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[VADAS

Standartinis Vibrio fischeri bioliuminescencijos gesimo bandymas,
Microtox® (EN ISO 11348-3:1998) yra naudojamas vertinant cheminiy
medZiagy ir ju binariniy miSiniy ekotoksiSkuma. Daugiau nei du deSimtmecius
V. fischeri bioliuminescencijos slopinimo bandymas, kaip pavienis arba kartu
su kitais tyrimais, naudojamas kaip vienas i§ ankstyvojo perspéjimo sistemy
(angl. k. Early Warning Systems) metody. Siy metody pagalba jvertinamas
atskiry cheminiy medZziagy toksiSkumas bei atlieckamas aplinkos (geriamojo
vandens, nuoteky, sedimenty ir kt.) uZterStumo monitoringas, t.y. ilgalaikiai
pastovis tyrimai (US EPA, 2005). Europos Komisija (EK) yra pripazinusi
cheminiy medziagy miSiniy toksiSkumo ir ju rizikos aplinkai vertinimo svarba.
EK ataskaitoje (Kortenkamp et al., 2009) pabréziamas poreikis analizuoti tuos
cheminiy medziagy miSinius, kurie pramoniniy gamybos procesy metu patenka
1 aplinka arba randami toje pacioje aplinkoje. Pastaraji deSimtmety V. fischeri
bioliuminescencijos gesimo testas buvo panaudotas sunkiyjy metaly jonu
(Mowat ir Bundy, 2002) ar organiniy junginiy miSiniy toksiSkumo tyrimams
(Altenburger et al., 2000; Backhaus et al., 2000; Fernandez-Alba et al., 2002;
Christensen et al., 2006; Cedergreen et al., 2008). Tac¢iau miSiniy, kuriy
komponentai yra skirtingos prigimties (pvz., organiniai ir neorganiniai
junginiai), tyrimai naudojant V. fischeri buvo reti (McCarty ir Borgert, 2006;
Wang et al. 2009a). Be to, visai mazai démesio buvo skiriama pramoninés ir
gamtinés kilmés cheminiy medziagy miSiniy toksiSkumui. Miisy Ziniomis per
pastaruosius 10 mety publikuotas tik vienas darbas apie sunkiyjy metaly ir
humininiy rigs¢iy misiniy toksiSkuma V. fischeri bakterijoms (Tsiridis et al.,
2006). Iki Siol atliktas tik vienas darbas, kuriuo jvertintas humininiy ragsciy ir
1,4-hidrochinony (fenoliy) miSiniy toksiSkumas naudojant Photobacterium
phosphoreum bioliuminescencijos fermenty sistema in vitro (Tarasova et al.,
2008). Tod¢l musy darbe miSiniy toksiSkumo analizei, naudojant V. fischeri
bioliuminescencijos gesimo testa, pasirinkti trys skirtingos kilmés cheminiai

junginiai: pramoninés kilmés Aroclor 1248 bei gamtinés kilmés — oleino



riigitis ir elementiné oktaedriné siera. Siy junginiy paplitimas toje pacioje
aplinkoje, hidrofobiSkumas, patvarumas gamtin¢je aplinkoje ir salyginis
pajégumas bioakumuliuotis buvo pagrindinés priezastys lémusios $iy junginiy
pasirinkima miSiniy toksiSkumo analizei.

Pirmasis pasirinktas junginys, komercinis polichlorinty bifenily (PCB)
miSinys, Aroclor 1248, pasizymi dielektrinémis savybémis ir kaip kiti PCB
buvo gaminamas 1929-1977 m. laikotarpiu. Bendras visy PCB kiekis, patekes
1 rinka virsija 1 mln. tony (Frame et al., 1996). Jie bioakumuliuojasi ir, dél
didelio atsparumo biologiniam skaidymui bei hidrolizei, fotolizei, ilgai iSlieka
vandens ekosistemose (Frame et al., 1996; Henry ir DeVito, 2003). Kadangi
aplinkos meéginiuose ar komerciniuose preparatuose yra randami skirtingi
PCB analogy miSiniai, todél nustatomos skirtingy PCB miSiniy (Aroclor
1242, 1260, bendry PCB) efektyvios koncentracijos (EKjg)
bioliuminescuojanc¢ioms bakterijoms (P. phosphoreum, V. fischeri) skiriasi
maziausiai 10 karty (Chu et al., 1997; Salizzato et al., 1998a; Salizzato et al.,
1998b). Taciau duomenuy apie Aroclor 1248 toksiSkuma V. fischeri
bakterijoms néra.

Antras pasirinktas junginys, oleino riigstis yra viena labiausiai paplitusiy
laisvyju riebaly riig8ciy vandens aplinkoje, ypatingai dugno nuosédose ir
vandens pavirSinio sluoksnio pléveléje (Patty, 1963, Odham et al., 1978;
Sodergren A. 1987; Cupenko ir Ko3uiikas, 1988). Be to, pati oleino riigstis ir
oleatai yra hidrofobiskos ir toksiSkos V. fischeri bakterijoms bei
eukariotiniams vandens organizmams (Cetkauskaité, 2004; Cetkauskaité ir
Brazénaite, 2004; REACH, 2006). Nustatyta, kad laisvosios oleino riigsties
kiekiai, randami upés, tekancCios per puSyna, dugno nuosédose ir kranto
dirvozemyije, slopina V. fischeri bakterijy bioliuminescencija (Cetkauskaite,
2004). Pagrindiniai laisvosios oleino riigSties ir kity laisvyjy riebaly rtgsciu
patekimo 1 vandens ekosistemas keliai yra pramoniniai procesai (pvz.,
popieriaus gamyba i§ medienos) (Morales et al., 1992) bei biomasés (pvz.,

mikrodumbliy) irimo produkty (riebaly, fosfolipidy) mikrobiologinis



skaidymas (Odham et al., 1978; Sodergren, 1987; Cupenko ir Koszumkas,
1988).

Tredias pasirinktas junginys yra hidrofobiné Sg’ — cikliné elementinés
sieros S forma, kuri yra randama vandens aplinkoje (sedimentuose, ju pory
vandenyje) ir mazomis koncentracijomis (pg/L) sedimenty organiniuose
ekstraktuose stipriai slopina V. fischeri bakteriju bioliuminescencija (Svenson
et al., 1998). Geologiniai bei mikroorganizmy tyrimai rodo, kad vandens
aplinkoje pagrindiné elementinés sieros forma yra oktaedriné S’ (Beffa et al.,
1993; Gagnon et al., 1996). Kadangi minéti skirtingos kilmés hidrofobiniai
tarSalai randami tose paciose vandens ekosistemy vietose, ju miSiniy
toksiSkumo V. fischeri bakterijoms analizé yra aktuali cheminiy medZiagy
rizikos aplinkai vertinimo pozitriu.

Vyrauja nuomoné, kad hidrofobiniy (nepoliniy ar silpnai poliniy)
organiniy junginiy toksiSkumas vandens organizmams subletaliomis
(artimomis LKjs, ar EKsy) koncentracijomis pasireiSkia narkotiniu veikimu,
t.y. dél savo hidrofoboskumo jie veikia biologiniy membrany struktiira ir ju
fermentus (Hermens et al., 1985, Vaes et al., 1998). Sie junginiai stipriai
slopina V. fischeri bakterijy bioliuminescencija jau po 5—15 min. (Hermens et
al., 1985; Kaiser ir Palabrica, 1991), bet po ilgesnio inkubacijos laiko (45
min.) bioliuminescencija visiSkai atsistato (Dawson et al., 2006). Toks
bioliuminescencijos atsistatymas néra budingas skyriklinio aktyvumo bei
reaktyviyju elektrofiliniy junginiy (negriZztamai modifikuojanéiy fermentus)
veikimui, t.y. jie pasizymi ilgalaikiu bioliuminescecijos slopinimu (Dawson et
al., 2006). Tode¢l, siekiant iSaiSkinti triju hidrofobiniy toksiniy junginiy
veikimo tendencijas bioliuminescencijos in vivo sistemoje, standartiniame
teste pasiiilytas poveikio laikas (30 min.) buvo prailgintas iki 60 min.

Nors individualiy cheminiy junginiy ir jy miSiniy poveikio V. fischeri
bakteriju Svytéjimui duomenys gausiis, taiau medziagy veikimo
biidy/mechanizmy aiSkinima retai remia papildomi eksperimentiniai tyrimai.
Per pastaruosius deSimt mety skirtingos mokslininky grupés detaliau

analizavo tik chinony ir fenoliy veikimo mechanizmus Svytinciose bakterijose



(Ismailov et al., 2000; Kudryasheva et al., 2002; Vetrova et al., 2007; Wang et
al., 2009b). Siems veikimo mechanizmams interpretuoti $alia tradicinés in
vivo sistemos buvo naudojami ijvairis bioZymenys, tokie kaip deguonies
sunaudojimas in vivo; ROS gamyba; aerobinis ir anaerobinis lasteliy augimas;
antioksidantiniy  fermenty (superoksidazés ir katalazés) indukcija;
bioliuminescencijos fermenty komplekso ir iSgrynintos liuciferazes
aktyvumas; ir NADH oksidacija (Ismailov et al., 2000; Kudryasheva et al.,
2002; Vetrova et al., 2007; Wang et al., 2009b). Pazymétina, kad Siuose
negausiuose darbuose toksiSkumo vertinimui buvo pasirinkta tik tam tikra,
nedidelé¢ biozymeny grupé. Todél Siame darbe cheminiy medZziagy veikimo
mechanizmai buvo analizuojami, vertinant jy poveiki tiek lastelinéms (in

vivo), tiek fermenty (in vitro) sistemomes.
Darbo tikslas

Ivertinti pramoninio ksenobiotiko Aroclor 1248, gamtiniy medziagy —
oleino riigSties bei elementinés oktaedrinés sieros ir ju binariniy miSiniy
poveiki Vibrio fischeri bioliuminescencijai bei Siy medziagy biocheminius

veikimo mechanizmus.
Pagrindiniai tyrimy uZdaviniai

1. Nustatyti Aroclor 1248, oleino riigsties ir sieros bei ju binariniy miSiniy
toksikodinaminius efektus V. fischeri bioliuminescencijai in vivo ir in
Vitro.

2. lvertinti Aroclor 1248, oleino rigsties ir sieros poveiki V. fischeri
redukcinei gebai ir aktyviyju deguonies formy (ROS) susidarymui.

3. lvertinti Aroclor 1248, oleino rigsties ir sieros poveiki V. fischeri
kvépavimui ir membranos potencialui.

4. Nustatyti Aroclor 1248, oleino riigSties ir sieros efektus V. fischeri
NADH:FMN  oksidoreduktazés-liuciferazés komplekso —atskiroms

funkcijoms:
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a) deguonies sunaudojimui in vivo (uzslopinus kvépavimo granding
su KCN);
b) bioliuminescencijos atstatymui n-dekanaliu in vivo;

c) NADH oksidacijai in vitro.
Darbo naujumas

Taikant daugialypés regresijos modelj, pirma karta nustatyti pramoninio
tarSalo (Aroclor 1248) ir gamtiniy toksiniy medziagy (oleino riigSties ir sieros)
binariniy miSiniy toksikodinaminiai efektai V. fischeri bioliuminescencijai in
vivo ir in vitro. Parodyta, kad Aroclor 1248, oleino rugstis ir siera skirtingai
slopina bioliuminescencija in vivo ir in vitro: ilgéjant poveikio trukmei in vivo
sistemoje stebimas bioliuminescencijos atsistatymas, tuo tarpu in vitro — ne.
Sie eksperimenty rezultatai ir duomeny bazése pateikti duomenys apie Zinomus
Vibrio spp. (ir V. fischeri) baltymus bei genus liudija, kad V. fischeri lastelés
turi apsaugines (ksenobiotiky biotransformacijos, iSmetimo) sistemas, galin¢ias
atstatyti nuslopintas funkcijas. Nustatyta, kad V. fischeri turi antioksidanting
geba in vivo, kuri gali buti indukuojama siera. Be to, gauti rezultatai, kad siera
mazina V. fischeri lastelése gaminamy aktyviyju deguonies formy kieki.
Aroclor 1248 sukelia daugybinius efektus V. fischeri lastelése: silpnai slopina
bioliuminescencija, skatina deguonies sunaudojima, indukuoja aktyviuyjuy
deguonies formy susidaryma, ir mazina membranos potenciala in vivo.
Nustatyta, kad oleino riigstis, Salia kity daugybiniy efekty, skatina aktyviyju
deguonies formy gamyba V. fischeri lastelése. Be to, tos pacios Aroclor 1248
koncentracijos slopina NADH oksidacija ir bioliuminescencija in vitro, taciau

oleino rugsties ir sieros poveikis NADH oksidacijai néra toks stiprus.
Darbo moksliné verte

Darbe gauti rezultatai papildo Zinias apie ekotoksikologijos srityje retai
analizuojamy pramoninio (Aroclor 1248) ir gamtiniy (oleino riigsties ir sieros)
tarSaly veikimo pobiidj biologinése membranose. Sio tyrimo metu nustatytas

pramoninio tarSalo toksiSkumo iSdidinimas gamtiniais junginiais miSiniuose,
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rodyty, kad reikalingas tokio tipo miSiniy ir ju komponenty rizikos vertinimas
ir reguliaciné kontrol¢ aplinkos ekosistemose bent jau per valstybiniy ir

tarptautiniy programy valdymo struktiiras, pvz., REACH.
Ginamieji disertacijos teiginiai

1. Individualiy tarSaly (A, OR ir Sg°) ir ju binariniy miSiniy slopinamasis
poveikis bioliuminescencijai maZzg¢ja, ilgéjant poveikio laikui (30, 60 min.)
in vivo, bet ne in vitro sistemoje.

2. Aroclor 1248 ir oleino riigstis, bet ne siera skatina ROS susidaryma V.
fischeri lastelése. Siera (daugiau nei A ir OR) didina V. fischeri lasteliu
redukcing geba.

3. Oleino riigsties ir sieros pagrindiné poveikio vieta bioliuminescencijos
komplekse yra liuciferazés aktyvusis centras.

4. Aroclor 1248 pagrindiné poveikio vieta bioliuminescencijos komplekse

yra NADH:FMN oksidoreduktaze.
Darbo apimtis ir struktara

Disertacija sudaro: [vadas, Literatiiros apzvalga, Medziagos ir metodai,
Rezultatai ir ju aptarimas, ISvados, Literatiiros sarasas (247 S$altiniai),
Moksliniy darby saraSas (2 straipsniai). Disertacijos apimtis — 131 puslapiai,

14 lenteliy ir 21 paveikslas. Disertacija paraSyta lietuviy kalba.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Aroclor 1248/PCB kaip globalus pramoninis tarSalas gamtoje

Polichlorinti bifenilai (PCB) tai labai hidrofobisku (log K., = 5-8,2),
gerai riebaluose tirpstanciy, sunkiai skylan¢iy gamtinéje aplinkoje,
susikaupian¢iy mitybin¢je grandingje bei toksiniy junginiy grupé. Nuo 1929 m.
PCB ir jy miSiniai pradéti gaminti visame pasaulyje, ir apytiksliai paskaiciuota,
kad pasauliniu mastu (iki apytiksliai 1980 m.) ju pagaminta nuo 900000 iki
1200000 tony (Johnson et al., 2006).

1.1.1. Aroclor 1248/PCB fizikinés-cheminés savybés

AROCLOR 1248/PCB 1248 yra PCB misinys (CAS RN: 12672-29-6),
pasiZzymintis dideliu hidrofobiSkumu (log K,, = 6,2) (ChemIDPlus:
http://chem.sis. nlm.nih.gov). Polichlorinto bifenilo (dviejyu benzeno ziedy)
molekuléje iki 10 vandenilio atomuy gali biiti pakeisti chloro atomais. Pagal
chloro atomy skaiciy ir padéti bifenilo molekuléje PCB grupei priskiriami 209
atskiri junginiai, kuriy bendra formulé C;,H;,.<Cl,. Pagal chloro atomuy padéti
molekul¢je iSskiriamos dvi pagrindinés PCB grupés: planariniai (t.y. plokScios
struktiiros) PCB, kurie turi vieng arba du chloro atomus orto (2,6° arba 2°6)
padétyse ir neplanariniai (t.y. neplokscios strukturos), kurie turi du chloro
atomus 2,2¢ arba 6,6° orto padétyse. Aroclor 1248 yra komercinis PCB miSinio
preparatas (gamintojas — Monsanto kompanija, JAV). Aroclor 1248
pavadinimo pirmieji skaiciai Zymi bifenilo molekulg, turincia 12 anglies atomy
(t.y. du fenilo Ziedus), kiti du skaiciai Zymi, kad PCB miSinio sudétyje yra 48%
chloro atomy pagal svori. Aroclor 1248 miSini sudaro 60,3%
tetrachlorobifenily, 20,9% trichlorobifenily, 18,1% pentachlorobifenily, o
mono-, di-, heksa, hepta-chlorobifenilai nevir§ija 1% (Frame et al., 1996).
Paskai¢iavome, kad Aroclor 1248 miSinyje yra maziausiai 42% neplanariniy
PCB (pagal Frame et al., 1996). Palyginus {vairiy pasaulio kompanijy
gaminamy PCB miSiniy sudéti nustatyta, kad Aroclor 1248 (Monsanto, JAV)
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yra panasios sudéties kaip Clophen A40 (“Bayer”, Vokietija), Phenochlor DP 4
(Caffaro, Italija), Kanechlor-400 (Kanegafuchi, Japonija), Nr3 (Delor Chemco,

Cekoslovakija) komerciniai miiniai (Johnson et al., 2006).
1.1.2. Aroclor 1248/PCB saltiniai, paplitimas ir apykaita gamtoje

Aroclor 1248 praeityje buvo placiai naudojamas pramongje (1929-1977
m.) kaip Siluma perneSantis skystis lubrikantuose, hidrauliniuose skysciuose,
pvz., vakumo pompose; kaip plastifikatorius gumos gamyboje; ir kaip riSamoji
medziaga (Johnson et al., 2006). Aroclor’ai 1260, 1254 ir 1242 dazZniausiai
buvo naudojami kaip dielektriniai skys¢iai gaminant elektros irenginius (pvz.,
dielektriniais skyciais uzpildytus transformatorius). Vien Monsanto kompanija
(JAV) iki 1977 m. (kai gamyba buvo uzdrausta Toksiniy medziagu kontrolés
istatymu) yra pagaminusi PCB nuo 499000 iki 635000 tony (Johnson et al.,
2006; Holoubek, 2001). Tukstanciai tony tokiy PCB miSiniy placiam
pramoniniam naudojimui buvo gaminama buvusiose komunistinio bloko Salyse
tokiose kaip Rusija, Ryty Vokietija, Rumunija, ta¢iau gamybos apimtys néra
zinomos. Pavyzdziui, Balkany karo metu (1990-1997 m.) per serby iSpuolius
tik Dubrovniko srityje (Kroatija; 1992 ruduo) transformatoriy dielektriniy
skys€iy pavidalu | gamting aplinka iSpilta iki 12 tony Rumunijoje pagaminty
PCB misiniy (kartu tri- ir tetrachlorobenzeny) (Richardson, 1995). Dél
ilgalaikio elektros irenginiy (pvz., dielektriniais skysciais uZpildyty
transformatoriy), savo sudétyje turin¢iy PCB, naudojimo, avariniy, gamybos ir
irenginiy remonto darby metu PCB patekimo 1 aplinka, PCB patvarumo ir
i$silaikymo aplinkoje bei atmosferinés pernasos Zymios PCB koncentracijos iki
Siol randamos gamtoje. Yra paskaiciuota, kad 99% globaliai aplinkoje esanciy
PCB yra susikoncentrave dirvoZzemyje ir dugno nuosédose. Tai salygoja didelis
PCB hidrofobiskumas ir palyginti maZas gary slégis (4,9 x 10 mmHg, t.y.
dviems Simtais karty mazesnis uz naftaleno). Nors toksikologiniy ir cheminiy
tyrimy rezultatai rodo, kad tik maza dalis globaliai pasklidusiy PCB yra gary
fazé¢je, taCiau Si dalis yra pakankama, kad PCB bity laikomi globaliais

atmosferiniais tarSalais (Johnson et al., 2006). PCB poveikio tyrimy metu
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nustatyta, kad iSsipylimo vietose, uzterStose PCB teritorijose ikvépimas yra
pagrindinis PCB patekimo 1 Zmogaus ir gyviiny organizma biidas (DeCaprio et
al., 2005). D¢l hidrofobiniy savybiy PCB vandens telkiniuose susikaupia ne tik
dugno nuosédose, bet ir vandens pavirSinio sluoksnio pléveléje, ir Silto klimato
zonose, kylant temperatiirai, iSgaruoja nuo vandens pavirSiaus. Ilgalaiké
atmosferin¢ PCB pernaSa yra pagrindiné globalaus PCB pasklidimo priezastis.
Nustatyta, kad PCB kondensuojasi Salto klimato zonose bei ypatingai kalny
virSukalniy bei asigaliy ledyny pavirsSiuje. Be PCB patekimo su ikvepiamu oru,
zymis Siy hidrofobiniy medZiagy kiekiai 1 Zmogaus ir gyviny organizma
patenka su maistu, kuriame PCB susikaupia 1§ aplinkos per mitybos grandines
(Johnson et al., 2006).

Dél atsparumo biodegradacijai, savybés kauptis biologinése membranose,
riebaliniame audinyje bei didelio toksiskumo PCB gamyba pasaulyje pradéta
drausti nuo XX amziaus aStuntojo deSimtmecio pabaigos. Nustatyta, kad
didzioji PCB ir ju turinCios irangos dalis, Siuo metu esanti Lietuvoje, yra
pagaminta buvusioje Soviety Sajungoje. PCB gamyba ir ju turinios irangos
naudojimas buvusioje Soviety Sajungoje uzdrausti 1989 m. (Lietuvos
respublikos aplinkos ministerija, 2003). Nors PCB ir PCB turinios irangos
gamyba ir naudojimas uzdrausti, Sie junginiai iki Siol randami gamtoje.
Zinoma, kad Baltijjos jtros sedimentuose PCB (PCB 52, 101, 105, 118, 126,
138, 153, 180) koncentracija Siaurin¢je dalyje siekia 213 pg/kg, o pietinéje —
382 pg/kg organinés anglies (Jonsson, 2000). Pagal sedimenty kokybés
rekomendacijas (SQG — angl. k. Sediment Quality Guidelines) iSskiriami trys
sedimenty tarSos PCB lygmenys: slenkstiniy efekty lygmuo (TEL — angl. k.
threshold effects level), kai visy PCB bendra koncentracija yra 22 arba 34
png/kg sauso sedimenty svorio (s. sv.); vidutiniy efekty intervalas (ERM — angl.
k. effects range median) — visy PCB bendra koncentracija yra 180 pg/kg s. sv.;
ir sunkiy efekty lygmuo (SEL — angl. k. severe effects level) — visy PCB
koncentracija yra 5300 pg/kg s. sv. (MacDonald et al., 2000). Taigi, Baltijos
sedimentuose randamy PCB koncentracijos atitinka vidutiniy efekty (ERM)
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intervala, o miestams artimy telkiniy dugno nuosédose PCB kartais randama

sunkiy efekty koncentracijy lygmenyje (Eisler ir Belisle, 1996).
1.1.3. Aroclor 1248/PCB patvarumas, bioakumuliacija ir biomagnifikacija

Polichlorinti bifenilai yra priskiriami patvariy, bioakumuliuojamy ir
toksiniy (PBT — angl. k. persistent, bioacummulating and toxic) ar net labai
patvariy ir labai toksiniy (VPBT — angl. k. very persistent, bioacummulating
and toxic) organiniy tarSaly kategorijai (Robertson ir Hansen, 2001; REACH,
2006). Komerciniai PCB miSiniai, tokie kaip Aroclor, yra atspariis cheminiam
ir biologiniam skaidymui ar dechloravimui vandens aplinkoje. Si savybé
priklauso nuo chloro atomuy skaiCiaus procentinés sudéties miSinyje: Aroclor
1248 yra maziau atsparus nei didesni chloro atomy skaiciaus procenta turintis
Aroclor 1260. PCB miSiniy redukcinis dechloravimas (daugiausiai
anaerobiniy) mikroorganizmy pagalba priklauso nuo chloro atomuy padéties bei
skaiCiaus molekul¢je. Pavyzdziui, anaerobiniuose sedimentuose lengviau
dehalogeninami maZesnj chloro atomy skaiciy turintys PCB, labai sunkiai arba
visiSkai neSalinami orto padétyse esantys chloro atomai, truputi lengviau
Salinami meta- ir para- padétyse esantys chloro atomai (Wu et al., 1998).

PCB, kaip labai hidrofobiSki cheminiai junginiai, kuriy log K,,>4,
pasizymi bioakumuliacija ir biomagnifikacija (biologiniu iSdidinimu). PCB,
pateke tiesiogiai 1§ vandens arba su maistu, kaupiasi vandens organizmuose
(t.y. bioakumuliuojami). Cheminio junginio susikaupimo organizmo
audiniuose 1§ vandens aplinkos laipsni apraSo biokoncentracijos faktoriaus
dydis. PaskaiCiuota, kad fitoplanktonas Osakos ilankoje i§ vandens sukaupia
nuo Simty i1ki keliy tikstan¢iy karty didesnes PCB koncentracijas
(biokoncentracijos faktorius 2 x 10*-2 x 10°), o zooplanktonas i§ vandens
sukaupia deSimtimis tikstan¢iy karty didesnes PCB koncentracijas
(biokoncentracijos faktorius 0,5 x 10°), nei jos randamos vandenyje (Yasushi
Hiraizumi et al., 1979). Nustatyta, kad PCB koncentracija organizmy
audiniuose padid¢ja 10-100 karty, PCB patekus i§ vieno mitybos lygmens i
kita (t.y. vyksta biologinis i8didinimas) (Eisler ir Belisle, 1996).
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1.1.4. Aroclor 1248/PCB ekotoksiSkumas (iminiai efektai)

PCB toksiSkumo duomenys Svytin¢ioms bakterijoms ir véziagyviams bei
zuvims pateikti 1.1 lenteléje. Kadangi lauko tyrimy méginiuose, ar
komerciniuose preparatuose yra randami skirtingy PCB analogy miSiniai, tai
tyrimy duomenys apie PCB toksiSkumo stipruma bioliuminescuojancioms
bakterijoms (Photobacterium phosphoreum, V. fischeri) yra prieStaringi.
Skirtingy Aroclor (1242, 1260) efektyvios koncentracijos (EKsp) skiriasi apie
10 karty (Chu et al., 1997), o skirtingy autoriy bendro PCB kiekio sedimenty
ekstraktuose nustatytos EKs, taip pat skiriasi apie 10 karty (Chu et al., 1997;
Salizzato et al.,, 1998a; Salizzato et al., 1998b). Tuo tarpu duomeny apie
Aroclor 1248 toksiSkuma V. fischeri bakterijoms néra.

