i ja reaguoti. Integrinai yra gausiausi eozi-
nofily pavirsiuje ekspresuojami adhezijos receptoriai
[4], o nuo jy aktyvacijos priklauso, ar eozinofilai
prisitvirtins prie kraujagysliy endotelio, o taip patir
transmigracija i plaucius. Integrinai - tai specifiniy
lastelés pavirsiaus adhezijos receptoriy superseima,
kurie prisijungia prie lgstelés pavir§iaus adhezijos
molekuliy, uzlastelinio uzpildo baltymy arba tirpiy
ligandy [5, 6]. Tai transmembraniniai aff heterodi-
merai, kuriuos sudaro maziausiai 18a ir 8 subvie-
netai, kartu formuojantys 24 skirtingus jy darinius.
Prisijungdami uzlastelinius ligandus, integrinai
perduoda signalg j lastelés vidy ir atvirkscéiai - jy
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veikla gali buti reguliuojama i$ lastelés vidaus gau-
ty signaly [5]. Integrinai sudaro tarpmembraning
jungtj tarp uzlastelinio ligando (kitos lastelés arba
uzpildo baltymy) ir Igstelés citoskeleto aktino mikro-
filamenty. Daug skirtingy baltymy citoplazminéje
dalyje, tokiy kaip talinas, vinkulinas, moezinas ir
kiti akting prisijungiantys baltymai, tai yra jungtys
tarp citoplazminio integriny domeno ir citoskeleto
lemiant kompleksines saveikas. Uzlastelinio ligando
prisijungimas suzadina jvairius signalo perdavimo
kelius ir valdo lastelés elgsena, jskaitant adhezija,
proliferacija, iSgyvenamumg, apoptoze, forma, polis-
kumg, migracija, geny raiska ir diferenciacija [5, 7, 8].

Migrave per kraujagysliy endotelj eozinofilai paten-
ka j kvépavimo takus greta BLR sluoksnio arba jungia-
mojo audinio. Plauciy struktarinés lastelés, tokios kaip
BLR, fibroblastai, epitelio arba endotelio Igstelés, savo
pavirsiuje ekspresuoja specifines adhezijos molekules:
ICAM-1 ir VCAM-1. Sios molekulés gali atstovauti
kaip substratai eozinofily pavir$iaus integrinams
a4p1 ir aMp2, nuo kuriy priklauso eozinofily peré-
jimas j aktyvigja stadija astmos metu [9]. Periferinio
kraujo eozinofilai turi sglyginai trumpa gyvenimo
pusperiodj — nuo 8 iki 18 val., tuo tarpu migravusiy i
atinkamus organus eozinofily gyvybingumas prailgéja
iki $e$iy dieny [10]. Gyvybingumo prailgéjimas gali
buti grindziamas egzistuojancia saveikia tarp eozino-
fily ir struktariniy lgsteliy arba uzlgstelinio uzpildo
baltymuy, kuri badinga tik migravusiems j audinius
eozinofilams.

Sergant astma, patikimai padidéja eozinofily infil-
tracija j kvépavimo takus [11]. Ta¢iau kvépavimo taky
remodeliacija, kurios vystymasi skatina eozinofilai,
priklauso ne tik nuo jy skai¢iaus kvépavimo takuose,
bet ir nuo adhezijos bei gyvybingumo, kurie tiesio-
giai susije su jy uzlaikymu plauciy audiniuose pries
ismigruojant j bronchy spindj. Sio tyrimo tikslas —
i$siaiskinti, ar tiesioginis kontaktas tarp eozinofily ir
BLR lgsteliy turi jtakos jy proliferacijai sergant astma,
ar tai priklauso nuo gebanciy adhezuoti eozinofily
proporcijos bei specifiniy sukibimo viety skai¢iaus
kombinuotoje kultaroje.
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METODAI IR MEDZIAGOS

