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ANOTACIJA

Stnu sekundaras signalparneses molekula cikliskais adenozinmonofosfats (CAMF)
iesaistas cCAMF/proteinkinazes A signalcelu kaskadg, aktiv&jot transkripcijas faktorus (CREB)
un veicinot dazadu génu ekspresiju un proteinu sintézi. Cilmes $tinu kultivésana ar cCAMF
stimulétajvielam var ietekmé&t to likteni péc transplantacijas cilvéka organisma. Tadel pirms
Stinu izmanto$anas terapija janoskaidro cAMF limenu svarstibas dazadu augSanas faktoru un
citu proliferacijas stimulatoru klatbGtng in vitro kultiras.

Magistra darba meérkis bija salidzinat no 48 donoru adas cilmes Stnu kultiram brivi
izveletu astonu dermas cilmes $tinu kultiru cAMF bazalos Iimenus un So Siinu reakciju uz
CAMF producesanas stimulaciju. Atklajam, ka pastav donoru Siinu atSkiribas cAMF bazalaja
Itment un atbildes reakcija uz stimulaciju ar dibutiril-CAMF, augSanas faktoriem un forskolmu.
Stinas stimul&jot ar forskolinu, novérojam lielakas cAMF limenu svarstibas ka ar aug$anas
faktoriem. Atskiribas totala CREB Iimenos nestimulétam $tinam nebija statistiski ticamas. Var
secinat, ka donoru cilmes $tinu CAMF bazalie limeni un atbildes reakcija uz stimulatoriem
atSkiras, un tadg¢] vielu farmakologisko efektu pétijumi dazadu donoru cilmes $tnu kultiiras var

dot pretrunigus rezultatus.

Atslegvardi: cikliskais adenozinmonofosfats, cilmes S$tinas, dibutiril-cikliskais

adenozinmonofosfats, forskolins, CAMF atbildes element-saistosais proteins.



ANNOTATION

Secondary messenger molecule cyclic adenosine monophosphate (CAMP) participates in
cAMP/protein kinase A signaling pathway, activating transcription factors (CREB) and
contributing to the different gene expression and protein synthesis. Stem cell culturing with
CAMP stimulators can influence their fate after transplantation in humans. Therefore, prior to
the use of cells in the therapy, we need to ascertain CAMP level fluctuations in the presence of
various growth factors and other proliferation promoters of in vitro cultures.

Goal of the master thesis was to compare chosen at random eight dermis stem cell culture,
obtained from the 48 donors, cCAMP basal levels and the cellular response to stimulation of
cAMP production. We discovered that there are differences among donor cells in cAMP basal
levels and response to stimulation with dibutyryl-cAMP (db-cAMP), growth factors and
forskolin. In cells, stimulated with forskolin, we observed greater fluctuations of CAMP levels
compared with growth factor. The differences of total CREB levels in non-stimulated cells were
not statistically significant. It can be concluded that cCAMP basal levels of the donor stem cells
and response to different stimulators vary, and hence the pharmacological effects of substances

in various studies in the donor stem cell cultures may give conflicting results.

Key words: cyclic adenosine monophosphate, stem cells, dibutyryl-cyclic adenosine

monophosphate, forskolin, cCAMP response element-binding protein.



SATURS

APZIMEJUIMU SATAKSES 1. .vvvi it iitie sttt sttt sttt e st et e e st e e st e e ssb e e s ssb e e s nbbeeensbeeensbeeans 6
TEVADS ... 8

1. Literatliras @PSKALS .....cciuiiiiiiiiiiiii e 10

1.1, CIlMES STNAS ...ttt r e e nne e neenneas 10

1.1.1. Embrionalas cilmes STNAS .......cccoovereeiiienieiiie e 10

1.1.2. Fetalas Cllmes SUNAS ......cccueeiiiiiieiieiiie et 11

1.1.3. Pieaugusa organisma cilmes STNAS .........ccocvvrveiiniiiiieiinie e 11

1. 2. Eksperimentos izmantotas Cilmes STNAS .......ccvvveiiveeiiiieeiiiieesieessieessneessiressnineeans 12

1.2.1. Adas dermas Cilmes STUNAS .......ccoovvviverereririiieieeeseseee e 12

1.3. Intracelularas signalcelu Kaskades ..........ccoviiiiiiiiiiiiicicc e 12

1. 4. Ar G proteinu saistitie receptori (GPCR) .....cccoeiiiiiiiiiiiie e 13

1.4.1. GPCR uzbiive un funkcijas........cccoviiiiiiiiiiiiiiiie e 14

1.4.2. GPCR T@QUIACTIA ...vvvieiviiieiiiie ettt 15

1.4.3. GPCR génu transkripcijas aktivacija ........ccccververeeiiniineeieee e 15

1.5, AdCNIICIKIAZE .....veeiii ettt 16

1.6. Cikliskais adenozinmonofosfats (CAME) .........ccceviiiiiiiiinineneeeee e 16

1.6.1. cAMF biologiska aKtiVItaAte .........cerverveeiirieiieiic e 17

1.6.2. ANCROIING PIOtETNL.cc.vviirieiiiieiee it esieesieesiee e see et e e sree e e ssaeeeeeas 18

1.6.3. FOSTOAICSIETAZES ...veevviiriieiiiieiie sttt sttt 19

1.7. ProteInkinazes un foSfatazes.........oovviiiiiiiiiiiiiiiic e 20

1.7.1. cAMF aktivéta proteinkinaze A (PKA)......cccoviiirinieierece e 20

1.7.2. PKA aktivacija regulé glikogé€na metabolismu ............cccceviiiienieninnne 22

1.8. CREB PIOTEINS ..c.vviiuiieiiieiie sttt 22

1.9. cAMF analogu un augsanas faktoru ietekme uz CAMF Sinte€zi...........ccoccvervvruenen. 23

2. Materiali Un MELOAES .....cocueiiiieiiieiiieiie ettt ettt ettt sb e sae e nb e e bneane e 25

2.1. Aparatiira un izmantotie trauki .........ccoceiiieiiiiiiie 25

2.2. Eksperimentos PELTLAS VIEIAS ......cevviereiiiieiiiiii e 26

o TV - J TR 26

2.4, STnu proliferacijas MEITSANA. ............evuevveveicreeeeeeseese et 28



2.5. cCAMF ITmena noteiKSaNa.........cceiiiiiieeiiiiiie e e e e saree e e 28

2.6. Forskolina efektu petiSana............ccoviviiiiiiiiiiiiicece e 32
2.7. Totala CREB proteina noteik§ana ............cccooveviiiiiieiinieiiceeee e 33
2.8. Totala proteina daudzuma noteikSana ..........ccccevveiiiiiiiiiie i 35
2.9. Datu statistisk@ analize ..........cccooeiiiiiiiiiie e 35
3 REZUITALI ...ttt ettt e ettt nae e e et e ne e 36
3.1. Db-cAMF un augsanas faktoru efekti uz $tinu proliferaciju .........cccceevrervrnnnnn. 36
3.2. Bazala cAMF limena svarstibas dazadu donoru Stnu ITijas ........cccceevvveriinennnnn 38
3.3. Totala (neaktivéta plus aktivéta) CREB limeni dazadu donoru §tnu Iijas......... 39
3.4. Forskolina ietekme uz CAMF produc@Sanos ...........ccevvvviiieiiiienieeniee e 40
DISKUSTJA ..tttk bbbtttk bbb e et e e bbbt 41
SECINATUINIL 1.ttt e b e b e b bt e s b e e s b bt e n e sbe e nreean e 43
(R 7c32H T RSP P TS PRTUPR TR 45



APZIMEJUMU SARAKSTS

CAMF - cikliskais adenozinmonofosfats;

db-cAMF - dibutiril-cikliskais adenozinmonofosfats;
PKA=A kinaze - proteinkinaze A;

CREB - cAMF atbildes element-saistosais proteins = CRE saistosais proteinu;
GPCR - ar G proteinu saistitie receptori;

MSC - mezenhimalas cilmes $tnas;

FBS - liellopu asins serums;

EGF - epidermalais augSanas faktors;

FGF- fibroblastu augSanas faktors;

CGMF - cikliskais guanozinmonofosfats;

DAG - diacilglicerols;

IF3 - inozitoltrifosfats;

G proteins — guanina nukleotidu saistoSais proteins;

G(apy.q) apaksSvienibas - G proteina apaksvienibas (o, B, v, Q);
Ggy apakSvieniba - G proteina saistitas apakSvienibas 3 un vy;
G;s - stimulatorais G protelns;

GTFaze - guanozina trifosfataze;

GTF - guanozina trifosfats;

GDF - guanozina difosfats;

AC - adenilciklaze;

ACTH - adreno-kortikotropais hormons;

PGEL1 - prostaglandins E1;

CD4" - T limfocitu §iinu Itnija;

A1, Aoa, Azs, Az - adenozina receptoru apakstipi;

Epac - apmainas proteins, ko tiesi aktive cAMF;

FDE - fosfodiesteraze;

AKAP - ar A Kinazi saistitais proteins;

MAKAP - muskulu ar A kinazi saistitais proteins;

AKAP15 - ar A kinazi saistitais proteins 15;



CRP - katabolitu ragulatorais proteins;

R apaksvieniba - regulatora apaksSvieniba;

K apaksvieniba - katalitiska apakSvieniba;

DNS - dezoksiribonukleinskabe;

CRE - cAMF atbildes elements;

CBP - CREB-saistosais proteins;

CBP/P300 - transkripcijas koaktivatoru gimene;
IL-6 - interleikins-6;

TGF-B1 - transform&josais augSanas faktors — betal;
FRTL-5 - Fischer Rat Thyroid Low Serum 5%;

GHs - hipofizes $tnu linija;

LIF - leik€mijas inhibitorais faktors;

B27 - $tinu barotnes piedeva;

DMEMY/F12 - $tunu barotne ar serumu;

EDTA - etilendiamintetractikskabe;

FEB - Siinu bez seruma barotne ar augSanas faktoriem;
FEBIT - FEB barotne papildinata ar insulinu un transferinu;
WST-8 - tetrazolija sals;

HRP - marrutku peroksidaze;

OD - optiskais blivums;

PBS - fosfatu buferskidums;

H,0, - tdens;

NSB - nespecifiska saistiSanas;

IgG - imiinglobulins G;

BSA - liellopa seruma albumins;

AKE - angiotenzina konvertgjoSais enzims;

Swiss 3T3 - pelu embriju fibroblastu §tinu linija;
ERK - ekstracelularo signalu regulétas kinazes;
MAPK - mitogénu aktivéta proteinkinaze;

Ras, Raf - pro-onkogénie proteini;

MEK - mitogénu aktivétas proteinkinazes kinaze=MAP2K1;



IEVADS

Cikliskais adenozinmonofosfats (cAMF) ir izplatita sekundaras signalparneses molekula
visas ziditaju $iinas, un ta pastiprinata producésanas liecina par ierosinatu signalcelu kaskadi,
kura secigi iesaistas cAMF, proteinkinazes, transkripcijas faktori, pieméram, CAMF atbildes
element-saistoais proteins (CREB), veicinot dazadu génu ekspresiju un proteinu sintézi. So
procesu rezultata noveéro $iinas fiziologisko reakciju.

