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finansuotq projektq ,,Eozinofily jtaka bronchy lygiyjy raumeny remodeliacijai sergant astma“ (finansavimo

sutarties Nr. MIP-010/2014).

Astma yra létiné uzdegiminé kvépavimo taky liga,
kuriai budinga isnykstanti bronchy obstrukcija ir
bronchy hiperreaktyvumas, padidéjes aktyvuoty uz-
degiminiy lgsteliy ir uzdegiminiy mediatoriy kiekis.
Nors astmos etiologija pakankamai gerai itirta, ligos
patogenezé, jskaitant molekulinius ligos i$sivystymo
mechanizmus, iki $iol nepakankamai iStirta. La-
biausiai pastebimas ir svarbiausias kvépavimo taky
struktarinis pokytis yra bronchy lygiyjy raumeny
masés padidéjimas ir bronchy spindzio susiauréjimas.
Siuos poky¢ius lemia suintensyvéjusi bronchy lygiyjy
raumeny lasteliy proliferacija, padidéjes lasteliy dydis
bei gausesné tarplastelinio matrikso baltymy gamyba
[1]. Eozinofilai yra pagrindinés uzdegiminés lastelés,
jtrauktos j astmos patogeneze bei prisidedancios prie
bronchy lygiyju raumeny remodeliacijos vystymosi.
Eozinofilai - tai cirkuliuojantys granuliocitai, kurie
gali migruoti i kvépavimo takus, reaguodami j imu-
nologinius ir uzdegiminiys dirgiklius [2]. Veikiant
interleukinui-5 bei CCL11 ir CCL5 citokinams, eozi-
nofilai migruoja j kvépavimo takus, prisitvirtina prie
aktyvuoty endotelio lasteliy ir po diapedezés proceso
gali kontaktuoti su kvépavimo taky membranoje
esanciomis struktarinémis lastelémis (bronchy lygiy-
ju raumeny lastelémis, plauciy fibroblastais, epitelio
lastelémis) [3]. Eozinofilai veikia $ias lgsteles dvejopai:
netiesiogiai, per isskiriamus jvairius citokinus, chemo-
kinus, augimo faktorius arba reaktyvigsias deguonies
formas; tiesiogiai (adhezijos budu), t. y. po juy prisitvir-
tinimo prie struktariniy lgsteliy adhezijos molekuliy
per savo pavir$inius integrinus [4]. Toks eozinofily
poveikis gali prisidéti prie sutrikusios lasteliy prolife-
racijos, diferenciacijos, tarplastelio matrikso gamybos
ir molekuliniy signaliniy keliy aktyvacijos taip prisi-
dedant prie bronchy lygiyjy raumeny remodeliacijos
vystymosi (1 pav.).

Wingless, integrazés-1 (Wnt) signalinis kelias re-

guliuoja jvairius organy vystymosi procesus, todél
sutrikusi jo aktyvacija salygoja galima jvairiy ligy issi-
vystyma [5]. Kumawat ir kt. (2013) pirmg kartg nustaté
nekanoninio Wnt signalinio kelio, aktyvuojamo Wnt-
5aligando, ir transformuojancio augimo faktoriaus-,
(TGF-p,) reikséme bronchy lygiyjy raumeny lasteliy
savybéms sergant plauciy ligomis [6]. Sio tyrimo metu
buvo norima i$siaiskinti, ar eozinofilai turi jtakos Wnt
ligandy raiskai, kuris, kartu su TGF-f, galéty sukelti
bronchy lygiyjy raumeny lasteliy aktyvumo poky¢ius,
jskaitant jy proliferacijg, tarplastelinio matrikso bal-
tymy gamyba bei jvairiy citokiny i$skyrima (1 pav.).
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TYRIMO UZDAVINIAI

e [vertinti eozinofily poveikj bronchy lygiyjy rau-
meny lasteléms, nustatant TGF-f, ir Wnt-5a)
gamyba sergant astma.

e [vertinti eozinofily integriny jtaka bronchy lygiy-
ju raumeny lasteliy proliferacijai sergant astma.

e Istirti alergeno poveikj eozinofily integriny sa-
veikai su bronchy lygiyjy raumeny lastelémis ir
Wnt-5a baltymo gamybai.