1.1 lentelé. Polichlorinty bifenily ekotoksiskumo duomenys

Rusis/testas Poveikio Cheminé Efektas Koncentracija Literatura
trukmé medZiaga
Vibrio fischeri 15 min.  Bendras EKj5q 1,4 mg/L Salizzato et al.,
PCB* sedimenty 1998a; Salizzato
ekstraktams et al., 1998b
Photobacterium. 15 min.  AROCLOR EKj 140 pg/L Chu et al., 1997
phosphoreum 1242
AROCLOR EKjs 18 pg/L Chu et al., 1997
1254
Bendras EKj5q 120 pg/L Chu et al., 1997
PCB
PCB5 EK5 2 ug/L Chu et al., 1997
Daphnia magna 14 d. AROCLOR LKs 2,6 ug/L US EPA, 1980
Strauss 1248
Penaeus 48 val. AROCLOR LKjsg 32 ug/L Johnson ir Finley,
duorarum 1248 1980
Salmo clarki 96 val. AROCLOR LKs 5,75 pug/L Johnson ir Finley,
1248 1980
Lepomis 96 val. AROCLOR LKs 690 ug/L Johnson ir Finley,
macrochirus 1248 1980

Santrumpos: EK — efektyvi koncentracija; LK — letali koncentracija; *bendras PCB yra
suminis gamtoje randamas PCB kiekis.

Aroclor 1248 toksiSkumas véziagyviams (Daphnia magna ir Penaeus
duorarum) ir 1asiSinéms zuvims (rusiai Salmo clarki) pasireiskia mazomis (nuo
2,6 iki 32 pg/L) koncentracijomis. Kadangi Aroclor 1248 yra biologiskai

neskaidomas, sukelia Uminj toksiSkuma (96 wval.,, LKs)) zuvims, esant
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mazesnémis nei 1 mg/L koncentracijomis bei jo log K,, yra didesnis uz 3,
pagal Europos Sajungos komisijos rekomendacija 93/21/EEC (Commission of
the European Union, 1993), Aroclor 1248 klasifikuojamas kaip labai toksiSkas
vandens organizmams, galintis sukelti ilgalaiki toksini poveiki vandens
aplinkoje.

1.1.5. Aroclor 1248 poveikis biomembranoms, susijusioms fermenty
sistemomes, ir biocheminiai mechanizmai

Kelios mokslininky grupés nustaté, kad tam tikri PCB arba ju miSiniai
(kurie pagal chromatografijos rezultatus jeina { Aroclor 1248 sudét) (Johnson
et al., 2006) sukelia daugybinius efektus mitochondrijoms (Nishihara, 1984;
Mildazien¢ et al., 2002a, 2002b; Schlezinger et al., 2006; Aly ir Domenech,
2009). PCB misinio KC-400 skyriklinis veikimo pobiidis ziurkiu kepeny
mitochondrijose buvo stebimas, esant salygiskai dideléms koncentracijoms
(nuo 10 iki 40 mg/L), ir pasizymejo Siais efektais: ketvirtos mitochondrijy
biisenos su a-ketoglutaratu/malatu kvépavimo pagreitéjimu; vidulastelinio K*
is¢jimu; endogeninio H' i3é¢jimu (nespecifiniu membranos pralaidumo
did¢jimu); iSorinio NADH oksidacija; ir membranos potencialo maze¢jimu
(Nishihara, 1984, 1985). Tokiomis paciomis ir didesnémis koncentracijomis
(40-80 puM arba 11,6—46,2 mg/L) neplanariniai tetrachlorinti bifenilai sukélé
panasius efektus: oksidacinio fosforilinimo atskyrima, Ca®>", K™ i§éjima, ir
membranos potencialo sumaz¢jima ziurkiy kepeny mitochondrijose (Nishihara
et al., 1987). Taciau, pastebéta, kad koplanariniai tetrachlorobifenilai neveikia
kaip oksidacinio fosforilinimo skyrikliai Ziurkiy kepeny mitochondrijose
(Nishihara et al., 1987).

Naudojant fermentiniy moduliy kineting analiz¢ nustatyta, kad
neplanarinio 2,2°,5,5’-tetrachlorinto bifenilo (TCB, PCB 52, 20 uM arba 5,8
mg/L) poveikis ziurkiy kepenu mitochondrijy oksidaciniam fosforilinimui
buvo daugybinis ir pasireiSké tokiais efektais: fosforilinimo ir kvépavimo
sistemy slopinimu, membranos pralaidumo jonams padidé¢jimu ir silpnu

membranos potencialo padid¢jimu (Nauciene et al., 2000; Mildazien¢é et al.,
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2002a, 2002b). Be to, ta pati TCB koncentracija (5,8 mg/L) reikSmingai (20%)
sumazino ATP sintazés slopiklio — oligomicino jungimosi viety skaiciy
(Nauciené et al., 2000; Mildaziené et al., 2002b).

Nustatyta, kad didelé koplanarinio PCB (3,3°,4,4¢,5-pentachlorobifenilas)
dozé (25 mg/kg) sukele specifinius lipidy metabolizmo pasikeitimus ziurkiy
kepenyse per penkias dienas, t.y. 50% sumazino arachidoninés riigSties (Cy.4)
ir padidino jos pirmtaky oleino (Cys.1) ir linoleno (Cis.,) rigsciy koncentracija
(Matsusue et al., 1997). Parodyta, kad neplanarinis 2,2°4,4°5,5‘-
heksachlorobifenilas ir Aroclor 1248 didelémis koncentracijomis (30-100 uM)
sukelia oleino riigSties i$¢jima 1§ vidulasteliniy fosfolipidy 1 laisvyju riebaly
rugsciy frakcija inksty lasteliy kultiroje (Sanchez et al., 2000). PanaSus
duomenys gauti su Aroclor 1254 (esant koncentracijoms nuo 10 iki 60 pM),
kuris Ziurkiy kepeny mitochondrijose sukelé Siuose efektus: slopino kvépavimo
grandinés I ir III kompleksus; skatino ROS gamyba; sukélé antioksidantiniy
fermenty glutationo peroksidazes ir glutationo reduktazés iSeikvojima; slopino
laisvyju riebaly rugs¢iy P-oksidacija; ir indukavo citochromo P-450
monooksigenazes CYPIA, CYP2B, ir kt. (Aly ir Domenech, 2009). Kiti
autoriai nustaté, kad Aroclor 1254, priklausomai nuo poveikio dozés (1-25
nmol/mg baltymo), slopina ivairiy cheminiy medziagy (atraktilozido,
menadiono,  fert-butilvandenilio  peroksido, ir kt.) indukuojamos
mitochondrinés pralaidumo poros susidaryma (Salvi ir Toninello, 2001).
Galima pastebéti, kad endoplazminio tinklo NADPH citochromo P-450
oksidoreduktazés kelias (Schlezinger et al., 2006) yra 120-200 karty jautresnis
PCB nei elektrony pernasos sistema mitochondrijy kvépavimo grandingje
(Naucien¢ et al., 2000; Mildazien¢ et al., 2002a, 2002b). Taigi, remiantis
literatiros duomenimis apie ivairiu PCB poveiki eukariotiniy lasteliy
membranoms bei su jomis susijusiy fermenty sistemoms, galima iSskirti Siuos
pagrindinius PCB efektus: oksidacinio fosforilinimo atskyrimas, atskiry
oksidoredukciniy fermenty aktyvumo slopinimas bei ROS susidarymo

skatinimas. Vertinga pazymeéti, kad Sie efektai yra sukeliami dideliu PCB
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koncentraciju (6,565 mg/L), kurios yra artimos arba daug didesnés uz PCB
uzterStose teritorijose gyvenanciy vandens gyviiny kepenyse nustatomas PCB
koncentracijas (nuo keliy vienety pg/kg iki 35 mg/kg), ir daug didesnés uz
eukarioty kraujyje randamas PCB koncentracijas (6 pg/kg) (Eisler ir Belisle,
1996). Be to, Sios biologiniy membrany fermentus veikiancios PCB
koncentracijos (6,5-65 mg/L) zymiai virSija organizmuy endokrining sistema
ardancias PCB koncentracijas (0,01-0,1 mg/kg) (Eisler ir Belisle, 1996).
Tenka pastebéti, kad specifinés indukcijos eukariotinése sistemose (T-47D
zmogaus krities vezio lastelése) slenkstinés PCB 126 koncentracijos, kurios
indukuoja jautraus biozymens EROD (etoksi-rezorufino-O-deetilazés)
aktyvuma yra 1 uM (0,3 mg) (Matthews et al., 2007). Tuo tarpu, estrogeny
atsako iRNR indukcija upétakio hepatocituose yra daug jautresne, t.y.
sukeliama 0,001 mM PCB 77 koncentracijomis (Mortensen ir Arukwe, 2007).
Misy Zziniomis, visiSkai néra duomeny apie PCB poveiki V. fischeri
membranoms ir susijusiems fermentams. Kadangi miisy analizuojamas Aroclor
1248 savo sudétyje turi maziausiai 42% neplanariniy PCB, tikétina, kad ir
prokariotinése V. fischeri lastelése, Sie PCB (sedimenty ekstraktuose nustatomuy
koncentracijy ribose), kaip ir kiti neplanariniai PCB mitochondrijose, gali
sukelti oksidacinio fosforilinimo atskyrima, oksidoredukciniy fermenty

slopinima bei ROS susidarymo skatinima.
1.2. Oleino rugstis kaip gamtiné toksiné medziaga

Oleino ruigstis (OR) yra viena 1§ labiausiai gamtoje paplitusiy laisvyju
riebaly riig8¢iy, susidaranti lipiduy biologinio skaidymo metu, susikaupianti
sedimentuose bei vandens telkiniy pavirSinio sluoksnio plévelgje, ir

pasizyminti toksiSkumu vandens organizmams.
1.2.1. Oleino ragsties fizikinés-cheminés savybés

OR (CAS RN: 112-80-1) yra cis mono nesoCioji ®-9 riebaly riigstis
(CH3(CH,),CH=CH(CH,);COOH). Pagal paskai¢iuota OR disociacijos
konstanta (pK, = 5,02) (Riddick et al., 1986) 99% OR yra anijono pavidalu

20



neutralioje terpéje (pH 7,0), o reakcijos terpéje, turindioje 340 mM Na' ir 50
mM K, pH 7,0 (V. fischeri tyrimy salygos Siame darbe), papildomai yra $iy
jony oleaty pavidalu. Taciau, priklausomai, nuo terpés pH, gali keistis ir OR
hidrofobiskumas. OR pasisikirstymo tarp oktanolio ir vandens faziy
koeficiento logaritmas (log K,,) yra lygus 7,73 (http://www.syrres.com), OR
tirpumas vandenyje yra 3 mg/L (http://www. molinspiration. com); natrio
oleato log K,, = 3,92, tirpumas vandenyje — 5,21 mg/L (REACH, 2006).
Paskaiciuota, kad OR pasiskirstymo tarp dirvos/sedimenty organinés anglies ir
vandens koeficientas yra K, = 38000 (Swann et al, 1983), kuris nurodo, kad
OR linkusi kauptis sedimentuose arba dirvoZzemyje. PaskaiCiuotas OR
molekulinis polinio pavirsiaus plotas, lygus 37,3 A (www.molinspiration.com)
yra mazesnis uz 60. Tai leidzia teigti, kad OR, taip pat kaip ir vaistai su
panaSiu polinio pavirSiaus plotu, gali biiti perneSama per biologines

membranas pasyvios difuzijos biidu (Ertl, 2007).
1.2.2. Oleino rigsties Saltiniai, paplitimas ir apykaita gamtoje

OR yra viena i§ labiausiai gamtoje paplitusiy laisvyjuy riebaly riigsciu.
Pavyzdziui, laisvosios riebaly (oleino (Cig.;) ir palmitoleino (Ci¢.;)) rugstys
kartu su kitais gamtinés kilmés junginiais (augaly fenoliais) randamos
medienos apdirbimo, popieriaus pramon¢s nuotekose (Sodergren, 1993; Wesen
et al., 1992; Morales et al., 1992; Svenson et al. 1996b). Nustatyta, kad laisvoji
nesocioji OR yra puSiniy Seimos (Pinaceae) taksonominis Zymuo (Wolff et al.,
2001). Pastebéta, kad puSyno ekosistemos upés dugno nuosédose bei kranto
dirvozemyje randami OR kiekiai sukelia slopinanti poveiki V. fischeri
bioliuminescencijai (Cetkauskaité, 2004). OR su kitais hidrofobiniais tar$alais
randama misko upés vandenyje panaudojant pusiau pralaidZias membranas (t.
y. polietileno maiSelius pripildytus trioleinu), skirtas pramoniniy junginiy
pasyviam ilgalaikiam (iki keturiy savai¢iy) surinkimui (Sabalitinas et al.,
1999). Anksciau gauti rezultatai parode, kad laisvosios karboksi riigStys gali
buti randamos siera turtinguose ezery sedimentuose (Barakat ir Rullkotter,

1994); nesocioji OR (Cg.) gali biti paversta sociosiomis riebaly riigstimis
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upiuy delty/ilanky (estuariju) sedimentuose (Rhead et al., 1971); laisvosios
riebaly riigStys iSsiskiria 1§ nusédusiy 1 sedimentus gliceridy (riebaly),
veikiamy mikroorganizmy lipolitiniais fermentais (Farrington ir Quinn, 1973);
ir molio mineralai (montmorilonitas ir kaolinitas) létina Zzaliyju dumbliy
organinés medziagos {rima iki riebaly rugsciu (Ci4.9, Cis:0, Ci6:1, Cig:1, 1t Cog:5)
tiek deguoninémis, tiek bedeguoninémis salygomis (Lu et al., 2010).

Remiantis OR pK, (pK, = 5,02) (Riddick et al., 1986), artimoje neutraliai
aplinkoje (pH 5,0 — 9,0) didzioji OR dalis yra anijono pavidalu paciame
vandenyje. Blidama vandens-oro saveikos pavirSiuje, OR gali reaguoti su
ozonu (jos i§likimo pusperiodis 45 min.) (King et al., 2009), taciau garavimas
nuo vandens pavirSiaus néra svarbus OR apykaitos procesas (Doucette, 2000).
Vandens telkiniuose OR daugiausiai koncentruojasi sedimentuose bei vandens
telkiniy pavirSiaus mikroplével¢je (Patty, 1963, Odham et al., 1978; Sodergren
A. 1987; Cupenko ir Kosumnkas, 1988). Galimas biologinis OR skaidymas
sedimentuose gali biiti sumazintas dé¢l igerties sedimentuose, dél OR polinkio
pasiskirstymo tarp dirvos organinés anglies ir vandens koeficientas yra K, =
38000 (Swann et al, 1983).

Laisvoji OR puSyno upés sedimentuose randama 1,6—1,8 mg/kg
sedimenty sauso svorio koncentracijomis (Cetkauskaité, 2004). Popieriaus
pramongs rajony vandens telkiniy sedimentuose OR koncentracija — 4,3 mg/kg

sedimenty sauso svorio (Morales et al., 1992).
1.2.3. Oleino rigsties ekotoksiSkumas (iiminiai efektai)

Oleino rigsties toksiSkumo duomenys vandens organizmy rasims pateikti
1.2 lentel¢je. Verta pastebéti, kad V. fischeri labai jautri OR, esant mazoms
(keliy deSim¢iy ar Simtu pg/L) koncentracijoms (Svenson et al.,1996b;
Sabalitinas et al., 1999; Cetkauskaité ir BerZinskiené, 2000). Tac¢iau dumbliai,
véziagyviail ir Zuvys yra maziau jautrios OR. Kadangi oleino riigsties bei jos
drusky efektyvios koncentracijos (EKsg), sukelianCios tminius efektus

dumbliams (72 val.) bei dafnijoms (48 val), yra mazesnés nei 1 mg/L, OR gali
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biti klasifikuojama kaip labai toksiska vandens organizmams (Commission of

the European Union, 1993).

1.2 lentelé. Oleino rugsties ir jos drusky ekotoksiSkumo duomenys

Rasis/testas Poveikio Cheminé Efektas Koncentracija Literatiira
trukmé  medZiaga
15 min. Oleino EKso 37 ng/L Cetkauskaité ir
V. fischeri rugstis Brazénaité,
2004
30 min.  Oleino EK5y 110 pg/L Cetkauskaité ir
rugstis Brazénaiteé,
2004
Selenastrum 72 val.  Oleino IKsp 470 pg/L Kamaya et al.,
capricornutum rugstis 2003
Selenastrum 96 val.  Oleino IKsp 580 pg/L Kamaya et al.,
capricornutum rugstis 2003
Chlorella 24 val.  Oleino EKs5 12 mg/L Wu et al., 2006
vulgaris Belij, rugstis
Monoraphidium
contortum
Daphnia magna 48 val.  Kalio EKso 570 pg/L Pesticide
oleatas Ecotoxicology
Database, 2000
Daphnia magna 96 val.  Kalio LKsy 23 mg/L Pesticide
oleatas Ecotoxicology
Database, 2000
Oncorhynchus 96 val. Kalio LKsy 9,19 mg/L Pesticide
mykiss oleatas Ecotoxicology

Database, 2000
Santrumpos: EK — efektyvi koncentracija; IK — inhibitoriné koncentracija; LK — letali
koncentracija; OR — oleino ragstis.

1.2.4. Oleino raigsties poveikis biomembranoms, susijusioms fermenty
sistemomes, ir biocheminiai mechanizmai

Pagrindiniai OR sukeliami efektai yra susij¢ su biologiniy membrany
pazeidimais, ju pralaidumo padidé¢jimu. EksperimentiSkai jrodyta, kad OR
skirtingose lastelése sukelia Siuos efektus: skatina ATP sumaz¢jima (60%)
Erlicho ascity veézinése lastelese 25-50 mg/L koncentracijy intervale (Ewald ir
Sundin, 1993); slopina Na" srove (18%) ovocity acetilcholinu reguliuojamuose
Na® kanaluose, esant 5,64 mg/L (20 pM) koncentracijai (Arias, 1998);
pazeidzia jonuy pernasa ir sukelia alveoliy epitelio edema zmoniy ir gyviiny

plauciuose (Vadasz et al., 2005; Matalon ir Ji, 2005); atskiria oksidacini
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fosforilinima (50%) mitochondrijose, esant 5,64 mg/L (20 uM) koncentracijai
(Rottenberg ir Hashimoto, 1986); padidina DNR pazaidu kieki seseriniy
chromatidziy mainy bandyme kartu su genotoksinais, esant 14,2 mg/L (50 puM)
koncentracijai (Higgins et al., 1999); ir skatina K i$¢jima i§ fitoplanktoniniy
dumbliy (Monoraphidiumcontortum) lasteliy, esant 0,1 mg/L (0,354 uM)
koncentracijai (Wu et al., 2006).

ATP sintazés hidrolazinio aktyvumo skatinimas. Yra nustatyta, kad visi
klasikiniai oksidacinio fosforilinimo skyrikliai skatina ATP sintazés hidrolazini
aktyvuma mazesnémis koncentracijomis (EKsg), nei reikalingomis stebéti
skyriklini poveiki (Terada, 1981). Nustatyta, kad cis-nesociosios riebaly
rugstys efektyviau skatina mitochondrijuy ATP sintazés hidrolazini aktyvuma
nei sociosios riebaly rugstys (Pressman ir Lardy, 1956).

Skyriklinis OR veikimas. Laisvosios riebaly riigStys mitochondrijose
pasiZzymi skyrikliniu veikimu. Kadangi mitochondriju membrana néra laidi
riebaly riugs¢iy anijonams, teigiama, kad riebaly rigstis per mitochondrijy
fosfolipiding membrana perneSa baltymu neSikliai, pvz., dikarboksi riig8¢iy
nesiklis, glutamato/aspartato ir ATP/ADP prieSinés pernaSos neSikliai
(Skulachev, 1998, Wieckowski ir Wojtczak, 1998). EksperimentiSkai
patvirtinti tokie OR efektai: didesnémis nei 2,54 mg/L (10 pM)
koncentracijomis veikia kaip protonoforas jaucio Sirdies liposomose, turin¢iose
citochromo ¢ oksidaze (Sharpe et al., 1996); panasSia koncentracija (5,64 mg/L
arba 20 pM) sukelia oksidacinio fosforilinimo atskyrima eukarioty
mitochondrijose (Rottenber ir Hashimoto, 1986); didele koncentracija (28,2
mg/L arba 100 uM) visiSkai panaikina Ay ir ApH proteoliposomose (Sharpe et
al., 1996); mazomis koncentracijomis (0,8 pM), kartu su K’ jonoforu
valinomicinu, veikia kaip elektroneutralus K'/H" keitiklis arba jonoforas; ir
panasiai kaip ir kitos laisvosios riebaly rugstys (LRR), formuoja kompleksus
su vienvalenciais ir dvivalenciais katijonais, katalizuodama ju judéjima per
membrang (Sharpe et al., 1996). Taigi, priklausomai nuo koncentracijos OR ir

kitos LRR gali veikti kaip protonoforai bei jonoforai.
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Atskiriantysis arba entropinis OR veikimas. OR, kaip ir kitos LRR, gali
veikti membranos potencialo neformuojancius elektrony transporto grandinés
fermentus (pvz., citochroma c), t.y. gali veikti kaip entropinis atskiriantysis
agentas (arba vidinis skyriklis, angl. k. decoupler) (Rottenberg ir Hashimoto,
1986; Rottenberg, 1990; Skulachev, 1998). Tokie entropiniai agentai (OR ir
kitos LRR) susikaupia membranose ir kei¢ia minéty membranos fermenty
fosfolipidy apsupti, slopindami fermenty aktyvuma. Pastebéta, kad LRR gali
i§laisvinti citochroma c 1§ mitochondrijy vidinés membranos (Schonfeld ir
Wojtczak, 2008). Taciau nustatyta, kad LRR neveikia kaip detergentai (t.y.
nesukelia lizés) cholatu dializuotose liposomose (Sharpe et al., 1996). Be to,
LRR keic¢ia jauCio Sirdies proteoliposomu citochromo oksidazés aktyvuma
(Sharpe et al., 1996). Remiantis proteoliposomuy citochromo oksidazes tyrimy
duomenimis teigiama, kad LRR veikia kaip elektroneutralis protony neSikliai
membranos viduje tarp vidinés vandeninés fazés ir binuklearinio fermento
centro (tarp citochromo hemo a; ir Cug), keisdami kvépavimo kontrolg (Sharpe
et al. 1996). Nustatyta, kad LRR, kaip ir oksidacinio fosforilinimo skyriklis
2,4-dinitrofenolis, didesnémis koncentracijomis slopina mitochondrijuy
kvépavima (Schonfeld ir Wojtczak, 2007; Cetkauskaité et al., 2006). Tai
leidzia teigti, kad OR gali veikti kaip entropinis kvépavimo slopiklis.

Kai kurie autoriai pabrézia, kad LRR sumazina ROS susidaryma
mitochondrijose atgalinio elektrony transporto metu (aukStas potencialas),
taCiau skatina ROS gamyba tiesioginio elektrony transporto metu ir teigia, kad
ROS susidaro tiek d¢l skyriklinio poveikio, tiek ir d¢l dalinio arba entropinio
kveépavimo slopinimo (Schonfeld ir Wojtczak, 2007).

Nepriklausomai nuo  oksidoredukcinio ROS  susidarymo kelio
eukariotinése lastelése, OR geba skatinti ROS susidaryma metabotropiniu
(signalo perdavimo) reguliaciniu keliu. OR (C,g,;) indukuoja ROS Jurkat
lastelése (zmogaus tmios leukemijos T-limfocity lasteliy linija) ir Raji
lastelése (zmogaus B-limfocity lasteliy linija). Teigiama, kad OR ir kity LRR
indukuojamas ROS susidarymas vyksta per baltymy kinazg¢ C, aktyvuojant
membraning NADPH oksidazg¢ (Cury-Boaventura ir Curi, 2005).
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Nustatyta, kad OR (< 1 mM) efektyviai slopina Na'/K" ATPaze (Burth et
al., 1997) ir kovalentikai jungiasi prie Na' kanalo ir Na'/K' ATPazés
subvienety (Vadasz et al., 2005).

Taigi, OR poveikis eukarioty membranoms yra daugybinis ir pasiZymi
Siais  efektais: ATP  sintazés hidrolazinio aktyvumo  skatinimu;
skyrikliniu/protonoforiniu  aktyvumu; atskiry oksidoredukciniy fermenty
entropiniu slopinimu, kei¢iant membranos baltymy fosfolipidy apsupti; ir ROS
susidarymo skatinimu kvépavimo grandinés kompleksuose.

Zinoma, kad OR slopina tiesiogiai su bakterijy bioliuminescencijos
kompleksu susijusius citoplazminius fermentus V. harveyi miristinés riebaly
rugsSties reduktazg (Ulitzur ir Hastings, 1980) bei V. harveyi aldehido
dehidrogenaze (Ahvazi et al., 2000). Manoma, kad OR slopina Siuos fermentus
konkuruodama su atitinkamu substratu dél hidrofobinés suriSimo vietos. Todé¢l
tikétina, kad pagrindinés OR poveikio vietos V. fischeri membranose, kaip ir
mitochondrijose ir liposomose, yra membraniniai oksidoredukciniai fermentai

bei jy sistemos.