CAMF limepa mérfjjumus plasi izmanto vielu farmakologisko efektu izvert€sanai, lai
izpetitu dazadu vielu atSkirigu iedarbibu uz $iinu augSanu un funkcionalitati. Tomer cilmes $iinu
kulttras tikai péd&ja laika izmanto farmakologiski aktivo vielu darbibas p&tijumos, ari cilmes
Sinu barotnu sastava loma nav Iidz galam izprasta Siinu proliferacijas un diferencésanas
veicinasanai.

Cilmes $iinu terapija ir viena no jaunakajam un perspektivakajam medicinas jomam
pasaulé, ta parstav jaunu nozari — regenerativo medicinu. Ta var€tu laut tuvaka vai talaka
nakotn€ noveérst tadas nearstjamas vai griti arst€jamas slimibas ka miokarda infarkts, diabéts,
neirodegenerativas saslimsanas (Parkinsona un Alcheimera slimibas, multipla skleroze), artrits,
ka arT daudzas citas iedzimtas kaites. Tad€] daudzas attistitajas pasaules valstis un arT Latvija
notiek aktiva cilmes $iinu pétiSana un eksperimentalo datu uzkraSana.
bazalo fibroblastu un epidermalo augsSanas faktorus, liellopu asins serumu, hormonus u.c., kuri
var ietekmét Stinu signalkaskades. P&tijumos demonstréts, ka mainot cAMF intracelularo Iimeni
cilmes S$iinas, var iegut stridigus efektus. Piemé&ram, paklaujot Siinas cAMF Iimeni
paaugstinoSiem faktoriem, tiek inhib&ta adipozo cilmes $tinu proliferacija (1, 2), bet ierosinata
mezenhimalo cilmes §tnu (MSC) neironala diferencé$anas (3). Mezenhimalo cilmes $tnu
sakotngjo neirondlo diferencesanos izraisa cAMF, un ta Skiet atkariga no Ca®* un proteinkinazes
A (PKA) signalcelu kaskades, turpretim, pieaugus$i mezenhimalie lidzinieki ir ar ierobezotu
neirogengtisko potencialu, salidzinot ar fetalam nervu cilmes §tinam (4).

Izteikts pien€mums, ka cilmes Stnu kultivéSana cAMF stimulétajvielu klatbtitné var
ietekmét to likteni pec transplantacijas cilvéka organisma. Tapéc ir svarigi pirms Sinu
izmantoSanas terapija noskaidrot cAMF Iimenu svarstibas dazadu augSanas faktoru un citu

proliferacijas stimulatoru klatbaitné in vitro kultiras. Iesp&jams, ka arT ar sastavdalam bagata



vidé dazi komponenti darbojas atSkirigos virzienos. Kadi no tiem saglaba $tinu neizmainitu, bet
citi veicina spontanu diferencé$anos.

Stinu audz&$anas barotném parasti pievieno liellopu asins serumu (FBS). FBS ir vajadzigs
ari, lai §tnas augtu ka adherentas $nas. Stinu aug$anas un dali$anas laika tiek ierosinati daudzi
signalparneses celi, arT ar CAMF saistitie, tapéc $tnu barotném pievieno dibutiril-CAMF (db-
cAMEF), kas ir $tiinu membranu $kérsot sp&jigs cAMF analogs. Dibutiril-CAMF nonak $iina un
imité tos procesus, ko izraisitu cAMF limepa paaugstinasanas. Sinas stimulgjot ar tie$o
adenilciklazes aktivitates veicinataju forskolinu, ari tiek panakts cAMF intracelulara Iimena
pieaugums, 11dzigi tas notiek p&c daudzu ar G proteinu saistito receptoru aktivacijas.

Magistra darba mérkis bija salidzinat no 48 donoru adas cilmes $tnu kulttiram brivi
izv€letu astonu dermas cilmes $tinu kultiiru cAMF bazalos ltmenus un $o §tinu reakciju uz
CAMF producésanas stimulaciju.

Lai sasniegtu mérki tika izvirziti darba uzdevumi:

1. Izpétit bazala CAMF limena svarstibas dazadu donoru adas cilmes Stnu kulttiras.

2. Salidzinat totala (neaktivéta + aktivéta) CREB limenus no dazadiem donoriem izolétam
cilmes Stunu Iinijam.

3. Noteikt db-cAMF, fibroblastu augSanas faktora (FGF) un epidermala augsanas faktora
(EGF) ietekmi uz dermas cilmes §tinu proliferaciju.

4. Noskaidrot forskolina ietekmi uz cAMF producésanos dermas cilmes $tnu kulttras.

Magistra darbs izstradats LU Medicinas fakultates farmacijas programma
Petijums dalgji finanséts par ESF Nr. 2009/0217/ 1DP/1.1.1.2.0/09/AP1A/VIAA/031 projekta

lidzekliem.

Darba rezultatu aprobacija:

Kaspars Jekabsons, Una Riekstina, Inese Cakstina, Vadims Parfejevs, Anete Laizane, Laura
Kulvinska, Evija Sidorova, Ruta Muceniece cAMP limena atskiribas dazadu donoru dermas
cilmes sunas in vitro kultiras. LU 68. Zinatniska konference, Medicinas sekcija, Bazes zinatnes,

Riga, Latvija, 5. februaris, 2010, Tézes, 14-15.1pp.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Cilmes §iinas

Termins cilmes sinas tiek lietots, lai aprakstitu nespecializétas $iinas, kas kalpo ka kratuve
jaunam S§tnam, kuras aizvieto citas bojatas vai mirstosas Siinas, jo cilmes Siinas var neierobezoti
ilgi reproducéties daloties. Cilmes Siinas noteiktos apstaklos var specializéties, diferencéties,
veidojot asins, nervaudu, adas, aknu, aizkunga dziedzera un citas specializétas Stnas. Cilmes
Stnas tiek plasi iedalitas 3 grupas: pieauguso cilmes Siinas, fetalas cilmes Stinas un embrionalas
cilmes Stnas (5). Cilmes Stnas var raksturot ar to pagarinato pasatjaunoSanas kapacitati un
asimetrisko replikaciju. Sada replikacija raksturo cilmes §inu ipasibu, kad dala cilmes $iinu
replicgjas, bet citas diferencgjas. Cilmes Siinas ir atrodamas gan embrijos, ka pluripotentas
Stnas, gan daudzos piecaugusu cilvéku audos, kur tas piedalas stinu homeostazes nodrosinasana.
Novérojumi, kas veicinajusi cilmes Stinu izpéti, ir, pieméram, cilmes Stinu atraSana dazados
audos un ar1 smadzen€s, atklata kaulu smadzenu cilmes Siinu plasa diferenciacijas sp€ja un

fakts, ka dazas cilmes $tinas cilvéka un peles audos ir lidzigas embrionalam cilmes $tinam (6).

1.1.1. Embrionalas cilmes §iinas

Visu sugu embriji pirms organu veidoSanas satur $inas, kas sp&jigas radit daudzus
dazadus organus un audus. Sadam §anam ir potencials diferencéties daudzveidigos fenotipos un
tadel tas tiek sauktas par pluripotentam cilmes $tinam. Pirmoreiz iegstot tas no peles embrija,
tika atklata to ievérojama plasticitate. Tas var bezgaligi dalities laboratorijas apstaklos un ar1
noteiktu augSanas faktoru ietekmé saglabat diferencé$anas sp&ju neskaitamos Stnu tipos (7).
Embrionalas cilmes $iinas var izol€t no struktiiras, kas form&jas embrija attistibas laika 32-§tnu
stadija — blastocistas. Tas tiek izmantotas, lai izpétitu specifiskos signalus un diferenciacijas
posmus, kas nepiecieSami daudzu audu attistiba, ka ari genétiski izmainitos pelu modelos, kas
veidojusies, kultivétas cilmes Stinas injicgjot blastocista un to implantgjot surogatmates dzemde.
Sis pluripotentas cilmes inas vélakos gados varétu izmantot, lai atjaunotu bojatus organus,
pieméram, aknas péc hepatocitu nekrozes un miokardu péc infarkta. Terapeitiskos noliikos jau

tiek izmantotas kultivétas aizkunga dziedzera B-$tinas un neironi (6).
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1.1.2. Fetalas cilmes §iinas

Tresaja griitniecibas ménest jau ir izveidojusies placenta un auglis, ka arT organu aizmetni.
Nakamo seSu griitniecibas méneSu laika organi palielinas un attistas to sp&ja funkcionét
neatkarigi no placentas. Ta ka auglis aug loti strauji, visi audi un organi, ieskaitot smadzenes,
satur cilmes Siinas, ko apzimé ka fetalas cilmes Siinas jeb augla cilmes Siinas, kas ar1 ir
pluripotentas Siinas tapat ka embrionalas cilmes $iinas. Tr1s galvenie fetalo cilmes §tinu avoti ir:
trofoblasta cilmes S$iinas, digla cilmes Siinas un fetalo audu cilmes Stinas. Galvenas griitibas
ilgtermina paSatjaunoties sp&jigu Stinu populaciju iegiiSana ir to neaizkav€jama diferenciacija

).

1.1.3. Pieaugusa organisma cilmes Stinas

Dazi audi un organi arT p&c augla pilnigas izveidoSanas saglaba cilmes Stinu populacijas
bernibas gados un pieaugusa cilvéka dzives laika. Tas tiek déveétas par picauguso cilmes Sinam
(autologam vai somatiskam cilmes §tinam) jau pirmajos cilvéka dzives gados, §is cilmes Stnas
var biit gan pluripotentas (hematopogtiskas cilmes $tinas), multipotentas (mata saknes cilmes
Stinas), gan ar1 unipotentas (muskulu cilmes §tnas). Tas ir paSatjaunojoSos Stinu populacijas
tados pieauguSo audos, kas pasi ir sp&jigi atjaunoties, piem&ram, mati, ada, asinis, kunga-zarnu
trakta glotada, aknas un spermatogenéze (6). Adas Siinas un asinsvadi viegli regenergjas un
atjauno bojatas vietas. Tapat ka Stinas, kas izklaj kungi un zarnas, art tiek regulari aizvietotas.
Tade] pieauguso cilmes Siinu galvena pazime ir to spgja dalities visas dzives garuma un veidot
specializ€tus Stinu tipus. Tomér to diferenciacijas kapacitate ir ierobezota un specifiska, jo,
pieméram, asinsvadu cilmes $iinas var atjaunot asinsvadus, bet nevar veidot spermu, savukart
spermatogoniji nevar veidot asinis (7).

Tomér ir arT audi un organi, kas nesp&j regeneréties, jo nesatur pietickami daudz cilmes
Stnu populaciju. Tadi audi ir, pieméram, smadzenes, sirds, muguras smadzenes, acis un nieres.
Kaut gan Sajos audos ari ir atrastas nelielas cilmes Stinu populacijas, pagaidam nav veikta to
izolacija un pavairoSana laboratorijas apstaklos, lai varétu tas izmantot terapeitiskos nolikos.
Divi iesp€jamie to iegiiSanas varianti varétu biit biopsijas rezultata no bojata organa vai ari no

piecauguso donoru organiem, kas paredzeti tadam meérkim. Pagaidam visizplatitaka cilmes Stinu
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terapeitiska lietoSana ir kaulu smadzenu parstadiSanas gadijuma, jo tam ir atrasts visplaSakais
picauguso cilmes $tinu diferenciacijas potencials. Kaulu smadzenes ir arT salidzinosi viegli
ieglistamas, un kliniski nepiecieSamiba aizvietot hematopog&tiskas Siinas ir loti daudzos

gadijumos (5).