Tiriamyjy kontingentas

Bendrasis tyrimo protokolas patvirtintas Regioninio
Biomedicinos tyrimy Etikos komiteto (leidimo Nr.
BE-2-13). Visi tiriamieji pasiragé Informuoto asmens
sutikimo formga. | tyrimg jtraukti septyni pacientai,
kuriems Lietuvos sveikatos moksly universiteto
ligoninés Kauno kliniky Pulmonologijos klinikoje
naujai diagnozuota alerginé astma ir dar negydyti
gliukokortikoidais, bei $esi sveiki neritkantys asmenys
(kontroliné grupé). Alerginé astma buvo diagnozuota
remiantis klinikiniais simptomais, ligos anamneze,
teigiamais odos diirio méginiais prie§ dazniausiai pasi-
taikancius jkvepiamus alergenus bei teigiamu bronchy
provokaciniu meéginiu su metacholinu. Sveiki asmenys
nesirgo jokiomis ligomis ir neturéjo alergijos. I$sames-
ni tiriamyjy demografiniai ir klinikiniai duomenys
pateikiami lenteléje.

Kraujo eozinofily iSskyrimas

Punktuojant periferine veng, tiriamuyjy kraujas buvo
surenkamas j mégintuvélius su antikoaguliantu EDTA
(3%x8 ml) ir nedelsiant naudotas eozinofily i$skyrimui.

Eozinofily isskyrimui buvo pritaikomi centrifuga-
vimo auksto tankio gradiente (Ficoll, GE Healthcare,
Suomija) bei magnetinés separacijos (Miltenyi Biotec,
JAV) metodai. | keturis 15 ml centrifuginio tipo mé-
gintuvélius buvo i$pilstytas Ficoll gradientas, uzpilant
kraujo, praskiesto izotoniniu ir netoksisku fosfatinio
buferio drusky tirpalu (PBS) (Lonza, Bio Whittaker,
Verier, Belgija). Centrifuguota 600 g 30 min. kambario
temperataroje. Po centrifugavimo susidare vir§utiniai
vandeningi sluoksniai buvo pasalinti, o apatiniame
mégintuvélio sluoksnyje susikaupé eritrocitai su granu-
liocitais. Siekiant atskirti granuliocitus nuo eritrocity,
buvo atliekama hipotoniné eritrocity lizé su distiliuotu
vandeniu.

Granuliocitai resuspenduoti su $altu MACS bufe-
riu (PBS pH 7,2; 0,5 proc. jaucio serumo albumino
(BSA) ir 2 mM EDTA), zyméti biotinu konjuguotais
monokloniniais antikanais prie§ CD2, CD14, CD16,
CD19, CD56, CD123 ir CD235A (angl. Biotin-An-
tibody Cocktail) 10 min. kambario temperatiroje
bei su magnetine Zyme konjuoguotais antikainais
pries bioting (angl. Anti-Biotin MicroBeads) 15 min.
kambario temperataroje. Po inkubacijos granulioci-
tai buvo centrifuguoti bei frakcionuoti magnetinése
kolonélése. Eozinofilai atskirti neigiamos selekcijos
badu. Gyvybingumas vertintas naudojant automatinj
lasteliy skaiciuotuva ADAM (Witec AB, Vokietija)
pagal gamintojy protokola.

Bronchy lygiyjy raumeny lastelés
Eksperimentams naudota sveiky stabiliai telomera-
zés atvirkstine transkriptaze ekspresuojanciy Zmogaus

1 lentelé. Klinikiniai ir demografiniai tiriamuyjy
duomenys

Sergantieji Sveiki
astma asmenys

Skaicius 7 6
Lytis (vyrai/moterys) 4/3 6/0
Amzius (metais) 26+3 32+4
FEV; (1) 3,78+0,34 3,70+£0,12
FEV; (proc. batinojo 88,86 + 3,36* 114,20 £ 5,56
dydzio)
PDy (1g) 0,12+0,03 -
Kraujo eozinofily 0,36 = 0,08* 0,2 £0,05
skaicius, x10%I
FeNO, ppb 60,73+11,48% 11,53+2,11
IgE, IU/ml 147,70 £ 19,50* 23,17 £9,32

Duomenys pateikiami apskaiciavus vidurkj + standartinés paklaidos vi-
durkj; *p<0,05, lyginant su sveiky asmeny grupe; FEV; - iskvepiamo oro
taris per 1 sek.; PD2o — provokaciné metacholino dozé, sukelianti 20 proc.
FEV: sumazéjima; FeNO - azoto monoksido frakcija iSkvepiamame ore;
IgE — imunoglobulinas E.

