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Sergant astma po saveikos su bronchy
lygiyjy raumeny lastelémis
didéja eozinofily gyvybingumas

EOSINOPHILS VIABILITY INCREASES AFTER THEIR INTERACTION
WITH AIRWAY SMOOTH MUSCLE CELLS IN ASTHMA

ANDRIUS JANUSKEVICIUS', IEVA JANULAITYTE!, KESTUTIS MALAKAUSKAS"?
'LSMU MA Pulmonologijos klinikos Pulmonologijos laboratorija, LSMU MA Pulmonologijos klinika

Santrauka. Ivadas. Periferiniame kraujyje cirkuliuojanciy eozinofily gyvybingumas yra maZesnis lyginant su
migravusiy j kvépavimo takus. Todél galima daryti prielaidg, kad eozinofily sqveika su plauciy struktiirinémis
lgstelémis gali prailginti jy gyvybingumagq ir aktyvumg, taip sglygodama kvépavimo taky remodeliacijos vystymgsi
sergant astma. Tikslas. [vertinti bronchy lygiyjy raumeny lgsteliy poveikj eozinofily gyvybingumui sergant ast-
ma. Metodai. Periferinio kraujo eozinofilai buvo izoliuoti is penkiy serganciyjy astma ir keturiy sveiky asmeny,
pritaikant centrifugavimg auksto tankio gradiente ir magnetinés separacijos metodus bei nedelsiant sudaromos
individualios kombinuotosios kultiiros su nemirtinga sveiky bronchy lygiyjy raumeny lgsteliy linija. Eozinofily
skaicius bei gyvybingumas buvo nustatomas naudojant automatinj ADAM lgsteliy skaiciuotuvg. Rezultatai.
Serganciyjy astma kraujo eozinofily gyvybingumas vidutiniskai buvo 9+1,7 proc. (p<0,05) didesnis lyginant su
sveiky asmeny eozinofilais. Po eozinofily kontakto su bronchy lygiyjy raumeny lgstelémis tiek serganciyjy astma,
tiek sveiky asmeny eozinofily gyvybingumas statistiskai patikimai padidéjo, atitinkamai - 33,0+7,6 proc. ir 29,8+
10,7 proc. (p<0,05). Isvados. Eozinofily sgveika su bronchy lygiyjy raumeny Igstelémis labiau sglygoja eozinofily
gyvybingumo padidéjimg serganciyjy astma grupéje.

Reiksminiai ZodZiai: eozinofilai, bronchy lygiyjy raumeny lgstelés, gyvybingumas, adhezija.

Summary. Background. Viability of peripheral blood eosinophils are significantly lower than airway eosinophils. It
may be assumed that direct contact between eosinophils and pulmonary structural cells increase eosinophils survival
and activity thus enhancing the development of airway remodeling in asthma. Aim. To investigate the viability of
eosinophils after their interaction with airway smooth muscle cells in asthma. Methods. Blood eosinophils were
isolated from 5 asthma patients and 4 not atopic healthy individuals combining high density centrifugation and
magnetic separation methods. Individual combined cell cultures with immortalized human healthy ASM cells
were prepared. The number and viability of eosinophils were analyzed via automatic cell counter ADAM. Results.
Viability of asthmatic eosinophils is increased by 9+1.7% (p<0.05) comparing with healthy eosinophils. Eosinophil
interaction with airway smooth muscle cells significantly increased viability of eosinophils in both, asthma and
healthy groups, respectively by 33.0+7.6% and 29.8+10.7% (p<0.05). Conclusion. Eosinophil viability is increased
after their contact with airway smooth muscle cells, more pronounced in asthma patients.

Key words: eosinophils, airway smooth muscle cells, viability, adhesion.

|VADAS

Astma - tai létiné uzdegiminé kvépavimo taky liga,
kuriai budinga grjztamoji kvépavimo taky obstrukcija
ir padidéjes bronchy reaktyvumas, dazniausiai suke-
liamas jvairiy nespecifiniy dirgikliy arba alergeny [1].
Astmai budingas kvépavimo taky uzdegimas pasizymi
eozinofily infiltracija j kvépavimo takus. Ligos metu
eozinofilai kaupiasi audiniuose ir daugiau nei 100
karty gali vir$yti normos ribas kraujyje. Eozinofilai
dalyvauja uzdegiminiame procese kaip efektorinés
lastelés bei skatina jgimta imuninj atsaka. Létinis uzde-
gimas skatina kvépavimo taky struktarinius pokycius
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ir lemia kvépavimo taky remodeliacijos i$sivystyma.
Remodeliacijai budingas padidéjes kvépavimo taky
sienelés skersmuo, lygiyjy raumeny hipertrofija ir
hiperplazija, padidéjusi uzlastelinio uzpildo baltymy
sintezé ir jy kaupimasis [2].