1.2. Eksperimentos izmantotas cilmes Stinas

1.2.1. Adas dermas cilmes $iinas

Autologas cilmes Siinas tiek pétitas ka iesp&jama terapeitiska alternativa embrionalam
cilmes sonam. To pierdda pieauguSa organisma cilmes Stnu daudzveidigais diferenciacijas
potencials (8). Multipotenti autologo Stnu priekste¢i var tikt izol€ti un attistiti no viegli
pieejama pieauguso audu avota — adas. Joprojam ir nepiecieSams pilnveidot priekstecu Stnu
iegiSanu no pieaugusu pacientu biopsijam un to funkcionalitates nov&rtéSanu in vivo un in vitro.
Adas cilmes $iinas saglaba lidzigas 1pasibas pat 1idz 1 gadam $tnu kultiira. Tas var veidot gan
nervu, galvenokart periféros neironus un Svana §iinas, gan mezodermas $Gnu tipus. Ari
atseviSkas adas prieksSte¢u Stnas ir multipotentas un var generét neironus, glijas Stinas, gludo

muskulu $tinas un adipocitus (9).

1.3. Intracelularas signalcelu kaskades

Organisma sazinaSanas ar ekstracelulariem signaliem ietver $adus posmus: §iina, kas
signalizg, sintez€ un atbrivo signalmolekulu; signala transports uz mérkstinu; signala saistiSanas
pie specifiska receptora proteina, kas noved pie ta aktivacijas; aktivetais receptors ierosina vienu
vai vairakas intracelularas signalcelu kaskades; seko specifiskas izmainas Stinas funkcijas,
metabolisma vai attistiba; signala nonemsana, kas biezi vien partrauc Stinas atbildes reakciju.

Dazas receptoru klases var ierosinat signala parraidi caur vairak neka vienu intracelularu
signalcelu kaskadi, kam seko atikirigas §anu atbildes reakcijas. ST ipadiba ir izteikta ar G

proteinu saistitiem receptoriem, receptoru tirozinkinazém un citokinu receptoriem (10).
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Ligandu (primaro mesendZeru) saistiSanas pie daudziem $iinas virsmas receptoriem izraisa
noteikta zema molekulara svara intracelularo signalmolekulu jeb sekundaro mesendZeru
1slaicigu koncentracijas pieaugumu (vai samazinajumu). Pie sekundariem mesendzeriem pieder
3,5 -cikliskais adenozinmonofosfats (CAMF), 3°,5 -cikliskais guanozinmonofosfats (CGMF),
1,2-diacilglicerols (DAG) un inozitol 1,4,5-trifosfats (IFs) (1.1. att.), ka arT Ca®" un dazadi

inozitol fosfolipidi, saukti arT par fosfoinozitidiem, kas ieklaujas stinu membranas (11).
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1.1. att. Cetri visizplatitikie intracelularie sekundarie mesendZeri (11)

1.4. Ar G proteinu saistitie receptori (GPCR)

Pie loti plasas Sunu virsmas receptoru grupas pieder receptori, kas ir saistiti ar
signalparneses trimériem G protelniem un ir zinami ka ar G proteinu saistitie receptori jeb
GPCR. Ar G proteinu saistito receptoru gimeng ietilpst liels skaits hormonu un neirotransmiteru
receptoru, gaismas aktivéto receptoru (rodopsina) aci un tukstoSiem ozas receptoru ziditaju
deguna. Lidz Sim ir klon&ti vairak neka 130 ar G proteinu saistito receptoru géni no dazadam
ziditaju sugam. GPCR medi€ vairakas atSkirigas atbildes reakcijas un ir iesaistiti vairaku

slimibu patogen&zg, ka ari ir galvenie mérki farmaceitiskiem agentiem (12).
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1.4.1. GPCR uzbiive un funkcijas

Ar G proteinu saistitie receptori satur 7 hidrofobus transmembranas fragmentus ar to N-
terminales segmentu ekstracelulara plakné un C-terminales segmentu plazmas membranas
citozola plakng (1.2. att.). Signalu parraidoSie G proteini satur tris apakSvienibas, kas apzimé&tas
ka a, p un y. Intracelularas signaliz€Sanas laika f un y apaksvienibas paliek saistitas kopa un
tiek attiecinatas uz Gg, apaksvienibu. G, apaksvieniba guanozina trifosfatazei (GTFazei) ir ka
proteins-slédzis, kas mainas uz aktivu stavokli ar saistitu guanozina trifosfatu (GTF) un uz

neaktivu stavokli ar saistitu guanozina difosfatu (GDF) (13).

Extracellular side

Carbohydrate

Cytosolic side

1.2. att. Ar G proteinu saistito receptoru struktara (14)

Saistita receptora stimulacija izraisa G proteina aktivaciju, kas savukart modulé saistita
efektora proteina darbibu. Kaut gan visbiezak efektoro proteinu aktivé G,*GTF, daZreiz tas tiek
inhibéts. Turklat, atkariba no Stnas un liganda, Gg, apakSvieniba labak neka G,*GTF var
parvadit signalu uz efektoro proteinu. Piedevam vairakiem atSkirigiem efektoriem proteiniem
aktivitati kontrole dazadi GPCR-ligandu kompleksi. Visi efektorie proteini tomeér ir vai nu ar
membranu saistiti jonu kanali vai enzimi, kas katalizé sekundaro mesendzeru (cAMF, DAG un
IF3) veidoSanos. Cilvéka genoms, pieméram, kode 27 dazadas G, 5 G un 13 G, apaksvienibas.
Lidz $im ir zinams, ka atSkirigas Gg, apakSvienibas funkcioné lidzigi. Kaut gan visi epinefrina
receptori ir ar G proteinu saistitie receptori, dazadi tipi ir piesaistiti atSkirigiem G proteiniem.
Tadgjadi papildus to fiziologiskai nozimei $ie receptori izraisa dazadas intracelularas signalcelu

kaskades (15).

14



Abi B-adrenergisko receptoru apakstipi, saukti f; un Py, ir saistiti ar stimulatoro G
proteinu (Gs), kas aktivé ar membranu saistito enzimu adenilciklazi (AC). P&c aktivacijas
adenilciklaze katalizé sekundara mesendzera cAMF sintézi. Divi a-adrenergisko receptoru
apakstipi, o un oy, ir saistiti ar dazadiem G proteiniem. o-adrenergiskais receptors ir saistits ar
G proteinu, kas inhibé adenilciklazi, to pasu efektoro enzimu, kurs$ saistits ar f-adrenergiskiem
receptoriem. Turpretim Gq proteins, kas ir saistits ar ap-adrenergisko receptoru, aktivé atskirigu

efektoro enzimu, kurs razo citus sekundaros mesendzerus (16).

1.4.2. GPCR regulacija

Hormonu, kas saistas ar [-adrenergiskiem receptoriem un citiem ar G; saistitiem
receptoriem, ierosinato atbildes reakciju partraukSanu veicina vairaki faktori. Pirmkart, hormona
afinitate pret receptoru samazinas, kad pec hormona saistiSanas pie Gs saistitais GDF tiek
aizvietots ar GTF, tas palielina hormona disociaciju no receptora. Otrkart, pie Gs saistitais GTF
tiek atri hidrolizets, atcelot adenilciklazes aktivaciju un cAMF produkciju. Treskart, cAMF
fosfodiesteraze iedarbojas, lai hidrolizétu cAMF Iidz 5°-AMF, partraucot Siinu atbildes reakciju.
Tada veida nepartrauktai adenilciklazes aktivacijai un paaugstinata cAMF limena uzturéSanai ir
nepiecieSama pastaviga hormona klatbiitne pietickami augsta koncentracija. Kad hormona

koncentracija pietickami samazinas, $tinu atbildes reakcija atri izbeidzas (17).

1.4.3. GPCR génu transkripcijas aktivacija

Intracelularam signalcelu kaskadém var biit istermina un ilgtermina efekti uz Stnu.
Istermina iedarbiba (no sekundém Iidz minGtém) rodas no jau esofu enzimu vai citu proteinu
aktivitates modul&Sanas, izraisot izmainas Siinas metabolisma vai funkcijas. Lielaka dala GPCR
aktivéto signalcelu kaskazu atbilst 1stermina kategorijai, bet ir arT ilgtermina efekti (no stundam
lidz dienam), jo notiek génu transkripcijas aktivacija vai apspiesana, kas dazos gadijumos noved

lidz stnu proliferacijai vai diferencésanai par atskiriga tipa stnu (18).
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1.5. Adenilciklaze

Mainigais trim@rais G proteins lauj dazadiem receptora-hormona kompleksiem modulét
viena un ta pasa efektora proteina aktivitati. Pieméram, aknas glikagons un epinefrins saistas pie
atSkirigiem receptoriem, bet abi receptori mijiedarbojas ar Gs un aktivé to, talak aktivgjot
adenilciklazi un tada veida izraisot tas paSas metaboliskas atbildes reakcijas. Adenilciklazes
aktivacija un tadgjadi ari cAMF limenis ir proporcionals totalai G4,*GTF koncentracijai, kas
izriet no abu hormonu saistiSanas pie to attiecigajiem receptoriem (19). Daziem Stnu tipiem
sastopama pozitiva un negativa adenilciklazes regulé€Sana, nodrosinot arkartigi precizu kontroli
cAMF limenim. Piemé&ram, adipozo S§tnu stimuléSana ar epinefiinu, glikagonu vai adreno-
kortikotropo hormonu (ACTH) aktivé adenilciklazi, turpretim prostaglandins E1 (PGE1) vai

adenozins inhib& enzimu (20).

1.6. Cikliskais adenozinmonofosfats (CAMF)

Cikliskais AMF bija pirmais intracelularais signals, kas identificets ziditaju Stinas.

CAMF tika atklats gandriz 50 gadus atpakal ka faktors, kas aknas medié hormonu glikagona un
epinefrina intracelularo iedarbibu uz glikogéna metabolismu (21). Par So atklajumu 1971. gada
zinatnieks Sutherland sanéma Nobela prémiju (22).

Gadiem ejot paradijas vairaki zinojumi par to, ka péc agonistu stimulacijas cAMF tiek
izdalits no daudziem un dazadiem §Gnu tipiem, ieskaitot adipocitus (23), hepatocitus, nieru
epitélija Stnas (24), neironu §tnas (25), fibroblastus, T limfocitus (26) un skeleta muskulus (27).
Tomeér §1 Stnu spgja izdalit sekundaros mesendZerus ir specifiska Stinu tipam, jo citi tipi
neuzrada 1pasibu izgriist cAMF. Ta eksports var notikt pa koncentracijas gradientu, ir atkarigs
no temperatiiras un tam nepiecieSama energija ATF forma (28). Kvantitativi cAMF daudzums,
ko izdala noteikta tipa $iinas, var biit diezgan nozimigs. Pieméram, cilvéka CD4" T limfocitus
stimul&jot ar hol€ras toksinu, tie ekstracelulara telpa atbrivo vairak ka 50% no kopgja 24 stundu
laika sarazota CAMF (26).