BLR lasteliy linija [12]. Visiems eksperimentams nau-
dotos lastelés, po jy atsildymo persétos ne daugiau nei
Sesis kartus, siekiant i$vengti galimy aktyvumo poky¢iy
dél lasteliy senéjimo proceso. Lastelés augintos 75 cm?
ploto auginimo lékstelése (Falcon®; Corning) CO, 5
proc. koncentracijos bei 37 °C temperatiroje, keic¢iant
mitybos terpe kas tris dienas. Eksperimentams lastelés
augintos 24 $ulinéliy polkstelése (CytoOne®; StarLab)
naudojant Dulbeko modifikuotg Eagle mitybos terpe
(DMEM) (GIBCO®; Life Technologies, Peislis), papil-
dyta streptomicinu/penicilinu (2 proc. v/v; GIBCO®;
Life Technologies), amfotericinu B (1 proc. v/v;
GIBCO®; Life Technologies) ir kar§¢iu inaktyvuotu
jaucio serumu (FBS) (10 proc. v/v; GIBCO®; Life Tech-
nologies). Eksperimenty diena mitybos terpé pakeista
i DMEM be FBS, taciau su antibiotiky misiniu bei
insulino, transferino, seleno (ITS) reagentu (GIBCO®;
Life Technologies).

Kombinuoty kultiiry auginimas

Visiems eksperimentams buvo sudarytos individua-
lios kombinuotos kultaros tarp i$skirty eozinofily ir
BLR lasteliy. Remiantis gamintojy rekomendacijomis
bei eksperimentiniu planu, 24 $ulinéliy plokstelése
eksperimenty dieng biina uzauge apie 37500 BLR laste-
liy. Eksperimentai buvo suskirstyti j tris dalis, kuriose
buvo naudojamas skirtingas gyvybingy eozinofily/
BLR lasteliy santykis — 1:6 (j $ulinélj pridedant 6 250
eozinofily), 1:3 (pridedant 12 500 eozinofily), 1:1,5
(pridedant 25 000 eozinofily). Kombinuotos- kultaros
augintos mitybinéje DMEM terpéje be FBS.
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Eozinofily adhezijos vertinimas

Eozinofily adhezija buvo vertinta praéjus 1 val. nuo
kombinuoty kultiary su BLR lastelémis sudarymo,
pasalinus neprikibusius eozinofilus juos nusiurbiant
bei praplaunat Sulinélj su siltu PBS tirpalu. Eozinofily
adhezija buvo paremta jy vidulastelinés peroksidazés
(EPO) aktyvumo matavimais kombinuotose kultarose
[13], naudojant specifinj EPO substrata (1 mM H,0,,
1 mM o-fenilendiaminas, 0,1 proc. Tritonas X-100,
ruosiant Tris buferyje; pH 8.0). Didesnis prisitvirti-
nusiy eozinofily skaicius lemia suminj EPO aktyvumo
padidéjima bei intensyvesne o-fenilendiamino oksi-
dacja. Sviesos absorbcija matuota praéjus 0,5 val. nuo
EPO substrato panaudojimo kombinuotoje kultaroje,
reakcija sustabdzius 4 M H,SO, tirpalu. Vertinta esant
490 nm bangos ilgiui naudojant $viesos spektrofo-
tometra. Rezultatai iSreiksti adhezavusiy eozinofily
skai¢iumi procentais nuo visy j lékstele jpilty eozino-
fily, pritaikant tiesine kalibracinés kreivés lygtj (visy
ipilty eozinofily EPO substrato oksidacijos reiksmeés).

