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NEINVAZINIS POZIURIS | ANKSTYVA UMAUS, SUNKAUS PANKREATITO
DIAGNOZE IR PROGNOZE, PAGR|STAS KARSCIO SOKO BALTYMU VEIKIMO
MECHANIZMU

ISradimo sritis

Ankstyvas, sunkaus pankreatito diagnostikos bidas, naudojant Igsteliy membranos
pazaidy nustatymo mechanizmus.

Techninis lygis

Uminis pankreatitas (UP) yra viena i§ daZniausiai pasitaikan&iy gastroenterologiniy ligy, o
apie 2% visy | ligonine atveZty pacienty yra diagnozuojama §i liga (Fagenholz, Castillo ir
kt., 2007). 100 000 gyventojy tenka nuo 10 iki 46 UP atvejy per metus. Tadiau nei ligos
etiologija, nei patofiziologija nera visigkai suprantama, todel gydymo galimybés, nukreiptos
| konkredig esmine prieZastj lieka neatrastos (Lerch ir Gorelick 2013: Niederau, Ferrell ir
Grendell 1985). Tai sukelé susidoméjimg studijuoti pradinius UP ivykius, siekiant sukurti
naujus klinikingje praktikoje naudojamus gydymo badus.

Uminis pankreatitas daugeliu atvejy yra lengvas ir be sunkiy komplikacijy. Nepaisant to, jis
siejamas su iki 20% pacienty sergamumu ir mirtimis (Lerch ir Gorelick 2013; Bhatia ir kt.,
2005). Nors UP buvo intensyviai tiriamas desimtmedius, tadiau pankreatito proceso
patofiziologija néra visiSkai suprantama ir nebuvo sukurtas konkretus ar veiksmingas
gydymas (Lerch ir Gorelick 2013; Sah ir Saluja 2011).

Pradine diagnozé atliekama remiantis klinikiniais simptomais, kraujo tyrimy duomenimis
(kasos amilazeés arba lipazés koncentracija serume yra tris kartus didesne uz normaly
kiekj) ir radiologiniaié radiniais (pilvo ultragarsas); o liga ir jos eiga patvirtinama
kompiuterine tomografija, kuri laikoma aukso standartu ir atliekama po 3-7 dieny nuo
simptomy pradZios vélyvose Uminio pankreatito stadijose. Vélesnése ligos stadijose
atsiranda ne tik sudétingy komplikacijy, bet ir mirtiny pasekmiy. Tuo tarpu klinikingje
praktikoje taip pat naudojamos jvairios tarptautiniu mastu patvirtintos (pvz., Ransono
kriterijai, modifikuotos Atlanta klasifikacijos) ligos sunkumo skalgs, paprastai vertinamos
praejus 48 valandoms nuo priémimo | ligonine. Siuo metu klinikingje praktikoje nera jokiy
neinvaziniy tyrimy ankstyvai OP diagnozei ar prognozei.



Karscio Soko baltymai jau seniai Zinomi. Molekuliniai $aperonai yra baltymy aparatai, kurie
yra atsakingi uZ teisingg kity baltymy sulankstymg, stabilizavima ir funkcijg. Lasteles
reagucdamos | aplinka, jskaitant Silumos $%oka, alkoholius, sunkiuosius metalus arba
oksidacinj stresg, gamina Saperonus, paprastai vadinamus kari¢io Soko baltymais (Hsp).
Kar§&io Soko baltymas 90 (Hsp90) sudaro apie 1 - 2% visy lasteliniy baltymy ir paprastai
yra lgsteléje kaip dimeras. Tai molekulinis $aperonas, atsakingas uz nuo ATP priklausoma
sulankstyma, stabilumg ir funkcija daugelio ,kliento" baltymy, susijusiy su véZio vystymusi
ir progresavimu. Sie ,kliento* baltymai yra ErbB2, c-Raf, Cdk4, mutantinis p53, hTERT,
Hifl-a ir estrogeno/androgeno receptoriai. Hsp90 slopinimas sukelia onkogeniniy kliento
baltymy vienalaikj, kombinatorinj destabilizavima ir degradacija, o tai veda prie ilgalaikes
atakos prie§ visus véZio padarinius, jskaitant neribotg proliferacijg ir i$gyvenima,
invazyvumg, metastazes ir angiogeneze. Manoma, kad vézio Iastelés yra labiau jautrios
Hsp90 slopinimui nei atitinkamos normalios Iastelés (Workman 2004). Kita vertus, Hsp90
inhibitoriy terapinis selektyvumas yra jtempta véZio Iasteliy bilkle, atsiradusi del
onkogeniniy mutacijy ir nereguliuojamy signaliniy keliy, bei aplinkos veiksniy, tokiy kaip
hipoksija, acidozeé ir maistiniy medZiagy trikumas. Be to, buvo publikuota, kad piktybinése
lastelése aptinkamas Hsp90 egzistuoja daugiausia superSaperono komplekse, kuris
Hsp90 inhibitorius prisijungia daug efektyviau nei nekompleksiné forma, kuri daZniausiai
randama sveikose lastelése (Dymock ir kt., 2004).