Cilvekiem cAMF koncentracijas plazma un urina dramatiski var paaugstinat dazadi
fiziologiskie stavokli un ari eksogénu cAMF Iimeni pacelosu hormonu (ipasi epinefiina,

parathormona un glikagona) infuzija. Izveidojies sekundarais mesendzers var tikt aktivi
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transportéts uz ekstracelularo telpu, izmantojot probenecida un sulfinpirazona jutigo noplides
mehanismu. Ir visparatzits, ka ekstracelularais cAMF var tikt secigi metaboliz&ts, vispirms ar
ekto-fosfodiesterazi lidz adenozina monofosfatam (AMF), un tad ar ekto-5’-nukleotidazi lidz
adenozinam. P&c tam adenozins var darboties ka parakrins vai autokrins mesendzers, lai
aktivetu citas signalu transdukcijas kaskades caur vienu no Cetriem adenozina receptoru (Aj,
Aoa, Agg, As) apakstipiem. Turklat, ta ka cAMF asinis ir relativi stabils, tad ekto-enzimi var
konvertet cirkulgjosSo cAMF attala vieta, faktiski cAMF padarot par prohormonu adenozinam

(kam asinsrite ir islaicigs pussabrukSanas periods) (28).

1.6.1. cAMF biologiska aktivitate

Sirdi cAMF ir galvenais seciga uzbudinajuma-kontrakcijas regulétajs un ta biologiskie
efekti tiek galvenokart saistiti ar PKA aktivitati. Ir veikts pétijums, kura mekléta ar cCAMF
saistita apmainas proteina, ko tiesi aktivé cAMF (Epac) loma Zurkas ventrikularo sirds miocitu
kontraktilitates Tpasibu regulacija un secinats, ka gan PKA, gan Epac palielina sirds sarkoméru
kontrakcijas ar pret€jiem mehanismiem. Epac aktivitate ir atkariga no cAMF Iimena, ko

savukart regulé adenilciklazes un fosfodiesterazes (PDE) (1.3. att.) (29).

Hormone
Neurotransmitter

cMl

Adenylate
| cyclase

Protein
phosphorylation

1.3. att. cAMTF signalcelu kaskade (30)
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Cikliskais adenozinmonofosfats ir galvenais simpatiskas nervu sist€émas starpnieks un ir
iesaistits sirds funkcijas kontrole. Bez cikliska nukleotidu elektrokardiostimulétajsinu
(pacemaker) kanala, cAMF darbojas caur serina/treonina specifisko PKA, lai modulétu sirds
kontraktilitati ar intracelularu Ca®* parvietosanu. Ca® ir nepiecieSams sirds elektriskai
aktivitatei un tiesi iedarbojas uz miofilamentiem (muskulu skiedram), tad€jadi ierosinot to
kontrakcijas (31).

Ekstracelularajam cAMF ir zinamas vairakas iedarbibas uz dazadam organu sistémam,
ieskaitot nieru, aknu un centralo nervu sisttmu. Dazas no S1m iedarbibam var but tieSs vai
netieSs rezultats cAMF metabolismam lidz adenozinam ekstracelularaja telpa (,,ekstracelularais
CAMF-adenozina sigalcels”). Hormons glikagons, ko aizkunga dziedzeris atbrivo tieSi portalaja
asins plisma, izraisa intracelulara cAMF signaliz€Sanu hepatocitos, un tas noved pie bitiskas
cAMF nopludes vispargja asinsrité. Izradas, ka cirkulgjosa cAMF nozimigs mérkis ir nieru
sistéma, 1pasi proksimalie kanalini. P&tnieki ierosinajusi, ka no aknam atbrivotais cAMF var
darboties ka cirkulgjosais faktors, kas medi€ glikagona nieru efektus. Fenomens ir nosaukts par
»pankreato-hepatorenalo kaskadi”. Peétijjumos arT demonstréts, ka cAMF, iepliistot no aknam
vispargja asinsrité un sasniedzot nieres, spgj iziet enzimatiskas parveértibas Iidz adenozinam.
Tadel iespgjams cAMF, kas atbrivots no viena $iinu tipa, var ierosinat cAMF signalizéSanu cita
blakus eso$a §tina vai nomakt, atkariba no konkréta adenozina receptora apakstipa Tpasibam (32,

33).

1.6.2. Anchoring proteini

Daudzos $iinu tipos cAMF limena pieaugums var radit atbildes reakciju, kas viena Stinas
dala ir nepiecieSama, bet cita nev€lama (varbiit kaitiga). NovietoSanas vai anglu valoda
Anchoring proteinu gimene lokalizé PKA izoformas specifiskas subcelularas vietas, tadgjadi
ierobeZojot cAMF atkarigas atbildes reakcijas tikai $ajas vietas. Siem proteiniem, kas attiecinati
ka ar A Kkinazi saistitie proteini (AKAP), ir divu doménu struktiira ar vienu doménu, kas
pieskir specifisku subcelularu vietu, un otru, kas piesaistas PKA regulatorajai apakSvienibai
(34).

Anchoring proteins15 (AKAP15) ir piesaistits plazmas membranas citozola plaknei tuvu

specifiskam Ca** jonu kanla tipam noteiktas sirds muskula $unas. Sirdi epinefiina izraisita p-
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adrenergisko receptoru aktivacija noved pie PKA kataliz&tas Ca* kanalu fosforilacijas, liekot
tiem atvarties. Sekojosais Ca®" influkss palielina sirds muskula kontrakciju atrumu. Anchoring
proteinal5 mijiedarbiba ar PKA lokalizé PKA blakus Ca** jonu kanaliem, tad&jadi samazinot
laiku, kas citadi biitu nepiecieSams PKA katalitisko apakSvienibu diftizijai no to rasanas vietas
lidz to Ca®*-kanalu substratam. Cits muskulu ar A kinazi saistitais proteins (MAKAP) sirds
muskult ,,noenkuro” gan PKA, gan cAMF fosfodiesterazi (FDE) uz argjas kodola membranas.
Ta ka FDE atrodas liela tuvuma, tad negativa atgriezeniska saite nodro$ina ciesu lokalu cAMF
limena kontroli un Iidz ar to PKA aktivitati. Proteinkinazes A lokalizacija tuvu kodola
membranai ari atvieglo katalitisko apakSvienibu ieiesanu kodola, kur tas fosforilé un aktivé

noteiktus transkripcijas faktorus (35).
1.6.3. Fosfodiesterazes

Hormonu ietekmé palielinas cAMF koncentracija, un to var samazinat vairakos veidos,
taja skaita fosfodiesterazém hidroliz&jot cAMF lidz 5'-AMF. So hidrolitisko enzimu klatbiitne
nodro$ina atru signala (¢cAMF) mainu, un tadgjadi atru biologiska procesa izbeigSanu, tiklidz
nav hormonalais stimuls (10). Ir zinami vismaz 11 fosfodiesterazu enzimu gimenes parstaviji.
Tos regulé to substrati, cAMF un ¢cGMF; hormoni; tadi intracelularie mesendzeri ka kalcijs,
iesp&jams darbojoties caur kalmodulinu. Fosfodiesterazes inhibitori, jo Tpasi tadi metiléta
ksantina atvasinajumi ka kofeins, palielina intracelularo cAMF un tadéjadi atdarina vai pagarina
hormonu iedarbibu (11).

Cikliska adenozinmonofosfata izdaliSanas mehanisms liela meéra tiek noraidits ka
lidzeklis, kas reguleé cAMF intracelularo signalu, jo ciklisko nukleotidu fosfodiesterazes (FDE,

enzimi, kas saskel cAMF un ¢cGMF) nodro$ina atru un efektivu intracelulara cAMF kontroli
(1.4. att.) (36, 37).
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1.4. att. cAMF sintéze un saskel$ana (14)
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1.7. Proteinkinazes un fosfatazes

Visu Stnas virsmas receptoru aktivacija noslédzas tiesi vai netieSi ar izmainam proteinu
fosforilacija, aktiv€jot proteinkinazes vai proteinu fosfatazes. Dzivnieku §tinas satur divu veidu
proteinkinazes: tas, kas hidroksil- grupai pievieno fosfatu uz tirozina atlikumiem un kas fosfatu
pievieno uz serina vai treonina (vai abu) atlikumiem. Fosfatazes, kuras nonem fosfata grupas,
var darboties saskanoti ar kinazém, lai ,ieslégtu” vai ,,izslégtu” dazadu proteinu funkcijas.
Cilveka genoms kod€ 500 proteinkinazes un 100 dazadas fosfatazes. Dazas signalcelu kaskades
paSiem receptoriem piemit kinazei vai fosfatazei raksturiga aktivitate, bet citas receptors
mijiedarbojas ar citozola vai ar membranu saistitam kinazém. Proteinkinazes katalitisko
aktivitati savukart parasti module citas kinazes to fosforilgjot, tieSa saistiSanas pie citiem
proteiniem vai izmainas dazadu sekundaro mesendzeru Iimenos. Visu proteinkinazu aktivitatei
pretgja ir proteinu fosfatazu aktivitate, ko dazam fosfatazém regulé ar1 ekstracelularie signali

(38).

1.7.1. cAMF aktiveta proteinkinaze A

Prokariotiskas Stnas cAMF piesaistas specifiskam proteinam, katabolitu ragulatorajam
proteinam (CRP), kas saistas tieSi pie DNS un ietekmé génu ekspresiju. Eikariotiskas Stinas
cAMF piesaistas proteinkinazei A (PKA), kas medi¢ gandriz visus dazados cAMF efektus
(39). Neaktiva proteinkinaze ir tetramérs, kas sastav no 2 regulatoram (R) un 2 katalitiskam
(K) apaks$vienibam. Katrai R apaks$vienibai ir divas noteiktas cAMF saistiSanas vietas; cAMF
piesaistiSanas R apakSvienibai noved pie saistitas K apakSvienibas atbrivoSanas, tadgjadi
atklajot tas katalitisko saitu un aktiv§jot tas kinazes aktivitati (1.5. att.). Nelielas izmainas
citozola cAMF limeni var izraisit proporcionali lielas parmainas disociétas K apaks§vienibas

daudzuma un tadejadi kinazes aktivitate.
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1.5. att. cAMF/PKA signalceli (40)

Proteinkinazes darbibas sakotngji tika raksturotas ka ,,cAMF-atkarigas” un ,,cAMF-
neatkarigas”, 11dz ka noteicoSo regulatoro mehanismu atklaja proteinu fosforileSanu. Tagad ir
jau aprakstiti vairaki simti proteinkinazu. Tam ir radniecigas sekvences un katalitiska doména
struktiira, bet katra ir unikala molekula ar ievérojamam atSkiritbam attieciba uz apakSvienibu
sastavu, molekularo svaru, autofosforilésanu un substrata specifiskumu (41).

Vairums ziditaju $inu ekspresé receptorus, kas saistiti ar Gs proteinu. So receptoru
stimuléSana ar dazadiem hormoniem noved pie PKA aktivacijas, bet no ta izrietosa Siinu
atbildes reakcija ir atkariga no specifiskas PKA izoformas un PKA substrata, ko ekspres€ $tna.
Ka pieméru var minét epinefiina ietekmi uz glikogéna metabolismu, ko medie cAMF, PKA un
kas tiek galvenokart saistita ar aknu un muskulu §iinam, kuras ekspresé enzimus glikogéna
razoSanai un sadaliSanai (42).