Proliferacijos vertinimas Alamaro mélio metodu

BLR lasteliy proliferacija vertinta praéjus 72 val. nuo
kombinuoty lasteliy kultary su eozinofilais sudarymo.
Proliferacija vertinta naudojant Alamaro mélio reagenta
(10 proc. v/v; Invitrogen™; Life Technologies), praskies-
tg Hanko balansuotame drusky tirpale (GIBCO®; Life
Technologies). Alamaro mélis gali bati redukuojamas
metabolinio Igsteliy aktyvumo metu iSsiskirianciy re-
dukuojanciy agenty. Redukcijos intensyvumas vertintas
matuojant $viesos absorbcija $viesos spektrofotometru
esant 570 nm ir 600 nm bangos ilgiui. Rezultatai pateikti
BLR lasteliy skaic¢iaus padidéjimu (proliferacija) kom-
binuotoje kultaroje, remiantis Alamaro mélio virsmo i$
oksiduotos formos j redukuotg intensyvumu. Kontrolé —
BLR lgstelés be saveikos su eozinofilais.

Statistinés analizés metodai

REZULTATAI

I tyrimag buvo jtraukta 13 tiriamyjy - septyni ser-
gantieji naujai diagnozuota alergine astma bei 6 sveiki
nertuikantys asmenys. Sveiky asmeny grupe sudaré tik
moterys, taciau literatariniy duomeny apie nuo lyties
priklausomus eozinofily aktyvumo pokyc¢ius néra. Ser-
ganciyjy astma grupéje buvo nustatyta patikimai ma-
zesné FEV, reik§mé — 114,2 + 5,6 proc. butinojo dydzio
sveiky asmeny grupéje ir 88,9 + 3,4 proc. batinojo dy-
dzio serganciyjy astma grupéje. Nustatytas atitinkamai
didesnis kraujo eozinofily skaicius (0,36 + 0,08x10%/1,
lyginant su 0,2 + 0,05x10°/1), FeNO koncentracija
(60,73+11,48 ppb, lyginant su 11,53 + 2,11 ppb) ir
IgE koncentracija (147,70 + 19,50 IU/ml, lyginant su
23,17 £ 9,32 IU/ml) (1 lentelé).

Eozinofily adhezijos vertinimas

Eksperimentai buvo atliekami taikant skirtinggBLR
lasteliy ir eozinofily santykj kombinuotoje kultaroje,
atitinkamai - 1:6, 1:3 ir 1:1,5 kaip nurodyta metodinéje
dalyje. Naudojant santykj kombinuotoje kulttroje
1:6 ir 1:3, gautas panasus prisitvirtinusiy eozinofily
skaicius, atitinkamai — 63,0+6,2 proc. ir 70,9+4,6 proc.
nuo visy jpilty eozinofily. Padidinus serganciyjy astma
eozinofily skaiciy iki santykio 1:1,5 nustatytas patiki-
mas prisitvirtinusiy eozinofily skai¢iaus sumazéjimas
iki 48,9+5,1 proc. (p<0,05). Tuo tarpu matuojant
sveiky asmeny eozinofily adhezija, rezultatai visais
atvejais i$liko panasus, atitinkamai - 45,0+4,1 proc.,
48,7+5,7 proc. ir 49,5+3,4 proc. (p>0,05) (1 pav.).

Eozinofily jtakos bronchy lygiyjy raumeny

Iasteliy proliferacijai vertinimas

Serganciyjy astma grupéje, naudojant santykj 1:6 ir
1:3, proliferacija padidéjo atitinkamai — 13,0+4,1 proc.

p<0,05 [J 1:6 BLR lastelés:EOS

Statistiné analizé atlikta naudojant 100-

GraphPad Prism 6, skirta Windows 53
o ) . o & 90
operacinei sistemai (versija 6.05,2014, & _E 80-
programiné priemoné Graphpad, :__:_”r§ 0] -
Sandiegas, JAV). Duomenys pateikti 2 E oo
apskaic¢iavus vidurkj + stardatinés § 2 g4
. . . (U
paklaidos vidurkj. Duomenys tarp 5.2 4
. . g . B>
astmos ir sveiky asmeny grupiy laikyti 2 g 30-
tarpusavyje nesusijusiais, kuriems ver- E z 20-
tinti taikytas Mann-Whitney U-testas. @ § 10-
Duomenys, gauti naudojant to paties &~ g