TIRIAMYJY KONTINGENTAS

Moksliniame tyrime dalyvavo 19-49 mety nertkan-
tys asmenys, kurie tirti ir gydyti LSMUL KK Pulmono-
logijos klinikoje. I$ viso i tyrimg jtraukti 39 asmenys:
22 sergantieji astma ir 17 sveiki asmenys (kontroliné
grupé). Kiekvienas i§ tiriamyjy pasiragé informuoto
asmens sutikimo forma bei atitiko jtraukimo ir nej-
traukimo kriterijus. Beveik visiems astma sergantie-
siems pacientams nustatytas didesnis eozinofily kiekis
periferiniame kraujyje bei padidéjes eozinofily skaicius
indukuotuose skrepliuose. Kiekvienam tiriamajam
atliktas inhaliacinis bronchy provokacinis méginys su
namy dulkiy erkiy Dermatophagoides pteronyssinus
alergenu didéjanc¢iomis koncentracijomis (0,1, 1,0,
10,0 ir 33,3 IR/ml). Méginys laikomas teigiamu, kai
FEV1 nuo pradinés vertés sumazéja ne maziau 20 proc.
Siekiant jgyvendinti tyrime i$keltus uzdavinius, buvo
sudaromos individualios tiriamyjy kraujo eozinofily
ir linijiniy bronchy lygiyjy raumeny lasteliy sudétinés
kultaros imituojant in vivo vykstancia $iy dviejy laste-
liy tipy tarpusavio sgveika.

TYRIMO EIGA

Atvykti j Lietuvos sveikatos moksly universiteto
Pulmonologijos klinika tiriamieji buvo kvieciami du
kartus. Atrankos vizito metu (pirmas vizitas) patikrinti
jtraukimo, nejtraukimo kriterijai, atliktas plauciy
funkcijos tyrimas, bronchy provokacinis méginys su
metacholinu ir alerginiai odos dario méginiai. Antro
vizito metu atlikta spirometrija prie$ ir po bronchy
provokacinio méginio su specifiniu alergenu D. ptero-
nyssinus, paimta periferinio kraujo, indikuoti skrepliai,
i$skiriami eozinofilai ir sudaromos sudétinés lgsteliy
kultaros su bronchy lygiyjy raumeny lastelémis.

Po sudétiniy kultiry sudarymo vertinama eozinofily
adhezija prie bronchy lygiyjy raumeny lasteliy laiko
etapais (nuo 30 iki 240 min.) matuojant eozinofily
peroksidazés (EPO) aktyvuma spektrofotometriniu
metodu, naudojant specifinj EPO substratg. Bronchy
lygiyjy raumeny lgsteliy proliferacija po saveikos su
eozinofilais matuota vertinant AlamarBlue® reagento
redukcija, priklausancia nuo lgsteliy metabolinio ak-
tyvumo praéjus 48 ir 72 val. nuo sudétinés kultiiros
sudarymo. Renkami méginiai augimo faktoriy, uz
eozinofily adhezijg prie bronchy lygiyjy raumeny
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lasteliy atsakingy pavir$iaus integriny, tarplastelinio
matrikso baltymy jvertinimui bei geny raiskos analizei.
WNT-5A ir TGF-B1, pavirsiaus integriny, kolageno ir
fibronektino geny raiskos vertintos realaus laiko po-
limerazinés grandininés reakcijos (RL-PGR) metodu
(2 pav.).

PAGRINDINIAI REZULTATAI

Eozinofily integriny raiska

Nustatéme, kad i§ astma serganciy asmeny eozinofily
i$skirtoje mRNR integriny subvienety raiska buvo
padidéjusi atitinkamai: a4 raiska - 3,7+1,0 karto, aM
raiska — 4,6+1,4, B, raiska —4,1+1,1, 3, raiska — 16,8+4,9
karto lyginant su sveiky asmeny eozinofilais. Taip pat
nustatéme, kad didesnis eozinofily integriny oy, aM,
B, ir B, mRNR kiekis 1émé padidéjusia jy adhezijg prie
bronchy lygiujy raumeny lasteliy. Kiekvienam tiriama-
jam buvo sudaryta sudétiné kultiira su eozinofilais, i$-
skirtais i§ asmens periferinio kraujo, ir bronchy lygiujy
raumeny lastelémis. Po 24 val. inkubacinio laikotarpio
pastebéjome, kad serganciyjy astma eozinofiluose
buvo 6,0+1,8 karto didesnis integrino a, mRNR kiekis,
lyginant su eozinofilais, kurie nebuvo inkubuojami
sudétinéje kultiiroje (p<0,05). Kity integriny raiskai,
tiek sveiky, tiek serganciyjy astma grupése sudétinés
kultiiros sudarymas jtakos neturéjo.