Adipozas §tnas epinefrina ierosinata PKA aktivacija veicina fosfolipazes fosforilaciju un
aktivaciju, kas kataliz€ uzglabato trigliceridu hidrolizi [idz brivajam taukskab&m un glicerinam.
Sis taukskabes tiek atbrivotas asinis un izmantotas ka energijas avots citu audu $inas,

piemé&ram, nierés, sirdi un muskulos. Lidzigi ar G proteinu saistito receptoru stimuléSana uz
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olnicu §tnam ar noteiktiem hipofizes hormoniem noved pie PKA aktivacijas. Tas savukart
sekmé divu steroido hormonu, estrogé€na un progesterona, sint€zi, kas ir bitiski sieviesu
dzimuma 1pasibu attistiba. Kaut gan PKA darbojas uz dazadiem substratiem atSkirigos Stinu
tipos, ta vienmer fosforil€ serina vai treonina atlikumu, kas notiek viena un taja pasa sekvences
motiva: X-Arg-(Arg/Lys)-X-(Ser/Thr)-®, kur X apzim& jebkuru aminoskabi un ® apzimé
hidrofobu aminoskabi. Citas serina/treonina kinazes fosforileé meérka atlikumus atSkirigos

sekvences motivos (43).

1.7.2. PKA aktivacija regule glikogéna metabolismu

Pirma atklata cAMF mediéta Stinu atbildes reakcija bija glikozes atbrivoSana no
glikogéna, kas notiek muskulu un aknu Stnas, ko stimul€ epinefrins vai citi hormoni, kuru
receptori ir saistiti ar Gs proteinu. Si atbildes reakcija demonstré, ki PKA aktivacija var
koordingt intracelularu enzimu grupas aktivitati uz kopigu mérki. Fosfoproteinu fosfatazi ari
regulé PKA. Aktivéta PKA fosforilé fosfoproteinu fosfatazes inhibitoru; fosforilétais inhibitors
p&c tam saistas pie fosfoproteinu fosfatazes, inhib€jot tas aktivitati. Pie zema cAMF limena, kad
PKA ir neaktiva, inhibitors nav fosforiléts un fosfoproteinu fosfataze ir aktiva. Ta rezultata
glikogéna sintazes veikta glikogéna sintéze tiek palielinata un glikogéna fosforilazes glikogéna
degradacija tiek inhibéta. Ar G proteinu saistito receptoru ierosinatas Siinu atbildes reakcijas,

kas aktivé adenilciklazi, var prasit desmitiem tukstosu vai pat miljonu cAMF molekulu uz stinu

(12).

1.8. CREB proteins

Tiek uzskatits, ka visus cAMF efektus eikariotiskas Stinas medi€ proteinu fosforiléSana-
defosforilésana, galvenokart uz serina un treonina atlikumiem (44). Ikvienu cCAMF efektu,
ieskaitot tadus atSkirigus procesus ka steroidgenéze, sekrécija, jonu transports, oglhidratu un
tauku metabolisms, génu regulacija, sinaptiska signalu parnese, §tinu augSana un replikacija var
kontrolét ar specifisku proteinkinazi, fosfatazi vai fosforilésanas substratiem. Sie substrati palidz
definét mérka audus un ir iesaistiti konkrétas atbildes reakcijas apjoma noteiksana dotaja Stina.

Pieméram, cAMF iedarbibu uz génu transkripciju medieé CAMF atbildes element-saistoSais
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proteins (CREB). cAMF atbildes element-saistosais proteins piesaistas CAMF atbildes
elementam (CRE) ta nefosforilétaja stavokli un ir vaj$ transkripcijas aktivators. Kad CREB
fosforile PKA, tas piesaista CREB-saistoSo proteinu (CBP) un veidojas daudz sp&cigaks
transkripcijas aktivators (45).

Ziditaju Stnas cAMF Iimena pac€lums citozola stimulé daudzu génu ekspresiju.
Pieméram, cAMF piecaugums noteiktas endokrinas $iinas ierosina produc€t somatostatinu,
peptidu, kas inhib& dazadu hormonu atbrivosanu; aknu $tinas cAMF induc€ vairaku enzimu
sintézi, kuri ir iesaistiti tris oglekla savienojumu konvertéSana lidz glikozei. Visi cCAMF
regulétie géni satur cis-DNS sekvenci, CRE, kas saista transkripcijas faktora fosforiléto formu,
sauktu ar par CRE saistoso proteinu (CREB), ko var atrast tikai kodola (46).

Neirotransmitera un hormona saistiSanas pie ar Gs proteTnu saistitiem receptoriem aktivé
adenilciklazi, izraisa cAMF pieaugumu un tam sekojosu PKA aktivas katalitiskas apaksvienibas
atbrivoSanu. Dazas no katalitiskam apakSvienibam péc tam parvietojas uz kodolu un fosforilé
serinu-133 uz CREB protetna. Fosforilétais CREB proteins piesaistas CRE saturosajiem mérka
géniem un ari mijiedarbojas ar transkripcijas koaktivatoru gimeni, nosauktu CBP/P300, kura
saista CREB pie bazaliem transkripcijas mehanismiem, tad€jadi laujot CREB stimulét
transkripciju. Agrakie petijumi radija, ka fosforilacija ierosinaja konformacijas izmainas CREB
proteina, bet jaunakie atklajumi uzrada, ka CBP/P300 specifiski piesaistas fosfoserinam-133
aktivétaja CREB. Citi signala regulétie transkripcijas faktori izmanto CBP/P300, lai izraditu to
aktivgjoso efektu. Tada veida $im koaktivatoram ir nozimiga loma signalu integréSana no
saliktam signalcelu kaskadém, kas regulé génu transkripciju (47).

Nesen ari ziditaju embrionala neirogenéz€ ir uzskatami paradita CREB specifiska loma.
Izmantojot genétiski modificétu peli, ir pieradits, ka CREB delécija, reizé neiztrikstot saistita
kompensgjosa faktora cAMF atbildes element-modifikatoram, noved pie neiralo priekstecu §tinu

attistibas un izdzivoSanas traucéjumiem (48).
1.9. cAMF analogu un augSanas faktoru ietekme uz cAMF sintézi
Dibutiril-cikliskais adenozina monofosfats (db-cAMF) pieder pie $tnu proliferaciju

veicino$iem/inhib&joSiem agentiem. Pe&tijuma, kura mérkis bija izskaidrot db-cCAMF

ievainojumu dziSanu veicino$as ipasibas, tika parbaudita db-cCAMF ietekme uz in vitro citokinu
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atbrivoSanu no keratinocitu un fibroblastu kultiram, kas nemtas no normalas cilvéka adas.
legttie rezultati apstiprindja, ka db-cAMF dziedgjosais efekts uz adas calam ir dalgji
izskaidrojams ar citokinu sekrécijas un $tinu proliferacijas stimulaciju. Dibutiril-cAMF veicinaja
keratinocitu proliferaciju, palielinot fibroblastos interleikina-6 (IL-6) un transforméjosa
augsanas faktora — betal (TGF-B1) produkciju (49).

Savukart cita pétijuma db-cAMF tika izmantots, lai, mainot in vitro signalu transdukcijas
apkart€jo vidi, palielinatu cilvéka mezenhimalo cilmes $tinu (MSC) kaulu veidoSanos.
Noveérojums, ka cilveka MSC cAMF/PKA signalcelu kaskades aktivéSana in vitro ietekmé
kaulu formaciju, in vivo savukart demonstré, ka izvélétas $tinu barotnes piedevas var iespaidot
priekstecu Stnu diferenciaciju vélak (50).

Forskolins darbojas aktiviz§jot enzimu adenilciklazi un palielinot cAMF intracelularos
Iimenus. Lidzigu efektu uzrada ar G proteinu saistito receptoru (GPCR) ligandi, ja tie saistas pie
ar Gs proteinu saistita receptora (51). AugSanas faktori var gan stimulét, gan blokét cAMF
sint€zi. Sinergiju starp forskolinu un augsanas faktoriem ataino sialoproteina ekspresésana (52),
dopaminergisko neironu radiSana no cilvéka fetalam vidussmadzenu nervu priekste¢u $iinam
(53) un adipozas izcelsmes cilmes $inu diferencésanas Svana $tnu fenotipa (54). Starp
fibroblastu augSanas faktoru (FGF) un cAMF ir aprakstita arl antagonistiska saistiba. To
apliecina eksperiments, kura FGF stimul&a mitogenézi Zzurku vairogdziedzera Fischer Rat

Thyroid Low Serum 5% (FRTL-5) un hipofizes GH3 $tinas, bet samazinaja cAMF limeni (55).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Aparatiira un izmantotie trauki

Aparatura:
e Laboratorijas svari, Boeco, Vacija, ar precizitati + 0,01 g
e Biosan centriftiga lidz 6000 apgr/min
e Magnétiskais maisitajs (Biosan, Latvija)
e ELISA mikroplasu lasitajs (BioTek)
e MikroplaSu datu analizes programmatiira Gen5 (BioTek)
e Mikroskops (Leica)
e Hematocitometrs
Mertrauki (B precizitates klase, Vacija):
e  Mercilindri 50, 150 ml
e 8 kanalu pipetes (5-50 pl un 50-300 pl)
e 96-laucinu un 24-laucinu plates (Sardstedt )
e Mgegenes dazada tilpuma un Ependorph
e  Siinu kultiiru trauki (Costar)
Reagenti
e Siinu barotpu vide, reagenti un materiali tika iepirkti no Invitrogen (Lielbritanija) un
Sigma-Aldrich (ASV), Sarstedt (Vacija).
e Cell counting Kit-8 (CCK-8) tika iegadats no Fluka (Sveice).
e cAMF noteikSanas kits kataloga Nr. KGO002 tika iegadats no R&D Systems
(Lielbritanija).
e CREB ELISA Kkits kataloga Nr. CBAO71 tika iegadats no Calbiochem, Merck

Biosciences (Lielbritanija).
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2.2. Eksperimentos pétitas vielas

Dibutiril-cAMF (db-cAMF) un forskolins tika iegadati no Sigma-Aldrich (ASV).
Augsanas faktors FGF-2 un epidermalais augSanas faktors (EGF) tika iegadati no R&D
Systems (Lielbritanija).

Leik&mijas inhibitorais faktors (LIF) tika iegadats no Chemicon International (Vacija).

B27 piedeva tika iepirkta no Invitrogen (Lielbritanija).

2.3. Siinas

Izmantotas 8 cilvéku dermas cilmes $tinas, kuras sanemtas no LU Biologijas fakultates

Bioanalitisko metozu laboratorijas (vad., Dr. biol. Janis Ancans) un audzg&tas $aja laboratorija

barotné DMEM/F12 (attieciba 3:1) ar 10% tela serumu (Invitrogen) un penicilinu, un

streptomicinu (100 U/ml un 100 pg/ml; Invitrogen).

Eksperimentiem tika izmantotas cilvéka dermas cilmes $tnas ar kodiem 01D, 06D, 07D,

10D, 11D, 23D, 26D un 27D.