_

_l

1:3 BLR Igstelés:EOS
1.1,5 BLR lastelés:EOS

p<0,05

tiriamojo asmens periferinio kraujo
eozinofilus, bet skirtingu santykiu
su BLR lastelémis, laikyti tarpusavyje
susijusiais, kuriy vertinimui naudotas
Vilkoksono suderintos poros testas.
Duomenys statistiskai patikimi, kuriy

p reikémé buvo mazesné kaip 0,05. EOS - eozinofilai.

72

BLR Iastelés + serganéiyjy
astma eozinofilai

BLR lastelés + sveiky
asmeny eozinofilai

1 pav. Nuo integriny priklausomo eozinofily prisitvirtinimo kombinuotoje
kultiroje intensyvumas naudojant skirtinga lasteliy santykj

Rezultatai pateikiami apskaiciavus vidurkj + standartinés paklaidos vidurkj. Serganciujy naujai
diagnozuota alergine astma n=7, sveiky asmeny n=6. Rezultatai vertinti praéjus 1 val. nuo kombi-
nuotos kultaros augimo pradzios. BLR - bronchy lygieji raumenys. Statistinis patikimumas p<0,05.
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ir 14,442,2 proc. (p<0,05), lyginant su
BLR Iasteliy proliferacija be eozinofi-
ly poveikio. Tuo tarpu padidinus eo-
zinofily kiekj iki santykio 1:1,5, statis-
tiskai patikimo poveikio nenustatyta.
Sveiky asmeny grupéje, naudojant

- [
[4)] o
1 )

=y
o
1

p<0,05 [ 1:6 BLR lasteles:EOS

1:3 BLR Iasteles:EOS
1:1,5 BLR Igstelés:EOS

BLR Igsteliy proliferacija
(skirtumas proc. nuo kontrolés)

santykj 1:6 ir 1:3, patikimos jtakos °
BLR lgsteliy proliferacijai nenusta- 0
tyta, tacdiau, padidinus eozinofily 51
skaiciy iki santykio 1:1,5, nustatytas

patikimas 8,5+3,4 proc. proliferacijos 107
sumazéjimas (p<0,05) (2 pav.). -15

REZULTATY APTARIMAS

Sio tyrimo tikslas - nustatyti, kokia
jtaka BLR remodeliacijai gali turéti
pakitusi serganciyjy astma eozinofily
adhezija bei jy aktyvumas, siejamas
su intensyvesne infiltracija j kvépavi-
mo takus. Siam tikslui jgyvendinti i$-
tyréme eozinofily adhezijg prie BLR Iasteliy, naudojant
skirtingus $iy dviejy lasteliy tipy santykio modelius, bei
jvertinome BLR lasteliy proliferacijos pokycius $iose
kombinuotose kulttrose, rodanc¢ius BLR hiperplazija
kvépavimo takuose sergant astma. Nustatéme, kad
gebanciy adhezuoti eozinofily santykis periferiniame
kraujyje yra pastovus, o eozinofily aktyvumas bei jtaka
BLR lasteliy proliferacijai galimai priklauso nuo jy
adheziniy savybiy.