1.3. Elementiné siera kaip gamtiné ir antropogeninés kilmés medziaga
vandens ekosistemose

Elementiné siera yra mikroorganizmy atlieckamos sieros junginiy
oksidacijos-redukcijos reakciju produktas, dél savo hidrofobiSkumo
susikaupiantis sedimentuose, ir sedimenty ekstraktuose randamomis

koncentracijomis toksiSkas V. fischeri bioliuminescencijai.
1.3.1. Sieros fizikinés-cheminés savybés

Paskai¢iuotas elementinés sieros S° (CAS RN: 7704-34-9) log K, yra
lygus 0,23 (ChemIDPlus: http://chem.sis.nlm.nih.gov); o elementinés
oktaedrinés sieros Sg’ log K., = 4,52 (http://www.molinspiration.com).
Zinoma, kad oktaedriné sieros forma dominuoja komerciniuose elementinés
sieros preparatuose (Steudel, 2000, Steudel ir Eckert, 2003). Vandens
aplinkoje, sedimentuose elementin¢ siera randama jvairaus ilgio grandiniy bei

ziedy pavidalu, S, (n>50), ir pagrindiné¢ elementinés sieros forma yra
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oktaedriné (ortorombiné) Sg’ (Beffa et al., 1993; Gagnon et al., 1996; Steudel,
2000; Steudel ir Eckert, 2003). Sieros hidrofobiSkuma patvirtina dar ir tai, kad
S¢’ pasizymi $iomis savybémis: silpnai tirpsta vandenyje (5 pg/L +25°C
temperatiroje) (Boulegue, 1978); yra ekstrahuojama panaSiai kaip ir
hidrofobiniai organiniai junginiai (PCB ir poliaromatiniai angliavandeniliai),
naudojant salygiSkai hidrofobiniy tirpikliy heksano/acetono misini (Hong ir
Nakra, 2009); randama iStirpusi riebaluose, pvz., trioleine, panaudojamame
uzpildyti pusiau pralaidzioms (mazo tankio polietileno) membranoms, kai
pastarosios yra 2-4 savaites iSlaikomos organiniy hidrofobiniy tarSaly
surinkimui vandens telkiniuose (Sabalitinas, 1999); ir jos tirpumas vandenyje
yra padidinamas (iki 4000 karty) anijonininémis ir katijoninémis organinémis
micelémis (Cleaves ir Miller, 1998). Sg° turi silpnas nukleofilines savybes ir
gali reaguoti su kitais stipresniais nukleofilais, pvz., su SH”, sudarydama

polisulfidy (S¢>) arba oligosulfidy (S,>) grupes (Cleaves ir Miller, 1998).
1.3.2 Sieros Saltiniai, paplitimas ir apykaita gamtoje

Pagrindiniai sieros tarSos Saltiniai yra S§ie: siera turtingi naftos produktai
(pvz., tiofenai); skalbimo priemonés (alkilbenzolsulfonatai, alkilsulfatai);
pesticidai, savo sudétyje turintys sieros; sieros turin¢iy uolieny (gipso,
epsomito, pirito, markasito, sferito, pirhalito, arsenopirito) gavyba; traSu
gamyba; ir popieriaus-celiuliozés pramonés nuotekos, kai naudojama sieros
rigstis medienos plauSams apdoroti (banaman, 1989). Elementiné oktaedriné
S¢’ susidaro dél mikroorganizmy atlickamo: baltymy skaidymo; H,S
oksidacijos anoksinémis salygomis fototrofiniy (zaliyjy ir purpuriniy sieros
bakteriju) ir nefototrofiniy bakteriju (Beggiatoa sp., Thiobacillus) pagalba bei
anaerobiniy sulfatredukciniy bakteriju vykdomos oksiduoty sieros junginiy
(sulfaty, tiosulfaty, tetrationaty) redukcijos (Madigan et al., 1997).

S’ randama 100-290 pM (arba 3,2-9,28 mg/L) koncentraciju ribose
eutrofikuoty ezery sedimenty 2—5 cm virSutiniame sluoksnyje (Smith ir Klug,
1981). Anaerobiniuose, H,S turin¢iuose, Kur§iy mariy sedimentuose jvairiy

sieros formy koncentracija virsija 5,5 mg/g (Cetkauskaité et al., 2005).
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Oksiduoty sedimenty ekstraktuose Sg’ koncentracija mazesné nei Microtox®
EKj5o (Svenson et al., 1996a, 1996c). Venecijos kanaly sedimentuose bendra
sieros koncentracija sudaro nuo 6,1 iki 34,7 mg/g s. sv. (Salizzato et al.,
1998b). Uosto sedimentuose rasta Sg koncentracija yra 150 karty didesné nei

lankos sedimentuose (243 ir 1,5 pg/g sauso svorio, atitinkamai) (Gagne et al.,

1999).

1.3.3. Sieros ekotoksiSkumas (iminiai efektai)

1.3 lentelé. Elementinés sieros ekotoksiSkumo duomenys

Riisis/testas Poveikio Cheminé Efektas Koncentracija Literatiira
trukmé medZiaga
Microtox® 15 min. S¢’ EKsp  25-36 pg/L Jacobs et al., 1992
(V. fischeri)
15 min. Sg’ EKso 22 pg/L Salizzato et al., 1998a
15 min. Sg” EKs5 15-29 pg/L Svenson et al., 1998
15 min. Sg’ EKj5q 11,9 ng/L Pardos et al., 1999
V. fischeri 15 min. Ss’ EKs, 11,8 pg/L Cetkauskaité et al.,
2004
Selenastrum 96 val. Sg’ EK5y >1 mg/L Pardos et al., 1999
capricornutum
Daphnia 48 val. Sg’ EKso 8029 pg/L Pardos et al., 1999
magna Strauss
Mysidacea 96 val. Sg’ LKsy 736 mg/L US EPA, 1991
Seima
Lepomis 96 val. S’ LKsy > 180 mg/L US EPA, 1991
macrochirus,

Salmo irideus

Santrumpos: Sg’ — elementiné oktaedriné siera; EK — efektyvi koncentracija; LK — letali
koncentracija.

Ss’ toksiskumas prokariotiniams ir eukariotiniams vandens organizmams
pateiktas 1.3 lenteléje. Tarp visy tirty vandens organizmuy V. fischeri bakterijos
yra jautriausios elementinés sieros poveikiui, kurios EKsy yra 11,8-36 ng/L
koncentraciju intervale (Pardos et al., 1998). Pagal iimini toksiSkuma
dafnijoms (48 val. EKsy < 1 mg/L) siera galéty buti klasifikuojama kaip labai
toksiSka vandens organizmams (Commission of the European Union, 1993),
taciau, zuvims toksiSkuma sukelia tik labai didelés Sg” koncentracijos (>100
mg/L).

Kadangi A, OR ir Sg’ yra hidrofobinés, didZiausios ju koncentracijos

randamos toje pacioje aplinkoje — uZterStuose sedimentuose. Tokie gamtiniai
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miSiniai gali biti labiau toksiski nei pavienés medziagos tomis paciomis
koncentracijomis. Taciau tokiy modeliniy miSiniy toksiSkumas, naudojant V.

fischeri bioliuminescencijos gesimo testa, iki Siol nebuvo tirtas.

1.3.4. Sieros poveikis biomembranoms, susijusioms fermenty sistemoms, ir
biocheminiai mechanizmai

Sy’ toksiskumas, apsprestas hidrofobiniy savybiy. Kadangi Sg° yra
hidrofobiska, tikétina, kad Sy’ gali istirpti membranoje, i$didindama nespecifini
membranos pralaiduma jonams, ir iSsklaidyti elektrochemini jony gradienta.
Buvo nustatyta, kad Sg’ (mg/L) skatina mitochondrijy kvépavima ir slopina
fosfaty jonu patekima i triusio Sirdies mitochondrijas (Dzéja et al., 1993).
Autoriai teigia, kad Ss° veikia kaip silpnas skyriklis ir képavimo slopiklis
triugio Sirdies mitochondrijose (DZ¢ja et al., 1993). Be to nustatyta, kad Sg’
(2,2 mg/L) skatina V. fischeri lasteliy kvépavima (Cetkauskaité et al., 2004).

Sy’ toksiskumas, apsprestas nukleofiliniy savybiy. Tikétina, kad
nukleofiliniy savybiy Sg’, panaiai kaip ir siera sulfhidrilinése grupése, gali
nukleofiliSkai atakuoti baltymuy karboksilines grupes (Purich ir Allison, 2000).
Pagal rentgeno spinduliy absorbcijos spektra nustatyta, kad bakterijy
(Acidithiobacillus ferrooxidans) lastelése randamos Sg° globulés yra prisijunge
prie baltymy sulfhidriliniy grupiy (He et al., 2009; Rohwerder ir Sand, 2003).
Pagrindiniy klasiy fermentai, tokie kaip dehidrogenazés, transferazés, kinazés,
karbokilazés, sintetazés savo aktyvigjame centre turi —SH grupes
(Topumnckuii, 1977), kurios gali biiti slopinamos Sg’. Zinoma, kad Sg° slopina
—SH grupes aktyviuose centruose turincius mitochondrijy fermentus: adenino
nukleotidy nesiklj ir adenilato kinaze (Dzéja et al., 1993, Russell et al., 1995).
Remiantis i§vardintais duomenimis tikétina, kad Sg° veikia $vytingiy bakterijy
liuciferaze kaip sulfhidriliniy grupiu slopiklis, nes Zinoma, kad bakterinés
liuciferazés o-subvieneto hidrofobingje srityje yra katalitiniam aktyvumui
svarbi —SH grupé. Be to, Sg’ poveikis gali biti papildytas jos galimais
biotransformacijos produktais, pvz., H,S. Silpnos nukleofilinés bei

oksidoredukcingés sieros savybés ypatingai gali biiti iSreikStos H,S molekuléje,
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kuri gali veikti membranos viduje kaip skyriklis ar kaip fermenty slopiklis
veikdamas sulfhidrilines arba karboksilines grupes.

Nors zinoma, kad Sg’ yra toksiska prokariotiniams mikroorganizmams,
tatiau néra aisku kaip Sg° veikia ju membranose. Remiantis tyrimais su
mitochondrijomis, galima tikétis, kad Sg’ prokariotuose gali veikti kaip
oksidacinio fosforilinimo skyriklis bei fermenty slopiklis, veikiantis ju

sulfhidrilines grupes.
1.4. Bakteriné bioliuminescencija ekotoksikologijoje
1.4.1. Standartinis testas ir individualiy medziagy toksiSkumo tyrimai

Gram neigiamos bakterijos Vibrio fischeri (Beijerinck 1889) (anksCiau
vadintos Photobacterium fischeri, kai kuriy autoriy nurodomos kaip
Photobacterium phosphoreum, dabar perklasifikuotos 1 Aliivibrio fischeri
Urbanczyk et al., 2007), kaip biologinis objektas, yra naudojamos vandens
meéginiy toksiSkumo nustatymui pagal Svyt¢jima slopinant; méginiuose esanciy
tarSaly poveiki. Uminio toksi§kumo jvertinimui placiai naudojama V. fischeri
bakteriju paderm¢ NRRL B-11177 bei Sia paderm¢ savo sudétyje turintys
komerciniai testy rinkiniai, pvz., Microtox®, LUMIStox ir ToxAlert.

Tarptautinis (ISO) standartinis testas: “Vandens kokybé. Vibrio fischeri
Svytéjima slopinancio vandens meéginiy poveikio nustatymas® (ISO: 11348:
1998) 2000 metais yra standartizuotas Lietuvoje (LST EN ISO 11348-3:2000),
o veliau pakeistas nauju: ,,Vandens meéginiy slopinanéio poveikio Vibrio
fischeri Svytéjimui nustatymas (Svytin€iyju bakterijy tyrimas)” (ISO: 11348:
2007; LST EN ISO 11348-3:2009). Skiriami Sie trys standartinio metodo
budai: 1) naudojant ka tik iSaugintas bakterijas (ISO 11348-1:2007); 2)
naudojant dehidratuotas bakterijas (ISO 11348-2:2007); 3) naudojant
liofilizuotas (uzSaldytas, laisvo vandens paSalinimui) bakterijas (ISO 11348-
3:2007). Tyrimams naudojamos bakterijos yra uzauginamos iki stacionarios

augimo fazés pradzios. Sis metodas taikomas: nuoteky, pavir§inio vandens,
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dugno nuosédy ekstrakty ir pory vandens, cheminiy medziagy toksiSkumo
vertinimui.

Pastebeta, kad V. fischeri bioliuminescencijos testas yra jautriausias,
lyginant su kitais mikroorganizmy toksiSkumo testais (pvz., nitrifikacijos
slopinimo, kvépavimo ir fermenty slopinimo) (Kaiser, Palabrica, 1991; Kaiser
ir Devillers, 1994). Individualiy cheminiy medziagy toksiSkumo V. fischeri
bakteriju bioliuminescencijai duomenys (EKjsy) prieinami monografijose
(Kaiser, Palabrica, 1991; Kaiser ir Devillers, 1994) ir duomeny bazése, pvz.,
Computox (Environment Canada, 1995), TerraTox (TerraBase Inc., 1998),
kurios apima daugiau nei 1200 cheminiy junginiy. Cheminiy junginiy
toksiSkumas bioliuminescencijai (EKsy) gerai koreliuoja su kity standartiniy
iminio toksiSkumo dumbliams, véziagyviams ir zuvims testy rezultatais (LK)
(Kaiser, 1998), kurie naudojami cheminiy medziagy klasifikacijai (93/21/EEC)
pagal ju toksiSkumo laipsni vandens organizmams (Commission of the
European Union, 1993). V. fischeri bioliuminescencijos slopinimo bandymas,
kaip pavienis arba kartu su kitais tyrimais, yra naudojamas kaip vienas i
ankstyvojo perspéjimo sistemy metody. Siy metody pagalba jvertinamas
atskiry cheminiy medziagy toksiSkumas bei atlickamas aplinkos uZzterStumo
monitoringas (US EPA, 2005). V. fischeri toksiSkumo duomenys taip pat
naudojami Europos Sajungos cheminiy medZziagy registracijos, ivertinimo,
autorizacijos ir apribojimy (angl. k. registration, evaluation, authorisation and
restriction of chemical substances, REACH) programoje kaip papildomas
testas akivaizdumo svorio jrodymo metodologijoje (WOEA — angl. k. weight

of evidence approach).
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1.4.2. MiSiniy  toksiSkumo  tyrimai, panaudojant  baktering
bioliuminescencija

Dazniausiai vandens organizmai toksiSkai néra veikiami tik pavienémis
medziagomis, bet daugybiniais cheminiy medziagy miSiniais. D¢l aplinkos
miSiniy sudéties kitimo laiko ir erdvés atzvilgiu, tiesiogiai jvertinti miSiniy
efektus daugelyje atvejy neimanoma. Taciau, Zinant miSinio komponenty
sudéti bei individualiy junginiy toksiSkuma, imanoma prognozuoti jy miSinio
toksiSkuma. Vandens toksikologijos srityje miSinio toksiSkumo prognozavimui
daZniausiai yra naudojamas koncentracijos adityvumo (CA - angl. k.
concentration addition) modelis. Sia savoka jvedé Loewe ir Muischnek (1926),
ir ji paremta prielaida, kad adityvaus efekto atveju, miSinio komponentai turi
bendra veikimo vieta (Plackett ir Hewlett, 1963). Koncentracijos adityvumas
matematiSkai iSreiSkiamas tokia formule:

n Ci 3
Zci - ECx, -

i=1

(1)
¢ia n yra miSinio komponenty skaicius, ECx; yra i-tojo miSinio komponento
koncentracija, kuri naudojama individualiai sukelia x% efekta (daZniausiai
50%), ir ¢; yra atitinkamo komponento koncentracija miSinyje. Kiekviena
trupmena c¢/ECx; Zymi miSinio komponento koncentracija, kuri jvertinta pagal
komponento santykinj toksiSkuma, ir §i trupmena dar vadinama komponento
toksiSkumo vienetu (angl. k. Toxic Unit, TU). Taigi, kiekvienas junginys
miSinyje gali biti pakeistas kitu, nepakeiciant bendro miSinio toksiSkumo taip,
kad toksiniuy vienety suma nekisty. Jei bendra miSinio koncentracija sukelia x%
efekta, ir toksiniy vienety suma lygi vienam, vadinasi, galioja CA modelis. Dél
Sios priezasties toksiniy vienety suma daznai naudojama palyginti CA modelio
prognozuojama miSinio toksiSkuma su nustatytu miSinio toksiSkumu. Yra
priimta, kad CA modelis yra tinkamas panaSaus veikimo medZiagy miSiniy
toksiSkumo prognozei. PrieSingai CA modeliui, nepriklausomo veikimo
modelis, IA (angl. k. independent action) (taip pat Zinomas kaip Bliss (1939)

nepriklausomybe¢ arba efekto iSdidinimas) yra paremtas prielaida, kad duoto
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miSinio komponentai veikia skirtingas fiziologines sistemas tiriamgjame

organizme. Matematiné $io modelio iSraiSka tokia:

E(cmis ) =EB(cr + - +ex)=1-]] [1-E(c)] 2)

i=1

¢ia E(cy;s) zymi prognozuojama efekta (0—1 skaléje) n-junginiy misinio, ¢; yra
i-tojo junginio koncentracija, ir E(c¢;) yra tos pacios individualaus junginio
koncentracijos poveikis. Neformaliai priimta, kad CA modelis galioja panaSiai
veikian¢iy cheminiy medziagy miSiniams. Tuo tarpu IA modelio tinkamumas
skirtingo veikimo cheminéms medZziagoms yra dar gin¢ijamas. Todé¢l,
prognozuojant miSiniy toksiSkuma, sitiloma naudoti abu modelius ir lyginti ju
prognozavimo geba (Backhaus et al., 2000).

Be to, Sie metodai turi trikumy, kurie apsunkina analizg, nes papildomai
reikia nustatyti pavieniy medziagy EKs,, taip pat svarbu i§ anksto zinoti
miSiniy komponenty veikimo mechanizmus, kurie V. fischeri bakterijose
daZniausiai néra nustatyti. Verta pastebéti, kad individualiy medziagy EKs, yra
paskai¢iuojamas pagal koncentracijos-atsako kreives, kurios apima nuo 10 iki
10* uM arba (ug/L) koncentracijy intervala, pvz.,: dionai (2,3-butano-, 3,4-
heksa-dionai) (Dawson et al., 2006), fuzido riigStis (Backhaus et al., 2000),
herbicidai veikiantys skirtingus galutinius taikinius (Vighi et al., 2003;
Junghans et al., 2006). Remiantis kiekybinio struktiiros-aktyvumo santykio
(QSAR - angl. k. quantitative structure-activity relationship) modeliavimo
praktika ir Siuolaikine neurofiziology nuomone, cheminis junginys (fermenty
slopiklis) gali pasizyméti specifiniu reguliaciniu mechanizmu nanomoliy
koncentracijy ribose, ta¢iau mikromoliy koncentracijomis gali keisti jvairiy
membranos baltymy aktyvuma, keisdamas membranos dvisluoksnio fizikines
savybes (stor1) (Kubinyi, 1993; Lundbak, 2008). Taigi, EKs, apskaiciavimui
naudojama koncentracijos-atsako kreive apima daug skirtingy (reguliaciniy ir
slopinimo) efekty, todél ekotoksikologijoje naudojamas cheminiy medziagy

skirstymas pagal viena veikimo mechanizma, EKs, pagrindu, néra tikslus.
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1.4 lentelé. Pagrindiniai pramoninés gamybos cheminiy medziagy misiniy toksiSkumo

analizés budai, naudojant V. fischeri bioliuminescencijos gesimo testa (pagal 2000—2009

mety publikacijas)
Analizé Analizuotos struktiirinés Metodologija ISvados/prielaidos
(tikslas) klasés (su pavyzdziais)
Daugianariy Silpnos rugstys: chloro-ir ~ Pagal CA ir A CA modelis miSinio
(16 nitrofenoliai (pvz., modelius, toksiskuma prognozavo
komponenty) herbicidai dinoterbas, remiantis EKsqir  su 10 % paklaida. IA
panasaus dinoserbas, 4,6-dinitro-o- EK;. modeliu
veikimo kresolis, ir kt.), kurios prognozuojamas
junginiy pagal QSAR modeliavima toksiSkumas nuo
misiniy yra oksidacinio eksperimentiskai
toksiskumo fosforilinimo skyrikliai. nustatyto skyrési 3
prognozavimas kartus (Altenburger et
CAirlIA al., 2000).
modeliais.
CAirlA 14 antibiotiky, Pagal CAir IA IA modelis mi$inio
modeliy besiskirianciy poveikio modelius, toksiskuma prognozavo
prognozavimo  vietomis bakterijose: 8- remiantis EKsq ir  puikiai. CA modelio
geba azaguaninas, fuzido riigstis, EK; reikSmémis; prognozuojamas
daugianariams  chloramfenikolis, fiksuoto toksiSkumas nuo
(14 streptomicinas, santykio eksperimentiskai
komponeny) metalaksilis, 1,5- eksperimento nustatyto skyrési < 3
skirtingy fluoruracilas, planas. kartus (Backhaus et al.,
cheminiy aktinomicinas, nalidiksiné 2000).
junginiy rugstis, azaserinas,
miSiniams. ampicilinas, cikloserinas,
dodecilpiridino bromidas,
diltiazemas, etakrininé
rugstis.
Pavienio ir Karbofuranas, ciromazinas, CA modelis, Sinergistinis ir
kombinuoto fenamifosas, formetanatas.  pagal EKso. antagonistinis poveikis
pesticidy nustatytas 25% tirty
toksiskumo misiniy (Fernandez-
[vertinimas. Alba et al., 2002).
Uminio Neorganinés medziagos: EKs ir Priklausomai nuo
cheminiy As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb, Zn  matematinis misinio komponenty
junginiy jonai. algoritmas. koncentracijos
misiniy nustatytas:
toksiskumo antagonizmas,
[vertinimas. adityvumas ir
sinergizmas (Mowat ir
Bundy, 2002).
MTBE ir Kuro oksigenatas (MTBE), EKsoir MTI MTBE padidino
pesticidu pesticidai (diuronas, saveikos diurono toksiskuma.
kombinuoto dichlofluanidas, irgarolis ivertinimui. Dichlofluanido,
poveikio 1051, linuronas, SeaNine irgarolio 1051,
[vertinimas. 211, TBT). linurono, SeaNine 211

ir jy misiniy
toksiSkumas nesiskyre
(Hernando et al.,
2003).
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1.4 lentelés fesinys

Glutaraldehido GA su CTAB (katijonin¢), = CA modelis, GA ir CTAB veiké
ir pavirSiaus SDS (anijoniné), Tritonas toksiskumo adityviai; GA ir SDS —
aktyviyju X-100 (nejoniné) indekso antagonistiskai, GA ir
medZziagy, pavirSiaus medziaga. skaiCiavimas Tritonas X-100 —
kombinuoto remiantis EKso.  sinergistiskai
veikimo (Emmanuel et al.,
vertinimas. 2005).
Misiniy Antibiotikai naudoti CAirlA V. fischeri testas
toksiSkumo V. akvakultiiry gydymui (pvz., modeliai, EKsp,  nejautrus naudotiems
fischeri ir eritromicinas, florfenikolis, izobologramy junginiams
kitiems flumekvinas, oksolininé analizé. (Christensen et al.,
organizmams rugstis, oksotetraciklinas). 20006).
[vertinimas.
Misinio Svelniis elektrofilai ir EKsp, nuokrypio  Prognozuojami misinio
toksiskumo nepoliniai narkotikai (halo-  reikSmé: efektai pagal dozés
vertinimas ir metil- pakaitus turintys: 1) teoretiniam adityvuma visais
LPT veiksniu.  organinés riigStys, ketonai,  dozés adityvumo atvejais buvo artimi
alkandionai) tirti 27 ir nepriklausomo  nustatytiems.
binariniuose mi$iniuose. dozés-atsako Griztamas/negriZtamas
kreiviy toksiSkumas svarbus
skai¢iavimui; miS$inio toksiSkumui.
2) adityvumo ToksiSkumas
koeficientui; ir,  klasifikuojamas:
3) nuo laiko 1) visiskai nuo laiko
priklausomo priklausomas
toksiskumo toksiskumas (LPT), 2)
metodologijai. dalinis LPT; ir, 3) nuo
laiko nepriklausomas
toksiskumas, t.y.
visiSkai griztamas
toksinis poveikis
(Dawson et al., 2006).
Humininiy Humininés rugstys su Cu, Tikimybiy Humininés rugstys
rugsciu Pb, Zn jonais. teorija paremtas  neveiké Zn jonu
poveikio matematinis toksiskumo, sumazino
atskiry metaly modelis Cu, bet sustiprino Pb
ir ju misiniy (Kungolos et jonu toksiskuma,
toksiskumui al., 1999). atitinkamai.
vertinimas Humininés rugstys

(Tsiridis et al.,
2006).

sumazino Zn ir Cu, Zn
ir Pb jony binariniy
misiniy toksiskuma. Cu
ir Pb jony miSinio
toksiskumas
sumazintas
nereik§mingai (Tsiridis
et al., 2006).
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1.4 lentelés fesinys

Apaugimus 1. Chlorinto karbamido, EKs5 Dazniausiai nustatytas
kontroliuojan¢iy sulfamido, tiazolo dariniai:  individualiems i§ dalies adityvus
junginiy herbicidas diuronas, junginiams, poveikis, antagonistinis
kombinuoto fungicidas dichlofluanidas, misinio poveikis nenustatytas.
poveikio SeaNine 211. toksiSkumo Diuronas, PTPB, arba
binariniuose 2. Cu-pt or Zn-pt. indekso (MTTI) SeaNine 211
misiniuose 3. PTPB. skaiCiavimas. misiniuose su [PBC
vertinimas. 4. CuSOy - 7'-H,0. veikée adityviai.
5. Karbamatai: IPBC ir Irgarolis 1051, ciramas,
ciramas. Zn-pt, ir Cu-pt
6. Triazino darinys misiniuose su Cu2+
irgarolis 1051. sukeélé sinergistinj
poveiki (Zhou et al.,
2006).
CAIrlIA Cheminés medziagos, CAIrlIA 15% miSiniy
modeliy veikiancios skirtingose modeliai adekvaciai
prognozavimo/ molekulinio poveikio remiantis EKs5p;  prognozuojami [A
tikslumo vietose (herbicidai, pvz., Jonker et al. modeliu, 8% — tik CA
palyginimas akifluorenas, dikvatas, (2005) statistinis  modeliu, 15% — abiem
(Cedergreen et glifosatas, mekopropas ir metodas ir CA ir IA modeliais,
al., 2008). t.t., ir vaistai) (toksiskumo  programa. 65% — negaléjo biti
duomenys paimti i§ teisingai apraSomi nei
Christensen et al., 2006; vienu i% modeliu
Cedergreen et al., 2006) 26 (Cedergreen et al.,
binariniuose misiniuose. 2008).
Misiniy Fenantrenchinono mi$iniai  [zobologramy Misinio toksiskumas
poveikio su Cd ir Cu jonais. metodas su EK5, priklausé nuo
bioliuminescen reikSmémis. individualiy medziagy
cijai ir ROS koncentracijy santykio
susidarymui misinyje. Misiniy
nustatymas toksisSkumas V. fischeri
(Wang et al., bioliuminescencijai
2009a). susijes su ROS

skatinimu (Wang et al.,
2009a).