Stinu

1)

2)

3)

4)
5)

Stnas

0,5%

Kultiiru audzesana:

Stinas audzé §inu CO, inkubatora 37°C 25 cm? §iinu kultdru traukos (Costar) ar 90%
mitruma un 5% CO,.
Stinu aug$anu novéro ar mikroskopu (Leica).
Sasniedzot 100% konfluenci, piestiprinajusas Stinas tripsinizé ar 0,25% tripsina/EDTA
maistjumu (Invitrogen) 2 min. pie 37°C, reakciju apstadina, pievienojot 0,5 ml tela
seruma vai tripsina inhibitora (Invitrogen).
legtito $tnu suspensiju centrifugé 5 min. pie 1500 rpm un atsiic skidrumu.
Nogulsnes resuspendé 5 ml tilpuma jauna barotné.
Stinas saskaita ar mikroskopa palidzibu hematocitometra. Turpmakiem eksperimentiem
parsgj 96-laucinu plates 5000 Stnu laucina un 24-laucinu plates DMEM/F12 barotng ar

FBS 200 000 $tnu 1 laucind (cAMF un CREB Iimena mérijjumiem). P&c 24 h sagatavo
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eksperimentam dazadas barotnes, kuras pievieno cilmes Stnu Iinijam. Kontroles Siinam
nepievieno petamas vielas un tas kalpo ka kontrole. 0.5% FBS nodroSina Stnu piekerSanos
platei, un veicina stnu daliSanas cikla sinhronizgSanu, bet augSanas faktoru efektu novértésanai
eksperimenta laucinos Siinas audzé barotné bez seruma ar augSanas faktoriem (kods FEB) (2.1.
tab.). FEB ir bez seruma pamatbarotne. Otra bez seruma barotne ir ar kodu FEB+LIF
(leikémijas inhibitorais faktors) ar koncentraciju 10 ng/ml, bet tresai bez seruma barotnei kods ir
FEBIT, jo FEB barotne papildinata ar insulinu (25 pg/ml) un transferinu (100 pg/ml). Stnu
barotnu piedevas izvélCtas tadas, kadas minétas zinatniskaja literatara (56, 57, 58). Barotnes

pievieno 0,15 ml 96-laucinu plates katra laucina un 0,45 ml 24-laucinu plates katra laucina.

2.1. tabula
Sinu barotnu sastavs
Kontroles FEB
barotne
1. DMEM DMEM 3 dalas
3 dalas
2. F12 1 dala F12 1 dala
3. 0,5% -
liellopu asins
serums
(FBS)
4. B27 piedeva 10%
S. Fibroblastu  augSanas
faktors 2 (FGF-2)
20 ng/ml
6. Epidermalais augSanas
faktors (EGF) 10 ng/mi

P&c pars&sanas $iinu plates ievieto $linu audzé$anas 37°C inkubatora ar 90% mitruma

un 5% CO, un turpina audzet vél 24 h vai 72 h atbilstosas barotnés Iidz izmanto eksperimentiem.
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2.4. Siinu proliferacijas mériSana

Stinu proliferacija tika mérita ar kitu Cell Counting Kit-8 (CCK-8), kas paredzéts precizas
kolorimetriskas metodes veikSanai, lai noteiktu dzivotsp&jigo Stnu skaitu Stnu proliferacijas un
citotoksicitates testos. CCK-8 reagents satur $tinu dzivotsp&jai nekaitigu tetrazolija sali WST-8,
kuru reducé dzivo Siinu dehidrogenazes par dzeltenas krasas formazanu, kas ir Skisto$s audu
barotné. Stinu dehidrogenazes aktivitates raditais formazana krasojuma daudzums ir tiesi
proporcionals dzivo $tnu skaitam. 96-laucinu platés augos$as Sinas stimulé ar db-cAMF
koncentracijas 0,5 mM un 1 mM. Me@s pétijam ar1 augSanas faktoru ietekmi uz Stnu
proliferaciju. Pétijam FGF (fibroblastu augsanas faktors), EGF (epidermalais augSanas faktors),
B27 piedevas, LIF (leikémijas inhibitorais faktors), insulina, transferina efektus uz $§unu
proliferaciju no dermas (01D, 06D, 07D, 10D, 11D, 23d, 26D un 27D) izol&to cilmes $tinu FEB
barotnés péc 3 dienu stimulacijas.

P&c 72 h stnam pievieno 10 ul CCK-8 reagenta un plati inkub& 2-4 h (vidgji 3 h) stnu
inkubatora. Absorbciju méra pie 450 nm vilpa garuma. Sanu skaitu aprékina péc zinama $tinu

skaita standartliknes OD. Visus eksperimentus atkarto tris reizes ar 2-4 paral€liem merijjumiem.

2.5. CAMF limena noteikSana

Cikliska adenozinmonofosfata koncentracijas noteikSanai Stinas audzeé 24-laucinu plates
pa 200 000 siinam viena laucina. Tad no §Tm §tinam pagatavo lizatu, kuru atSkaida atbilstosi kita
instrukcijai un pievieno jau ar antivielam parklata, darbam sagatavota 96-laucinu platé. cAMF
koncentracijas noteikSanai izmanto R&D Systems kitu KGE002 cAMF mérijjumiem §tnu
kultliru supernatantos, seruma, plazma, siekalas, urina un Stinu lizatos. Metode pamatojas uz
cAMF konkurento saistiSanos ar monoklonalam antivielam specifiskam pret CAMF, pie kuram
ir pievienots fiks€ts daudzums marrutku peroksidazes (HRP). Inkub&Sanas laika 96-laucinu
platés monoklonalas antivielas saistas ar kaza anti-pele antivielam, ar kuram ir parklata plate.
Nepiesaistito paraugu un neizmantoto konjugatu nomazga ar fosfatu un natrija hlorida (PBS)
buferskidumu ar pH 7.4, pievieno substrata Skidumu un péc krasas nolasa piesaistita enzima

aktivitati pie 450 nm. Krasas intensitate ir tieSi proporcionala cAMF koncentracijai paraugos.
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cAMF daudzumu parrékina pmol/mg proteina. Visus eksperimentus atkarto tris reizes ar 2

paral€liem merijjumiem.

Siinu Skidinasana (lizatu sagatavoSana):

1. Sinam atsiic barotni.

2. Tris reizes auksta PBS buferskiduma, pH 7.4, nomazga Stinas no barotnes klatbiitnes.

3. Sinas resuspendé $inu lizé8anas buferSkiduma (Cell Lysis Buffer 5 (1x)) lidz
koncentracijai apméram 10 miljonu §tnu 1 ml.

4. Sasaldé §tinu $kidumu pie — 20°C un atkausg vairakas reizes.

5. Mikroskopa kontrol€ stnu pilnigu izskiSanu, iekrasojot ar tripanzilo.

6. Stnu $kidumu no platém parnes Ependorph mégenés un centrifugé 600 x g, apméram 10
min., 2-8°C temperatiira.

7. Lidz talakai apstradei lizatus var uzglabat ledusskapi.

Reagentu pagatavoSana

o Mazgasanas buferskidums
mazgaSanas PBS buferskiduma koncentrata.
o Sinu lizésanas buferskidums 5 (1x)
ml $iinu liz€Sanas buferskiduma 5.
e Substrata skidums
Iemérija 10 ml krasu reagenta A (H2O;) un 10 ml krasu reagenta B (tetrametilbenzidina),
sajauca abus reagentus kopa, attieciba 1:1.
o cAMF standartskidums
pamatskidumu (stock). P&c tam, viegli sakratot, lava tam vismaz 15 min. nostavéties pirms

atSkaidijumu pagatavoSanas.
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cAMF standartskiduma atSkaidiSana

Atskaida péc kita instrukcijam cAMF pamatskidumu (stock) (2.1. att.).

Standarta atskaidijumu pagatavosana:

Gatavoja 7 cAMF standartSkiduma atSkaidijumus, ar sakotngjo koncentraciju 2400 pmol/ml,

vienmérigu vielu sajaukSanos nodrosinaja, izmantojot magné&tisko maisitaju.

1.

Atskaidijums ar koncentraciju 240 pmol/ml. Iemérija 100 pl sakotngjas koncentracijas
Standartskiduma un ats$kaidija ar 900 ul $tnu lizéSanas buferSkiduma 5 (1x).
Atskaidijums ar koncentraciju 120 pmol/ml. Iemerija 400 pl ieprieksgjas (240 pmol/ml)
koncentracijas Skiduma un atSkaidija ar 400 ul $tnu lizé8anas bufer§kiduma 5 (1x).
Atskaidijums ar koncentraciju 60 pmol/ml. Iemérija 400 pl ieprieksgjas (120 pmol/ml)
koncentracijas $kiduma un atSkaidija ar 400 pl $tnu lizé$anas buferskiduma 5 (1x).
Atskaidijums ar koncentraciju 30 pmol/ml. Iemérija 400 pl ieprieksgjas (60 pmol/ml)
koncentracijas Skiduma un atSkaidija ar 400 ul $tinu lizé€8anas bufer§kiduma 5 (1x).
Atskaidijums ar koncentraciju 15 pmol/ml. Iemé&rija 400 pl ieprieksgjas (30 pmol/ml)
koncentracijas $kiduma un atSkaidija ar 400 pl $tnu lizé$anas buferskiduma 5 (1x).
Atskaidijums ar koncentraciju 7,50 pmol/ml. Iemérija 400 pl ieprieksejas (15 pmol/ml)
koncentracijas Skiduma un atSkaidija ar 400 ul §tnu lizéSanas buferSkiduma 5 (1x).
AtSkaidijums ar koncentraciju 3,75 pmol/ml. Iemérijja 400 pl ieprieksgjas (7,50
pmol/ml) koncentracijas skiduma un atskaidija ar 400 pl Stnu liz€Sanas buferskiduma 5
(1x).

400 L  400puL  400pL 400pL 400puL 400 puL

o - | ——

-‘ — — S—

ﬁg‘ ‘D: :ii ' I\ [ J

2400 240 120 60 30 15 7.50 3.75
pmol/mL pmol/mL pmol/mL pmol/mL pmol/mL pmol/mL pmol/mL pmol/mL

2.1. att. cAMF standartu atSkaidijumi (kita instrukcija)
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Atbilstosi kita instrukcijam cAMF standartlikne Saja koncentraciju intervala ir lineara (2.2. att.).

125 100

1 80

1 60

% B/B,

Onptical Density

- 40
-~ Optical Donsity

[ ~e % am, 120

c.00 |
b

. : °
10 100 1000
€AMP Concentration (pmol/mL)

2.2. att. Kita instrukcija paradita standartlikne

cAMF koncentracijas mériSana Siinu Skidumos (lizatos):

1. Sagatavo plati un darba Skidumus ka rakstits kita instrukcija.

2. Pieliek 150 pl stnu lizésanas buferSkiduma 5 (1Xx) nespecifiskas saistiSanas (NSB)
laucinos un 100 pl By laucinos. Tie kalpo ka reagentu kontrole.

3. Pieliek 100 pl cAMF standartskiduma ar zinamu koncentraciju vai nezinamo
eksperimentalo paraugu. Stnas ieprieks iz§kidina un izmanto $nu lizatus.

4. Pieliek 50 pl (iznemot nespecifiskos NSB laucinus) primaro antivielu $kiduma. Paraugi
iekrasojas zila krasa.

5. Pievieno 50 ul cAMF konjugata. Visi laucini, iznemot NSB, iekrasojas violeti.

6. Plati parklaj ar vacinu un inkubg 3 h istabas temperatiira uz kratitaja 500 rpm.

7. Nolej Skidrumu no $tinam, mazga ar PBS buferSkidumu 3 reizes. Apgaz plati uz papira
dviela un lauj platei pazut.

8. Pieliek 200 pl substrata skiduma. Inkub& 30 min. istabas temperattra tumsa vieta.

9. Pieliek 50 pl Stop skiduma ( 0.5-2 N sérskabe). Krasa nomainas uz dzeltenu.

10. 30 min. laika plati nolasa ELISA mikroplasu lasitaja pie 450 nm.