Eozinofily adhezija

Eozinofily adhezija prie bronchy lygiyjy raumeny
lasteliy buvo reik$mingai padidéjusi astma sergan-
¢iyjy grupéje visais vertintais laiko etapais (nuo 30 iki
240 min.) lyginant su sveiky asmeny grupés eozinofily
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adhezijos reiksmémis. Nustatéme, kad integriny bloka-
vimas su RGDS peptidu procentine dalimi reik§mingai
sumazino eozinofily adhezijg abiejose tiriamuyjy gru-
pése. Kontrolinés grupés adhezijos reiksmé sumazéjo
vidutiniskai 9,54+0,71 proc., o integriny blokavimas
astma serganciyjy grupéje adhezija sumazino vidu-
tiniskai 13,53+2,70 proc. Taip pat nustatéme, kad
inhaliacinis bronchy provokacinis méginys su spe-
cifiniu alergenu lémé padidéjusig astma serganciyjy
eozinofily adhezija.

TGF-B, kiekybiniai matavimai

Nustatéme didesne TGF- B, geno raiska serganciyjy
astma eoinofiluose lyginant su sveiky asmeny. Inha-
liacinis bronchy provokacinis méginys su specifiniu
alergenu dar labiau padidino skirtumus tarp tiriamujy
grupiy. Taip pat nustatéme, kad eozinofilai didina
TGEF- B, geno raiska bronchy lygiyjy raumeny laste-
lése abiejy grupiy sudétinése kulttrose, tac¢iau astma
serganciyjy grupéje padidéjimas buvo reik§mingai
didesnis. Eozinofily integriny blokavimas sumazino
ju jtaka bronchy lygiyjy raumeny lasteléms abiejy
tiriamyjy grupése. Sie duomenys buvo patvirtinti
baltymy koncentracijos tyrimais i§ surinkto sudeéti-
nés kultros supernatanto, kurie atitiko gautus geny
raiskos rezultatus

Eozinofilai skatina WNT-5a ir tarplastelinio

matrikso baltymy gamyba

Praéjus 24 val. po sudétinés kultaros sudarymo su
serganciyjy astma eozinofilais, nustatyta, kad WNT-5a
geno raiska bronchy lygiyjy raumeny lastelése padideé-
jo 4,80+1,34 karto, kolageno geno raiska - 2,13+0,23
karto, lyginant su bronchy lygiyjy raumeny lastelémis
be saveikos su eozinofilais. Nerasta reik§mingy geny
raiskos poky¢iy bronchy lygiyjy raumeny lgstelése po
inkubacijos su eozinofilais i§skirtais i$ sveiky asmeny.
Taip pat nustatyta, kad eozinofilai, isskirti tiek i as-
tma serganciyjy, tiek i§ sveiky asmeny, reik§mingai
padidino fibronektino geno raiska bronchy lygiujy
raumeny lastelése lyginant su kontrolinémis bronchy
lygiyjy raumeny lgstelémis, be sgveikos su eozinofilais,
atitinkamai 1,71+0,25 ir 1,73+0,20 karto. Sumazéjusi
eozinofily adhezija prie bronchy lygiyjy raumeny las-
teliy arba tarplastelinio matrikso baltymy pavirsiaus,
blokuojant RGDS peptidu, turéjo reik§mingg WNT-5a,
fibronektino ir kolageno geny raiskos slopinamajj
poveikj.