Santraukos: CTAB — cetiltrimetilamonio bromidas; Cu-pt — vario 2-piridinetiol-1-oksidai;
GA - glutaraldehidas; IPBC — 3-jodo-2-propinilo butilkarbamatas; LPT — nuo laiko
priklausomas toksiskumas; MTBE — metil-tert-butilo eteris; PTPB — piridino trifenilboronas;
SDS — natrio dodecilsulfonatas; TBT — tributiltinas; Zn-pt — Zn 2-piridinetiol-1-oksidas.

Apzvelgus 2000-2009 mety publikacijas, galima pastebéti, kad binariniy
miSiniy toksiSkumas naudojant V. fischeri testa buvo dazniausiai analizuojamas
naudojant CA modeli (1.4 lentel¢). Analizei buvo naudojamos jvairios su CA
modeliu  susijusios metodologijos: matematiniai  algoritmai, miSinio
toksiSkumo indeksas, adityvumo koeficientas ir klasikinés izobologramos. CA
metodologijy pagalba buvo jvertintas skirtingos paskirties, didelés gamybos

apimties cheminiy medziagy (pesticidy, apaugimus kontroliuojanciy agenty,
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antibiotiky, pavirSiaus aktyviyju medziagy ir t.t) miSiniy toksiSkumas. Be to,
CA 1ir TA modeliy tinkamumas miSiniy prognozavimui buvo vertinamas su
pramoniniais junginiais, kuriy veikimo pobidis 1§ anksto buvo prognozuotas
pagal QSAR metodologija, tafiau nepatvirtintas eksperimentiskai. Taigi,
tradiciniai miSiniy toksiSkumo tyrimai su V. fischeri buvo atlickami su
panasios arba skirtingos struktiiros pramoniniais cheminiais junginiais. Taciau
per §i perioda nedaug démesio skirta pramoniniy ir gamtiniy toksiniy junginiy
poveikio binariniuose misiniuose jvertinimui.

Verta pastebéti, kad apie 90% miSiniy analiziy, atlikty naudojant
bakterinés bioliuminescencijos tyrimus, remiasi EK5, o kiti statistiniai metodai
néra daznai naudojami. Taciau kiti statistiniai metodai taip pat gali biiti
naudojami cheminiy medziagy kombinuoto veikimo ivertinimui. Pavyzdziui,
Bois (1986) ir Ren (2004) su bendraautoriais miSiniy toksiSkumo Svytinioms
bakterijoms jvertinimui naudojo daugialype¢ regresing analiz¢. Tai statistinis
metodas, kurio pagalba paskaifiuojami toksini poveiki sukelianciy veiksniy
(cheminiy junginiy) bei ju saveikos regresijos koeficientai, ir pagal koeficienty
zenklus (vertinamas miSinio komponenty toksikodinaminis poveikis. Yra
zinoma, kad S$is statistinis daugialypés regresijos modelis yra CA modelio,
saveikos indekso skai¢iavimo alternatyva (Meadows et al., 2002). Daugialypés
regresijos modelio ir pilno faktorinio eksperimento privalumas yra tas, kad

analizei nereikalingi pavieniy medziagy poveikio duomenys bei jy EKs.

1.5. Vibrio fischeri bakterijy fermenty sistemos ar jy veiklos produktai
kaip bioZymenys cheminiy medZiagy toksiSkumui nustatyti

Nors publikuojama daug cheminiy junginiy toksiSkumo bakterijy
Svytéjimui duomeny, taciau papildomi metodai, padedantys iSsiaiskinti
medZiagy veikimo bidus/mechanizmus néra daZnai naudojami. Per
pastaruosius deSimt mety skirtingos mokslininky grupés detaliau analizavo tik
chinony ir fenoliy veikimo mechanizmus Svytin¢iose bakterijose (Ismailov et
al., 2000; Kudryasheva et al., 2002; Vetrova et al., 2007; Wang et al., 2009b).

Siems veikimo mechanizmams interpretuoti Salia tradicinés in vivo sistemos
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buvo naudojami ivairts bioZymenys, tokie kaip deguonies sunaudojimas in
vivo (Ismailov et al., 2000); ROS gamyba (Wang et al., 2009b); aerobinis ir
anaerobinis Iasteliy augimas (Wang et al., 2009b); antioksidantiniy fermenty
(superoksidazés ir katalazés) indukcija (Wang et al., 2009b);
bioliuminescencijos fermenty komplekso ir iSgrynintos liuciferazés
aktyvumas (Ismailov et al., 2000; Kudryasheva et al., 2002; Vetrova et al.,
2007); ir NADH oksidacija (Vetrova et al., 2007). Pazymétina, kad Siuose
negausiuose darbuose toksiSkumo vertinimui buvo pasirinkta tik tam tikra,
nedidel¢ biozymeny grupé. Tod¢l Siame darbe cheminiy medziagy veikimo
mechanizmai buvo analizuojami, vertinant jy poveiki tiek lasteléms, tiek

fermenty sistemoms in vitro.

1.5.1. Bendroji bakterijuy bioliuminescencijos fermenty sistema (in vivo),
jos induktoriai, ksenobiotiky biotransformacijos ir jy iSmetimo i Igsteliy
fermentai

Bendroji bakterijy bioliuminescencijos fermenty sistema (in vivo) ir jos
induktoriai. Svytintiose bakterijose, tokiose kaip V. fischeri, §viesa gamina du
subvienetus (LuxA ir LuxB) turintis fermentas liuciferaz¢ (1.1 pav.). LuxAB
paeiliui prisijungia FMNH,, O, ir alifatini aldehida (RCHO), kurie paver¢iami
alifatine riigStimi, FMN, ir vandeniu, bei i$spinduliuojama Sviesa. Papildomi
baltymai, LuxC, LuxD, ir LuxE, yra atsakingi uz aldehido regeneravima, tuo
tarpu kitas baltymas LuxG pernesSa redukuojancius ekvivalentus nuo NAD(P)H

ant FMN sudarydamas FMNH, (Stabb, 2005).
Og\szO
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1.1 pav. Vibrio fischeri bioliuminescencijos biochemija ir enzimologija (pagal Stabb, 2005)
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V. fischeri bakterijy genome /ux operono genai luxC, luxD, luxE, ir luxG
genai apsupa luxA ir luxB. Sie genai yra nuragomi kartu su /ux/, tuo tarpu /uxR
yra Salia kity Jux geny, taCiau néra nuraSomas su jais. Genai iSsidésto tokia

tvarka:

luxR luxI IuxC luxD luxA luxB IuxE luxG

N N AN N
7 7 7 7 7

< — N N
Y 7 7

LuxI ir LuxR atlieka pagrindini vaidmeni reguliuojant kolektyvinj jutima (angl.
k. quorum-sensing). LuxI gamina autoinduktoriy, kuris saveikauja su LuxR, ir
tokiu biidu suzadinamas /ux geny nurasymas. Geny raiSka yra stimuliuojama,
kai vidulgsteliné autoinduktoriaus N-3-oksoheksanoil-L-homoserino laktono
koncentracija tampa didesné uz slenksting. Taigi, Sviesa yra gaminama kai
lasteliy tankis yra didelis, pavyzdziui, kai V. fischeri auga simbiontinio
organizmo (kalmaro, Zuvies) Sviesos organe, taCiau Sviesos gaminimas
neindukuojamas mazo tankio planktoninése lastelése (Stabb, 2005). Verta
pabrézti, kad cheminiy medziagy toksiSkumo tyrimams naudojamos V. fischeri
bakterijos yra ankstyvos stacionarios augimo fazés, kur Svytéjimo fermentai
yra susiformave, t.y. tyrimams naudojamos jau Svytin¢ios bakterijos, todél
Svytéjimo reguliacija autoinduktoriumi néra toksikologiniy tyrimy objektas.
Ksenobiotiky biotransformacijos fermentai. Eksperimentiskai jrodyta, kad
Vibrio spp. genties bakterijos geba atlikti riebaly riig8¢iy P-oksidacijos ir
elongacijos reakcijas, redukuoti chromata, biotransformuoti aliciklinius
ketonus ir degraduoti baltymus (1.5 lentel¢). Be to, pagal geny seky panasuma
su jau zinomy prokariotiniy sistemy fermentus, koduojanc¢ioms geny sekoms,
Vibrio spp. genties bakterijos gali turéti fermentus, katalizuojancius riebaly
rugsciy P-oksidacija, sulfito redukcija, ir alkoholio oksidacija (1.5 lentel¢).
Dauguma paminéty reakciju substraty redukcijai kaip vandenilio donora
naudoja NAD(P)H, tuo tarpu alkoholio ir riebaly riigs¢iu skaidymo metu
vandenilis perneSamas ant NAD'. Taigi, priklausomai nuo to, ar cheminé
medziaga yra oksiduojama ar redukuojama V. fischeri lastelése,

NAD(P)H/NAD(P)" santykis didéja arba mazéja, atitinkamai, tuo paciu
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reguliuodamas

reakcija.

nuo NAD(P)H kiekio priklausoma bioliuminescencijos

1.5 lentelé. Vibrio fischeri ir kity Vibrio spp. bakteriju galimos cheminiy junginiy

biotransformacijos sistemos

Vibrio spp. Fermentai arba Reakcija(os) Literattira
genai
Ekspermentiskai nustatyti fermenty aktyvumai
V. fischeri, Fermentai Riebaly rigsciy Byers, 1989; Byers ir
V. harveyi ekstralasteliniy (t.y. miristinés Shen, 2002
(iSoriniy) riebaly rigsties C4.0) B-
rigsciy paémimui, oksidacija.
aktyvavimui ir
panaudojimui.
V. fischeri, Acilgrupe Riebaly rugsciu Byers, 1989; Jiang et al.,
V. harveyi pernesancio baltymo  biosintezé ir 2010
(APB) sintaze grandinés ilginimo
reakcija (ilgiausia
rasta riebaly rigstis
— palmitino Cigy).
V. harveyi Nitrato reduktazé Nespecifinis Kwak et al., 2003
fermento
aktyvumas: veikia
kaip chromato
reduktaze.
V. fischeri ATCC  Liuciferazé Alicikliniy ketony  Villa ir Willetts, 1997
7744, nukleofiliné
Photobacterium oksigenacija iki
phosphoreum atitinkamy laktonu.
V. Nenustatyti H,S produkcija i$ Jegathesan ir
parahaemolyticus organiniy medziagy Paramasivam, 1976
18 Stamy pvz., baltymy.
Galimi fermenty aktyvumai pagal geny sekos panasumag
V. cholerae, Riebaly riigsciu Riebaly rigs¢iy B-  Grimes et al., 2009;
V. fluvialis, oksidacijos oksidacija. http://www.uniprot.org
V.fischeri, fermenty
V. harveyi, kompleksas.
V.
parahaemolyticus,
V. splendidus,
V. vulnificus
3-oksoacil-APB Riebaly rigsciy http://www.uniprot.org
V. fischeri sintazé 3 biosintezés
kondensacijos
reakcija.
Sulfito reduktazés Sulfito redukcija 6  http://www.uniprot.org
V. fischeri hemo baltymo 3 elektronais iki
komponentas sulfido.
V. fischeri, Alkoholio Alkoholio http://www.uniprot.org,
V. harveyi dehidrogenazé oksidacija http://www.brenda-

enzymes.org/
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1.6 lentelé. Galimos daugybinio vaisty ir toksiniu cheminiy medziagy iSmetimo sistemos

Vibrio fischeri ir kitose Vibrio spp. genties bakterijose

Vibrio spp. Fermentai arba genai  Atsparumas Literatiira
V. cholerae, MATE nesikliai — NorM (MATE Seimos Kuroda ir
V. fischeri, (du genai AIMATE] ir neSiklis), kurio aktyvumas  Tsuchiya,
V. hMATE?); tai antriné  didéja pridéjus Na'. 2009)
parahaemolyticus,  pernasos sistema, Pavyzdziui, dazo etidZio

V. vulnificus

V. fischeri

V. cholerae, V.
fischeri (Aliivibrio
fischeri),

V.

parahaemolyticus,
V. vulnificus

V. fischeri

V. cholerae

vaisty pernasai
naudojanti katijony
electrocheminj
gradienta skersai
membranos.

[Sorinés membranos
iSmetimo baltymas
(TolC);
periplazminis
iSmetimo sistemy
komponentas;
Eksporto ABC
nesiklio permeazés
baltymas; ABC
nesiklis.
Daugybinio
atsparumo vaistams
iSmetimo pompa
VceCAB (VCE)
koduojama operonu
vceCAB.

MurA — UDP-N-
acetilglukozés-
amino enolpiruvil
transferazé (lastelés
sienelés
peptidoglikano
sintezés fermentas).
TolC — iSorinés
membranos baltymas
(genas tolC), butinas
daugelio molekuliy
per lastelés
apvalkalélj pernasai.

bromido iSmetimas
apjungtas su Na" transportu
1 lastelés vidy (t.y.
Na'/vaisto prie$nasa).
Tokiu buidu i$metami
fluorochinolonai
(norfloksacinas, ir kt.),
katijoniniai dazai

(akriflavinas, etidis), ivairiy

struktliry substratai.

Plataus cheminiy medziagy
atsparumo genai isreiksti
kaip atsakas i kolektyvinio
jutimo signalinj junginj N-
3-oksoheksanoil-L-
homoserino laktona.

Atsparumas skyrikliui
CCCP, deoksicholatui,
pentachlorofenoliui.

Atsparumas fosfomicinui
(t.y. organinis anijonas,
agentas slopinantis
peptidoglikano sintezg,
fosfoenolpiruvato
analogas).

Suteikia atsparuma
antibakteriniams agentams,
tulzies riigstims ir uztikrina
kolonizacija Zarnyne;
eksportuoja kolicing V,
RTX toksina.

Antunes et al.,
2007

Gu et al., 2009

Kumar et al.,
2009

Bina ir
Mekalanos,
2001

Santrumpos: ABC (angl. k. ATP-binding cassette transporter) — ATP suriSancios kasetés
nesiklis; CCCP — karbonilo cianido-m-chlorofenilhidrazonas; MATE (angl. k. multidrug and
toxic compound extrusion) — daugybinio vaisty ir toksiniy medziagy iSmetimo nesSikliy
Seima; RTX (angl. k. repeats in toxin) toksiny Seima — viena i§ gram-neigiamy bakterijy
gaminamy egzotoksiny grupiy; UDP — uridino difosfatas, VCE — VceCAB; daugybinio
atsparumo vaistams pompa atsakinga uz V. cholerae atsparuma CCCP; TolC - {vairiy
daugybinio atsparumo vaistams baltymy Seimy daugiakomponenciy sistemy kanaly baltymas.
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Daugybinio vaisty ir toksiniy medziagy iSmetimo genai ir baltymai. Be to,
buvo nustatyta, kad V. fischeri turi genus, koduojancius nuo ATP (pvz., ABC
nesikliai) ar nuo elektrocheminio katijony gradiento skersai membranos (pvz.,
NorM) priklausomy daugybinio vaisty ir toksiniy medziagy iSmetimo
neSiklius, kitus kanaly baltymus (TolC, VCE), kurie palaiko Vibrio spp. genties
bakterijy atsparuma vaistams ir toksinéms medziagoms (1.6 lentel¢).

Taigi, yra galimybe, kad V. fischeri geba biotransformuoti arba iSmesti
kitas toksines medZziagas, ir bioliuminescencijos in vivo atsistatymas praéjus 30
min nuo poveikio pradzios galéty rodyti, kad vyksta medZiagy
biotransformacija ar iSmetimas, o ne tik narkotini medziagy veikimo pobidi

kaip buvo pasiiilyta anks¢iau (Hermens et al., 1985; Kaiser ir Palabrica, 1991).
1.5.2. Svytinéiy bakterijy kvépavimo grandiné

Vibrio genties bakterijy kvépavimo grandiné néra gerai iStirta, taciau,
remiantis ziniomis apie V. fischeri genoma (Ruby et al., 2005), apie artimai
susijusia V. cholerae (Braun ir Thony-Meyer, 2005) bei V. fischeri
bioliuminescencijos, kvépavimo bei augimo tyrimy duomenimis, galima
sudaryti elektrony pernasos grandinés struktiira. Kaip ir budinga bakterijoms,
V. fischeri turi Sakota elektrony transporto granding (Dunn et al., 2010).
Manoma, kad pirmas kompleksas yra Na' pompuojanti NADH:chinono
oksidoreduktazé, antras kompleksas — sukcinato dehidrogenazé (Ruby et al.,
2005). V. fischeri neturi homologo mitochondriju citochromui ¢, ir néra
zinoma, ar mazas c tipo citochromas yra reikalingas elektrony pernasai tarp
treCiojo ir ketvirtojo kompleksy (Braun ir Thony-Meyer, 2005).
Prognozuojama, kad V. fischeri treciasis kompleksas yra bc; citochromy
kompleksas ir ketvirtasis — cbbs tipo citochromo oksidazé. Pagal analogija su
kitomis rasimis teigiama, kad V. fischeri turi papildoma bd tipo chinono
oksidaze (Dunn et al., 2010). Manoma, kad bd tipo chinono oksidazé ir cbb;
citochromo oksidazé turi salygiskai dideli gimininguma deguoniui ir gauna
elektronus 1§ chinony ir citochromy bc; komplekso, atitinkamai. Kadangi

kveépavimo grandings ir liuciferazés reakcijoms biitinas NADH (1.1 pav.), yra
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teigiama, kad redukuoti ekvivalentai liuciferaze pasiekia tik tada, kai
citochromy kelias yra prisotintas. Be to, manoma, kad simbiontinés V. fischeri
bakterijos turéty naudoti didelio giminingumo deguoniui bd ir cbb; tipo
oksidazes, kad galéty buti aktyvios esant maziems deguonies kiekiams
simbionto Sviesos organe bei pajégty efektyviai konkuruoti dél deguonies su
liuciferaze (Bourgois et al., 2001). Zinoma, kad bioliuminescencijos keliui V.
fischeri lastelése tenka 17-20,7% viso kvépavimui sunaudojamo deguonies
(Makemson, 1986; Bourgois et al., 2001).

Tiriant oksidacinio fosforilinimo skyrikliy poveiki juriniy V. harveyi, V.
fischeri, V. alginolyticus bakteriju augimui arba deguonies sunaudojimui
pastebéta, kad bakterijos yra maziau jautrios skyrikliy poveikiui kai terpés pH
>7,0. Autoriai teigia, kad tokj atsparuma skyrikliams lemia Na" pompuojancios
NADH:chinono oksidoreduktazés sukuriamas Na' elektrocheminis gradientas
(Tokuda ir Unemoto, 1983, Wada et al., 1992). Tod¢l bakteriju deguonies
sunaudojimo tyrimai ne tik neutralioje (pH 7,0), bet ir riig§tinéje (pvz., pH 6,0)
terpéje yra naudingi, vertinant cheminiy medziagy poveiki oksidaciniam

fosforilinimui.
1.5.3. Energijg (ir potenciala) gaminancios ir naudojancios sistemos

Energijq (ir potencialq) gaminanti sistema. V. fischeri bakterijose, kaip ir
mitochondrijose, treCias (bc; citochromai) ir ketvirtas (cbbs citochromo
oksidazé) kvépavimo grandinés kompleksai pompuoja H' i§ citoplazmos i
periplazming erdve. Pagal literatiros duomenis, jirinése Vibrio spp.
bakterijose sukuriamas ne tik H', bet ir papildomas Na' elektrocheminis
gradientas, kuri formuoja Na“ pompuojanti NADH-chinono oksidoreduktazé
(pirmas kompleksas) bei Na'/H" prie$nasos nesiklis (Oh et al., 1991; Hayashi
et al., 2001). Taip pat yra zinoma, kad bakterijos turi ir K'/H" prie$nasos ir K
viennasos nesiklius, kurie formuoja K' gradienta (Cxynaues, 1989). Na'/K"
gradiento talpa bakterijose priklauso nuo drusky koncentracijos iSorés terpéje.
V. fischeri atveju, esant terpéje 3% NaCl (~200 mM), K koncentracija
lastelése gali siekti 300 mM (Watanabe et al., 1991). Taigi, membranos
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potencialas, registruojamas pagal atitinkamy hidrofobiniy zondy (pvz.,
tetrafenilfosfonio, TPP") sugérima atspindi elektrocheminj jony gradienta
skersai V. fischeri citopazminés membranos, suformuota H', Na', K'
gradienty.

Energijq (ir potencialq) naudojanti sistema. Protonu elektrocheminis
gradientas (Apy.) ir ji buferinanti forma — Na™ elektrocheminis gradientas
(Apuna+) gali biti panaudojami ATP sintezei, medziagy (P,, metabolity ir
toksiny) transportui, ziuzelio judéjimui, ir gali buti i$sklaidytas, protonams
pratekant per membrang (Ckynaues, 1989).

Priimta, kad membranos potencialo sumazéjima mitochondrijose lemia
didesnis potenciala gaminancios sistemos slopinimas nei potenciala
naudojancios sistemos slopinimas, o membranos potencialo padid¢jima lemia
didesnis potenciala naudojancios (fosforilinimo) sistemos slopinimas
(Mildazien¢ et al., 2002b).

Taciau jurinése liuminescuojanciose bakterijose be fosforilinimo ir jony
pernasos sistemy, naudojanéiy Apys ar Apng., yra svarbi bioliuminescencijos
reakcijai energija teikianti sistema. Problema yra ta, kad abi potenciala ir
bioliuminescencija gaminancios sistemos priklauso nuo energijos redukuoty
ekvivalenty pavidalu (pvz., NAD(P)H). Tokiu poziiiriu bioliuminescencijos
fermenty sistema, taip pat naudodama redukuotus ekvivalentus, 1§ dalies gali
regulivoti potencialo gamyba (jos pervirsi). Taigi, V. fischeri bakteriju
membranos potencialas galéty biiti geras bioZymuo, vertinant cheminiy
medZziagy poveiki ne tik citoplazminés membranos pralaidumui, bet ir vertinant
bioliuminescencijos fermenty sistemos bikle (t.y. bioliuminescencijos gesima).

Antra vertus, bioliuminescencijos komplekso buklés tyrimai yra galimi ir
pagal kitas jo funkcijas. Nuo liuciferazés priklausomas deguonies
sunaudojimas in vivo, paprastai, yra tiriamas uzslopinus kvépavimo grandinés
deguonies sunaudojima kalio cianidu (Makemson, 1986; Bourgois et al.,
2001). Nustatyta, kad toks KCN nejautrus deguonies sunaudojimas gali biiti
visiSkai nuslopintas Zinomo liuciferazés slopiklio n-dekanolio (Makemson,

1986). Tod¢l cheminiy medziagy poveikio tik nuo liuciferazés priklausomam

44



deguonies sunaudojimui tyrimai galéty nurodyti, ar cheminés medziagos veikia

kaip liuciferazés slopikliai bakterijose in vivo.

1.5.4. Aktyviyjy deguonies formy susidarymas ir jas neutralizuojantys
fermentai Svytinciose bakterijose

Aktyviosios deguonies formos (ROS) yra deguonies nepilnos fermentinés
ir nefermentinés redukcijos produktai, pvz., superoksido radikalas O,*,
vandenilio peroksidas H,O,, hidroksilo radikalas OH®. Tiriant mitochondrijas,
nustatyta, kad padidéjes ROS susidarymas yra susijgs su I-ojo ir IIl-jo
kvépavimo grandinés kompleksy slopinimu (Schonfeld ir Wojtczak, 2007; Aly
ir Domenech, 2009). Be to manoma, kad ROS gamyba mitochondrijose yra
susijusi su dideliu membranos potencialu. Teigiama, kad didelis membranos
potencialas yra pavojingas, nes kvépavimo grandinés fermenty centry
isotinimas skatina atgaling elektrony pernasa (t.y. NAD(P)H susidaryma i$
NAD(P)"), kurios metu susidaro daugiau ROS nei tiesioginés elektrony
pernaSos metu (Skulachev, 1998; Schonfeld ir Wojtczak, 2007). Kadangi
liuciferaze elektronai pasiekia tik tada, kai citochromu kelias yra isotintas
elektronais (Bourgois et al., 2001), galéty buti, kad liuciferazés atSakos
funkcija yra sumaZzinti membranos potenciala bei apsaugoti nuo ROS. Tacdiau,
liuciferazés katalizuojama deguonies redukcija taip pat gali biitt ROS Saltinis
SvytinCiose bakterijose (1.3 pav.). Pavyzdziui, nustatyta, kad H,0,
susiformuoja I-ojo ir II-ojo bioliuminescencijos tarpinio junginio spontaninio
skilimo metu (1.3 pav.) (Tu, 1982; Tu ir Mager, 1995). Nustatyta, kad Vibrio
harveyi liuciferaze, ekspresuota Escherichia coli bakterijose, gamina
superoksido radikala O,*, kuris, manoma, susidaro dalinai ar visiSkai
redukuoto FMNH, ir liuciferazés kompleksui (t.y. I-gjam tarpiniam junginiui)
reaguojant su O, (Gonzalez-Flecha ir Demble, 1994). Be to, nustatyta, kad
H,0, susidaro iSgrynintos V. fischeri NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés
katalizuojamos reakcijos metu susidariusiam FMNH, reaguojant su deguonimi
(Inouye, 1994). Todé¢l labiau tikétina, kad H,O, susidaro, kai sutrikdomas
FMNH, perdavimas nuo NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés liuciferazei.
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Zinoma, kad ROS susidaryma V. fischeri bakterijose skatina
fenantrenchinonas, poliaromatinis junginys, gebantis pernesti elektronus
deguoniui (Wang et al., 2009b). Fenantrenchinonas gali priimti elektronus i$
NAD(P)H ir pernesti juos ant deguonies, susidarant superoksido radikalui O,*
arba kitoms ROS. Kadangi NAD(P)H naudojamas tiek V. fischeri
bioliuminescencijos reakcijoje, tiek fenantrenchinono indukuojamame ROS
susidaryme, teigiama, kad fenantrenchinonas konkuruoja su FMN dél
NAD(P)H elektrony, taip slopindamas NAD(P)H:FMN oksidoreduktazes
reakcija (Wang et al., 2009b).