Astmos heterogeniskumas bei fenotipy gausa lemia
nuolatinj poreikj gerinti jai skirty terapiniy priemoniy
veiksminguma bei atrasti naujus, labiau specifiskus gy-
dymo budus. Vis dazniau gydymas nukreipiamas j ligos
simptomuy atsiradimo priezastis, viena jy — vyraujantis
eozinofilinis kvépavimo taky uzdegimas. Siekiant
suprasti jy jtaka kvépavimo taky remodeliacijos vysty-
muisi, naudotas unikalus kombinuoty kultary modelis
tarp serganciyjy astma periferinio kraujo eozinofily bei
sveiky BLR lasteliy, kuomet galime stebéti tiesioginés
saveikos jtaka abiejy lasteliy fiziologinio aktyvumo po-
ky¢iams. Pirma kartg tokio tipo eksperimentus atliko
Hughes su komanda [14], jrodydami, kad eozinofilai
gali prisitvirti prie BLR Iasteliy adhezijos molekuliy
ICAM-1 ir VCAM-1, taciau i$samesni tyrimai nebu-
vo atlikti. Sio tyrimo metu siekéme isiaiskinti ne tik
tai, kaip pakinta eozinofily ir BLR lasteliy aktyvumas
po tiesioginés jy saveikos, taciau jvertinti ir laisvy
adhezijai tinkamy viety skai¢iaus jtaka bei gebanciy
adhezuoti kraujo eozinofily santykj.

Eozinofilai gali veikti dvejopai: buti ardanciosios
efektorinés lastelés ir ardyti kitas struktaras per is-
skiriamus citotoksinius katijoninius baltymus, arba
dalyvauti uzdegiminiuose procesuose, i$skiriant re-
modeliacijos vystymasi skatinamuosius mediatorius
[15, 16]. Pastaroji jy funkcija laikoma svarbiausia

BLR lIgstelés + serganciujy
astma eozinofilai

BLR Igstelés + sveiky
asmeny eozinofilai

2 pav. Eozinofily poveikis BLR Iasteliy proliferacijai naudojant skirtinga lasteliy
santykj kombinuotose kultiirose

Rezultatai pateikiami apskaiciavus vidurkj + standartinés paklaidos vidurkj. Serganciujy naujai dia-
gnozuota alergine astma n=7, sveiky asmeny n=6. Rezultatai vertinti praéjus 72 val. nuo kombinuotos
kultaros augimo pradzios. BLR - bronchy lygieji raumenys; kontrolé - BLR Iastelés be saveikos su
eozinofilais. EOS - eozinofilai. *Statistinis patikimumas p<0,05 lyginant su kontrole.

astmos patogenezei. Zinoma, kad astmos metu
eozinofily aktyvumas kinta [17] ir didesné jy dalis
migruoja i§ kraujo j serganciyjy astma kvépavimo
takus [18]. Tam, kad eozinofilai galéty prisitvirtinti
prie kraujagysliy endotelio bei migruoti i plauciy audi-
nius, dalis jy pavir$iaus integriny turi bati dalinai arba
pilnai aktyvioje konformacijoje, tam, kad atsilaisvinty
aktyvusis integriny centras. Atliktais eksperimentais
jrodyta, kad serganciyjy astma eozinofily adhezija yra
intensyvesné, lyginant su sveiky asmeny eozinofilais
(1 pav.) [19]. Nors tai susije ir su intensyvesne jy pa-
vir$iaus integriny ekspresija [20], ta¢iau tikétina, kad
dél chemoatraktanty, tokiy kaip eotaksinas, veikimo
daugiau pavirsiaus integriny yra aktyviojoje konfor-
macijoje. Integrinai yra sudaryti ir dviejy grandiniy -
a ir B, kuriy suartéjimas ir susijungimas plazminéje
eozinofily membranoje lemia dimery susidaryma, o
galiausiai specifiniy viety atsipalaidavima, prie kuriy
gali jungtis ligandai. Ligandus gali atstoti uzlgstelinio
uzpildo baltymy, pagrinde fibronektino, specifiniai
Arg-Gly-Asp (RGD) aminorag$¢iy motyvai, arba
lasteliy ICAM-1 ir VCAM-1 adhezijos molekulés [21].
Tiek masy naudotoje kombinuotoje kultaroje in vitro,
tiek plauciy audiniuose in vivo, struktarinés lastelés,
pvz., BLR lastelés arba plauciy fibroblastai, pasizymi
minéty adhezijos molekuliy ekspresija bei patys i§ski-
ria uzlastelinio uzpildo baltymus, uztikrinant visas sa-
lygas eozinofily adhezijai. Vertindami adhezija in vitro
modelyje, pastebéjome iki $iol mokslininky neaptarta
tendencijg, kad islaikant pastovias salygas, eozinofily
adhezija priklauso nuo jy jpilamo kiekio j kombinuota
kultiirg. Tai reiskia, kad, nesant pakankamam laisvy
adhezijos viety skaiciaus, aktyvintas eozinofilas ne-
galéty prisitvirtinti plauciy audinyje. Tai rodo nauja
galima tyrimy kryptj, vertinant plauciy struktariniy
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lasteliy adhezijos molekuliy ekspresijos pokycius bei
uzlastelinio uzpildo baltymy remodeliacijg sergant
astma, nes nustatytas padidéjes eozinofily kiekis
plauciy audiniuose signalizuoja ir galimus pokyc¢ius
Siose srityse.