Eozinofily sukelta bronchy lygiyjy raumeny

lasteliy proliferacija

Serganciyjy astma eozinofilai labiau skatino bron-
chy lygiyjy raumeny lasteliy proliferacijg, lyginant su
sveiky asmeny eozinofilais, atitinkamai — 21 ir 5 proc.
Po bronchy lygiyjy raumeny lasteliy inkubacijos su
eozinofilais, kuriy integrinai buvo blokuoti, $iy laste-
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liy proliferacija sumazéjo nuo 21 iki 10,5 proc. ribos
astma serganciyjy grupéje, o sveiky asmeny grupéje
proliferacija sumazéjo nuo 5 iki 2,15 proc.

ISVADOS

Gavus eksperimentiniy tyrimy rezultatus, padarytos

tokios i$vados:

e D¢l intensyvesnés pavirsiaus integriny raiskos
eozinofilai pasizymi stabilesne ir tvirtesne adhe-
zija prie bronchy lygiyjy raumeny lasteliy sergant
astma.

e Sergant astma eozinofilai skatina Wnt-5a ir
TGEF-B, geny raiska bronchy lygiyjy raumeny
lastelése ir sglygoja padidéjusig fibronektino ir
kolageno gamyba.

e Serganciyjy astma eozinofilai labiau skatina
bronchy lygiyjy raumeny lasteliy proliferacija,
lyginant su sveiky asmeny eozinofilais, patiki-
mai prisidédami prie bronchy lygiyjy raumeny
remodeliacijos vystymosi.

e Eozinofily integriny blokavimas patikimai
slopina jy adhezija bei jtakg Wnt-5a, TGF-f,,
tarplastelinio matrikso baltymy geny raiskai bei
bronchy lygiyjy raumeny lgsteliy proliferacijai
sergant astma.

e Inhaliacinis bronchy provokacinis méginys su
specifiniu alergenu skatino eozinofily aktyvuma,
jskaitant jy adhezija bei jtaka bronchy lygiuyjy
raumeny lgsteliy proliferacijai.

PRAKTINE TYRIMO REIKSME

Sio mokslinio tyrimo rezultatai suteikia naujos in-

formacijos apie astmos patogeneze¢. Nustatéme, kad:

1. Eozinofily poveikis bronchy lygiyjy raumeny
lasteléms, sergant astma yra svarbi tiesioginé jy
adhezija per integriny-ligando saveika.

2. Padidéjusi tarplastelinio matrikso pgamyba ser-
gant astma priklauso nuo eozinofily aktyvuojamo
TGF-B,-Wnt signaliniy keliy tarpusavio saveikos.

3. Bronchylygiyjy raumeny remodeliacija gali bati
i§ dalies kontroliuojama blokuojant eozinofily
integrinus ir taip slopinant jy adhezija prie bron-
chy lygiyjy raumeny lgsteliy bei nuo integriny
priklausoma signalo perdavima.

REZULTATY SKLAIDA

Remiantis gautais rezultatais, publikuoti du straips-
niai uzsienyje leidziamuose periodiniuose mokslo
leidiniuose, turinéiuose cituojamumo rodiklj (Impact
factor) Clarivate Analytics (buvusi Thomson Reuters)
Web of Science duomeny bazéje:

e Januskevicius A, Gosens R, Sakalauskas R, Vait-
kiene S, Janulaityte I, Halayko AJ, Hoppenot D,
Malakauskas K. Suppression of Eosinophil Inte-
grins Prevents Remodeling of Airway Smooth
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Muscle in Asthma. Frontiers in Physiology. 2016;
7:680.

Januskevicius A, Vaitkiene S, Gosens R, Janulai-
tyte I, Hoppenot D, Sakalauskas R, Malakauskas
K. Eosinophils enhance WNT-5a and TGF-f,
genes expression in airway smooth muscle cells
and promote their proliferation by increased ex-
tracellular matrix proteins production in asthma.
BMC pulmonary medicine. 2016 Jun 13;16(1):94.

Taip pat pristatyta 11 moksliniy teziy - trys Lie-
tuvos ir a$tuonios uzsienyje vykusiose tarptautinése
konferencijose, publikuoti trys mokslo populiarinimo
darbai tyrimo tematika. Tyrimo metu gauti rezultatai
buvo panaudoti dviem bakalauro ir dviem magistro
baigiamiesiems darbams.
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