Pé&c standartliknes datorprogramma Gen35 aprékina cAMF koncentraciju paraugos.
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2.3. att. 24-laucinu mikroplate

2.6. Forskolina efektu pétiSana

1. Nosver uz analitiskajiem svariem precizu daudzumu forskolina un pagatavo 100 mM
§kidumu apméram 1 ml. Forskolina molmasa ir 410,5. Forskolinu izskidina 2% etanola-tidens
Skiduma, kuru atSkaida 10 reizes ar attiecigo Stnu kultiru barotni un iegiist 10 mM skidumu,
kuru pievieno sinam 50 ul pie 450 ul barotnes 24-laucinu platé (2.3. att.) vélreiz iegustot 10X
atSkaidijumu uz $tnam. Tas ir I mM. AtSkaidot 100 mM koncentratu 100x, iegiistam 1 mM
Skidumu, kuru vélreiz atSkaida uz pusi 1:1 ar attiecigo barotni - iegtst 0,5 mM Skidumu, kuru
pievieno 50 pl pie 450 pl barotnes un 24-laucinu platé vélreiz iegist 10x atskaidijumu uz

Stnam. Tas ir 0,05 mM.

2. Siinas stimulé ar forskolinu koncentracijas 0,05 mM un 1 mM, 20 min., turot 24-laucinu
plates $tinu inkubatora. Tad vispirms Stnas liz€ un atbilstosi kita KGEO002B instrukcijali,
nosaka cAMF Itmeni §tinu lizatos, izmantojot 96-laucinu plati, kas ir jau parklata ar antivielam.
Salidzina forskolina efektus 8 dermas cilmes $iinu linijas uz cAMF producésanos 0,5% FBS
barotné un FEB barotné. Visus eksperimentus atkarto tris reizes ar diviem paral€liem

meérjjumiem.
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2.7. Totala CREB proteina noteikSana

Stinas audzé noteiktu laiku 24- laucinu platés 200 000 $iinas laucina. No §anu kultiiras
pagatavo lizatu. Proteina CREB daudzumu S§tinu lizatos méra ar mikroplaSu meérijumiem
sagatavotu kolorimetrisko metodi 96-laucinu platé, izmantojot kitu CREB ELISA (Calbiochem
CREB ELISA kit Cat. No CBAO071). Metode balstas uz CREB konkurento saistiS8anos ar
monoklonalam antivielam specifiskam pret totalo CREB, kuras saista CREB antigénu.
Inkubgsanas laika 96-laucinu plat€s monoklonalas antivielas saistas ar marrutku peroksidazes
(HRP) iezimétam anti-trusa IgG antivielam, ar kuram ir parklata plate. Pievieno substrata
Skidumu un péc krasas ar ELISA mikroplasu lasitaju nolasa OD pie 450 nm, kas atspogulo
piesaistita enzima aktivitati. Krasas intensitate ir tieSi proporcionala CREB koncentracijai

paraugos. CREB koncentraciju aprékina péc standartliknes.

Reagentu pagatavoSana

o Anti-trusa IgG marrutku peroksidaze (HRP)
10 ul 100x kocentréta Skiduma izSkidinaja 1 ml HRP $kidinataja katrai 8 laucinu rindai.

o Mazgdasanas buferskidums
MazgaSanas buferSkiduma koncentratu 25x sajauc ar destilétu tdeni attieciba 1:24, uzglaba
ledusskapi.

o CREB standartskidums

Buffer). Péc tam, viegli sakratot, lava tam vismaz 10 min. nostavéties pirms atSkaidijumu

pagatavosanas.

CREB standartskiduma atsSkaidiSana

Atskaida péc kita instrukcijam CREB standartskidumu.

® Standarta atskaidijumu pagatavosana:
Gatavoja 6 CREB standartSkiduma atSkaidijumus, ar sakotn&jo koncentraciju 10 ng/ml,

vienmerigu vielu sajauk$anos nodro§inaja, izmantojot magnétisko maisitaju.
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1. Atskaidijums ar koncentraciju 5 ng/ml. Iemérjja 0,25 ml sakotngjas koncentracijas
StandartSkiduma un atSkaidija ar 0,25 ml standarta skidinataja buferskiduma.

2. Atskaidijums ar koncentraciju 2,5 ng/ml. lemérijja 0,25 ml ieprieksgjas (5 ng/ml)
koncentracijas Skiduma un atSkaidija ar 0,25 ml standarta skidinataja buferskiduma.

3. AtSkaidijums ar koncentraciju 1,25 ng/ml. lemérija 0,25 ml iepriek$&jas (2,5 ng/ml)
koncentracijas Skiduma un atSkaidija ar 0,25 ml standarta $kidinataja buferskiduma.

4. Atskaidijums ar koncentraciju 0,625 ng/ml. lemérjja 0,25 ml ieprieksgjas (1,25 ng/ml)
koncentracijas $kiduma un at$kaidija ar 0,25 ml standarta $kidinataja buferskiduma.

5. Atskaidijums ar koncentraciju 0,312 ng/ml. lemérija 0,25 ml ieprieks¢jas (0,625 ng/ml)
koncentracijas Skiduma un at$kaidija ar 0,25 ml standarta §kidinataja buferskiduma.

6. Atskaidijums ar koncentraciju 0,156 ng/ml. lemeérija 0,25 ml ieprieksgjas (0,312 ng/ml)
koncentracijas Skiduma un atSkaidija ar 0,25 ml standarta $kidinataja buferskiduma.

7. Reagentu kontrolei iemérija 0,25 ml standarta $kidinataja bufer§kiduma.

CREB koncentracijas mérisana Siinu $kidumos (lizatos):

1. Pieliek 100 pl standarta $kidinataja nulles laucinos un 100 pl standarta, parauga vai
kontroles atbilstosos laucinos. Plati nosedz un inkubg istabas temperattira uz 2 h. Nolej
Skidrumu no §tinam, mazga ar mazgasanas bufer§kidumu 4 reizes.

2. Pieliek 100 ul anti-trusa IgG-HRP (iznemot hromogena laucinus). Plati nosedz un inkubg
istabas temperatira uz 30 min. Mazga ka 1. punkta, péc pedeas mazgasanas reizes plati
apgriez otradi uz tira papira dviela, laujot notec€t Skidrumam.

3. Pieliek 100 pl stabilizéta hromogéna visos laucinos primaro antivielu $kiduma. Paraugi
iekrasojas zila krasa. Plati Soreiz nenosedz un inkubg istabas temperatiira uz 30 min. tumsa
vieta.

4. Pieliek 100 ul Stop skiduma ( 0.5-2 N sérskabe) visos laucinos. Krasa nomainas uz
dzeltenu.

5. 2 h laika plati nolasa ELISA mikroplasu lasitaja pie 560 nm.
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2.8. Totala proteina daudzuma noteikSana

Lai varétu parrekinat cAMF un CREB proteina daudzumu uz 1 mg totala proteina Siinu
masa, nosaka totalo proteina daudzumu attiecigi sagatavotajos un atbilstoSo eksperimentu Stinu
lizatos. Proteinu koncentraciju noteicam ar kitu Protein ready-to-use microtiter plate assay kit
for the colorimetric detection of proteins was purchased from BioChemika (Zviedrija). Ka
standartu izmantojam liellopa seruma albuminu (BSA) at$kaidijumos 1:2, sakot no 1 mg/ml.

Visus eksperimentus atkartojam tris reizes ar paraléliem mérijumiem.
2.9. Datu statistiska analize
Iegttie dati tika aprékinati ka vidgjie aritmétiskie lielumi + standartnovirze (SD).
Statistiskaja analiz€ tika izmantota Graph Pad Prism (GraphPad Software). Ticamibu noteica ar

Stjudenta t-testu vai vienfaktora testu (ANOVA) ar tam sekojoSu Bonferroni testu. Rezultati tika

uzskatiti par ticamiem, ja p vértiba ir mazaka par 0,05.
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3. REZULTATI

3.1. Db-cAMF un augs8anas faktoru efekti uz §tinu proliferaciju

Cikliska adenozinmonofosfata analoga db-cCAMF pievienoSana S$iinu barotnei
(DMEM/F12 ar 0.5% FBS) koncentracijas 0,5 mM un 1 mM astonu donoru dermas cilmes
Stinu linijjam izraisfja atSkirigus efektus. P& 72 h meés nove€rojam gan stimul&josu, gan
inhibgjosu db-cCAMF iedarbibu uz $tnu proliferaciju (3.1.1. att.). Tomér no koncentracijas
atkarigu proliferacijas stimulaciju vargja redzet tikai divam donoru §tnu Iinijam (01D un 11D).
06D un 23D S$itinu linijjam db-cAMF ietekme bija nenozimiga. Savukart 26D un 27D donoru
cilmes $tnu Iinijam db-cAMF inhib&ja proliferaciju, bet 07D un 10D tas statistiski ticami

izpaudas tikai liclakaja — 1 mM dibutiril-cAMF koncentracija.

150

50

07
01D 06D 07D 10D 11D 23D 26D 27D

3.1.1. att. Db-cAMF efekti uz Sanu proliferaciju
Melnie stabini — kontrole bez db-cAMF, barotne ar 0,5% FBS;
Zilie stabini — db-cAMF 0,5 mM;
Violetie stabini — db-cCAMF 1 mM,;
* P <0.05 vs. attiecigo $tinu kontrole

Eksperimenti atkartoti 3 reizes ar 2-4 paraléliem mérjjumiem.
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Mes pétijam Sinu proliferaciju ietekmé&joso augSanas faktoru: FGF (fibroblastu augSanas
faktors), EGF (epidermalais augSanas faktors), B27 piedevas, LIF (leikeémijas inhibitorais
faktors), insulina, transferina efektus uz $tinu proliferaciju péc 3 dienu stimulacijas. Novérojam,
ka augsanas faktori piecam $inu Iinijam (1D, 6D, 7D, 10D, 11D) stimulgja $tnu proliferaciju.
To novéroja FEB barotné un FEB barotné ar insulina un transferina pievieno$anu, bet papildus
LIF pievienosana FEB barotnei samazinaja proliferaciju 01D, 10D un 11D §tnam. Ka var redzg&t
3.1.2. att€la, tad tris Stinu ITnijam augsanas faktoru pievienos$ana neizmainija $tinu proliferaciju

(23D, 26D un 27D).

300 —
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3.1.2. att. Augsanas faktoru efekti uz $iinu proliferaciju

Melna krasa — FBS 0,5% kontrole;

Zila krasa — FGF (fibroblastu augsanas faktors), EGF (epidermalais augSanas faktors) un B27
piedeva (FEB barotne);

Violeta krasa — FEB pus LIF (leikémijas inhibitorais faktors);

Sarkana krasa — FEB plus insulins 25 pg/ml, transferins 100 pg/ml;

* P <0.05 vs. attiecigo $tinu kontrole ar FBS pienemta par 100%

Eksperimenti atkartoti 3 reizes ar 2-4 paral€liem mé&rfjjumiem.
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3.2. Bazala cAMF limena svarstibas dazadu donoru Siinu linijas

Pielaujot, ka StGnu linijas atkirigi reageé uz dazadu agentu stimulaciju atkariba no to
signalmolekulu aktivitates, katrai donoru cilmes Stinu Iinijai atseviski noteicam bazalo cAMF
Iimeni. PatieSam, mérot cAMF limeni §tinu lizatos, novérojam donoru Stnu atskiribas cAMF
bazalaja Itmeni. Piem&ram, 06D S$iinu linija iegutais cAMF daudzums atSkiras Cetras reizes no
11D cAMF limena. Ka redzams 3.2. att€la, cAMF Iimena svarstibas starp donoru Stinu linijam
bija sakot no 5 pmol/mg lidz 18 pmol/mg. 01D un 11D S§tinu linijas uzradija visaugstako cAMF
koncentraciju $tinu lizatos. Sis §nas arT atbildéja uz db-cAMF stimulaciju no koncentracijas
atkariga veida un db-cAMF §ajas kultiiras stimulg&ja proliferaciju.