V. fischeri apsauga nuo ROS. Literatuiroje skelbiama, kad maziausiai trys
fermentai dalyvauja V. fischeri apsaugoje nuo oksidacinio streso liuciferaze
(Spilewska et al., 2003; Lyzen ir Wegrzyn, 2005), katalazé (Visick ir Ruby
1998; Wang et al., 2009b) ir superoksido dismutazé¢ (Wang et al., 2009b).
Idomu tai, kad pati bakteriné liuciferazé¢ gali katalizuoti bioliuminescencijos
reakcija vietoj aldehido naudodama vandenilio peroksida (Watanabe et al.,
1993). Liuciferazés reakcija su H,O, yra panasi i katalazés bei peroksidazes
reakcija, kai II-asis bioliuminescencijos reakcijos tarpinis junginys reaguoja su
H,0, sudarydamas suzadinta hidroksida (E-FMNH-OH*), H,O ir O,
(Watanabe et al., 1993). Liuciferazés antioksidantini aktyvuma patvirtina ir tai,
kad tamsiniai (lux) V. fischeri it Photobacterium leiognathi bakteriju mutantai
negali normaliai augti, kai aplinkoje yra jvairiy oksidanty, pvz., vandenilio
peroksido, kumeno hidroperoksido, t-butilo hidroperoksido ir gelezies jonuy
(Lyzen ir Wegrzyn, 2005).

Logaritminio ir stacionaraus augimo V. fischeri bakterijose mazi H,O, (60
uM) kiekiai indukuoja 3-4 kartus didesni katalazés aktyvuma, lyginant su
peroksidu nepaveiktomis lastelémis (Visick ir Ruby, 1998). Laukinio tipo V.
fischeri lasteliy katalazé lokalizuota periplazmoje, kur, manoma, ji skaldo
vandenilio peroksida, patenkanti i$ iSorinés aplinkos. Be to, pastebéta, kad V.
fischeri katalazés mutantai nesugeba kolonizuoti Sviesos organy kalmaruose
(Visick ir Ruby, 1998). Poliakrilamidinio gelio elektroforezés ir

spektrofotometriniy metody pagalba nustatyta, kad superoksido dismutazes ir
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katalazés aktyvumas V. fischeri bakterijose yra indukuojamas ROS susidaryma
skatinanciu ir bioliuminescencija slopinanciu fenantrenchinonu (Wang et al.,
2009b). Be minéty antioksidantiniy fermentu, V. fisheri antioksidanting sistema
gali sudaryti taip pat glutationas, cisteinas, ir, pana$iai kaip kitose bakterijose,
ferredoksino ir glutationo oksidoreduktazés, glutationo disulfido reduktazés
sistema (Www.uniprot.org).

Taigi, padidéjusi ROS gamyba V. fischeri lastelése galéty reiksti, kad yra
sutrikgs kvépavimo grandinés ar bioliuminescencijos komplekso fermenty
aktyvumas. Daugg¢jant ROS lastel¢je, gali vykti ir antioksidantiniy fermenty
slopinimas. Tod¢l, analizuojant cheminiy medziagy veikimo pobidi V. fischeri

bakterijoms, ROS gamybos pokyciai lastelése yra vertingas biozymuo.
1.5.5. Lasteliy redukciné geba ir Sio metodo verté Svytinciose bakterijose

V. fischeri lgsteliy redukcinés savybés. Bioliuminescencijos reiSkinio
priklausomyb¢ nuo redukuoty kofermenty NAD(P)H, FMNH, reiskia, kad V.
fischeri lastelés gali turéti Zymia redukcing geba. Autoriai teigia, kad V.
fischeri lasteliu bioliuminescencijos reakcija neutralizuoja tiek oksidacing
stresa, tiek redukuojanciy ekvivalenty pertekliy (Bose et al., 2007). Kvépavimo
grandinés fermenty centry isotinimas redukuotais ekvivalentais yra susijgs su
dideliu membranos potencialu (Skulachev, 1998; Schonfeld ir Wojtczak,
2007), be to, tik tada kai kvépavimo grandin¢ yra prisotinta redukuotais
ekvivalentais, jie pasiekia ir liuciferaze (Bourgois et al., 2001).

Nustatyta, kad V. fischeri geba redukuoti Cr®" iki Cr’" per 3-4 dienas, ir
i$skiria neidentifikuotas nebaltymines redukuojancias medziagas (Fulladosa et
al., 2006). Taip pat yra zinoma, kad V. fischeri lastelés turi redukuojanciy
fermenty, pvz., trimetilamino N-oksido reduktazes (Dunn ir Stabb, 2008), ir
kad V. harveyi nitroreduktazé atliecka chromato reduktazés funkcijas (Kwak et
al., 2003). Gamtinémis salygomis V. harveyi dumbliy mikrosporiny amino
rigstis gali paversti redukuojanciais junginiais, pvz., 4-deoksigadusoliu (Shick
ir Dunlap, 2002). Tirpioje Vibrio anguillarum bakteriju frakcijoje nustatyta

nuo NADH priklausoma gelezies reduktazé, kuri geba redukuoti jvairius
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gelezies kompleksus, pvz., gelezies citrata, gelezies-EDTA kompleksa,
gelezies chlorida, ir, matyt, Sio fermento funkcija yra redukuotos gelezies
formos i§laisvinimas i§ stabiliy Fe’* kompleksy su sideroforais (natiiraliais
gelezies kompleksadariais) (Hasanuzzaman ir Araki, 2001).

Atsizvelgiant | Siuos eksperimentinius duomenis, yra tikimybé, kad V.
fischeri gali turéti redukcing geba arba tam tikras fermentines redukuotus
ekvivalentus gaminancias sistemas, indukuojamas tokiy bioliuminescencijos
slopikliy, kurie gali dalyvauti oksidoredukcinése reakcijose.

Aplinkos mikrobiologijoje naudojamas mikroorganizmy dehidrogenaziy
aktyvumo nustatymo metodas, kuris paremtas tetrazolio drusku (pvz., (2-(p-
jodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-feniltetrazolio chlorido (JNT) (Lopez et al., 1986)
trifeniltetrazolio chlorido (TTC) (Gabbita ir Hang, 1984) redukcija iki
intensyvios spalvos formazano. Sis metodas yra taikomas mikroorganizmy
aktyvumo nustatymui pavir§iniuose vandenyse, dirvozemio ir sedimenty
méginiuose, virSutiniuose sedimenty sluoksniuose, bioplévelése ir veikligjame
dumble (Maier et al., 2009). Taciau Sis metodas turi trikumuy, nes yra jautrus
daugeliui slopikliy, o spalviné reakcija yra léta ir trunka nuo 1 iki 12 val.
(Maier et al., 2009). Todé¢l Sis redukcinio aktyvumo testas, Salia trumpalaikio
bioliuminescencijos gesimo tyrimo, néra tinkamas V. fischeri bakteriju
dehidrogenaziy aktyvumo analizei iki 1 val. Veikliojo dumblo, sedimenty
mikroorganizmy dehidrogenaziy aktyvumas taip pat yra nustatomas remiantis
rezazurino  (7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-1-10-oksido), mélynos  spalvos
nefuorescuojancio junginio, redukcija iki rausvos spalvos fluorescuojancio
junginio rezorufino (Liu, 1986). Si spalviné reakcija trunka iki 20 min. ir
galéty biiti taikoma V. fischeri bakterijoms.

Vienas 1§ populiariausiy eukariotiniy Iasteliy redukcinés gebos nustatymo
metody yra FRAP (angl. k. ferric reducing ability of plasma as ‘“antioxidant
power) metodas, kuris taitkomas kraujo plazmos tyrimuose, ir Sis greitas (4-15
min.) metodas paremtas plazmos geba redukuoti gelezi (Benzie ir Strain,
1996). Galima pazyméti, kad FRAP tyrimas yra netiesioginis bendrosios

antioksidantinés gebos testas, kuris jautrus tiek gryniems, tiek plazmoje

48



esantiems antioksidantiniams junginiams (pvz., o-tokoferoliui, askorbo
rugsciai, Slapimo rigsciai ir kt.) (Benzie ir Strain, 1996), taciau nejautrus —SH
grupes turintiems antioksidantinés sistemos komponentams (pvz., fermenty
cisteinui, glutationui) (Prior ir Cao, 1999). Be to, FRAP duomenys serumo
pavyzdziuose statistiSkai reikSmingai koreliuoja su deguonies (arba pro-
oksidanty — peroksilo, hidroksilo) radikaly sugerties geba (ORAC — angl. k.
Oxygen radical absorbance capacity) (Prior ir Cao, 1999). Taigi, FRAP
metodas gali buti tinkamas prokariotiniy V. fischeri lasteliy redukcinés gebos
[vertinimui.
1.5.6. Bioliuminescencijos komplekso in vitro fermenty sistemos struktiira
bei slopikliai

Zinoma, kad $vytéjima katalizuoja fermenty liuciferazés (LuxAB) ir
NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés (FMN reduktazés, Lux G) kompleksas,
kurio substratai yra ilgagrandziai alifatiniai aldehidai (pvz., dekanalis),
flavinmononukleotidas ir NAD(P)H (Jeffers et al., 2002). Imunocitocheminio
zyméjimo auksu metodu nustatyta, kad liuciferaz¢ yra prisijungusi prie V.
fischeri bakterijy vidinés membranos (Angell et al., 1989).
1.5.6.1. Liuciferazés struktiira ir jos katalizuojama reakcija

Siuo metu Zinoma, kad bakteriné liuciferazé yra heterodimerinis
fermentas, turintis skirtingus viena o ir du B subvienetus (Francisco et al.,
1993). Svytingiy bakteriju V. harveyi ir V. fischeri liuciferazés laikomos
homologiSkomis, nes jy a subvienety amino riigsciy seka identiska 63%, o 3
subvienety — 52% (Foran, Brown, 1988). Bakterinés liuciferazés struktiira
literatiroje nagrinéjama daugiau tirtos riiSies V. harveyi duomeny pagrindu.
Tiriant V. harveyi liuciferaz¢ nustatyta, kad off liuciferazés dimeras turi 14
cisteino radikaly: aStuonis o subvienete ir Sesis 3 subvienete. aCys106 liekana
liuciferazés a subvienete yra atsakinga uz aldehido suri§ima slopinimo centre
(Lin et al., 2002). Tarp visu V. harveyi liuciferaz¢je esanciy keturiolikos
cisteino liekany tik viena oCysl06 jungiasi su jvairiais chemiSkai

modifikuojanciais agentais (Nicoli et al., 1974; Lin et al., 2002). Izoliuoti
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subvienetai yra atsparesni —SH grupés slopinimui naudojant tripsing ir N-
etilmaleimida, nei gryna liuciferazé (Choi et al., 1995). Sie faktai leidzia
manyti, kad —SH grupé yra aktyvigjame liuciferazés centre.

Aktyvieji centrai. Atskiri subvienetai iSlaitko gryno fermento aktyviojo
centro katalitines savybes, bet jy specifinis aktyvumas §imta tikstan&iy (10°)
karty mazesnis (Choi et al., 1995). Izoliuoti liuciferazés subvienetai turi dvi
aldehido suriSimo vietas: aldehido kaip substrato suriSimo vieta ir jo kaip
slopiklio suriS§imo (alosterinio reguliavimo) vieta bei flavino suriSimo centra
(1.2 pav.) (Lei et al., 1994; Choi et al., 1995). Teigiama, kad aCys106 lickanos
—SH grupé, aldehido bei FMNH, suri§imo vietos iSsidésciusios labai arti viena
kitos (Lei et al., 1994). Susijunge 1 globules liuciferazés a ir  subvienetai
sudaro viena aktyvy centra liuciferazéje Siu subvienety salytyje (Lei et al.,

1994; Choi et al., 1995).

0 < aCys106

1.2 pav. Tikétina aCys106, FMNH, ir dviejy aldehido suriSimo (Ald; ir Ald;) viety santykiné
padétis (Lei et al., 1994; Choi et al., 1995).

Aldehido surisimo vietos. Grynoje liuciferazéje, kaip ir izoliuotuose
fermento subvienetuose, yra dvi aldehido suriSimo vietos. Aldehidas gali
jungtis prie aldehido kaip substrato ir juo slopinamo centro viety, atitinkamai.
Aldehidu slopinamame centre yra aCys106 radikalas (Lei et al., 1994). Dvi n-

dekanalio suriSimo vietos (substrato ir slopiklio vieta, su dideliu ir mazu
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giminingumu, atitinkamai) ir Zzinios apie ju struktiira rodyty alosterinés
slopinimo vietos buvima ir abieju centry jautruma —SH grupiu slopikliams
(oksidatoriams).

Flavino surisimo vieta. FMNH, suriS§imo vieta yra arti aldehidu
slopinamos vietos, tac¢iau su ja nepersidengia (Lei et al., 1994). Flavino-
liuciferazés binariniame komplekse flavino izoaloksazino ziedas tiesiogiai
lie¢iasi su aCys106 liekanos sulthidriline grupe (Lin et al., 2002). aCys106
liekanos sulfhidrilinés grupés iSsidéstymas Salia Ala74-Ala75 peptidinés
jungties yra bitinas taisyklingam flavino prisijungimui prie liuciferazés
aktyviojo centro, kad susidaryty stabilus — 4a-hidroperoksiflavino (antrasis
tarpinis junginys zitréti 1.3 pav.) galintis prisijungti aldehida, susidarant
organiniam peroksidui (treciasis tarpinis junginys), kurio skilimas duoda
Sviesos kvanta (Lin et al., 2002). Tiriant izuoliuotus liuciferazés subvienetus
nustatyta, kad o subvienetas turi 8,4 x 109 q s mg’ savitaji aktyvuma
(kvanting 1Seiga) redukuotam flavinui ir K, — FMNH, yra 0,15uM, tuo tarpu 3
subvienetas turi 1,1 x 109 q s’ mg" savitaji aktyvuma redukuotam flavinui ir
Kn - FMNH, yra 0,58uM (Choi et al, 1995). Redukuoto
flavinmononukleotido (FMNH,) Michaelis-Menten konstanta (K,) o
subvienete yra mazesné nei 3 subvienete, t.y. reikalingos mazesnés FMNH,
koncentracijos, kad o subvieneto katalizuojamos reakcijos greitis tapty lygus
pusei maksimalaus. Didesn¢ kvantiné iSeiga ir K, patvirtina, kad o subvienetas
yra aktyvesnis uz 3 subvieneta.

Nestruktirizuota kilpa o subvienete. V. harveyi liuciferazés a subvienete
tarp 257-291 amino rugsciy liekany yra nestruktiirizuotos, atsparios proteolizei
kilpos zona. Manoma, kad §i kilpa atlieka judriy varty vaidmeni, apgaubdama
pirmaji bioliuminescencijos tarpini jungini ir apsaugodama ji nuo savaiminés
oksidacijos terp¢je esanciu deguonimi (Low ir Tu, 2002).

Amino rugsciy liekany funkcinés grupés svarbios katalitiniam liuciferazeés
aktyvumui. EksperimentiSkai jrodyta, kad keturios fenilalanino (oPhe46,

oPhe49, oPhell4, oPhell7) liekanos liuciferaz¢je yra svarbios FMNH,
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suriS§imui; n-dekanalio oksidacijai, 1I-o0jo tarpinio junginio (HF-4a-OOH, Ziiir.
1.3 pav.) susidarymui; liuciferazés maksimaliam reakcijos greiciui, V. (L1 ir
Tu, 2005). Cisteino (aCys106) liekana apsaugo nuo tamsinio II-ojo tarpinio
produkto skilimo ir/arba FMNH, netekimo ir yra reikalinga aldehido substrato
suriSimui (Fried ir Tu, 1984; Abu-Soud et al., 1993). Histidino (aHis 45),
triptofano (aTrp250) bei lizino (Lys283, Lys286) funkcinés grupés
nestrukttirizuotoje  judrioje kilpoje dalyvauja Il-ojo tarpinio junginio
natiiraliame stabilizavime (Li ir Meighen, 1995; Li et al., 1999; Campbell ir
Baldwin, 2009). Glicino (aGly275) ir fenilalanino (aPhe261) liekanos
nestruktiirizuotoje kilpoje svarbios II-ojo tarpinio junginio tamsinio skilimo
greicio sumazinimui (Low ir Tu, 2002).

Kadangi liuciferazés fermento aktyvumui yra svarbios hidrofobinés ir
hidrofobinés-polinés amino riigstys (Cys, His, Trp, Gly, Phe), jos gali nurodyti
hidrofobiniy arba hidrofobiniy-poliniy slopikliy veikimo vietas, o aCys106
buvimas liuciferazés aktyvigjame centre — galima ypatinga jautruma —SH
grupiy slopikliams.

Liuciferazés katalizuojama reakcija. Bakterin¢ liuciferazé katalizuoja
substraty — redukuoto flavino mononukleotido (FMNH,) ir alifatinio aldehido
(RCHO) - oksidacija deguonimi, susidarant karboksi riigs¢iai, FMN,
vandeniui ir mélynai-zaliai Sviesai (Francisco et al., 1993; Choi et al., 1995).
Zinoma, kad gamtinis liuciferazés substratas yra n-tetradekanalis (Meighen,
1988), taciau dél nestabilumo ir mazo tirpumo paprastai eksperimentuose yra

naudojamas retai (Hastings et al., 1978).
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1.3 pav. Liuciferazés katalizuojamos reakcijos schema ir susidarantys tarpiniai junginiai (Tu ir Mager, 1995)




Paveiksle 1.1 pristatéme pagrindinius bioliuminescencijos reakcijai svarbius
fermentus, o Sioje 1.3 paveikslo schemoje pateikiame pagrindinius nustatytus ir
pasiiilytus (Ag, Cq) Sviesos susidarymo bei tamsinius kelius bakterinés
liuciferazes katalizuojamoje reakcijoje. Pirmingje reakcijoje (A) liuciferaze,
prisijungusi N1-deprotonizuota FMNH™ (I-gji tarpini jungini), reaguoja su
deguonimi, sudarydama 4a-hidroperoksilFMNH, II-aji tarpini jungini (HF-4a-
OOH). Kai aplinkoje yra aldehidas, susidaro HF-4a-OOH -aldehido
kompleksas (II:A) (B reakcija), kuris transformuojamas 1 4a-
peroksihemiacetalioFMNH 1Ill-gji tarpini jungin; (HF-4a-OOCH(OH)R).
Sekanc¢iu etapu (D reakcija) susidaro vienu elektronu redukuotos karboksi
rugsties radikalas (R-C[OH]O") ir naujas 4a-hidroksilFMNH radikalas (HF-4a-
OH)" (IV™ tarpinis junginys). Biidamas stiprus reduktorius vienu elektronu
redukuotos karboksi rtigsties radikalas atiduoda viena elektrong (HF-4a-OH)~
radikalui, sudarydamas karboksi riigSti ir Sviesos Saltini — suzadinto biivio 4a-
hidroksilFMNH IV* tarpinj jungini (HF-4a-OH*). 4a-HidroksilFMNH IV*

tarpinis junginys iSspinduliuoja Sviesa (F), ir IV-o0jo junginio dehidratacija,
susidarant H,O ir FMN (G), uzbaigia visa bioliuminescencijos reakcijos kelia

(Tu ir Mager, 1995).

1.5.6.2. NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés struktiira ir jos katalizuojama
reakcija

FMNH, tiekimas. Liuminescencijos reakcijai vykti biitinas FMNH,
susidaro fermento NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés (flavino reduktazes)
katalizuojamos reakcijos metu (Inouye, 1994). V. fischeri bakterijose
identifikuoti du NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés tipai: 1) didzioji FMN
reduktaz¢ (FRaz¢ 1) (Duane ir Hastings, 1975); ir, 2) 1 Escherichia coli
bakterijose randama flavino reduktazg (Fre) panasi reduktazé (Zenno ir Saigo,
1994). Nors abiejy tipy reduktazés gali tiekti FMNH, liuciferazeés reakcijai
(Zenno ir Saigo, 1994; Zenno et al., 1994), manoma, kad FRaz¢ I yra
svarbiausia (Hastings et al., 1985). Be to, FRaz¢ I sudaro >90% visy flavino

reduktaziy grubiame fermenty ekstrakte (Zenno et al., 1994). FRaz¢ 1, 26 kDa



baltymas, funkcionuojantis kaip homodimeras, kur subvienetui tenka vienas
FMN (Zenno et al., 1994; Koike et al., 1998). Kiekvienas subvienetas gali biiti
padalintas i du domenus. Didysis Serdies domenas sudarytas i§ 2—-89 ir
135-218 amino rtugsciy liekany, o maZzaj; lankstyji domena sudaro 90-134
amino rugsciy liekanos. Verta pabrézti, kad FRaze 1 turi tik tris cisteinus jos
218 amino riig8¢iy sekoje (Koike et al., 1998).

FMN jungimosi vieta. Zinoma, kad FMN izoaloksazino Ziedo azoto ir
deguonies atomai sudaro penkias vandenilines jungtis su baltymo amino
rugsciy Lys16, Asn73, Glul65, Glyl166 azoto ir deguonies atomais. Reakcijai
vykti reikalinga vandens molekulé¢ sudaro vandenilines jungtis tarp His76,
Asn73 ir flavino ziedo. Visi fosfato deguonies atomai sudaro vandenilines
jungtis su amino riigs¢iy Thrl4, Argl2, ir Lys206 amidine grupe. FMN ribitilo
hidroksilo dalis sudaro viena vandeniling jungti su Thrl4 deguonies atomu
(Koike et al., 1998).

NAD(P)H jungimosi vieta. Remiantis V. fischeri NAD(P)H:FMN
oksidoreduktazés kristalinés striikktiros pokyc¢iy, naudojant NAD(P)H
struktlirini analoga dikumaroli, analizés duomenimis autoriai teigia, kad
NAD(P)H jungimosi vieta yra tarp kofaktoriaus FMN ir Phe124 (Koike et al.,
1998). Serd2, Ile43, Lysl6, Phe72, Glul65, ir Glyl66 saveikauja su
dikumaroliu, todél pagal struktiiros analogija Sios amino riigStys galéty taip pat
saveikauti su NAD(P)H (Koike et al., 1998).

FRazés I katalizuojama reakcija. Zinoma, kad FRazé 1 yra nespecifiska
substratui, ir FMN redukcijai gali naudoti tieck NADPH, tiek NADH (Duane ir
Hastings, 1975). FRazés I katalizuojama reakcija:

NAD(P)H + H" +FMN < NAD(P)" + FMNH, 3)
Remiantis NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés reakcijos kinetiniais

tyrimais, stacionariomis (pusiausvyrinés biisenos) salygomis, manoma, kad

reakcija yra ping-pong tipo (1.4 pav.), kur pirmoje reakcijos dalyje NAD(P)H
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redukuoja prie fermento prisjjungusi FMN, ir antroje reakcijos dalyje

produktas (redukuotas FMN) atsiskiria nuo fermento (Lei ir Tu, 1998).

NADPH NADP' f fH,

EF EFH, l T EF

1.4 pav. Vibrio harveyi flavino reduktazés P katalizuojamos reakcijos schema, kur E yra
apofementas, F ir FH, oksiduoto ir redukuoto flavino kofaktorius, atitinkamai, f ir fH,

oksiduoto flavino substratas ir redukuoto flavino substratas, atitinkamai.

Tiriant V. harveyi flavinreduktazés P (FRP) reakcija nustatyta, kad
pirmoji reakcijos dalis yra griztama, ir todél liuciferazés substrato (FMNH,)
susidaryma gali lemti NADP" ir NADPH koncentracija lasteléje (Tu, 2008).

Kadangi NAD(P)H:FMN  oksidoreduktazés  produktas FMNH,
deguonin¢je aplinkoje nestabilus, slopikliu poveikis NAD(P)H:FMN
oksidoreduktazes aktyvumui gali buti vertinamas matuojant NADH sugerties
(340 nm) pokycius.

NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés ir liuciferazés kompleksas. Nustatyta,
kad V. harveyi liuciferazé ir NADPH:FMN oksidoreduktazés (flavino
reduktazés P, FRP) monomeras sudaro kompleksa in vivo ir in vitro (Jeffers et

al., 2003; Low ir Tu, 2003; Tu, 2008.).

F NADPH NADP" Luc:fH2
EFH,

E l EF

Luc

1.5 pav. Bakterinés NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés (E) ir liuciferazés (Luc) komplekso
schema. E yra apofementas, F ir FH, oksiduoto ir redukuoto flavino kofaktorius (Jeffers et

al., 2003; Low ir Tu, 2003).

Teigiama, kad Siame komplekse NAD(P)H:FMN oksidoreduktazes

monomero apofermentas prisijungia liuciferazés reakcijos metu susidariusi
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FMN, tapdamas holofermentu (1.5 pav.). Holofermentas paima du elektronus
1§ NAD(P)H ir susidargs fermento-redukuoto flavino kompleksas jungiasi su
liuciferaze. Komplekse flavino reduktaz¢ atiduoda redukuota flaving tiesiogiai
liuciferazei, taip apsaugodama redukuota flaving nuo cheminés oksidacijos
(Jeffers et al., 2003). Siame komplekse bakteriné liuciferazé yra Zymiai
didesnis fermentas nei NAD(P)H:FMN oksidoreduktazé, ir jos koncentracija
lastel¢je yra zymiai didesné. Nustatyta, kad optimalaus Svytéjimo salygomis V.
harveyi lastelése yra 170 uM liuciferazés (mol. sv. 80 kDa) ir 3 puM
NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés (mol. sv. 26 kDa) (Jeffers et al., 2003;
http://www.brenda-enzymes.org).

1.5.6.3. Bioliuminescencijos komplekso in vitro fermenty slopikliai

Pagal veikimo pobiidi galima iSskirti dvieju tipu liuciferazés slopiklius,
t.y. konkurencinius ir bekonkurencinius. Konkurencinio slopinimo atveju
slopikliai konkuruoja su aldehidu arba su FMNH,. Bekonkurencinio slopinimo
atveju stebimas slopikliy poveikis liuciferazés reakcijos II-ojo tarpinio junginio
susidarymui bei skilimui.

Slopikliai, konkuruojantys su aldehidu. Tai — hidrofobiniai anestetikai
(ciklopropanas, dietileteris, chloroformas, halotanas, metoksifluoranas),
ilgagrandZiai alifatiniai junginiai (dialkilsulfidai), su fermenty sulthidrilinémis
grupémis reaguojantys junginiai  (N-etilmaleinimidas, jodacetamidas,
anhidridai) (damunmoB u Eropos, 1990). Kity autoriy kinetiniai tyrimai
patvirtina, kad hidrofobiniai anestetikai konkurentiskai veikia aldehido
atzvilgiu, kai naudojamos mazos (1-4 uM) substrato koncentracijos (Curry et
al., 1990). Taip pat yra duomeny apie —SH grupiu slopinima. Tarp visy V.
harveyi liuciferazéje esanciy keturiolikos cisteino liekany tik aCys106
liekanos —SH grupé jungiasi su jvairiais chemiSkai modifikuojanciais agentais
(Lin et al., 2002).