Eozinofilai yra vienos svarbiausiy lasteliy, dalyvau-
janciy astmos patogenezéje, iSsivystanciy i§ CD34+
lasteliy. Eozinofilai turi antriniy granuliy, kuriy
sudétyje yra keturi pagrindiniai baltymai, kitaip dar
vadinami audiniy pazeidimo ir bronchy reaktyvumo
tarpininkais [3], pvz., katijoninis baltymas (ECP),
didysis bazinis baltymas (MBP), peroksidazé (EPO),
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neurotoksinas (EDN). Taip pat eozinofilai i$skiria
aktyvius deguonies junginius, kurie pazeidzia kvépa-
vimo taky epitelj, plauc¢iy parenchima, kraujagysles
bei nervus [4]. Dél jvairiy citokiny (IL-5, IL-3, GM-
CSF), chemokiny (eotaksinas, RANTES) ir adheziniy
molekuliy (ICAM-1, VCAM-1) poveikio eozinofilai
susitelkia kvépavimo takuose. Astmos metu eozinofilai
plauciy audinyje iSgyvena iki 8-12 dieny, tuo tarpu
kraujyje - tik apie 5 val. Taip dél sulétéjusios eozinofily
apoptozés eozinofilai geba pazeisti kvépavimo taky
audinius. Eozinofilai, i§skirdami audiniy pazeidimo
ir bronchy reaktyvumo tarpininkus, reaktyvigsias
deguonies formas, citokinus, sukelia stipry plauciy
audinio uzdegimg ir pazeidima [5, 6].

Eozinofily veikimo keliai ir jy jtaka kvépavimo taky
remodeliacijai, sergant astma, nepakankamai istirti.
Ivertinus jy aktyvy dalyvavima létiniame kvépavimo
taky uzdegime, sergant astma, saveikg su struktariné-
mis plauciy lastelémis (pvz., bronchy lygiyjy raumeny
lastelémis, fibroblastais, epitelio lgstelémis), svarbu
nustatyti mechanizmus, lemiancdius ilgesnj jy isgy-
venamumg plauciy audinyje. Siame tyrime siekéme
jvertinti eozinofily gyvybingumo poky¢ius po saveikos
su bronchy lygiujy raumeny lgstelémis in vitro salygo-
mis bei nustatyti eozinofily gyvybingumo poky¢ius po
skirtingy inkubacijos periody.

METODAI IR MEDZIAGOS

Tyrimo eiga

I tyrima jtraukti penki sergantys astma ir jkvepia-
muyjy gliukokortikoidy nevartojantys pacientai bei
keturi sveiki asmenys (kontroliné grupé). Tiriamuyjy
demografiniai ir klinikiniai duomenys pateikiami
1 lenteléje. Atvykti { Kauno kliniky Pulmonologijos
klinikg tiriamieji buvo kvie¢iami du kartus. Pirmo
vizito metu tiriamieji buvo supazindinti su regioninio
biomedicininiy tyrimy etikos komiteto patvirtinto
(leidimo Nr. BE-2-13) tyrimo protokolu bei buvo
patikrinti jtraukimo, nejtraukimo j tyrima kriterijai,
atliktas fizinis tiriamyjy iStyrimas, spirometrija,
bronchy provokacija su metacholinu ir alerginiai odos
dario méginiai. Antro vizito metu paimtas periferinis
kraujas. Eozinofily i$skyrimo i$ periferinio kraujo
trukmé - apie 4 val., nedelsiant po to vertintas eozi-
nofily gyvybingumas bei sudarytos kombinuotosios
kultiiros su bronchy lygiyjy raumeny lastelémis. Eozi-
nofily gyvybingumas buvo vertinamas praéjus 24, 48
ir 72 val. po kombinuotyjy kultiry sudarymo. Terpé
su eozinofilais buvo nusiurbiama j atskirus mégintu-
vélius, centrifuguojama bei resuspenduojama siltoje
mitybinéje terpéje. Surinkty eozinofily gyvybingumas
buvo matuojamas pritaikant propidzio jodido fluo-
rescencinius matavimus automatiniu ADAM lasteliy
skai¢iuotuvu (Witec AG, Sveicarija).
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Astma Sveiki
sergantys asmenys
pacientai
Vyrai, moterys (n) 1/4 2/2
Amzius (metais) 36+3 24+ 1
FEV, (L) 3,92+0,23 3,70£0,21
FEV, (proc. batinojo dydzio) | 106,1+4,9 | 100,7+2,7
PD,, (1g) 0,11* -

Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinés paklaidos vidurkis; # geo-
metrinis vidurkis; FEV: - iSkvepiamo oro taris per 1 sek.; PD20 - provokaciné
metacholino dozé, sukelianti 20 proc. FEV; sumazéjima.

Méginiy paruoSimas

Periferinis kraujas

Kraujo lasteliy méginiai. ] mégintuvélius su antiko-
aguliantu EDTA (2x10 ml) paimta periferinio kraujo,
kuris nedelsiant buvo naudotas eozinofily funkciniy
savybiy tyrimams.

Eozinofily isskyrimas is periferinio kraujo

Eozinofily i$skyrimui naudotas auksto tankio
gradientas (Ficoll, GE Healthcare, Suomija). Auksto
tankio gradientas buvo iSpilstomas j 50 ml Falcon tipo
mégintuvélius, o ant pavir$iaus uzpilama periferinio
kraujo, praskiesto fosfatinio buferio drusky tirpalu
(PBS) (Lonza, Bio Whittaker, Verier, Belgija). PBS yra
izotoninis, tinkamo pH ir netoksiskas lasteléms.

Centrifuguota 1200 g 30 min. 22 °C temperataroje.
Po centrifugavimo susidares vir$utinis frakcionuo-
tas sluoksnis (Munoz ir Leff, 2006) buvo pasalintas.
Apatiniame mégintuvélio sluoksnyje buvo susikaupe
eritrocitai su granuliocitais, norint juos atskirti, buvo
atliekama hipotoniné eritrocity lizé su distiliuotu
vandeniu. Lizuojant eritrocitus, drusky koncentracija
sumazéja, todél atstatymui buvo naudojamas du kartus
didesnés koncentracijos PBS tirpalas. Centrifuguota
300 g, 22 °C temperatiroje, 10 min. Centrifugavimas
buvo kartotas tiek karty, kad eritrocitai visiskai lizuoty
ir i$ryskéty baltas eozinofily sluoksnis.

Granuliocitai resuspenduoti $altame MACS buferyje
(kuriame yra: PBS pH 7,2, 0,5 proc. jaucio serumo al-
buminas (BSA) ir 2 mM EDTA skiedziant MACS BSA
Stock Solution 1 : 20 su autoMACSR Rinsing Solution)
(40 pL - 107 visy lasteliy) Eozinofilai i§skiriami nau-
dojant specilizuotg rinkinj (Eosinophil Isolation Kit,
Human, MACS, Miltenyi Biotec, JAV), remiantis nuro-
dytu protokolu: 10 min. inkubacija 4 °C temperatiiroje
su Biotin-Antibody Cocktail (biotinu konjuguoti mo-
nokloniniai antikanai prie§ CD2, CD14, CD16, CD19,
CD56,CD123 ir CD235A (glikoforinas A) (10 uL — 107
visy lasteliy) bei tolimesné 15 min. inkubacija 4 °C
temperatiiroje su Anti-Biotin MicroBeads (konjuguoti
su monokloniniais antikanais prie$ bioting, izotipas:
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pelés imunoglobulinas G, (IgG1) (20 uL - 107 visy
lasteliy).