Rakonczay ir kt. teigia, kad cerulino pankreatito atveju daugéja (Weber ir kt., 1995;
Ethridge ir kt., 2000; Bhagat ir kt., 2002) arba mazéja (Strowski ir kt., 1997, 1997; ZJ
Rakonczay, Mandi ir kt., 2002) kasos sintetinamy HSP60 ir HSP72. Ethridge ir kt. (2000)
nustate, kad kasos HSF-1 prisijungimo aktyvumas buvo padidéjes esant cerulino sukeltam
Gminiam pankreatitui, bei taip pat buvo padideje HSP70 ir HSP27 kiekiai, tuo tarpu HSP60
ir HSP90 kiekiai nebuvo pakite. Panasiai, Weber ir kt. (1995) parodé, kad cerulinas sukelé
kasos HSP70 mRNR ir baltymy raiska. Vis delto, gydymas sekretagogais nepakeite
ubikvitino mRNR. Naudojant prieSprasminius oligonukleotidus, Bhagat ir kt. (2002) parode,
kad cerulino sukelta HSP72 ekspresija apriboja ligos sunkumg Ziurkems. Strowski ir kt.
(1997) pastebéjo, kad cerulino laiko ir dozés priklausomybé didina mRNR, bet,
paradoksaliai, sumazina kasos HSP60 ir HSP70 baltymy kiekj Ziurkése. Remiantis jy
tyrimu, parodeme, kad pakartotinés supramaksiminés 5 dieny cholecistokinino-oktapeptido
(CCK) doziy injekcijos sumazina kasos HSP60 ir HSP72 lygj (Rakonczay ir kt., 2002d).
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Netoksisko BRX-220 vartojimas padidina kasos HSP60 ir HSP72 sinteze ligos eigoje (Z.J.
Rakonczay, lvanyi ir kt., 2002).

Be to, kasos HSP32 mRNR raiSka yra sparliai reguliuojama, o baltymy lygis pelése
padidéjo tik Siek tiek esant cerulino sukeltam Uminiam pankreatitui (Fu ir kt., 1997).
Mokslininkai nustaté, kad HSP32 buvo iSreik$tas labai nedideliu baziniu lygiu kasoje in
vitro ir acinuso lastelése in vitro (Sato ir kt., 1997). Cerulino sukeltas Gminis pankreatitas
buvo susijes su reik8mingu kasos HSP32 raiSkos padidéjimu 12-24 val. po pirmujy
intersticinés edemos pozymiy ziurkiy kasose. Jdomu tai, kad cerulino pridéjimas j AR42J
acinuso Igsteliy kulturos terpe neturéjo jtakos HSP32 lygiui.

TABLE 3. Effects of acute pancrestitis on pancreatic HSP levels

Acute pancreatitis Species HSP levels Reference

Cerulisn Mouse 1HSP27, HSPT2 — H8P60, HSP90 idge et al., 2000

Cerulisn Mouse THSP32 Fu et al., 1997

Cerulien Rat THSP70 — ubiquitin Weber et al,, 1985

Cerulein Rat tHSP70 Bhagat et al., 2002

Cerulein Rat HB8P60, H3CT0 —~HSP70 Strowski et al., 1997; Weber et al., 2000
CCK Rat |HSP60, HSP72 Rakonczay et al., 2002d

Cerulisn Rat THSP32 Sato et al., 1997

DBTC Rat THSP70, H8C70 ‘Weber et al, 2000

Arg Rat THSP27, HSPT2, HSP80, HSP30 — GRP78 Tashire et al., 2001

CDE Mouse —HEPT0 Grise ¢t al., 2000

CDE Monse |HS8P217, H8P70 Delhaye et al., 2000

1. iner d; |, d d; —, no change; CCK, cholecystokinin-octapeptide; DBTC, dibutylin dichloride; CDE, choline-deficient ethioni ppl d diet; Arg,
ATHINING.