Slopikliai, konkuruojantys su FMNH,. Liuciferazés aktyvumo slopinimas
methemoglobinu, citochromu c, menadionu yra aiSkinamas kaip Siy junginiy
konkurencinis slopinimas, konkuruojant dél FMNH, suriSimo vietos

liuciferazeje (Inouye, 1994).
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Slopikliy poveikis 1l-ojo tarpinio liuciferazés reakcijos junginio
susidarymui ir skilimui. Nustatyta, kad bendrieji anestetikai (n-alkil slopikliai)
veikia bekonkurentiskai, t.y. jungiasi prie fermento-substrato kompleksy (I-ojo
ir II-ojo tarpinio junginio) ir mazina II-ojo tarpinio junginio susidarymo ir
skilimo greitj, atitinkamai (Curry et al., 1990; Francisco et al., 1993).
Naudojant sustabdytos srovés (angl. k. Stopped Flow) metoda, nustatyta, kad
n-alkil karboksi riigstys, n-alkil alkoholiai, n-alkil aminai ir n-alkil boro rtigStys
sumazina II-ojo bioliuminescencijos tarpinio junginio (380 nm) susidarymo
greit] (Francisco et al.,, 1993). Manoma, kad toki poveiki lemia trinario
E-FMNH;-slopiklio komplekso susidarymas. Il-ojo tarpinio junginio
susidarymo grei¢io konstanta priklauso nuo naudojamo slopiklio. n-Alkil
slopikliai 2—-4 kartus sumazina IlI-ojo tarpinio junginio susidarymo greiti.
Alkoholiai pasizymi didZiausiu poveikiu, o karboksi riigstys turi maZiausia
itaka Il-ojo tarpinio junginio susidarymo greiCiui. Pastebéta, kad, ilgéjant
anglies atomy grandinei, slopinantis poveikis liuciferazés reakcijai didéja
(Francisco et al., 1993).

Be to autoriai teigia, kad aldehidy struktiriniai analogai (aminai,
alkoholiai, karboksi rtgstys, boro riigStys, ir trifluormetilo ketonai) sudaro
E-FMNOOH:slopiklio kompleksa, kuris 1étai skyla iki HO, ir FMN (445 nm).
Kadangi II-ojo tarpinio junginio skilimas yra stabilizuojamas komplekse su
slopiklio molekule, liuciferazés reakcijos greitis yra apsprendziamas
E-FMNOOH:slopiklio komplekso tamsinio skilimo iki FMN ir H,O, grei¢iu
(Curry et al., 1990; Francisco et al., 1993).

NAD(P)H:FMN  oksidoreduktazés  slopikliai. Remiantis turimais
duomenimis apie NAD(P)H:FMN oksidoreduktazes slopiklius, galime teigti,
kad Sio fermento aktyvumas gali biiti slopinimas konkurenciniu biidu, ypac kai
slopikliai konkuruoja su NAD(P)H substratu (pvz., dikumarolis) (Koike et al.,
1998), arba su FMN (pvz., chinonai) (Vetrova et al., 2007).

Taigi, remiantis duomenimis apie bioliuminescencijos komplekso
struktlira bei zinomus slopiklius, galima teigti, kad NAD(P)H:FMN

oksidoreduktazés ir liuciferazes aktyvieji centrai tam tikroje vietoje pajégis
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prisijungti hidrofobinius ir hidrofobinis-polinis junginius (substratus, substraty
struktiirinius analogus, slopiklius), ir yra didel¢ konkurencinio (specifinio) ir
bekonkurencinio (katalitinio) liuciferazes ir NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés
slopinimo tipy galimybé. Todél, analizuojant V. fischeri bioliuminescencijos
slopikliy (A, OR, Sg’) veikimo vietas, verta aiskintis konkurencini slopikliy

poveiki su substratais ir su kitais slopikliais in vivo ir in vitro.
1.5.7. Daugybinio toksiSkumo tyrimy verté Svytinciose bakterijose

Ekotoksikologijoje cheminiy medziagy toksiSkumas V. fischeri
bioliuminescencijai paprastai yra vertinamas pagal juy sukeliamo poveikio
efektyviy koncentracijy (ECsg) reikSmes. Remiantis QSAR metodologija, $ios
ECs reikSmés kartu su ksenobiotiky fizikiniy-cheminiy savybiy parametrais
(log Kow, pKg, molekuliniu poliarinio pavirSiaus plotu ir kt.) bei Ziniomis apie
ju veikimo mechanizmus kitose riiSyse yra naudojamos veikimo mechanizmy
V. fischeri bakterijose prognozavimui (sk. 1.4.1.). Tod¢l dazniausiai vienos
struktiirinés klasés junginiai priskiriami to paties veikimo biido (angl. k. mode
of action) medziagy grupei (Rand, 1995). Sios grupés pasizymi tais padiais
fiziologiniais ir elgesio efektais ar net tokiu paciu veikimo mechanizmu, t.y.
tokia pacia toksikokinetika (iskaitant ir biotransformacija) organizme/audinyje
(McCarty ir Borgert, 2006). Taciau ECs, reikSmés vienai — bioliuminescencijos
— funkcijai neatspindi kity efekty V. fischeri bakterijose, kurie gali biiti sukelti
mazesnémis arba didesnémis negu ECs, koncentracijomis. Pavyzdziui, PCB
atveju mazas bioliuminescencijos in vivo jautrumas (iSreikStas ECsy) dar
nereisSkia, kad PCB nepazeidzia membrany laidumo ar neslopina membraniniy
oksidoredukciniy fermenty aktyvumo.

Pripazistama, kad cheminiy medziagy miSiniy toksiSkumo V. fischeri
bakterijoms visapusisSkai/kokybiskai analizei truksta Ziniy apie individualiy
miSinio komponenty veikimo biida. Paprastai, stambios cheminiy medZiagy
klasés priskiriamos narkotikams (poliniams, nepoliniams, monoesteriniams),
oksidacinio fosforilinimo skyrikliams, kvépavimo slopikliams, reaktyviosioms

medziagoms  (silpniems ir  stipriems elektrofilams, nespecifiskai
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reaguojantiems su tam tikromis cheminémis struktiromis biomolekulése ir
veikiantiems specifiniu negriztamu elektro(nukleo)filiniu mechanizmu) ir kt.
(Verhaar et al., 2000; Dawson et al., 2006). Taciau nesigilinama { galima ty
paciy medziagy daugybini veikima, esant skirtingoms ju koncentracijoms. D¢l
Sios  priezasties susiduriama su sunkumais nustatant tikslesnius
toksikodinaminius misinio komponenty veikimo biidus (antagonistinis,
adityvus, sinergistinis) bei parenkant tinkama model; (pvz., CA ar IA)
toksiSkumo prognozei (sk. 1.4.2.). Taigi, daugybinio toksiSkumo tyrimy
analizé, naudojant V. fischeri bakterijjas, gali paremti statistines
toksikodinaminio  pobiidZzio bei toksiSkumo prognozavimo modeliy
interpretacijas.

Sioje literatiiros apzvalgoje (sk. 1.5.2. ir 1.5.6.6) akcentuota, kad V.
fischeri lasteliy bioliuminescencija, kaip ir kvépavimo grandinés fermenty
aktyvuma in vivo, salygoja NAD(P)H/NAD(P)" koncentraciju santykis
lastel¢je. Vertos démesio bioliuminescencijos komplekso in vivo fermenty
funkcionavimo salygos — elektronai patenka i Sia metaboling atSaka tik tada,
kai jais yra isotinta kvépavimo fermenty grandin¢ (sk. 1.5.2.). Todé¢l
ksenobiotikai NAD(P)H kiekio reguliuojamose membranose gali veikti Siuos
tarpusavyje susijusius procesus: deguonies sunaudojimo reakcijas (sk. 1.5.2.);
elektrochemini jony gradiento susidaryma (sk. 1.5.3.); ir nuo NAD(P)H kiekio
priklausomu bioliuminescencijos komplekso fermenty reakcijas (sk. 1.5.6.).
Taigi, kvépavimo grandinés ir nuo liuciferazés priklausomo deguonies
sunaudojimo tyrimai, bei membranos potencialo pokyCiy analizé, greta
bakterijy Svytéjimo, gali atskleisti individualiy cheminiy medZziagy poveikio
vietas ar juy kaita kvépavimo grandinés ir bioliuminescencijos komplekso
fermenty sistemose.

Dazniausiai hidrofobiniy ksenobiotiky sukeliamos pazaidos biologinése
membranose yra siejamos su ROS susidarymu membraniniy oksidoredukciniy
fermenty grandinéje (sk. 1.5.4.). Tadiau tokiy integraliniy procesy, kaip ROS
susidarymo, tyrimy rezultatai jgauna didesng¢ verte jei jie paremiami Kkity

oksidoredukciniy rodikliu (pvz., lasteliu redukcinés gebos, atskiry

60



oksidoredukciniy fermenty aktyvumo) analize. Taigi, redukcinés gebos ir jos
kitimo laiko bégyje nustatymas (sk. 1.5.5.) V. fischeri bakterijose gali biiti
naudingas papildomas ksenobiotiko(y) oksidoredukcinés biotransformacijos
Zymuo.

Ksenobiotiky  poveikis  bioliuminescencijos komplekso fermenty
aktyvumui apima NAD(P)H:FMN oksidoreduktazés ir liuciferazés reakcijas.
Remiantis literatiiros duomenimis, galima teigti, kad slopikliy su substratais ar
su kitais slopikliais kombinuoto poveikio bioliuminescencijai in vivo ir in vitro
analizeé bei slopikliy poveikio liuciferazés ir NAD(P)H:FMN oksidoreduktazes
aktyvumui in vitro tyrimai yra naudingi, siekiant iSsiaiSkinti slopikliy veikimo
vietas bioliuminescencijos komplekso fermenty aktyvigjame centre ar
alosterinése vietose.

Taigi, slopikliy poveikio analizé¢ V. fischeri bakterijy fermenty sistemuy,
oksidoredukciniy procesu in vivo bei atskiry fermenty lygmenyse leidzia
tiksliau apibudinti ksenobiotiky veikimo mechanizmus/biidus ar jy daugybinio
pasireiSkimo paveiksla, dominuojanti cheminiy medZziagy ar ju miSiniy
toksikodinamikoje. Siuo poziariu V. fischeri organizmas, kuriame tiriamos
oksidoredukciniy fermenty sistemos tiek integraliniame, tiek individualiame
lygmenyse, yra patogus objektas cheminiy medziagy veikimo mechanizmy
analizéms. Be to, V. fischeri biologiniy funkcijy tyrimai turi privalumy yra
greiti, ekonomiski bei tausojantys biologines rusis. Rezultatai, gauti fermenty
sistemy (kvépavimo grandinés, bioliuminescencijos atSakos), integraliniy
pazaidy (ROS susidarymo), apsauginiy funkciju (redukcinés gebos) indukcijos,
bioliuminescencijos komplekso fermenty (konkurencinio ar alosterinio)
slopinimo tyrimy lygmenyse gali s€kmingai papildyti toksikodinaming miSiniy

poveikio bakterinei bioliuminescencijai rezultaty interpretacija.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos
2.1.1. Biologinis objektas

Darbe buvo naudotas Svytinciy bakteriju Vibrio fischeri NRRLB-11177
(standartinis Microtox®) padermé. Sis padermé isigyta i§ oficialios Amerikos
tipo kultiiros kolekcijos ATCC 7744 (angl. k. American Type Culture

Collection) ir i§laikyta laboratorijoje nuo 1998 mety.
2.1.2. Reagentai

Visi darbe naudoti cheminiai junginiai (substratai, slopikliai,
redukuojantys agentai, reagentai, tirpikliai) auks$¢iausio grynumo (Sigma-
Aldrich, JAV; Serva, JAV; Merck, Vokietija), ir elementiné¢ siera cheminio
analitinio grynumo, isigyta i§ Reachim (Rusija). Aroclor 1248 isigytas i$
Supelco (JAV). Druskos bakterijy kultivavimo terpéms isigytos i§ Serva (JAV)
ir Roth (Vokietija). Cheminiy medziagy kamieniniai tirpalai ruosti etanolyje
arba izopropanolyje (galutiné tirpiklio koncentracija sudaré iki 1% bendro
reakcijos terpés tlirio). Auginimo ir reakcijy terpiy paruoSimui naudotas

dejonizuotas vanduo.
2.1.3. Terpés

Skysta bakterijy auginimo terpé (BHB). NaCl — 30 g, KH,PO, — 1 g,
Na,HPO, - 12 H,0 - 9,45 g (Na,HPO, — 4 g) (NH4),HPO, — 0,5 g, MgSOy, - 7
H,0 - 0,3 g, triptonas — 5 g, mieliy ekstraktas — 3 g, glicerolis 50% - 5 ml,
dejonizuotas vanduo iki 1 L, pH 7,0.

Agarizuota bakterijy auginimo terpé (BHA). Sudétis tokia pati kaip BHB,
ir papildomai pridedamas*“Bacto” agaras — 18 g/L.

Terpés autoklavuojamos 1 atm. slégyje 20 min. Glicerolio ir MgSO,
tirpalai autoklavuojami atskirai 0,5 atm. slégyje 20 min. ir pridedami i skysta

terpe (iki reikiamos koncentracijos) prie§ mikroorganizmy kultivavima.
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2.2. Metodai
2.2.1. Svytinéiy bakterijy V. fischeri auginimas ir suspensijos paruo$imas

Kultiiros patikrinimui (ar i§gryninimui) 1§ gerai Svieciancio bakterijy
gazono agaro pavirSiuje paruoSiama suspensija, kuri {vairiai praskiedus,
iSs¢jama ant agarizuotos terpés Petri lekStelése. LéksStelés inkubuojamos
uzs¢jamos 1 kolbas su 10 ml BHB terpés ir auginamos aeruojant purtykléje
+25°C temperatiiroje. Bakterijos auginamos iki liuminescencijos (liumi) ir
optinio tankio (OTseg nm) reikSmiy santykis (liumi/OT) pasiekia 1,5-1,8 x 10°.
ISrenkamas meéginys su didZiausiu liumi/OT, 1§ jo imama steriliai 0,8 ml ir
dedama 1 4 Erlenmejerio kolbutes, kuriy kiekvienoje yra 60 ml BHB terpés.
Bakterijos inkubuojamos +25°C temperatiiroje, purtant (180 apsis./min.).
Pragjus 12 val. nuo auginimo pradzios pradedamas registruoti suspensijos
optinis tankis ir liuminescencija. Matuojama kas 1 val., kol liumi/OT santykis
nebekinta (ar didéja nezymiai). Kolbutés i§Simamos 18 purtyklés, statomos 1 ledo
ir vandens miSini 15-20 min., po to centrifuguojamos 3200g pagreiciu 10 min.
I gautas nuosédas pridedama krioprotektoriaus — 16% laktozés. SumaiSoma
naudojant Vortex maiSytuva. Paruo§ta homogeniska suspensija iSpilstoma {
Ependorfo mégintuvélius po 0,5 ml. Mégintuvéliai laikomi -80°C temperatiiros

Saldiklyje.

2.2.2. Svytindiy bakterijy V. fischeri bioliuminescencijos (in vivo)
jvertinimas

Pirmiausia V. fischeri bakterijy suspensija atSildoma, apie valanda laikant
+4°C temperatiiroje. AtSilusi suspensija praskiedZziama matavimo terpe 100
karty, tokiu biidu gaunama darbiné suspensija (OTsqy = 0,125). Tikrinama jos
liuminescencija: 1 liuminometro kiuvetg su 950 ul matavimo buferio (50 mM
KH,PO,, 2% NaCl, pH 7,0) pilama 50 pl darbinés suspensijos, sumaiSoma ir
iSmatuojama liuminescencija, kurios reikSmé turéty buti 20004000 mV

intervale, matuojant liuminometru Model 1250 (LKB-Wallac, Svedija).
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Kadangi ka tik praskiestos suspensijos liuminescencija svyruoja, ji paliekama
kambario temperatiiroje 20-30 min. tam, kad stabilizuotysi jos Svytéjimas.
Liuminescencijos matavimai atlieckami taip: { liuminometro kiuvetes pilama po
940 pl matavimo buferio, 50 pl darbinés bakterijy suspensijos ir 10 pl slopiklio
tirpalo arba dvieju slopikliy miSinio (1:1) (kontrolinéje kiuvetéje — 10 pl
tirpiklio: izopropanolio, etanolio ar buferio). Galutiné lasteliy koncentracija
kiuvetéje siekia apie 0,5x107/ml.

Liuminescencija matuojama po 5, 15, 30, 60 min. Iasteliy inkubacijos su
slopikliais arba ju miSiniais, atitinkamai, kambario temperatiiroje. Matavimo
trukme iki 30 s. A, OR, Sg° binariniy miSiniy toksiskumo bioliuminescencijai
tyrimas atliktas pagal dviejy lygmeny pilno faktorinio eksperimento plana.
Binariniuose miSiniuose buvo tiriamos Sios cheminiy medziagy koncentracijos:
A: 2,5 ir 5 mg/L; OR: 0,012 ir 0,195 mg/L; Se: 0,027 ir 0,055 mg/L. n-
dekanalis (Dek) i V. fischeri suspensija buvo pridedamas tik po A, OR, ar Sg’
individualiy priedy, atitinkamai. Be to, -SH grupiu apgynimas disulfidines
jungtis redukuojanciu 1,4-ditiotreitoliu (DTT), buvo vertinamas DTT pridedant
po Sg’ arba N-etilmaleimido (NEM) priedo i V. fischeri bakteriju suspensija.
Liuminescencijos reikSmés tiriamosiose kiuvetése lyginamos su kontroline ir
apskai¢iuojamas liuminescencijos slopinimas procentais nuo kontrolés.
Reikéty pazyméti, kad reakcijos terpéje (pH = 7,0), kurioje yra K ir Na', OR
gali biiti atitinkamos druskos pavidalu. V. fischeri bakteriju jautrumui jvertinti

naudota palyginamoji medziaga: 3,5-dichlorfenolis.

2.2.3. Belastelinio NADH:FMN oksidoreduktazés-liuciferazés komplekso
(in vitro) paruoSimas

Ruosiantis bandymui, V. fischeri bakterijos iSimamos 1§ -80°C Saldiklio ir
atSildomos +4°C temperaturoje, tai trunka apie 40-60 min. V. fischeri lastelés
skiedziamos 14 karty matavimo buferiu ir suspensija atsargiai sumaiSoma.
Gauta suspensija supilama | centrifugini mégintuveli ir centrifuguojama 15
min. 3200g pagrei¢iu. Gautos nuosédos uzpilamos 4 ml 100 mM KH,PO,
buferiu (pH 7,0), laikoma Saldytuve (+4°C) 30 min. kol jvyks lasteliy lizé ir vél
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centrifuguojame 20 min. 4400g pagreiciu. Po centrifugavimo gautas skaidrus
supernatantas (fermenty ekstraktas), laikomas leduose. Baltymo koncentracija
i§skirtame fementy ekstrakte nustatyta naudojant Bredfordo metoda (Bredford,
1976).

2.2.4. Bioliuminescencijos in vitro poky¢iy matavimas

Bioliuminescencijos in vitro matavimo terpé¢ paruosta pagal Jlanumnos ir
Eropos  (1990), 1ir pritaikyta liuminescencijos matavimams su
mikroplokStelémis. Liuminescencijos matavimai atlikti  liuminometru/
fluorimetru Fluoroscan Ascent (BioLab Systems, Helsinkis, Suomija).

Bendra fermentinés reakcijos miSinio sudétis: 223 pl 100 mM KH,PO,
(pH 7,0); 50 pl fermenty ekstrakto (0,6 mg/ml baltymo), kuris inkubuotas su
slopikliu ar ju miSiniu; 12 ul NADH (7mg/ml buferyje), 12 ul FMN (0,5
mg/ml buferyje), 3 pl n-dekanalio (2 mg/ml etanolyje). Galutinés substraty
koncentracijos: 280 mg/L (arba 400 uM) NADH, 4 mg/L (arba 8,8 uM) FMN,
2 mg/L (arba 13 uM) n-dekanalio. Eksperimento metu: 1) 50 pl fermenty
ekstrakto (0,6 mg/ml baltymo) pridedama i 150 pl meéginio (buferio ir
kontrolés (etanolio), ar slopikliy, ar ju miS$iniy, atitinkamai) ir inkubuojama
atitinkamai 5, 15, 30 min. kambario temperatiiroje; ir, 2) liuciferazés aktyvumo
matavimai pradedami tuoj pat po substraty su likusiu buferio kiekiu ineSimo.
Viskas gerai suplakama ir tuoj pat iSmatuojama liuminescencija. Belastelinio
fermenty ekstrakto Svyt¢jimas kontroliniame méginyje iki eksperimento
pabaigos krito nedaug ir iSlaiké 80% aktyvuma; tai patvirtino, kad bakterinés
liuciferazés fermentas yra stabilus Zemesn¢je nei +35°C temperatiiroje
(http://www.brenda-enzymes.org). Fermenty ekstrakto liuminescencija
kontroliniame méginyje prilyginama 100% ir pagal ja lyginamas
liuminescencijos intensyvumo pokytis procentais meéginiuose su slopikliais.
Kalibracijos metu nustatyta, kad maziausias bioliuminescencijos lygis
matuojama Fluoroscan‘u yra visiS8kai palyginamas su liuminometru (LKB-

Wallac, Svedija) nustatomais liuminescencijos vienetais. MiSiniy toksiSkumo
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tyrimai atlikti pagal pilno faktorinio eksperimento plana, naudojant tokias
slopikliy koncentracijas: 1) A: 2,5 ir 5 mg/L: 2) OR: 6,25 ir 12,5 mg/L; 3) SgO:
0,55 ir 1,1 mg/L. Vertinant A, OR ir Se”  bei ju miSiniy poveiki
bioliuminescencijai, galutiné baltymo koncentracija bioliuminescencijos
matavimo terp¢je su substratais buvo 0,1 mg/ml. Sulfhidriliniy grupiy
slopinimo/apgynimo tyrimas in vitro atliktas fermenty ekstrakta 30 min.
idlaikius su NEM arba Sg’, ar juy kombinacijomis su DTT. Pastaruoju atveju

galutiné baltymo koncentracija buvo 0,05 mg/ml.

2.2.5. NADH oksidacijos NADH:FMN oksidoreduktazés-liuciferazés
kompleksu in vitro poky¢iy matavimas

Pagal aukSciau apraSyta metodika 18 V. fischeri lasteliy paruostas
fermenty ekstraktas (in vitro) naudojamas NADH oksidacijos slopinimo
tvertinimui. Naudojamos terpés, atitinkamos substraty koncentracijos,
eksperimento eiga tokia pati, kaip ir bioliuminescencijos slopinimo in vitro
tyrimuose. Fermento ekstraktas veikiamas A, OR ir Sgo 5, 15 ir 30 min.
kambario temperatiiroje. NADH oksidacija pradedama matuoti tuojau po
substraty pridéjimo. Kadangi eksperimento salygos buvo aerobinés, susidares
reakcijos produktas FMNH, buvo greitai oksiduojamas, todél FMN redukcijos
produkto nebuvo imanoma uZregistruoti. NADH:FMN oksidoreduktazés
aktyvumas vertinamas pagal NADH sugerties pokycius ties 340 nm bangos
ilgiu per 1 min. laikotarpi, naudojant FMN kaip elektrony akceptoriy. Sugerties
matavimai atlieckami mikroploksteliy skaitytuvu Tecan Infinite M200 su i-
control™ kompiuterine programa (Tecan group Ltd., Menedorfas, Sveicarija).
NADH koncentracijos maz¢jimas paskai¢iuojamas naudojant NADH

ekstinkcijos koeficienta 6220 M™'-cm™.

2.2.6. V. fischeri Igsteliy redukcinés (antioksidantinés) gebos nustatymas

FRAP tyrimas yra paprastas tiesioginis redukcinés (antioksidantinés)
gebos ivertinimas, pirma karta apraSytas ir naudojamas kraujo plazmos
redukcinei gebai jvertinti (Benzie ir Strain, 1996). Sio eksperimento metu ties

593 nm bangos ilgiu registruojamas mélynos spalvos junginys Fe**-2,4,6-tri(2-
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piridil)-1,3,5-triazinas, kuris susidaro antioksidantams redukuojant bespalve
oksiduota Fe’". FRAP reagentas ruo$iamas 10:1:1 santykiu sumai$ant: 300 mM
CH;COONa-3H,O buferi (pH 3,6), 10 mM 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazino
(TPTZ) 40 mM HCI tirpala ir 20 mM FeCl; tirpala. Visi reakcijai naudoti
tirpalai ruoSiami ta pacia diena. V. fischeri lastelés suspenduojamos 2% NaCl
terpe (OTsg = 0,3 arba O,24><109 lasteliy/ml) ir inkubuojamos su A, OR ir Sgo’
ar kontroliniuose méginiuose su etanoliu 1 ml turyje 5, 15, 30, 60 min.
Reakcija pradedama 50 pl meéginio (slopikliais paveikty V. fischeri lasteliy
suspensijos) prid¢jimu | 200 pl naujai paruosta FRAP reagenta. Taigi, méginys
sudaré 1/5 reakcijos miSinio. Sugertis matuojama po 15 min. ties 593 nm
bangos ilgiu, sugerties skaitytuvu ASYS UVM 340 su kompiuterine programa
MicroWin 2000 (ASYS Hitech GmbH, Eugendorfas, Austrija).