Po inkubacijos eozinofilai buvo atskiriami magne-
tinés separacijos metodu. Paruosiamos MS kolonélés
(Miltenyi Biotec, JAV) jstatant jas j magnetinio lauko
stovg MACS Separation (MACS Multistand, Miltenyi
Biotec, JAV). Prie$ atskyrima filtras (30 pm Miltenyi
Biotec, JAV) buvo praplaunamas MACS buferiu, kad
sudrékty visa filtre esanti medziaga. Paruosta lgsteliy
suspencija buvo pilama ant MS kolonélés. Magnetiskai
pazymétos lgstelés liko MS kolonéléje, o eozinofilai ja
peréjo, nes nebuvo pazyméti magnetine Zyme.

I$skirta eozinofily suspencija buvo centrifuguojama
400 g, 10 min., 25 °C temperatiroje ir resuspenduoja-
ma 1,1 ml DMEM mitybinéje terpéje. Véliau 100 pl las-
teliy suspencijos buvo panaudojama lasteliy skaiciaus
ir gyvybingumo vertinimui, naudojant automatinj
lasteliy skaic¢iuotuvg ADAM (Witec AB, Vokietija), o
likusi suspensija, padalijus j atskiras grupes, naudota
tolesniems eksperimentams.

Eozinofily gyvybingumo vertinimas

Praéjus 24, 48 ir 72 val. nuo eozinofily ir bronchy
lygiyjy raumeny lgsteliy kombinuotyjy kultiry su-
darymo, terpé su eozinofilais buvo nusiurbiama j
supilama ] atskirus mégintuvélius. Bronchy lygiujy
raumeny lastelés buvo praplaunamos 1 ml PBS tirpalu
su 1 mM EDTA koncentracija ir inkubuojama 3 min.
Véliau PBS tirpalas buvo surenkamas, sumai§omas
su surinkta terpe bei centrigufuojamas 300 g, 22 °C
temperattroje, 10 min. Nucentrifuguoti eozinofilai
buvo resuspenduojami 200 pl silta DMEM terpe bei
ju gyvybingumas matuojamas naudojant automatinj
ADAM lgsteliy skai¢iuotuva (Witec AG, Sveicarija).

Gyvybingumo nustatymas paremtas fluorescuojan-
¢io dazo propidzio jodido (PI), kuris prisijungia prie
lasteliy branduoliy ir skleidzia fluorescencijos $viesa,
naudojimu. Gyvybingumo nustatymui naudoti du
méginiai: vienas bendram eozinofily skaiciui nustatyti
(naudotas PI kartu su lgsteliy membrang laidinancdia
medZiaga), antras — negyvy eozinofily skaiciui nusta-
tyti (naudojamas tik PI). Eozinofily gyvybingumas
vertintas remiantis formule: gyvybingumas (proc.) =
(A-B)/A x 100, ¢ia A - visas eozinofily skaicius, o B —
negyvy eozinofily skaic¢ius.

REZULTATAI

Saveika su bronchy lygiyjy raumeny Iastelémis

didina eozinofily gyvybinguma

Norédami patvirtinti prielaida, kad j plauciy au-
dinj migravusiy eozinofily gyvybingumas patikimai
padidéja, lyginant su laisvai periferiniame kraujyje
cirkuliuojanciais eozinofilais, atlikome jy gyvybin-
gumo nustatyma, naudodami PI reagenta. Eozinofily
gyvybingumas buvo lyginamas tarp kontrolinés gru-
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Sergantieji astma Sveiki asmenys

& EOS po inkubacijos su BLR Igstelémis
[ EOS be inkubacijos su BLR lastelémis
= Vidutinis isskirty EOS gyvybingumas

1 pav. Saveikos su bronchy lygiyjy raumeny lgstelémis
itaka eozinofily gyvybingumui

Rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis. Serganciyjy
astma n=5, sveiky asmeny n= 4. Inkubacijos laikotarpis - 24 val. *p<0,05
lyginant su eozinofilais be inkubacijos su bronchy lygiyjy raumeny laste-
lémis. # p<0,05 lyginant su tos pacios grupés sveiky asmeny eozinofilais.
Santrumpos: EOS - eozinofilai; BLR — bronchy lygiujy raumeny lastelés.