Kaip neseniai publikavo Giri ir kt., viena i§ konservatyviausiy ir geriausiai i$tirty kar§éio
Soko baltymy 3eimy yra HSP70 superSeima. Autoriy tfeigimu, tai yra nuo ATP
priklausantys Saperonai, kuriy dydis svyruoja nuo 66 iki 78 kDa, o juos Zmonése koduoja
11 geny rinkinys. |[domu tai, kad Siy baltymy kiekis transkripci$kai reguliuojamas kar$&io
Soko faktoriais (HSF), susidedangiais i§ keturiy nariy: HSF1, HSF2, HSF3 ir HSF4, todél
jie turi unikalias ir persidengiangias funkcijas, bei pasiZzymi audiniams specifiniais raiskos
modeliais (Giri ir kt., 2017).

Kaip apradyta auk&&iau minétose nuorodose, daugelyje tyrimy buvo jvertintas karséio Soko
baltymy apsauginis vaidmuo Ominio pankreatito atveju. Straipsnyje aprasomi jvairis
tyrimai, kuriuose buvo naudojami jvairlis HSP70 rai$kos metodai, jskaitant $iluminj stresa.
Wagner ir kt. nustateé, kad kai Ziurkés kasos acinusas buvo veikiamas kars&iui, pastebéta
Zymiai padidéjusi 72 kDa HSP-70 molekulés rai$ka. |Jdomu tai, kad autoriai pastebéjo, kad
hipertermijos sukelta padidéjusi HSP70 ekspresija, apsaugojo nuo organy paZeidimy,
cerulino sukeito pankreatito modelyje. Panadis rezultatai buvo pastebéti net ir
modeliuose, kurivose HSP70 buvo indukuotas ne termogeniniais metodais. PavyzdZiui,
per dideié HSP70 ekspresija naudojant beta adrenergine stimuliacija apsaugojo peles nuo
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cerulino sukelto pankreatito. Panasiai natrio arsenito sukelta HSP70 ekspresija suteike
apsauga cerulino ir arginino sukelto tminio pankreatito modeliuose (Bhagat ir kt., 2008).

Kaip apraseé Giri ir kt., Sie tyrimai i§ esmeés rodo, kad HSP70 apsaugo nuo acinuso lasteliy
pazeidimo sergant pankreatitu, ir kad $i apsauga nepriklauso nuo HSP70 indukcijos bldo.
Nors HSP70 buvo pagrindinis baltymas randamas po karscio streso bei farmakologinio
manipuliavimo, taciau $ios intervencijos indukuoja daugybe HSP ir yra jmanoma, kad
apsauginiai poveikiai, pastebéti naudojant Sias intervencijas, atsiranda del kity jvykiy, o ne
tik del per didelés HSP70 raiSkos. Bhagat ir kt., naudodamas in vitro kasos lobuliy kultirg
parodé, kad per didelé HSP70 raiSka i§ tikryjy yra atsakinga uZ stebimg apsauginj
vaidmenj po karséio streso.

Keli straipsniai apraSo, kad HSP yra skirtingai iSreiSkiamas Zmoniy ligose, pvz., kasos
adenokarcinomoje, létiniame pankreatite ir normalioje kasoje. HSP90a mRNR buvo
selektyviai pernelyg idreik$ta sergant kasos karcinoma (Gress ir kt., 1994; Ogata ir kt.,
2000). HSP70 mRNR kiekis buvo padidejes esant kasos adenokarcinomai ir létiniam
pankreatitui (Gress et al. 1994).