V. fischeri bakteriju (be FRAP reagento) OTse; reikSmes atimamos 1S
galutiniy FRAP reakcijos (su lastelémis) sugerties (OTso3) reikSmiy. FRAP
bandymo techniné kontrolé, Sg’ (0,11 ir 2,2 mg/L) be lasteliu 2% NacCl terpéje,
neturéjo jtakos spalvinei reakcijai (t.y. Fe*” komplekso susidarymui). A (2,5
mg/L) ir OR (3,12 mg/L) techninés kontrolés (be lasteliy) keit¢ FRAP reagento
sugert], taigi, Sios kontrolés buvo atimtos 1§ galutiniy FRAP reakcijos (su
lastelémis) absorbcijos (OTse;) reikSmiy. Paskaiciuotos galutinés OT reikSmes
naudojamos tolimesniems skai¢iavimams. Rezultatai isreiksti paskai¢iuota Fe*

koncentracija (uM) mikroploksteléje pagal FeSO, 7H,0 standarting kreive.
2.2.7. Aktyviyjy deguonies formy nustatymas V. fischeri Iastelése

Aktyviyjuy deguonies formy (ROS) susidarymas V. fischeri lastelése buvo
nustatomas naudojant 2',7'-dichlorodihidrofluoresceino diacetata (DCDHF-
DA). Sis nefluorescuojantis junginys difuzijos biidu pereina per lastelés
membrang. Citoplazminés esterazés pasalina acetatines grupes, susidarant 2',7'-
dichloro dihidrofluoresceinui (DCDHF), kuris dél savo poliskumo nesugeba
difunduoti i§ lastelés. DCDHF lengvai oksiduojamas lasteléje esanciy ROS,
susidarant fluorescuojandiam junginiui 2',7'-dichlorofluoresceinui (DCF). Sio

galutinio produkto fluorescencija matuojama mikroploksteliy skaitytuvu Tecan
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Infinite M200 (Sveicarija), ties atitinkamais suZadinimo ir i§spinduliavimo
bangos ilgiais: 485 ir 538 nm. Darbo eiga: a) V. fischeri lasteliy suspensija
(OTs99 = 0,3) veikiama DHDCF-DA (10 pM) 30 min.; b) paveikta suspensija
centrifuguojama 4400g 15 min., ir supernatantas paSalinamas; c) lastelés
suspenduojamos iki pradinio optinio tankio (OTsgy = 0,3) su 50 mM KH,PO,,
2% NaCl pH 7,0; d) atskiri V. fischeri suspensijos méginiai (OTsgg = 0,3)
veikiami A, OR, Sg’ arba etanoliu; e) fluorescencija uZzraSoma 2 val. 15 min.

intervalais, ties atitinkamais suzadinimo ir i§spinduliavimo bangos ilgiais.
2.2.8. V. fischeri lasteliy deguonies sunaudojimo matavimai

V. fischeri lasteliy deguonies sunaudojimo matavimai atlikti naudojant
poliarografa su Klarko-tipo deguonies elektrodu (Rank Brothers Ltd,
Kembridzas, Anglija). Naudojama ta pati matavimo terpé, kaip ir
liuminescencijos in vivo matavimuose (pH 7,0), ir, palyginimui, mazesnio pH
(pH 6,0) terpé. Deguonies sunaudojimas pradedamas matuoti tuoj po 20 ul V.
fischeri priedo neSimo 1 1 ml terpés (galutinis OTsg,,, = 0,3). Po 5 min. |
poliarografo kiuvetg¢ ineSama 5-10 ul A, 2,4-dinitrofenolio (2,4-DNP), NEM,
OR, arba S’ etanoliniy tirpaly ar kontrolés (etanolio). Matavimai tgsiami dar 5
min. kambario temperatiiroje. Tirpiklio koncentracija bendrame reakcijos
terpes tiryje sieké 0,5-1%. Visais atvejais {vertinama ar patys cheminiai
junginiai, be V. fischeri lasteliy, neveikia deguonies elektrodo. V. fischeri
lasteliy deguonies sunaudojimo skatinimas (metodo jautrumas) tikrinamas
klasikiniu skyrikliu 2,4-DNP (200 uM).

Nuo liuciferazes priklausomas V. fischeri lasteliy deguonies sunaudojimas
pradedamas registruoti, 1 V. fischeri lasteliy suspensija (galutinis OTsg,,..= 0,3)
inesus citochromo oksidazés slopiklio KCN (1mM). Po 5 min pridedamas »n-
dekanolis (0,06 mM; luciferazés slopiklis), OR arba Sgo, arba kontrolé

(etanolis). Matavimai tgsiami dar kitas 5 min.
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2.2.9. Tetrafenilfosfonio jony sugerties V. fischeri lastelémis nustatymas

Skvarbiy tetrafenilfosfonio jony (TPP") sugérimas V. fischeri lastelémis
buvo vertinamas jonometriSkai, pagal $iy jonu koncentracijy pokycius terpéje,
naudojant jiems atranky elektroda (doc. dr. A. Zimkus, Vilniaus Universitetas).
TPP" yra lipofilinis katijonas, jis greitai patenka i lasteliy vidy ir pasiskirsto
tarp lasteliy vidaus ir iSorinés terpés, priklausomai nuo membranos potencialo
dydzio. Sis metodas 1969 metais pasiiilytas Skulachiovo, ir daugiau nei du
deSimtmecius naudojamas mitochondrijuy membranos potencialo jvertinimui
(Gennis, 1989; Ckymnaue, 1989). Be to, jis naudojamas kaip jautrus
mikroorganizmy ir mitochondrijy membranos biklés biosensorius aplinkos
tyrimuose (BerZinskiené ir Cetkauskaité, 1996; Da Silva et al., 1998). SvieZiai
uzaugintos V. fischeri bakterijos nucentrifuguojamos 4400g 15 min., auginimo
terpé paSalinama. V. fischeri bakterijos suspenduojamos reakcijos terpe ir
laikomos leduose. Reakcijos terpés (50 mM KH,PO,, 2% NaCl, pH 7,0) tiiris —
1 ml. Galutiné TPP" koncentracija terpéje sieké 0,4 pM. Praéjus 5 min. po V.
fischeri (OTsq = 0,9) suspensijos jnesimo { terpe (t.y. kai TPP" koncentracija
terpéje nebekinta) | reakcijos terpe pridedami A, OR arba Sg’. TPP*
koncentracijos pokyciai terp¢je registruojami dar 10 min. Potencialas
apskai¢iuojamas pagal modifikuota Nersto lygti (Cetkauskaité et al., 2006), ir
remiantis prielaida, kad, panasiai kaip Escherichia coli, V. fischeri OTsgy = 0,9
atitinka 0,5 mg sauso svorio, ir intersticinio vandens turis yra 2,7 ul/mg sauso

svorio (Hirota et al., 1981).
2.2.10. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant trifaktoring ir dvifaktoring
dispersing analiz¢ (ANOVA - angl. k. analysis of variance) ir daugialypés
regresijos modelius. Visiems statistikos metodams reik§mingumo lygmuo buvo
0,05. ToksiSkumo duomenys pateikiami kaip triju arba keturiy atskiry
eksperimenty vidurkis * standartinis nuokrypis. Duomeny statistiné analiz¢

atlikta naudojantis Sigma Plot 10 programa.
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Misiniy  statistinés analizés seka. MiSiniy toksiSkumo pokyciy
reikSmingumas, kintant poveikio laikui, jvertintas trifaktorine ANOVA. Po to
miSiniy efektai po 30 min. poveikio laiko buvo vertinami detaliau. Pirmiausia,
cheminiy junginiy ir jy saveikos reik§mingumas bendram misinio toksiSkumui
tverintas naudojant dvifaktoring ANOVA (30 min. poveikio matavimams).
ANOVA duomenys ivertinti remiantis FiSerio kriterijaus reikSmémis ir P
reikSmiy analize. Toliau saveikos reikSmingumo patvirtinimui bei
toksikodinaminio  (antagonistinio, adityvaus, sinergistinio) pobudzio
nustatymui buvo naudojamas redukuotas daugialypés regresijos polinominis
modelis. Siekiant iSvengti multikolinearumo (stiprios koreliacijos tarp
nepriklausomy kintamyjuy) daugialypés regresijos analizés metu naudotos
cheminiy medziagy koduotos koncentracijos (Ren et al., 2004). Mazos ir
didelés tirty cheminiy medziagy koncentracijos miSiniuose koduotos -1 ir +1
reikSmémis, atitinkamai, pagal Sig formulg:

C — Cnaudota B (Cdidelé + Cmafa )/2 (4)
(Cdidelé - Cmaz“a ) / 2

kur C yra koduota individualios cheminés medZiagos koncentracija (t.y. lygtyje
(6) C, ir C), ar musy atveju Cy, Cop, Cs yra koduotos Aroclor 1248, oleino
rugsties ir sieros koncentracijos, atitinkamai); C,,.40,, tai konkreti (didelé arba
maza) naudota cheminés medziagos koncentracija miSinyje; C,,.:;, — maza
koncentracija; Cyq0c — didelé koncentracija.

Pilnas antro laipsnio daugialypés regresijos polinominis modelis
matematiSkai iSreiSkiamas taip:

BL(%) = by + b,C, + b,C, + b,C, x C, + b,C> + b,C,> ¢ (5)

Eksperimenty duomenys atitiko redukuota modeli:

BL(%) = by + b,Cy + b,C, + b,,C, x C, £¢ (6)
kur BL (%) — atsakas, t.y. bioliuminescencijos lygmuo; b, — lygties laisvasis
narys; b — regresijos koeficientai; C — koduota (paskaiCiuota) cheminio
junginio koncentracija; x, y — skirtingi misinio komponentai (C4, Cpg, Cs —

koduotos A, OR ir Sg’ koncentracijos, atitinkamai); xy — Zymi saveikos (C, x
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C,) tarp cheminiy medziagy X ir Y regresijos koeficienta, & — prognozuojamo
bioliuminecencijos lygmens (BL) standartin¢ paklaida. Siekiant sukurti
geriausios kokybés modelius, lygtyje paliekami tik tie lygties nariai, kuriy
regresijos koeficientai yra reikSmingi, o nariai su nereikSmingais regresijos
koeficientais yra paSalinami i§ atitinkamos lygties. Modeliy adekvatumas
{vertinamas atsizvelgiant i determinacijos koeficiento (R?), Figerio kriterijaus
(F) ir P reikSmes. Individualiy X ir ¥ miSinio komponenty poveikis binarinio
miSinio toksiSkumui interpretuojamas pagal lygties nariy regresijos koeficienty
zenklus. Binariniy miSiniy toksikodinaminis poveikis iSreiSkiamas tokiu budu:
1) adityvus, kai regresijos koeficienty (b,, b,) Zenklai neigiami, ir kai Cy x C,
saveika nereikSminga;

2) adityvus su sinergistine saveika pirmu atveju ir kai C, x C, saveika
reikSminga su neigiamu b,,;
3) adityvus su antagonistinés saveikos komponente pirmu atveju, ir kai C, x C,
saveika nereik§minga su teigiamu b,,;
4) antagonistinis, kai regresijos koeficienty (b,, b,) zenklai skiriasi, ir kai C, x
C, saveika yra nereikSminga; ir,

5) antagonistinis su reikSminga saveika ketvirtu atveju, kai C, x C, saveika

reikSminga su neigiamu arba teigiamu b,
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Aplinkos tyrimy srities zurnaluose skelbiama daug darby, analizuojanciy
ksenobiotiky miSiniy poveiki V. fischeri bakteriju bioliuminescencijai,
remiantis koncentracijos adityvumo (CA) ir nepriklausomo veikimo (IA)
modeliais (Altenburger et al., 2000; Backhaus et al., 2000). Be minéty metody
kiti statistinés analizés metodai yra taikomi re¢iau. Zinoma, kad daugialypés
regresijos modeliy analizé yra tinkama miSinio komponenty toksikodinaminiy
efekty apibudinimui Svytin€iose bakterijose (Bois et al., 1986; Ren et al.,
2004). Taigi, Siame darbe A, OR ir S¢’ binariniy misiniy poveiki
bioliuminescencijai in vivo ir in vitro analizavome remiantis statistiniais
daugialypés regresijos modeliais.

Toksikodinaminius miSinio efektus vengiama interpretuoti, kadangi
truksta ziniy apie individualiy cheminiy medziagy poveikio vietas V. fischeri
bakterijose. Yra atlikta tik keletas darby, kurie cheminiy medziagy toksiSkuma
sieja su biocheminiais (enzimologiniais) duomenimis apie Zinomas ar galimas
ksenobiotiky poveikio vietas bioliuminescencijos in vivo ir in vitro sistemose
(Ismailov et al., 2000; Kudryasheva et al., 2002; Wang et al., 2009b). Taigi,
norédami iSsiaiSkinanti toksiniy medziagy poveikio vietas bioliuminescencijos
in vivo sistemoje, Siame darbe vertinome individualiy miSinio komponenty (A,
OR ir Sgo) poveiki atskiry V. fischeri oksidoredukciniy fermenty sistemoms.
Siekiant nustatyti galimas slopikliy veikimo vietas bioliuminescencijos
komplekso fermentuose, tyréme A, OR ir Sg’ poveiki su Siy fermenty
substratais ar bendra ju binariniy miSiniy poveiki bioliuminescencijai in vivo ir

in vitro.

3.1. Individualiy cheminiy medZiagy (A, OR ir Sg) ir jy binariniy miSiniy
poveikis V. fischeri bioliuminescencijai

Hidrofobiniy (nepoliniy) organiniy junginiy toksiSkumas pasireiSkia
narkotiniu veikimo bidu, t.y. jie veikia biologiniy membrany struktiirg ir ju

fermentus (Verhaar et al., 2000). Pastebéta, kad narkotinio veikimo medziagos
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stipriai slopina V. fischeri bakterijy bioliuminescencija pirmomis poveikio
(5—15) minutémis (Hermens et al., 1985; Kaiser ir Palabrica, 1991), taciau po
ilgesnio inkubacijos laiko (45 min.) stebimas visiSkas bioliuminescencijos
atsistatymas, kuris néra buidingas elektrofiliniams (reaktyviesiems, negriZtamai
modifikuojantiems  fermentus) junginiams, pasiZymintiems ilgalaikiu
bioliuminescecijos slopinimu (Dawson et al., 2006). Todé¢l, siekiant iSaiskinti
hidrofobinio ir silpnai polinio A (kaip silpnai poliniy oligoaromatiniy PCB
junginiy misinio), hidrofobinés polinés OR ir hidrofobinés, oksidoredukciniy
savybiy (su sulfhidrilinémis grupémis reaguojanéios) Sg° veikimo tendencijas
bioliuminescencijos in vivo sistemoje, Siame darbe poveikio laikas — 30 min.,
standartinio testo salygomis (LST EN ISO 11348-3:2000), pailgintas iki 60
min.
3.1.1. Individualiy cheminiy medZiagy (A, OR ir Sg’) poveikis
bioliuminescencijai in vivo ir in vitro

In vivo eksperimenty metu nustatyta, kad 0,625 mg/L ir 5 mg/L A V.
fischeri lasteliy bioliuminescencija stipriausiai slopino (19% ir 23%,
atitinkamai) po 15 min. (3.1 pav.). OR maZesniy koncentracijy intervale
(0,390-3,12 mg/L) sukélé didziausia bioliuminescencijos slopinima (nuo 64 iki
71%) po 15 min. (3.2 pav.). Tai remia ankstesnius miisy grupés mokslininky
duomenis, kad OR panasiame koncentracijy intervale (1,56-3,12 mg/L) stipriai
(iki 85%) slopina V. fischeri bioliuminescencija (Cetkauskaité ir Berzinskiené,
2000). Miisy darbe S’ siaurame mazesniy koncentraciju intervale (0,11-0,27
mg/L) slopino bioliuminescencija nuo 90% iki 99% po 15 min (3.3 pav.). Sie
rezultatai patvirtina anks¢iau paskelbtus rezultatus, kad Sg° (0,11-0,22 mg/L)
yra labai toksiska V. fischeri bakterijoms po 5, 15 min. (Cetkauskaités et al.,
2004). Gauti pavieniy medziagy toksiSkumo bioliuminescencijai in vivo
duomenys (3.1-3.3 pav.) liudija, kad OR ir S’ yra toksiskesnés V. fischeri
lasteléems 11 pg/L-3 mg/L koncentracijy intervale nei A 0,625-10 mg/L

koncentracijy intervale.
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3.1 pav. Aroclor 1248 poveikis V. fischeri lasteliy bioliuminescencijai (in vivo). Pateikti
keturiy atskiry eksperimenty vidurkiai + standartinis nuokrypis.

Aroclor 1248 koncentracijos: -- 0 mg/L; -l- 0,625 mg/L; - A- 2,5 mg/L; -[J- 5 mg/L;
-A-10 mg/L.

A (0,625; 10 mg/L), OR (12-195 pg/L) ir Sg° (11-220 pg/L) sukeltas
bioliuminescencijos in vivo slopinimas maze¢jo, ilgéjant poveikio trukmei iki 60
min. (3.1-3.3 pav.). Taigi, galime teigti, kad daugumos A, OR ir Sg’
koncentracijy sukeltas bioliuminescencijos in vivo slopinimas buvo griZtamas.
Yra nustatyta, kad panaSius nuo laiko priklausomus efektus V. fischeri
bakteriju bioliuminescencijai in vivo sukelia hidrofobiniai organiniai junginiai

(nepolinés narkotinés medziagos) — ketonai (Dawson et al., 2006).
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3.2 pav. Oleino riigsties poveikis V. fischeri lasteliy bioliuminescencijai (in vivo). Pateikti
keturiy atskiry eksperimenty vidurkiai = standartinis nuokrypis.

Oleino ragsties koncentracijos: -- 0 ng/L; -l- 12 pg/L; - A- 24 pg/L; -[1- 48,5 pug/L; -A-
195 pg/L; -O- 390 png/L; -@- 1560 png/L; -%- 3120 ng/L.
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3.3 pav. Elementinés sieros poveikis V. fischeri lasteliy bioliuminescencijai (in vivo).

Pateikti keturiy atskiry eksperimenty vidurkiai + standartinis nuokrypis.

Elementinés sieros koncentracijos: -4- 0 pug/L; -Hl- 11 pg/L; -A- 27 ug/L; -[0- 55 pg/L; --
110 pg/L; -A- 220 pg/L; -%-270 pg/L.
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Palyginus A, OR ir S’ poveiki bioliuminescencijos kompleksui in vitro
po 5 min., matyti, kad A (2,5 mg/L) slopino fermentus daug efektyviau, nei OR
(3,12 mg/L) ir S’ (2,2 mg/L) (3.1 lentel¢). Tadiau, Sg’ tokia pacia
koncentracija (2,2 mg/L) sukélé stipriausia slopinima (70%) po 30 min. (3.1
lentelé). Be to, A (2,5-10 mg/L), OR (didziosiomis tirtomis koncentracijomis
6,25-25 mg/L) ir Sg” (0,27-2,2 mg/L) sukeltas bioliuminescencijos in vitro
slopinimas didéjo, ilgéjant poveikio trukmei iki 30 min. (3.1 lentele).
Remiantis Siais duomenimis, galima teigti, kad bioliuminescencijos in vitro

slopinimas A, OR ir Sg’ buvo negriZztamas.

3.1 lentelé. Aroclor 1248, oleino riigsties ir sieros poveikis V. fischeri bioliuminescencijai in

Vitro
Koncentracija, Bioliuminescencija®, % (lyginant su kontrole)
mg/L 5 min. 15 min. 30 min.

Aroclor 1248

2,5 52,99 + 7.27% 55,92 +£1,63* 51,08+ 6,63*
5 65,68 + 4,26%* 64,18 £1,01* 44,17+7,17*
10 72,52 +2,38% 68,61 £5,88% 63,64 +4,13*
Oleino riigstis

3,12 73,34 £ 1,48* 93,95+ 4,86 87,62 +4.22
6,25 62,36 £ 1,56* 69,22 £2,60* 51,81 +£0,46*
12,5 58,04 + 3,50* 58,17 £6,90* 43,81 +1,85*
25 43,60 £ 0,76* 37,83 £1,69% 43,84 +2,62*
Siera

0,27 76,92 £ 8,03* 78,95 £0,70%* 56,23 £9,10*
0,55 68,66 + 7,03* 50,72 £6,76*  32,15+2,25%
1,1 78,90 + 2,89* 53,82 +3,28* 32,67 +4,98*
2,2 70,20 £+ 2,69* 55,45 +0,09* 30,10 +2,80*

* — Pateikti keturiy atskiry eksperimenty vidurkiai + standartinis nuokrypis. Slopikliais
paveikty meéginiy bioliuminescencija statistiSkai reikSmingai skirési nuo atitinkamy
kontroliniy reik§miy (*P < 0,05)

Taigi, individualiy medziaguy A, OR ir Sg’ neigiamas poveikis
bioliuminescencijai in vivo mazéjo ilgéjant inkubacijos laikui, o sistema in
vitro buvo slopinama negriztamai. Sie rezultatai leidzia manyti, kad V. fischeri
lastelés (in vivo) skatina apsauginiy sistemy aktyvuma, kurios uZztikrina
cheminiy medziagy toksiSkumo maZzinima. Kaip jau minéta literatiiros

apzvalgoje, V. fischeri, kaip ir kitose Vibrio spp. bakterijose, gali biti
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aktyvinami hidrofobines toksines medziagas Salinantys (Antunes et al., 2007,
Gu et al, 2009; Kuroda ir Tsuchiya, 2009) arba biotransformuojantys
(Jegathesan ir Paramasivam, 1976; Byers, 1989; Villa ir Willetts, 1997; Kwak
et al., 2003; Jiang et al., 2010) fermentai.

3.1.2. A, OR ir Sy’ binariniy miSiniy poveikis bioliuminescencijai in vivo ir
in vitro (statistiné interpretacija)

Siame darbe A, OR ir Sg” binariniy miginiy toksiskumo poky¢ius, kintant
poveikio laikui, vertinome naudodami trifaktoring dispersing analizg¢. Slopikliu
kombinuoto veikimo toksikodinaminius efektus V. fischeri bioliuminescencijai
in vivo ir in vitro interpretavome naudojant trifaktoring ir dvifaktoring
dispersing analizg bei daugialypés regresijos modelius.
3.1.2.1 Binariniy miSiniy poveikis bioliuminescencijai in vivo

Poveikio trukmés jtaka miSiniy toksiSkumui. A, OR ir Sg’ binariniy
miSiniy toksiSkumo V. fischeri bioliuminescencijai in vivo duomenys
skirtingais poveikio laikais pateikti 3.4-3.6 paveiksluose. Bendriausia
slopinamojo poveikio bioliuminescencijai in vivo kitimo laike analizé leidzia
daryti iSvada, kad didzioji dalis tirty OR ir Sgo, A ir OR, ir A ir Sg° binariniy
miSiniy sukélé dalini bioliuminescencijos funkcijos atsistatyma iki 60 min.
Trifaktorinés dispersinés analizés duomenys atskleidé, kad visu trijy binariniy
miSiniy toksiSkumas (3.4-3.6 pav.) V. fischeri lasteléms kito reikSmingai per
60 min. (3.2 lentel¢; t veiksnys: P < 0,001, Zitreti kitas F, P reikSmes). Taigi,
binariniy miSiniy, kuriuose vienas komponentas buvo silpnai polinis (A) ar
polinis (OR), o kitas pasizymintis oksidoredukcinémis savybémis (Sg’),

poveikis V. fischeri bioliuminescencijai buvo griztamas.
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standartinis nuokrypis.
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3.6 pav. Oleino riigSies ir sieros miSiniy poveikis V. fischeri lasteliu bioliuminescencijai
skirtingais poveikio laikais. Pateikti triju atskiry eksperimenty vidurkiai + standartinis

nuokrypis.

Preliminari dvifaktoriné dispersiné analizé¢ fiksuotais atskirais poveikio
laikais parode, kad cheminiy junginiy koncentracijy skirtingi deriniai beveik
visais atvejais sukélé reikSmingai besiskiriancius efektus ir individualiy
cheminiy junginiy jtaka miSinio toksiSkumui buvo reikSminga po 30 min. D¢l
Siy priezasCiy, 30 min. standartinis poveikio laikas buvo pasirinktas detaliau

analizuoti binariniy miSiny poveikj bioliuminescencijai in vivo.

3.2 lentelé. Poveikio trukmés binariniais miSiniais reik§Smingumas bioliuminescencijai in

vivo: trifaktorinés dispersinés analizés duomenys®

A ir Sg’ miginys A ir OR miginys OR ir S’ miinys

Poveikio F P Poveikio F P Poveikio F P

veiksnys veiksnys veiksnys
t 68,90 <0,001 t 99,13 <0,001 t 96,57 <0,001
tx A 19,57 <0,001 tx A 4,69 0,003 tx OR 3,58  <0,060
t x Sg’ 21,68 <0,001 t x OR 51,96  <0,001 txSg 12,58 <0,001

tx AxSg’ 744 <0,001 tx A x OR 1,98 0,116 txORxSg" 1,17 <0345
* — santrumpos: A — Aroclor 1248; OR — oleino riigstis; S¢” — elementiné oktaedriné siera; F'
— FiSerio dispersiju homogeniskumo kriterijus; P — reikSmingumo lygmuo; t — laikas (< 60
min.).

Misiniy komponenty jtaka toksikodinaminiams efektams. Dvifaktorinés

dispersinés analizés duomenys patvirtino A (P < 0,001), Sg’ (P < 0,001) ir ju
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saveikos (P < 0,015) reik§minguma A ir Sg’ miginio toksiskumui po 30 min.
poveikio (3.3 lentel¢; 3.4 pav.). Pagal daugialypeg regresing analiz¢ $i saveika
yra sinergisting (visi regresijos koeficientai yra neigiami), t.y. toksiniai misinio
efektai yra stipresni nei individualiy medziagy efekty paprastas adityvumas

(3.4 lentele; lygtis 1).

3.3 lentelé. Poveikio veiksniy ir ju sgveikos reikSmingumas miSinio efektams po 30 min.,
naudojant V. fischeri lasteliu bioliuminescencijos testa (in vivo): dvifaktorinés dispersinés

analizés duomenys”

A ir Sg’ miinys A ir OR miSinys OR ir Sg’ miginys

Poveikio F P Poveikio F P Poveikio F P
veiksnys veiksnys veiksnys

A 33,26 <0,001 A 0,60 0,462 OR 39,97 <0,001
S 277,69 <0,001 OR 27,25 <0,001 S 207,97 <0,001
A x Sg° 9,55 <0,015 AxOR 0,15 0,706 OR xSg’ 31,56 <0,001

* — santrumpas zitir. po 3.2 lentele.