pés — 24 val. inkubuotos léksteléje be bronchy lygiyjy
raumeny lasteliy ir tiriamosios grupés, kuri ta patj
laikotarpj buvo inkubuota su bronchy lygiyjy raume-
ny lastelémis. Atlikus eksperimentus, nustatyta, kad
serganciyjy astma eozinofilai po 24 val. inkubacijos su
bronchy lygiujy raumeny lastelémis pasizyméjo 82,0+
4,2 proc. gyvybingumu, kuris buvo patikimai didesnis
lyginant su sveiky asmeny eozinofily gyvybingumu
(69,5%2,9 proc., p<0,05), tuo tarpu tiesioginé saveika
su bronchy lygiyjy raumeny lastelémis skatino eozino-
fily gyvybinguma abiejose grupése: serganciyjy astma
eozinofily, kurie nebuvo inkubuojami su bronchy
lygiyjy raumeny lastelémis, gyvybingumas nustaty-
tas atitinkamai - 55,0+8,4 proc. (p>0,05, lyginant su
eozinofilais po saveikos su bronchy lygiyjy raumeny
lastelémis), tuo tarpu sveiky asmeny eozinofily gyvy-
bingumas buvo 49,0+2,2 proc. (p>0,05, lyginant su
eozinofilais po saveikos su bronchy lygiyjy raumeny
lastelémis). Visais atvejais eozinofily gyvybingumas
po 24 val. nuo jy i$skyrimo i$ periferinio kraujo buvo
mazesnis, lyginant su ka tik i§skirtais eozinofilais, kuriy
gyvybingumas vidutiniskai sieké 96+1,6 proc. (1 pav.).

Eozinofily gyvybingumas laipsniskai mazéja

kintant inkubacijos periodui

Eozinofilai néra proliferuojancios lastelés, todél jos
nuolat diferencijuojasi i§ hematopoetiniy kamieniniy
lasteliy kauly ¢iulpuose. Eozinofily gyvybingumas yra
ribotas ir priklauso nuo iSgyvenamumga skatinamuyjy
signaly. Siekéme iSsiaigkinti, kaip kinta eozinofily gy-
vybingumas po sgveikos su bronchy lygiyjy raumeny
lastelémis laiko perioduose nuo 24 ir 72 val.

Atlike gyvybingumo vertinimg, nustatéme, kad ser-
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EOS gyvybingumas (proc.)
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A 24 val. 48 val. 72 val.

H

EOS gyvybingumas (proc.)

48 val.

B 24 val. 72 val.

&z EOS po inkubacijos su BLR Iastelémis —— EOS be inkubacijos su BLR lastelémis — Vidutinis iSskirty EOS gyvybingumas

2 pav. Eozinofily gyvybingumo pokytis po skirtingy inkubacijos periody: A - serganciyjy astma eozinofily gyvybingumas;

B - sveiky asmeny eozinofily gyvybingumas

Rezultatai pateikiami vidurkis + standartinis nuokrypis. Serganciyjy atsma n=5, sveiky tiriamyjy n=4. *p<0,05 lyginant su eozinofilais be inkuba-
cijos su bronchy lygiyjy raumeny lastelémis; #, & p<0,05 lyginant su tos pacios grupés eozinofily gyvybingumu po skirtingy inkubaciniy periody.

Santrumpos: EOS - eozinofilai; BLR - bronchy lygiyjy raumeny lastelés.

ganciyjy astma eozinofily, kurie buvo kombinuotoje
kultaroje su bronchy lygiyjy raumeny lastelémis, gyvy-
bingumas patikimai sumazéja nuo 82,0+4,2 proc. (po
24 val.) iki 69,0+5,8 proc. (po 48 val.) ir 57,0£5,9 proc.
(po 72 val.) (p<0,05). Tuo tarpu eozinofily, kurie netu-
réjo kontakto su bronchy lygiyjy raumeny lgstelémis,
gyvybingumas mazéjo patikimai grei¢iau: gyvybin-
gumas po 24 val. buvo 55,0+£8,4 proc., po 48 val. -
28,0+3,8 proc., po 72 val. - 18,0+1,9 proc. (p<0,05)
(2 pav. A). Visuose laiko atskaitos taskuose eozinofily,
kurie turéjo saveikos su bronchy lygiyjy raumeny
lastelémis gyvybingumas buvo aukstesnis, lyginant su
kontroliniais, be sagveikos su bronchy lygiyjy raumeny
lastelémis, eozinofilais (p<0,05).