Uminis pankreatitas yra autodigestinis procesas, kurj sukelia kasos proteolitiniy fermenty
ekstravazacija, pereinanti j gretutinj audiniy paZeidimg (Peery ir kt., 2012; Fagenholz,
Ferna'ndez-del Castillo ir kt., 2007). Sunkus pankreatitas gali sukelti sisteminj uzdegiminio
atsako sindroma ir daugelio organy paZeidimus (Fagenholz, Ferna'ndez-del Castillo ir kt.,
2007). UZdegiminis atsakas apima ir lasteliy, ir humoralinius faktorius, jskaitant citokinus,
lipidy mediatorius ir reaktyvigsias deguonies rusis. Plaudiai daZnai yra uZdegiminio
suZalojimo, susijusio su sunkiu Uminiu pankreatitu, organas. Umus plaugiy paZeidimas
pasizymi padidéjusiu kraujagysliy pralaidumu ir neutrofily (polimorfonukleiniy leukocity
(PMN)) aktyvavimu, po kurio vyksta migracija (Fagenholz, Ferna’ndez-del Castillo ir kt.,
2007). Aktyvuoti neutrofilai iSskiria fermentus, pavyzdzZiui, matricos metaloproteinazeés
(MMP) fermentus, kad sunaikinty bakterijas ir pa$alinty pazeistus audinius. Matricos
metaloproteinazés veikia apdorojant matricos baltymus, citokinus, augimo faktorius ir
adhezijos molekules (Z. Rakonczay ir kt., 2003). Be to, autoriai apiblidina kar§&io Soko
baltymy vaidmenj uzdegiminio proceso metu, kuris sukélé didZiulj susidomejima, nes buvo
parodyta, kad karSio Soko baltymai slopina uZdegiminiy geny ekspresijg ir turi
citoprotekcinj poveikj eksperimentiniuvose modeliuose (Whitcomb 2004). [§samesné
informacija apie HSP70 apsauginj vaidmenj apra$yta Dudeja ir kt. (Dudeja, Vickers ir
Saluja 2009).
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HSP vaidmuo apsaugant nuo pankreatito buvo istirtas jvairiuose in vifro ir in vivo
pankreatito modeliuose. Remiantis HSP apsauginiu vaidmeniu nuo paZaidy, buvo jrodyta,
kad ankstesné HSP60 indukcija, kurig sukelia stresas Ziurkes panardinus | vanden,
apsaugo nuo pankreatito (Lee ir kt., 2000). IS tiesy visi pankreatito sunkumo rodikliai -
hiperamilazemijg, kasos edema ir acinuso lasteliy nekrozé - sumazéjo po HSPE0
indukcijos (Lee ir kt., 2000). Apsauginis HSP poveikis esant pankreatitui neapsiriboja
HSP60, bet taip pat pastebimas ir HSP70 indukcijos metu. Kadangi fasteliy paZeidimas
esant pankreatitui yra tarpininkaujamas nekrozés ir apoptozés keliais, ir kadangi HSP70
gali apsaugoti lagsteles nuo nekrozinés ir apoptozinés uzprogramuotos lgsteliy mirties,
tikétina, kad HSP70 apsaugo nuo nekrozinés ir apoptozinés lasteliy mirties pankreatito
metu (Feng ir Li 2010). Tadciau tolimesni tyrimai yra batini.

Atrodo, kad 8i HSP70 indukcija kasoje dél pankreatito streso yra apsauganti nuo
pankreatito, nes panaudojus prieSprasmini HSP70 siekiant sustabdyti HSP70 didéjimg,
sustiprina pankreatito sunkuma (Bhagat ir kt., 2002). Specifinj HSP70 vaidmenj apsaugant
nuo pankreatito dar kartg jrodo ir pelés neturinios kars¢io Soko faktoriaus 1 (HSF-1) ir
HSP70 transgeninés pelés (Dudeja, Vickers ir Saluja 2009). HSF-1 yra HSP70
transkripcijos faktorius. Taigi, HSF-1 neturintys gyvinai nesugeba ekspresuoti HSP70.
Dudeja ir kt., 2009 m. taip pat apraso, kad HSP70 transgeninés pelés, turin€ios Zenkiiai
padidejusig HSP70 raiSka, pasizymi sumazéjusiu pankreatito sunkumu.