Manome, kad tam, jog sergant astma eozinofilai
veikty arba ardanciai, arba skatinty remodeliacijos
vystymasi, reikia tiek kokybiniy, tiek kiekybiniy eo-
zinofily poky¢iy kvépavimo takuose. Jeigu suvaldyti
eozinofily aktyvumo poky¢ius, sergant astma, yra itin
sudétinga, gali padéti kombinuotas gydymas su siekiu
sumazinti jy skai¢iy kvépavimo takuose. Vertinant
gautus tyrimo duomenis, nustatyta, kad eozinofilai
skatina BLR lasteliy proliferacijg iki tam tikro lygio,
kada padidéjes eozinofily kiekis neturi teigiamos
jtakos jy proliferacijai. Galima daryti i$vada, kad
eozinofily skatinama remodeliacijos procesa uzgozia
didéjantis ardanciyjy eozinofily santykis (2 pav.).
Nors santykio nepakanka, kad poveikis proliferacijai
tapty neigiamas, galima daryti i$vada, kad tiek adhe-
zave, tiek cirkuliuojantys eozinofilai yra pakankamai
aktyvuoti dar kraujyje, todél netgi neprisitvirtine eo-
zinofilai yra pakankamai aktyvas. [domesni rezultatai
sveiky asmeny grupéje, kur nustatyta, kad eozinofily
adhezija nepriklauso nuo santykio su BLR lgstelémis,
nes tik apie pusés eozinofily integrinai buvo pakanka-
mai aktyvioje konformacijoje, kad galéty adhezuoti.
Tai dalinai rodo jy jtakg BLR lgsteliy proliferacijai,
kur pastebima, kad aktyviy remodeliacijg skatinan-
¢iy eozinofily kiekio, naudojant santykj 1:6 bei 1:3,
nepakanka, kad bty pasiektas patikimas BLR lgsteliy
proliferacijos padidéjimas. Tuo tarpu nustatytas pro-
liferacijos sumazéjimas, padidinus eozinofily kiekj
iki santykio 1:1,5, rodo, kad didzioji dalis eozinofily
normaliomis salygomis atlieka ardomaja funkcijg ir
néra atsvaros neutralizuojant jy poveikj remodeliacija
skatinamaisiais eozinofilais. Tai i§ dalies patvirtina
teorijg, kad dél vyraujancio létinio uzdegimo, sergant
astma pakinta eozinofily aktyvacija ir adhezinés sa-
vybés bei santykis tarp remodeliacija arba ardymo
procesus skatinamyjy kraujo eozinofily.

ISVADOS

Nustatéme, kad egzistuoja pastovus adhezuoti
gebanciy eozinofily kiekis periferiniame kraujyje,
kuris pakinta sergant astma, taip pat pastebéjome,
kad, esant astmai, eozinofily adhezija pakinta ir tai
turi jtakos jy poveikiui BLR lasteliy proliferacijai.
Taip pat serganciyjy astma eozinofilai galimai labiau
pasizymi remodeliacija skatinamosiomis savybémis,
lyginant su sveiky asmeny eozinofilais, kurie labiau

skatina ardanciuosius procesus, i$skirdami citotok-
sinius baltymus.
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