Stebint gyvybinguma eozinofily, i§skirty i$ kontro-
linés sveiky asmeny grupés, buvo nustatomas zymiai
mazesnis eozinofily gyvybingumas visuose laiko
perioduose. Nustatyta, kad sveiky asmeny eozinofily,
kurie buvo kombinuotoje kultaroje su bronchy lygiyju
raumeny lgstelémis, gyvybingumas patikimai suma-
Zéja nuo 69,5+2,9 proc. (po 24 val.) iki 60,0£3,0 proc.
(po 48 val.) ir 50,5+4,8 proc. (po 72 val.) (p<0,05).
Taciau eozinofily, kurie neturéjo kontakto su bronchy
lygiyjy raumeny lastelémis, gyvybingumas mazéjo
labiau: gyvybingumas po 24 val. buvo 49,0+2,2 proc.;
po 48 val. - 21,0+4,0 proc.; po 72 val. - 11,5+1,9 proc.
(p<0,05). Taip pat visais atvejais eozinofily, kurie buvo
inkubuoti su bronchy lygiyjy raumeny lastelémis, gy-
vybingumas buvo didesnis, lyginant su kontroliniais,
be saveikos su bronchy lygiyjy raumeny lastelémis,
eozinofilais (p<0,05) (2 pav. B).

REZULTATY APTARIMAS
Eozinofilai yra viena pagrindiniy lasteliy, dalyvau-
janciy alerginés astmos patogenezéje ir kvépavimo
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taky remodeliacijoje. Jie i$skiria jvairius citokinus,
chemokinus ir augimo faktorius, netiesioginiai vei-
kiancius ir plauciy struktarines lasteles. Tac¢iau galima
ir tiesioginé eozinofily saveika su bronchy lygiyjy
raumeny lastelémis adhezijos principu [7]. Eozino-
fily adhezija prie bronchy lygiyjy raumeny lasteliy
vyksta ligando - receptoriaus jungimosi principu,
eozinofilai turi pavir$iniy integriny, kurie gali jungtis
prie bronchy lygiyjy raumeny lasteliy adhezijos mo-
lekuliy ICAM-1 ir VCAM-1. Prisitvirtine eozinofilai
pasizymi stipresniu aktyvumu [8] bei galimai didesniu
gyvybingumu, nes eozinofily prisitvirtinimas prie kitos
lastelés pavirSiaus atpazjstamas kaip per integrinus
perduodamas iSgyvenamumo signalas.

Didesnis Igstelés gyvybingumas yra neatsiejamas nuo
apoptozés — geneti$kai uzprogramuotos, nattralios
lasteliy mirties. Tai biologiskai svarbus procesas, reika-
lingas audiniy, organy bei kraujo lasteliy sistemy ho-
meostazés palaikymui. MazZesnis apoptoze patirianciy
eozinofily skai¢ius lemia didesnj gyvybingy bei aktyviy
eozinofily kiekj kvépavimo takuose, kurie prisideda
prie kvépavimo taky remodeliacijos vystymosi sergant
astma. Nustatyta keletas signaliniy keliy, pasizyminciy
antiapoptotiniu veikimu, tokiy kaip, Wnt/p-katenino,
NF-kB, MAPK, PI3K/Akt/mTOR [9]. Apoptoze slo-
pinamieji signaliniai keliai aktyvuojami i§skiriamy
augimo faktoriy, citokiny, hormony ir uzlastelinio
uzpildo baltymuy, kurie skatina lasteliy iSgyvenamuma.

Eozinofily i§gyvenamumo pusperiodis kvépavimo
takuose gali buti svarbus veiksnys siekiant nustatyti
astmos eigg bei fenotipy ypatumus. Zinoma, kad
serganciyjy astma periferinio kraujo eozinofilai dél
ankstyvosios apoptozés geba i$gyventi ilgiau nei svei-
ky asmeny eozinofilai [10, 11]. Taciau $iy eozinofily
apoptozé buvo matuojama netrukus po jy i$skyrimo
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i§ periferinio kraujo. Siuo tyrimu nustatéme, kad
periferiniame kraujyje cirkuliuojantys apoptoze slo-
pinamieji mediatoriai veikia eozinofilus iki 24 val., o
véliau jy i§gyvenamumas drastiskai krenta (1, 2 pav.).
Sergant astma, antiapoptotiniy mediatoriy, tokiy kaip
interleukinas (IL)-5, IL-9, IL-13, granuliocity-makro-
fagy kolonijas stimuliuojamasis faktorius ir CCL tipo
citokiny koncentracija kvépavimo takuose skiriasi
nuo nustatomy kraujyje. Tai reiskia, kad eozinofily,
patekusiy j kvépavimo takus, i§gyvenamumui jtakos
turi ir kiti veiksniai, tokie kaip sgveika su plaudiy
struktarinémis lastelémis.