Tam tikra paZzanga padaryta siekiant iSsiaidkinti, kaip HSP apsaugo nuo pankreatito (Feng
ir Li 2010). Pasak (lovanna ir Ismailov 2009), buvo jrodyta, kad HSP70 indukcija neleidZia
tripsinogenui aktyvuotis j tripsing, kas yra biadingas pankreatito eigos jvykis. Rakonczay ir
kt. parodé, kad HSP70 indukcija neapsaugo nuo pankreatito, kurj sukelia tripsino injekcija j
kasa, ir tai dar kartg rodo, kad HSP70 padeda apsaugoti nuo pankreatito, darydamas jtaka
jvykiams prie$ tripsino aktyvavima. Be to, tyrimai rodo, kad HSP70 daro jtaka tripsinogeno
aktyvacijai ir kitiems vélesniems jvykiams pankreatito metu, uzkirsdamas kelig lizosominio
fermento katepsino B ir virSkinimo fermento zimogeno lokalizacijai (Bhagat ir kt., 2002).
Ko-lokalizacijg reguliuojantys jvykiai yra maZiau aiSkis. Tadiau jrodyta, kad 3iam procesui
reikalingas citozolinis kalcis (Dudeja, Vickers ir Saluja 2009). Kasos acinusy stimuliavimas
su supramaksimaline cerulino doze stipriai padidina citozolinio kalcio kiekj, ko pasekoje
ilgai iSlieka pakiles citozolinis kaicis, kurj palaiko kalcio infuzija j lastele. Pagal Dudeja et al.
2009 m., kai kurie kiti ne kasos acinuso Iasteliy tyrimai parode, kad HSP gali paveikti
kalcio homeostaze Igsteleje. Taigi vienas i8 mechanizmy, kuriais HSP gali paveikti ko-



lokalizacija, ir vélesnius pankreatito jvykius yra citozolinio kalcio kiekio susilpninimas.
Atsizvelgiant j kalcio svarbg reguliuojant Igsteliy procesus, jskaitant lasteliy mirtj ir
apoptoze, iSvados, kad HSP gali tureti jtakos kalcio homeostazei, yra daug platesnés
reikSmés nei tik pankreatito patofiziologijai (Dudeja, Vickers ir Saluja 2009).

Trumpas iSradimo apra§ymas

IStyréme Igsteliy membrany sieneliy paZaidy mechaniszs, kurie sukelia sisteminj atsakg
i Uminj sunky pankreatit, kurdami neinvazinius Gminio pankreatito diagnostinius ir
prognostinius metodus. Siam metodui taikome prikabintas dvisluoksnes lipidines
membranas (McGillivray ir kt., 2007; Budvytyte ir kt., 2013; Ragaliauskas ir kt., 2017). Be
to, kars€io Soko baltymy-27, 32, 60, 70, 90 identifikavimas, susijes su sunkaus dminio
pankreatito mechanizmais, gali blti naudojamas kaip biomarkeris ir diagnostinis rinkinys,
tuo pat metu nustatant neinvazinius diagnostinius bidus.

Musy eksperimentai buvo pagristi HSP-70 ir HSP-80 (Cikotiene ir kt., 2009; Budvytyte ir
kt., 2013; Ragaliauskas ir kt., 2017). Cia mes pateikiame esamy karsgio Soko baltymo-70
ir karSCio Soko baltymo-90 matavimy ir tyrimy, pateikty literattroje, santrauka. Musy
Ziniomis HSP-70 ar HSP-80 néra i$matuoti Gminio pankreatito atveju neinvazinémis
priemonémis. Taip pat tiriame ir kitus skirtingus HSP derinius, kurie apima, bet
neapsiriboja: HSP27 ir HSP32, taip pat HSP32 ir HSP70, HSP70 ir HSP90, HSP60 ir
HSP70, HSP60 ir HSP90, HSP27 ir HSPSO0.