Stinu Iinijas razo cAMF sekojosi: 11D>01D>23D>10D>26D>27D>07D>06D.
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3.2. att. Bazalais cAMF Iimenis daZzadu donoru $iinu Iinijas

[ [ [ N
IN o © o
o o o o
| | | |

[y
N
o
I

[ee]
o
I

cAMF pmol/mg
i

Eksperimenti atkartoti 3 reizes ar paral€liem merjjumiem.
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3.3. Totala (neaktiveta plus aktivéta) CREB Itmeni dazadu donoru $iinu linijas

Merot kopgja jeb totala CREB daudzumu S$tnas, atklajam, ka nav statistiski ticamas
atSkiribas starp dermas cilmes §inam no dazadiem donoriem. Tatad 3.3. attéla ir nov€érojamas
mazakas svarstibas CREB Itmeni dazadu donoru S$iinu Iinijas, salidzinot ar diezgan mainigo
bazalo cAMF Iimeni. Totala CREB daudzums visas $tinu linijas bija aptuveni no 0,8 ng/ml lidz

1 ng/ml.

= 1 _
£
(@)]
cC o, 8]
(af]
Ll o &
nd
Oo, a

0, 2|

0 _|

I I
27D

rr
01D 06D 07D 10D 11D 23D 26D

3.3. att. Totala CREB Iimeni daZzadu donoru cilmes §iinu linijas

Eksperimenti atkartoti 3 reizes ar paraléliem mérjjumiem.

39



3.4. Forskolina ietekme uz cAMF producésanos

Megs pétijam forskolina efektu uz cAMF producéSanos koncentracijas 0,05 mM un 1 mM.
Forskolins ir adenilciklazes tieSais stimulators un iedarbojas minasu laika. To plasi izmanto
CAMF producésanas pétijumos. Donoru 01D, 06D, 07D, 10D, 11D, 23D, 26D un 27D cilmes
Stnu kultiiras FEB barotnés stimul&jam ar forskolinu 20 min.

legitie rezultati rada (3.4.att.), ka p&c forskolina pievienosanas FEB barotnei visam $tnu
Iinijam novéro statistiski ticamu cAMF pieaugumu, salidzinot ar FEB kontroli. Ipasi specigu
efektu uzrada forskolina lielaka — 1 mM koncentracija, bet 11D un 23D ari zemaka forskolina

koncentracija izraisa ap 40 reizes augstaku cAMF Iimena pieaugumu neka FEB barotne.

FEB

FEB+forsk. 0. 05 mM

FEB+forsk. 1 mM
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3.4. att. Forskolina efektu pétisana
* P <0.05 vs. attiecigo Stinu FEB kontrole
#P <0.05 vs. attiecigo Stinu kontrolei 0,5% FBS barotné

Eksperimenti atkartoti 3 reizes ar 2 paraléliem mérjjumiem.
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DISKUSIA

Stnu linijas daudzos gadijumos var tikt izmantotas ka alternativa dzivnieku
izmEginajumiem, lai novertétu zalu vielu iedarbibu. Jaunakie p&tijumi liecina, ka vairaki paslaik
izmantotie medikamenti, piem&ram, kolonijas stimul&joSie faktori, statini, angiotenzina-II
receptoru antagonisti/angiotenzina konvertéjosa enzima (AKE) inhibitori, eritropoetins, slapekla
oksida donori, estrogéni, glitazoni, hemokinu receptoru antagonisti, glikogéna sintazes kinazes-
3 inhibitori un histonu deacetilazes inhibitori modulé cilmes $tinu augSanu un diferencésanos
(59). Tomér nevar vienmér uzskatit, ka kultivétas $iinas, péc dazadu vielu izmgginasanas uz
tam, tie$i atbilst Sinam no dziva organisma. Nemirstigas Stinas vai ilgtermina kulttiras var tikt
mainitas no arpuses un uzradit izmainas genotipa un/vai fenotipa. Tapéc, lai iegiitu rezultatus,
kas ir pietuvinati in vivo pétijumiem, no vienas puses parbaudém biitu vélams izmantot primaras
donoru S$tnas, bet no otras puses atSkiribas starp donoriem var apgritinat rezultatu
visparinasanu.

Lai izpétitu donoru atSkiribas vai Iidzibas tika izmantotas cilvéka dermas priekSteCu Stinas.
Pieauguso dzives laika ziditaju ada pastavigi atjaunojas, lai kompensé&tu lielo daudzumu regulari
zaud@to $unu. Tade] adas cilmes Stnas ir ar augstu proliferacijas sp&ju, un $1 iezime ir viegli
redzama in vitro kulttira (60). Art likojoties no &tikas normam no adas izolétas priekstecu Stinas
ir pienemams ieguves avots, kas arT ir minimali invazivs, un tade] var tikt izmantots talakiem
kliniskiem mérkiem (57, 61).

Cikliska adenozinmonofosfata/PKA signalcelu kaskades pétijumi tiek plasSi izmantoti, lai
noteiktu daudzu un dazadu vielu efektus uz atSkirigiem S$iinu procesiem, taja skaita,
metabolismu, augSanu, diferencéSanos un génu regulaciju (62, 63, 3).

Eksperimentos ka $tinu proliferaciju veicinoSais/inhib&josais agents tika izmantots db-
CAMF, Siinu membranu Skérsot sp€jigs cCAMF analogs, kas imit€ cAMF Iimena intracelulara
pieauguma efektus un Iidz ar to arf paaugstinata cAMF ietekmi uz $tinu proliferaciju. ST darba
ietvaros tika noveérots db-cAMF divéjadais efekts uz Sinu proliferaciju un atskiribas starp
donoriem. Literatira ir atrodami dati par db-cAMF inhib&joso iedarbibu in vivo uz
hormonatkarigiem audzgjiem, kas izpauzas ka pastiprinats audu katabolisms (64), un ari uz adas
mezenhimas cilmes S§tnu proliferaciju (65). Dibutiril-cAMF var inducét biokimiskas un

morfologiskas izmainas gliomas S$tinu kultiras, tadgjadi samazinot audz€ja apjomus (66).
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Dibutiril-cAMF tiek pievienots $tnu barotném kopa ar FGF-2, lai stimulétu peles epidermas
melanoblastomu proliferaciju un diferencésanos (67). Dibutiril-cAMF piemit arT sp&ja saglabat
intracelulara cAMF koncentraciju, kas var uzlabot organu dzivotsp&ju (68).

Ir atrodami arf zinojumi, ka intracelulara cAMF pieaugumam var bt gan proliferativi, gan
antiproliferativi efekti atkariba no $tnu tipa, mazak ir zinams par atS$kiribam donoru starpa.
Pieméram, cAMF stimulg tiroido $tinu, neironu un pelu embriju fibroblastu $tinu Iinijas (Swiss
3T3) stnu proliferaciju, bet inhibé limfocitu, fibroblastu un adipocitu proliferaciju (69, 70, 71,
72, 73, 74). Atskiribas starp donoriem tika atklatas cilmes $tnu diferencé$anas laika (75), jo
cAMF ir viens no visparatzitiem mezenhimalo cilmes $tnu (MSC) diferencésanas faktoriem (1).
Vairaki pétijumi demonstréjusi cross-talk (savstarpja sarunasanas) starp cAMF signalcelu
kaskadi un Ras-Raf-MEK-ERK kaskadi (39, 76). Stinai noteikta veida cAMF var vai nu inhibét
(astrocitus un adipocitus) vai aktivét (neironus un no kaulu smadzeném iegitas MSC)
ekstracelularo signalu regulétas kinazes (ERK) (72, 77, 39, 3).

Magistra darba tika parbauditi efekti bez seruma barotnei, kas bagatinata ar augSanas
faktoriem, kuri darbojas caur mitogénu aktivétas proteinkinazes (MAPK) kaskadi uz cAMF
producéSanu, un rezultata noverota barotnes sastavdalu stimulgjosa iedarbiba uz cAMF
razoSanu FEB un FEBIT barotnés, salidzinot ar barotni bez piedevam. Turpretim LIF
pievienoSana izraisija cAMF limena samazinaSanos. Par LIF inhibitoro efektu uz MSC
proliferaciju ir zinots ari jau ieprieks (65). Augsanas faktoru un to receptoru divéjado iedarbibu
var skaidrot ar to pleiotropo dabu un ir izteikta hipotéze, ka augsanas faktori FGF-2, EGF un
LIF palidz saglabat cilmes $tinu homeostazi un nediferencéto stavokli (78, 79).

Tika atrastas ar1 ievérojamas atSkiribas starp donoriem ka atbildes reakcija uz stimuléSanu
ar forskolinu. Tika novérota no koncentracijas atkariga forskolina iedarbiba ar augSanas
faktoriem papildinata barotng, bet netika noteikta sinergija ar LIF vai FEBIT maisijumu.
Forskolins darbojas aktivgjot enzimu adenilciklazi un palielinot cAMF intracelularos limenus,
tadgjadi arT stimul§jot neironu diferencé$anos (80, 81), bet inhib&jot $tnu proliferaciju (82).
Lidzigu efektu uzrada GPCR ligandi, ja tie saistas pie ar Gs proteinu saistita receptora. Tadg]
var uzskatit, ka [idzigas donoru atskiribas varétu novérot ar1 péc Stinu stimuléSanas ar dazadiem
GPCR ligandiem. Tas ir nozimigs apstaklis, nemot véra, ka ir gaidams pieaugums jaunam

zalém, kas meérkétas uz GPCR (51).
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SECINAJUMI

. Augganas faktori FGF un EGF 5 $anu linijam stimul&ja proliferaciju, bet 3 (23D, 26D un
27D) neizmainija, bet papildus LIF (leiké€mijas inhibitorais faktors) pievienosana FEB
barotnei samazinaja proliferaciju 01D, 10D un 11D Stnam.

Tikai 2 $tinu Itnijam db-cAMF no koncentracijas atkariga veida stimul&ja Stinu
proliferaciju, divam inhibgja (26D un 27D), bet 2 neietekméja. 07D un 10D Stnu linijam
db-cAMF 1 mM koncentracija samazinaja proliferaciju.

. Forskolina ietekm@ visam §tinu linijam statistiski ticami paaugstinajas cAMF limenis,
salidzinot ar kontroli. Ipasi spécigu efektu uzradija forskolina lielaka — 1 mM
koncentracija, bet 11D un 23D ari zemaka forskolina koncentracija 40 reizes palielinaja
CAMF producgsanos.

. Neskatoties uz cilmes $iinu homogenitati p&c $tinu virsmas markieriem (65) un mérita
totala CREB limeniem, So Stinu cAMF bazalie [imeni un atbildes reakcija uz
stimulatoriem atSkiras. Tadgl jaturpina pétit, ka manipulacijas ar augSanas faktoriem in
vitro ietekme S§tinu intracelularos signalcelus, aktivéto CREB limeni un citus

parametrus, kas atbild par §tnu fiziologisko atbildes reakciju.
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