Siame tyrime naudojome unikaly periferinio kraujo
eozinofily ir bronchy lygiyjy raumeny lasteliy modelj,
kurio metu galime stebéti tiesiogine $iy dviejy lasteliy
saveika in vitro, atkartojancig nataraliai vykstancius
procesus in vivo. Nustatéme, kad kombinuotosios
kultaros su bronchy lygiyjy raumeny lastelémis su-
darymas Zymiai padidino eozinofily gyvybinguma
tiek serganciyjy astma, tiek ir sveiky asmeny grupése
(1 pav.). Tai rodo, kad sgveika su struktrinémis lastelé-
mis arba jy i$skirtais uzlgstelinio uzpildo baltymais yra
svarbus veiksnys, skatinantis eozinofily gyvybinguma.
Eozinofily pavirsiaus integriny reik§mé yra dvejopa: ju
pagalba eozinofilai prisitvirtina prie lastelés taikinio bei
nuo jy priklauso signalo perdavimas, jtraukiant lastelés
citoskeletg [12]. Tam, kad lgstelés normaliai funkci-
onuoty, reikalinga sgveika su jas supancia aplinka.
Eozinofily atpazjstami aplinkos signalai perduodami
per iSorinius integrinus, todél jy saveika su uzlgstelinio
uzpildo baltymy arba struktariniy lasteliy adhezijos
molekuliy specifiniais aminoraig§¢iy motyvais, tokiais
kaip, Ar-Gly-Asp (RGD), atpazjstama kaip lasteliy
iSgyvenamuma skatinamieji signalai.

Tyrime naudojome periferinio kraujo eozinofilus,
todél rezultatai gali nevisiskai atsikartoti in vivo
salygomis, kur sgveikg su bronchy lygiyjy raumeny
lastelémis patiria tik eozinofilai, migrave j kvépavimo
takus. Taciau $is modelis yra pakankamai patikimas,
nes nustatyta, jog pirminé eozinofily aktyvacija jvyksta
dar periferiniame kraujyje, nes ¢ia yra didziausia ak-
tyvuojanciy mediatoriy koncentracija.

Apibendrinus, galima teigti, kad serganciyjy astma
eozinofily gyvybingumas yra didesnis, lyginant su
sveiky asmeny eozinofilais. Eozinofily kontaktas su
bronchy lygiyjy raumeny lgstelémis turéjo gyvybin-
guma skatinancios jtakos tiek serganciyjy astma, tiek
sveiky asmeny grupése, tik astmos grupéje jis buvo
statistiS$kai reik§mingai didesnis nei sveikyjy grupéje.
Sie duomenys rodo, kad 1étinis kvépavimo taky uzde-
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gimas, sergant astma, i$ dalies formuojasi dél ilgesnio
migravusiy eozinofily gyvybingumo ir saveikos su
plauciy struktrinémis lastelémis. Nors sveiky asmeny
plaudiuose eozinofily neaptinkama arba aptinkami
itin mazi jy kiekiai, eksperimentinémis salygomis iy
eozinofily gyvybingumo padidéjimas pastebimas todél,
kad eozinofilai, nors yra maziau aktyvs, turi i$reikstus
tuos pacius pavirsiaus receptorius kaip ir serganciyjy
astma eozinofilai, o kontaktas su kita lgstele taip pat
atpazjstamas kaip isgyvenamumo signalas. Taciau lieka
neaisku, kokie konkrettis molekuliniai signaliniai keliai
yra jtraukti reguliuojant eozinofily i$§gyvenamuma,
kokj vaidmenj saveikaudami su eozinofilais vaidina
uzlastelinio uzpildo baltymai. Todél reikalingi tolesni
tyrimai, siekiant iSsiai$kinti eozinofily sukeliamos
kvépavimo taky remodeliacijos mechanizmus sergant
astma.
Gauta 2017 09 14
Priimta 2017 09 21
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