BréZiniy apraSsymas

1 paveikslas. HSP70 ir HSP90 saveika su tBLM. A - EIS spektro fazinio kampo diagrama:
tiesi linija - pradinis tBLM spektras, linija su apskritimais - 10 min. po HSP70, kai
SvirkS8¢iama 0,2 pM, linija su trikampiais - po 24 valandy po HSP70 injekcijos. tBLM buvo
sudarytas i§ DOPC ir cholesterofio (% santykiu 60:40). B - EIS spekiry fazinio kampo
diagrama: tiesi linija - pradinis tBLM spektras, linija su apskritimais - 10 min. po HSP90, kai
injekuota 2 uM, linija su trikampiais - po 24 valandy po HSP90 injekcijos. tBLM buvo
sudarytas i§ DOPC ir cholesterolio (% santykiu 75:25).



2 pav. HSP70 ir HSP90 baltymy adsorbcijy SPR sensogramos lipidy membranose
(DOPC:cholesterolis atitinkamai 60:40 ir 75:25). HSP70 ir HSP90 koncentracijos

atitinkamai yra x ir y.
ISsamus iSradimo aprasymas

Miasy iSradimas apima metodika, aprasytg patente LT 6424 ,PavirSiuje imobilizuoty
fosfolipidiniy bisluoksniy membrany (tBLM) gavimo bidas“, kurig mes pritaikéme tminio
pankreatito ankstyvos diagnostikos tyrimams.

Viename 8 Sio iSradimo jgyvendinimo varianty, siekiant nustatyti Gminj pankreatits,
surenkami prognoziniai ir diagnostiniai biomarkeriai arba biomarkeriy grupé (diagnostinis
rinkinys), matuojant kar¢io Soko baltymus (HSP), kaip pagrindinius Gminio pankreatito
mechanizmo dalyvius. Tyrimui naudojami méginiai paimami i§ paciento $lapimo, prakaito
ar seiliy, o kraujo serumas/plazma naudojami kaip kontrolé.

Kitame jgyvendinimo variante $is isradimas gali bati naudojamas kaip terapinis tikslas,
siekiant nustatyti ankstyvg daugelio organy disfunkcijos sindromg sergant Gminiu
pankreatitu.

Medziagos ir metodai
HSP-70

Rekombinantinis baltymas HSP70 buvo jsigytas i§ Sigma Aldrich (Vokietija), kurio
grynumas yra 070%. Rekombinantinj viso ilgio HSPS0 padovanojo prof. D. Matulis i§ VU
Gamtos moksly centro, Biotechnologijos instituto, HSP90 buvo klonuotas ir i§grynintas.

Serumo HSP70 buvo i§analizuotas naudojant Zmogaus kar$éio $oko baltymg 70 (HSP70),
(Kat. nr. 20,959), jsigytg i8 Bio Medical Assay (BMASSAY, Pekinas, Kinija), vadovaujantis
gamintojo nurodymais. Jy kiekis buvo i$reik§tas ng/ml. HSP70 aptikimo ir kiekybinio
nustatymo ribos buvo nustatytos <0,05 ng/ml.

Serumo HSP70 baltymy kiekis buvo nustatytas naudojant komerci§kai pricinamus ELISA
rinkinius (StressGen Biotechnologies Corp). HSP70 baltymy koncentracijos buvo
nustatytos palyginus su standartine kreive pagal gamintojo nurodymus. Standartiné kreive
yra nuo 0,78 iki 50 ng/ml, o analizés jautrumas yra 0,2 ng/ml.

Bendras sHsp70 kiekis Zmogaus serumo meéginiuose buvo iSmatuotas naudojant
modifikuotg Hsp70 imunologinj tyrimg (Duoset, DYC1663, R&D Systems, Mineapolis, MN,
JAV). ELISA yra skirta aptikti Zmogaus Hsp70 buferyje.



HSP-90

HSP90 ELISA (SUNRED Biotechnology Company, Shangai, Kinijos Liaudies Respublika)
naudojamas Sandwich dvigubo antikGno ir su fermentu susieto imunosorbento tyrimas,
nustatant Zzmogaus HSP90 kiekj méginiuose.

Serumo HSP90a kiekis buvo nustatytas dviem egzemplioriais, naudojant kietosios fazes
ELISA metodg (Assay Designs, Stressgen, MI, USA).

Sandwich ELISA tyrimai buvo atlikti 96 Sulinéliy leék$tése, naudojant 100 pl periferinio
kraujo plazmos per Sulin¢lj. Kai reikia, plazma buvo atskiesta blokuojanéiu buferiu, tokiu
atveju i§ standartinés kreivés nuskaityta koncentracija buvo padauginta i§ praskiedimo
koeficiento. Toliau nurodyti ELISA tyrimai buvo atlikti pagal gamintojo rekomendacijas:
Hsp90a (Zmogaus) ELISA rinkinys {Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY), Zmogaus beta
2-mikroglobulino kvantikino IVD ELISA rinkinys (R&D Systems Inc., Mineapolis, MN) ir
Zmogaus IGFBP-2 DuoSet (R&D Systems In.).

Lipidai: 1,2-dioleoil-sn-glikero-3-fosfocholinas (DOPC) ir cholesterolis buvo jsigyti i§ Avanti
Polar Lipids, Inc. (Alabaster, JAV) ir panaudoti, kaip gauti. Visi kiti tirpikliai (AR klasé) buvo
naudojami be gryninimo, ir visos reakcijos buvo atliktos azote.

Pavirsiuje imobilizuotos fosfolipidy dvisluoksnés membranos sudarymas

Aukso substratai elektrocheminés varZzos spektroskopijos (EIS) matavimams buvo
parengti ant 25x75 mm stiklo ploksteliy (ThermoFischer Scientific, UK). Auksiniai SPR
substratai buvo paruodti ant BK7 stikliniy ploksteliy (25 mm skersmens, 1 mm storio),
gauty i$ AutoLab (Methorm, Nyderlandai). Aukso sluoksniai buvo nusodinti magnetroniniu
purSkimu naudojant PVD75 (Kurt J. Lesker Co., JAV) sistema. Siame darbe naudoty
savarankiskai susirenkanciy monosluoksniy sintezés ir savybiy detalés buvo apragytos
anksciau.

Prikabintos lipidy membranos (tBLM) buvo paruostos naudojant daugiasluoksnj vezikulinj
suliejimo bldg, apradytg ankstesniuose dokumentuose. Vezikuliy tirpalas paruostas i 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfocholino (DOPC) ir cholesterolio (Avanti Polar Lipids, JAV) 6:4 ir
7,5:2,5 moliniu santykiu fosfatiniame buferiniame tirpale (PBS), turintiame yra 0,1 M NaCl
(Roth, Danija), 0,01 M NaH2PO4 (Roth, Danija), pH 4,5.

Elektrocheminés varZos spektroskopija



EIS matavimai buvo registruojami naudojant ,Zennium*“ elektrocheminj prietaisg (,Zahner
GmbH*, Vokietija), tarp 0,1 ir 100 kHz, su 10 logaritmi$kai paskirstyty matavimo tasky j
desSimtj. Duomenys buvo sugrupuoti naudojant ,ZView" programine jranga (,Scribner
Associates”, ,Southern Pines“, NC). Visi matavimai atlikti natrio fosfato buferiniame tirpale
(PBS), 0,1 M NaCl, 0,01 M NaH2PO4, pH 7,2. Naudota trijy elektrody celiy konfigtracija.
Etaloninis elektrodas buvo Ag/AgCI, NaCl (sat.) elektrodas. Platinos viela (Aldrich, 99,99%
grynumas) buvo naudojama, kaip pagalbinis elektrodas. Darbinis elektrodas buvo auksu
dengta stikling plokstele. Siame darbe panaudota 12-o0s buteliuky elektrocheminé ceie.
Darbinio elektrodo pavirSius, veikiamas tirpalo celéje, buvo 0,25 cm?. Visi matavimai atlikti
kambario temperatiroje (21+2 °C).

Paviriaus plazmono rezonansas (SPR)

. SPR matavimai atlikti su Autolab Twingle sistema (Eco Chemie B.V., Nyderlandai), turinéia
srauto cele (tdris - 175 pl). Jrenginys atliecka SPR spektry jradyma fiksuotu 670 nm bangos
ilgiu. Jis automatigkai seka su mililaipsnio rai$ka, pasiprie§inimo kampo padeétj {nuo 62 iki
78°%), kur stebimas minimalus atspindys dél pavirinio plazmono rezonansec suZadinimo.
Temperatirai stabilizuoti ties 21+0,1 °C buvo naudojamas F34 Saldymo/Sildymo
cirkuliatorius (Julabo, DEU). Pries§ kiekviena eksperimentg uZfiksuotas buferinio tirpalo
pradinis lygis. Visi matavimai buvo atlikti esant sustabdyto srauto salygoms. Pagal
gamintojo nurodymus, minimalus perjungimas 122 mililaipsniais (m°) atitinka 100 ng/cm2
pavirSiaus padengima adsorbuotu baltymu. Taigi Siame darbe panaudojome santykj 1,22
m® = 1 ng/cm2, kad perskaigiuotume adsorbuoto baltymo kieki pagal pavirSiaus plotg i$§
SPR duomeny.

Rezultatai
HSP saveika su fosfolipidy modelio membranomis pagal EIS ir SPR

HSP padidejimas serume ir $lapale yra svarbus Zingsnis iminio pankreatito patogenezéje.
Tagiau mechanizmas, kuriuc HSP70 ir HSP90 veikia UP metu, i§ esmés neZinomas.
Ankstesniame skyriuje pateikti duomenys rodo stiprig HSP70 ir HSP90 preparaty sgveikg
su fosfolipidy membranomis.

HSP70 ir HSP90 patekimo | fosfolipidy membrang poveikis parodytas 1 paveiksle, baltymy
poveikis yra lengvai matomas i§ EIS poky¢iy, visy pirma, inkubuojant tBLM su HSP70 (1A
pav.). Be to, fazées minimumas pasirodo ir juda link auk$tesniy dazniy, kai HSP70
inkubacinis laikas didéja (1A pav.). tBLM laidumas (Y) yra HSP70 sukeltas laidumas



fazinio minimumo metu (apskaiiuotas kaip Y = 1/Zfazés min.). Fazés poslinkis po
sgveikos su HSP70 rodo membranos pazeidimus ir kei€ia jony judéjimg per membrang
(1A pav.).

Hsp90 saveika su fosfolipidy modeliy membranomis parodyta 1B paveiksle. Nustatytas
priesingas rezultatas, lyginant su HSP70 sgveika. Fazés minimumas pasirodo ir juda link
mazesniy dazniy, kai HSP90 inkubacinis laikas didéja (1B pav.). Toks fazés poslinkis po
sgveikos su HSPS0 rodo, kad baltymas prijungia membrang ir izoliuoja bet kokj jony
judejimg per membrang (1B pav.). '

2 pav. pavaizduoti tipiniai SPR pedsakai, gauti naudojant tBLM paveikta su HSP70
(punktyring linija) ir HSP9Q (tiesi linija) monomery tirpalais. HSP70 atveju SPR signalas po
plovimo (po 900 sekundziy) nukrito Zemiau matavimo pradZios. Sie poky&iai rodo lipidy
- sumazeéjima jutiklio pavirSivje. Tai yra nejprastai netikétas rezultatas, nes nebuve Zinoma,
kad baltymai sutrikdyty lipidy membrana ir Sis elgesys gali biiti susijes tik su specifinémis
baltymy savybémis. Kitas HSP90 baltymas sukelia SPR signalo padidejima. Sie pakeitimai
susije su lipidy membranos adsorbcijomis.
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Apibréztis

1. Uminio pankreatito ligos pradZios nustatymo bidas besiskiriantis tuo, kad budas
apima $iuos Zingsnius: kar$c¢io Soko baltymy HSP-70, 90, 60, 27 lygio matavima Zmogaus
Slapimo ar kity kiino skysiy meéginiuose per 72 valandas nuo Ominio pankreatito
simptomy atsiradimo pacientams, kurie buvo atveZti | greitosios pagalbos skyriy, duomeny
analize pagal protokolg ir duomeny derinima su jprastiniais cheminiais tyrimais, siekiant
gauti klinikine diagnoze. |

2. Uminio pankreatito viso gyvenimo rizikos nustatymo bidas, besiskiriantis tuo, kad
pacientui, kuriam gresia Ominis pankreatitas, atliekamas HSP-70, 90, 60 ir 27 genetinis

tyrimas.

3. Budas pagal 1 punkta, papildomai apimantis neinvazinj radiologinj tyrima, siekiant

nustatyti chirurginés intervencijos poreikj.
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