3.4 lentelé. Aroclor 1248, oleino riigsSties, elementinés sieros binariniy miSiniy

toksikodinaminiai efektai V. fischeri bioliuminescencijai in vivo po 30 min.: statistiné analizé®

Daugialypés regresijos lygtis Pastabos Toksikodinaminiy
efekty pobudis
Aroclor 1248 ir siera
1) BL (%)=50,0-6,0C;—17,4 Cs— Visi reg. koef. A ir Sg” toksinis
-32CyxCs£3,6 reikSmingi (P <0,015) efektas adityvus,
R?=0,98, F= 106,84, P < 0,001 sinergistiné saveika
Aroclor 1248 ir oleino riigstis
2) BL (%) =83,8—5,0 Cor £ 3,1 C, ir C4 x Cog pasalinti, MiSinio toksinj efekta
R?>=0,76, F=31,15, P < 0,001 kadangi ju reg. koef. apsprendzia tik OR
nereikSmingi koncentracija; saveikos
(P=0,462; P=0,706, néra
atitinkamai);
Cor reg. koef.
reik§mingas (P < 0,001)
Oleino riigstis ir siera
3)BL (%) =41,3—-18,8 Cor— 8,2 Cs+ Visi reg. koef. OR ir Sg’ toksinis
+ 7,3 Cor xCs £4,3 reikSmingi (P <0,031) efektas adityvus; su
R*=0,98, F=98.4, P < 0,001 antagonistine saveikos
komponente

* — lygties kintamyju (BL (%), C4, Cor, Cs ir kt.) reikSmes ziaréti sk. “Medziagos ir metodai”;
R’ (determinacijos koeficientas), F (FiSerio dispersijy homogeniskumo kriterijus) ir P
(reik§mingumo lygmuo) — regresijos lyg€iy statistinio reik§mingumo ir adekvatumo jverciai;
reg. koef. — regresijos koeficientas(ai).
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Dvifaktorinés ANOVA pagalba nustatyta, kad A ir OR saveika (A x OR)
yra nereikSminga (P = 0,71; 3.3 lentelé) ir tik OR koncentracijy pokytis turi
reikSmingos (P < 0,001; 3.3 lentel¢) itakos A ir OR miSinio toksiSkumui po 30
min. (3.5 pav.). Pagal geriausiai rezultatus atitikusia daugialypés regresijos
lygti 30 min. poveikio laikui, $io binarinio miSinio toksiSkuma lémé tik OR
koncentracijy pokyciai (3.4 lentele; lygtis 2). Taigi, A, miSinyje su OR,
poveikis bioliuminescencijai in vivo buvo sumazintas, nors, kaip apraSyta
auki¢iau, tos palios A koncentracijos (2,5 ir 5 mg/L) misinyje su Sg’
reikSmingai apsprendé bioliuminescencijos slopinima (P < 0,015). Be to,
individualiai OR (195 pg/L) sukeltas bioliuminescencijos slopinimas (40%; 3.3
pav.) buvo didesnis, nei A (5 mg/L) ir OR (195 pg/L) koncentracijy miSinio
sukeltas slopinimas (23%) po 30 min. (3.5 pav.). OR toksinio efekto miSinyje
sumaz¢jimas 17%, ir A indélio bendram miSinio toksiSkumui susilpnéjimas
leidzia daryti prielaida, kad A ir OR veiké antagonistiSkai.

Dvifaktorine ANOVA nustatyta, kad OR, Sg° ir jy saveika (OA x Sg’)
reik§mingai nulémé OR ir Sg” misinio toksiskuma bioliuminescencijai in vivo
po 30 min. (P < 0,001 visais atvejais; 3.3 lentele; 3.6 pav.). Pagal daugialypés
regresijos lygti, aprasan¢ia OR ir S’ misinio toksiskuma po 30 min. (3.4
lentelé; lygtis 3), OR ir S’ sukele adityvy toksini poveiki su antagonistinés
saveikos komponente. Kitaip sakant, OR arba Sg’ koncentracijy padidinimas
sukelia miSinio toksiSkumo padidéjima po 30 min., bet miSiniy poveikis
bioliuminescencijai yra stipresnis, nei individualiy medziagy efekty suma.

Taigi, nustatéme, kad trijuy binariniy misiniy sukeliami toksikodinaminiai
efektai in vivo yra skirtingi ir priklauso nuo binarinio miSinio sudéties.
Interpretuojant A ir Sg° binariniy miiniy efektus bioliuminescencijai in vivo,
teigtume, kad papildomy poveikio viety buvimas, gali salygoti Siy medziagy
sinergisting saveika. Remiantis Ziniomis apie chlorinty bifenily (Nishihara,
1984; Mildaziené et al., 2002b; Schlezinger et al., 2006; Aly ir Domenech,
2009) ir sieros (DzZéja et al., 1993, Russell et al., 1995) keleta poveikio viety
biologinése membranose ir apie hidrofobiniy junginiy poveiki Svytinciy

bakterijuy fermenty sistemoms (Francisco et al., 1993; Vetrova et al., 2007;

81



Wang et al., 2009b), galima teigti, kad hidrofobiniai A ir Sg’ turi skirtingas ir
daugybines poveikio vietas V. fischeri bakterijose. Abi Sios hidrofobinés
medziagos gali i8didinti membranos pralaiduma, silpnai polinis A ir
oksidoredukciniy savybiy Sg’ gali slopinti kvépavimo grandings ir
bioliuminescencijos komplekso oksidoredukciniy fermenty aktyvuma
veikdami aktyviyjy centry hidrofobines ar hidrofobines-polines ir sulthidrilines
grupes turin¢ias amino rugstis. Interpretuojant S§iy medziagy toksiSkumo
mazéjima laiko bégyje buvo pasitlyta, kad Sios medziagos individualiai
indukuoja biotransformacijos ar Salinimo procesus (sk. 1.5.1.). Taciau, tikétina,
kad A ir Sg’,veikdami kartu miSinyje, 1étina Sia V. fischeri lasteliy apsauging
funkcija.

A ir OR antagonistinj poveiki bioliuminescencijai in vivo interpretuoti yra
sudétinga, kadangi Sie rezultatai i§ esmés yra prieSingi anksciau nustatytam OR
poveikiui miSiniuose su chlorintais aromatiniais angliavandeniliais.
Pavyzdziui, anks¢iau nustatyta, kad OR (48 ir 190 pg/L) sustiprina chlorinty
fenilkarbamidiniy herbicidy (monurono ir diurono) ir palyginamosios toksinés
medziagos 3,5-dichlorofenolio slopinanti  poveiki V.  fischeri
bioliuminescencijai (Cetkauskaité ir Berzinskiené, 2000; Cetkauskaite ir
Brazénait¢, 2004). Naudojant Caco lasteliy linijos monosluoksni kaip Zmogaus
zarnyno lasteliy modelj, parodyta, kad didel¢, miceles formuojanti, oleino
rugsties koncentracija (0,5 mM arba 0,14 mg/L) didina PCB patekima i lasteles
(Dulfer et al., 1996). Kadangi miisy darbe miSiniy tyrimuose naudojamos OR
koncentracijos (< 195 pg/L arba 0,69 uM) yra 100 karty mazesnés, negu
kritiné miceliy susidarymui koncentracija (0,7-3,5 mM) (Murakami et al.,
1986), tikétina, kad OR nepadidino PCB patekimo | membranas.

OR ir Sg’ toksiskumo padidéjima miSinyje, matyt, lemia tai, kad dvi
skirtingos struktiiros cheminés medziagos veikia keliose skirtingose V. fischeri
membranos vietose. Remiantis prielaida, kad bioliuminescencijos atsistatymas
yra salygojamas apsauginiy fermenty aktyvumo (biotranformacijos ir

1Smetimo), tikétina, kad tokiy fermenty aktyvumas léme¢, kad OR ir Sgo sukeltas
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poveikis buvo mazesnis nei adityvus (t.y. su antagonistinés saveikos

komponente).

3.1.2.2 Binariniy miSiniy poveikis bioliuminescencijai in vitro

Poveikio trukmés jtaka miSiniy  toksiSkumui. Sio tyrimo metu
bioliuminescencijos gesimas buvo stebimas 30 min., kai V. fischeri
NADH:FMN oksidoreduktazés-liuciferazés kompleksas buvo veikiamas A,
OR ir Sg° binariniais miginiais. Palyginus miSiniy slopinanti poveiki
bioliuminescencijai in vitro skirtingu poveikio laiku (3.7-3.9 pav.) galima
daryti iSvada, kad didzioji tirty binariniy miSiniy dalis sukélé
bioliuminescencijos funkcijos gesima ilge¢jant poveikio laikui iki 30 min. (t.y.
sukele negriztama bioliuminescencijos slopinima). Trifaktorines ANOVA
duomenys patvirtino, kad bioliuminescencijos komplekso in vitro
preinkubacijos su A, OR ir Sg° binariniais miSiniais laikas buvo reik§mingas
miSiniy toksiSkumui (3.5 lentelé; t veiksnys: P < 0,001). Taigi, A, OR ir SSO
binariniy miSiniy, kaip ir individualiy junginiy, slopinantis poveikis

bioliuminescencijai kito skirtingai sistemose in vivo ir in vitro.
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3.7 pav. Aroclor 1248 ir sieros misiniy poveikis NADH:FMN oksidoreduktazés - liuciferazés

komplekso bioliuminescencijai in vitro skirtingais poveikio laikais. Pateikti trijuy atskiry

eksperimenty vidurkiai + standartinis nuokrypis.
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3.8 pav. Aroclor 1248 ir oleino rugsies miSiniy poveikis NADH:FMN oksidoreduktazés -
liuciferazés komplekso bioliuminescencijai in vitro skirtingais poveikio laikais. Pateikti trijy

atskiry eksperimenty vidurkiai + standartinis nuokrypis.
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3.9 pav. Oleino rigsies ir sieros miSiniy poveikis NADH:FMN oksidoreduktazés -
liuciferazés komplekso bioliuminescencijai in vitro skirtingais poveikio laikais. Pateikti triju

atskiry eksperimenty vidurkiai = standartinis nuokrypis.
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3.5 lentelé. Poveikio trukmés binariniais miSiniais reikSmingumas bioliuminescencijai in

vitro: trifaktorinés dispersinés analizés duomenys®

A ir S’ miinys A ir OR miSinys OR ir Sg’ miinys

Poveikio F P Poveikio F P Poveikio F P

veiksnys veiksnys veiksnys
t 94,76 <0,001 t 43,05 <0,001 t 106,34 < 0,001
tx A 0,71 0,505 tx A 3,57 0,051 txOR 7,05 0,008
t x S’ 24,87 <0,001 tx OR 7,84 0,004 txSg’ 15,25 <0,001

tx AxSg® 3,87 0,038 tx AxOR 5,03 0,019 txORxS 1,24 0,320

* — santrumpas Zitir. po 3.2 lentele; t < 30 min.

Misiniy komponenty jtaka toksikodinaminiams efektams. Pagal dvifaktorinés
ANOVA duomenis A ir Sg’ reik§mingai apsprendé ju misinio slopinanti
poveiki (A: P < 0,042; S P < 0,001; 3.6 lentele; 3.7 pav.), taCiau A ir Sg?
saveika po 30 min. buvo nereikiminga (P = 0,202; 3.6 lentelé). Pagal A ir Sg’
miinio efektus po 30 min. aprasandia daugialypés regresijos lygti A ir Sg’
slopino bioliuminescencija in vitro adityviai be reikSmingos saveikos (3.7
lentele; lygtis 1). A ir Sg° adityvumo paaiskinimui galima padaryti keleta
prielaidy. Verta prisiminti, kad liuciferazés ir NAD(P)H:FMN
oksidoreduktazés aktyviuosius (FMNH,/FMN ir NAD(P)H suri§imo) centrus
sudaro hidrofobinés ir hidrofobinés - polinés amino riigStys (sk. 1.5.6.; Koike
et al., 1998; Low ir Tu, 2002; Li ir Meighen, 1995; Li et al., 1999; Campbell ir
Baldwin, 2009). Cisteino sulfhidriliné grupé yra svarbi liuciferazeés aktyvumui
(Fried ir Tu, 1984; Abu-Soud et al., 1993; Lei et al., 1994). Taigi, Siame darbe
naudotas silpnai polinis A, kaip galimas kandidatas veikti NADH ir FMN
suriSimo vietose NADH:FMN oksidoreduktazéje bei FMNH, suriSimo vietoje
liuciferazéje, ir Sg°, kaip sulfhidrilines grupes oksiduojantis agentas, padidino
vienas kito toksiSkuma, veikdami skirtingose bioliuminescencijos komplekso

vietose.

3.6 lentelé. Poveikio veiksniy ir ju saveikos reikSmingumas, naudojant bioliuminescencijos
in vitro testa, po 30 min.: dvifaktorinés dispersinés analizés duomenys®

A ir Sg’ miinys A ir OR miginys OR ir Sy’ miinys
Poveikio F P Poveikio F P Poveikio F P
veiksnys veiksnys veiksnys
A 6,64 <0,042 A 72,28 0,001 OA 95,82 < 0,001
Sg’ 42,59 <0,001 OA 759,00 <0,001 Sg° 741,58 <0,002

A x Sg° 2,05 <0,202 A x OA 1356,10 0,001 OA x Sg° 12,19 < 0,040

* — santrumpas Zitr. po 3.2 lentele.
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3.7 lentelé. Aroclor 1248, oleino riigSties ir elementinés sieros binariniy miSiniy
toksikodinaminiai efektai V. fischeri bioliuminescencijos kompleksui in vitro po 30 min.:

statistiné analizé)®

Daugialypés regresijos lygtis Pastabos Toksikodinaminiy
efekty pobidis

Aroclor 1248 ir siera
1)BL (%)=303-2,7C4—54 Cs* Saveikos narys (Cyx Cs)  Air Sgo adityvus
+2,69 pasalintas i$ lygties, toksinis efektas;
R*=0,89, F=22,74, P < 0,001 kadangi jo reg. koef. saveika nereik§minga
nereik§mingas (P < 0,202);
kiti reg. koef. reikSmingi

(P <0,019).
Aroclor 1248 ir oleino riigstis
2) BL (%) =533+ 1,23 Cy— Visi reg. koef. A ir OR antagonistinis
—39Cor—53CyxCpor£0,42 reik§mingi (P <0,001).  toksinis efektas;
R*=0,99, F= 679, P < 0,001 reikSminga saveika
Oleino rugstis ir siera
3) BL (%) =26,64 —3.39 Cor — Visi reg. koef. reik§mingi  OR ir Sg’ adityvus
-9,44 C5—1,21Cpp x Cs £ 0,82 (P <0,04). toksinis efektas;
R?= 0,99, F=257, P<0,001 sinergistiné saveika

* — paaiSkinimus ir santrumpas zitr. po 3.4 lentele.

A ir OR binariniy miSiniy toksiSkumo analizé, remiantis dvifaktorine
ANOVA, leidzia teigti, kad A, OR ir ju saveika A x OR po 30 min. buvo
reikSminga bendram miSinio toksiSkumui (P < 0,001 visais atvejais; 3.6
lentelé; 3.8 pav.). ToksiSkumo rezultatus atitikusi daugialypés regresijos lygtis
A ir OR miSiniams 30 min. poveikio laikotarpiui (3.7 lentel¢; lygtis 2) nurodo,
kad A ir OR neigiamas poveikis bioliuminescencijai pasireiské su reikSminga
bioliuminescencijos funkcija slopinancia saveika. Be to, teigiamas regresijos
koeficientas prieS A lygties nari reiSkia, kad A koncentracijos padidinimas
sukelia miSinio toksiSkumo sumazgjima, t.y. antagonistini poveiki. A gali
veikti FMNH, suriSimo ir kitose liuciferazés ir NADH:FMN oksidoreduktazés
hidrofobinése vietose. OR (arba kalio oleatas, abu hidrofobinés alifatinés
struktiiros junginiai, poliniai ties pH 7,0) galimai jungiasi n-dekanalio suri§imo
vietose, kadangi zinoma, kad hidrofobinés struktiiros alifatiniai junginiai
konkuruoja su dekanaliu ([{anunos u Eropos, 1990; Curry et al., 1990). Taigi,
Siy cheminiy junginiy suriSimas skirtingose vietose gali padidinti
bioliuminescencijos komplekso slopinima dé¢l kombinuoto ju poveikio. Be to,

remiantis V. harveyi liuciferazés slopinimo aldehidu kinetiniais tyrimais
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pasiiilyta, kad FMNH, suriS§imo vieta ir aldehidu slopinama vieta persidengia
(Lei et al., 1994). Taigi, A ir OR binarinio miSinio toksiSkumo maZzéjimas,
didinant A koncentracija miSinyje, gali buti paaiSkintas hidrofobiniy silpnai
poliniy oligoaromatiniy PCB molekuliy iSsidéstymu Salia OR prisijungimo
vietos, taip uzkertant kelig ir OR prisijungimui.

OR ir Sg° binariniy miiniy efekty dvifaktorineé ANOVA 30 min. poveikio
laikui, nurodo, kad OR, Sg’ ir ju saveika (OR x Sg’) statistiskai reik§mingai (P
< 0,04; 3.6 lentel¢) nulémé miSinio toksiSkuma (3.9 pav.). Pagal daugialype
regresine lygti, aprasancia OR ir Sg misinio toksiskuma po 30 min. poveikio
(3.7 lentele; lygtis 3), galima interpretuoti, kad OR ir Sg° veiké adityviai su
sinergistine saveika. Tokio efekto paaiSkinimas galéty buti toks: alifatiné OR,
galimai prisijungianti alifatinio aldehido n-dekanalio suri§imo vietose, ir Sg’,
reaguojanti su sulthidrilinémis fermenty funkcinémis grupémis, iSdidina viena
kitos toksiSkuma, veikdamos skirtingose bioliuminescencijos komplekso
vietose (Lei et al., 1994; Choi et al., 1995).

Apibendrinant miSiniy toksikodinaminiy efekty statisting interpretacija (sk.
3.1.2.), galima teigti, kad nustatyti skirtingi toksikodinaminiai efektai
bioliuminescencijai po 30 min. priklaus¢ nuo tiriamos bioliuminescencijos
sistemos. A ir Sg’ veiké sistema in vivo adityviai su sinergistine saveika, o
sistema in vitro — adityviai be reikSmingos saveikos; A ir OR veike
antagonistiskai abiejose sistemose; OR ir Sg’ poveikis sistemai in vivo buvo
adityvus su antagonistinés saveikos komponente, o in vitro — adityvus su
sinergistine saveika. Individualiy tarSaly (A, OR ir Sgo) ir ju binariniy misiniy
slopinantis poveikis bioliuminescencijai mazgjo, ilgéjant poveikio laikui (30,
60 min.) in vivo, bet ne in vitro sistemoje. Tai leidzia teigti, kad
bioliuminescencijos in vivo sistemoje yra indukuojami apsauginiai fermentai,
kurie Salina arba transformuoja Sias toksines medziagas.

Skirtumai tarp bioliuminescencijos in vivo ir in vitro tyrimy sistemy.
Kadangi skiriasi pacios bioliuminescencijos in vivo ir in vitro sistemos bei Siy
sistemuy poveikio vertinimo metodologijos, yra sudétinga lyginti toksiniy

medziagy ir ju miSiniy efektus abiems sistemoms. Gerai Zzinoma, kad
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Svytinciose bakterijose (V. fischeri, V. harveyi, P. phosphoreum) tik apie 17%
viso sunaudojamo deguonies tenka liuciferazés reakcijai. Be to, elektrony
srautas nukreipiamas i liuciferazés (bioliuminescencijos komplekso) kelig tik
tada kai kvépavimo grandinés (citochromuy) kelias yra isotintas (Bourgois et al.,
2001). Kadangi bioliuminescencijos in vitro sistema gaunama atskiriant ja nuo
membranos, tokioje sistemoje nelieka oksidoredukcinio apjungimo su
kvépavimo grandine, todé¢l sistemos in vitro atveju nebelieka slopikliams
jautrios NAD(P)H tiekimo bioliuminescencijos kompleksui reguliacijos. Taigi,
bioliuminescencijos sistemos in vivo slopinima gali lemti ne tik tiesioginé
cheminiy medziagy saveika su bioliuminescencijos komplekso fermentais, bet
ir redukuoto kofermento NAD(P)H tiekimo bioliuminescencijos kompleksui
reguliacija. Antra vertus, pagrindiniai metodologiniai skirtumai yra S$ie:
baltymo koncentracija, reikalinga pasiekti panasy bioliuminescencijos
lygmeni; didelés substraty koncentracijos sistemos in vitro atveju (kai néra
substratus regeneruojancios apjungtos fermenty sistemos); terpés sudétis
(juriniy bakterijy V. fischeri terpés atveju — 340 mM Na' koncentracija), ir kt.
Sios salygos veikia bioliuminescencinés sistemos jautruma slopikliams.
Nepaisant Siy skirtumy, sistemos in vifro tyrimy duomenys gali papildyti
sistemos in vivo tyrimy rezultatus, nes rodo papildomas toksiniy medziagy
veikimo vietas konkreCiose fermenty sistemose.

AiSkinant bendryju anestetiky (hidrofobiniuy, nepoliniy organiniy cheminiy
junginiy) toksikodinaminius efektus, priimta, kad abu, adityvus ir
antagonistinis, efektai gali pasireiksti, kai cheminés medZiagos konkuruoja del
to paties, ar keicia kit (alostering) receptoriaus arba fermento vieta (Jenkins et
al., 2008; Lei et al.,, 1994). Taigi, Siame darbe nustatyti trys skirtingi
toksikodinaminiai efektai (antagonistinis, adityvus ir adityvus su sinergistine
saveika) sistemai in vitro, kartu su apibendrintais literatiiros duomenimis, rodo,
kad net fermenty sistemoje (in vitro) hidrofobinés toksinés medziagos gali
turéti kelias veikimo vietas (Curry et al., 1990; Abu-Soud et al., 1993; Lei et
al.,, 1994; Koike et al., 1998; Low ir Tu, 2002). IS kitos pusés, prieSingas

toksiSkumo stiprumo kitimas bioliuminescencijos sistemose in vivo ir in vitro,
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liudija, kad tik sistema in vivo pasizymi toksiniy efekty mazinimu. Visi Sie
duomenys paskatino i§samesnius individualiy toksiniy junginiy poveikio viety

tyrimus abiejose (in vivo ir in vitro) sistemose.

3.2. A, ORir Sy’ poveikis V. fischeri bakterijy oksidoredukciniy fermenty
sistemy ir citoplazminés membranos biiklei in vivo

Antruoju tyrimo etapu analizavome galimus tarSaly efektus V. fischeri
lasteliy oksidoredukcinei buklei: lasteliy ROS gamybai; lasteliy redukcinei

gebai; deguonies sunaudojimui; ir membranos potencialui.
3.2.1. Aktyviyjy deguonies formy susidarymo pokyc¢iai

Nustatyta, kad aktyviosios deguonies formos (ROS) susidar¢ V. fischeri
lastelése, paveiktose tiek A, OR ir Sgo, tieck kontroliniu tirpiklio kiekiu
(etanoliu, 0,5%) (3.10 pav.). Lyginant su kontrole, A (5 mg/L) ir OR (6,25
mg/L) skatino ROS gamyba, taiau S¢’ (1,1 mg/L) — maZino (3.10 pav.).
Aktyviyjy deguonies formy kiekis slopikliais paveiktose lastelése didéjo
ilgéjant poveikio laikui.

Zinoma, kad eukarioty hepatocituose PCB giminingi junginiai pladiame
koncentracijy intervale (28,9 pg/L-33 mg/L) sukelia ROS susidarymo
skatinima (Schlezinger et al., 2006; Aly ir Domenech, 2009) bei
antioksidantiniy fermenty (glutationo peroksidazés ir glutationo reduktazés)
iSeikvojima (Aly ir Domenech, 2009). Tuo tarpu, miisy tyrimy duomenys
irodo, kad PCB (Aroclor 1248) 5 mg/L koncentracija gali didinti ROS gamyba
V. fischeri lastelése.

Anksciau buvo nustatyta, kad LRR skatina ROS gamyba mitochondrijose
tiesioginio elektrony transporto metu, bet mazina ROS susidaryma atgalinio
elektrony transporto metu (Schonfeld ir Wojtczak, 2007). Taigi, miisy
duomenys, kad OR skatina ROS susidaryma ir deguonies sunaudojima (t.y.
tiesioginis elektrony transportas) V. fischeri lastelése yra palyginami su
Schonfeld ir Wojtczak (2007) gautais riebaly rugsciy  poveikio

mitochondrijoms rezultatais.
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3.10 pav. Aroclor 1248, oleino riigsties ir sieros itaka ROS susidarymui V. fischeri lastelése.
Galutinis V. fischeri lasteliy optinis tankis (OTse) buvo 0,3; kitas salygas ziGiréti sk.
“Medziagos ir metodai”. Pateikti trijy atskiry eksperimenty vidurkiai + standartinis

nuokrypis. --¢-- Kontrolé, -l- A 5 mg/L, -A- OR 6,25 mg/L, -[1- S 1,1 mg/L.
3.2.2. Lasteliy redukcinés gebos skatinimas

Bioliuminescencijos in vivo atsistatyma (sk. 3.1.1.) gali lemti apsauginiy
fermenty sistemy aktyvumas V. fischeri lastelése. Vienas 1§ galimy V. fischeri
apsauginiy sistemy aktyvumo pozymiy yra redukciné (antioksidanting) Iasteliy
geba, kurig vertinome FRAP metodu. Nustatyta, kad paciu V. fischeri lasteliy
FRAP reikmés buvo mazos (3.11 pav.). Tadiau, Sg° (0,55-2.2 mg/L) padidino
lasteliy redukcing geba net per pirmaja minut¢ (duomenys nepateikti), o po 5
min. FRAP reik§més buvo 2-4 kartus didesnés, lyginant su kontrole (Sg’ ir
etanolis netur¢jo itakos FRAP reakcijai be lasteliy). Sios FRAP reik§més
mazéjo, ilgéjant lasteliy preinkubacijos su Sg’ laikui iki 60 min. Priesingai,
labai nedidelis FRAP reikSmiy padidéjimas (artimas kontrolinéms reikSméms)
buvo stebimas su kitais dviem junginiais A (2,5 mg/L) ir OR (3,12 mg/L) per
5-60 min. Tai leido daryti prielaida, kad Sg’ indukavo V. fischeri lasteliy
redukcing geba daug stipriau nei A ir OR. Lasteliy pagaminty redukuojanciy

ekvivalenty kiekis mazg¢jo, ilgéjant poveikio laikui (iki 60 min.).

90



—_
»

B 5 min. B 15 min. A 30 min. O 60 min.

)
>

-_— -—
o O N
I I I

Fe’* koncentracija (uM

SNNNANNNNNNNNNN

SNNNNNNNN

NN

I

)

bl

Kontrole ~ A(25) OR(3,12) S(055 S(11) S

Koncentracijos (mg/L)

N

3.11 pav. Aroclor 1248, oleino rugsties ir sieros itaka V. fischeri lasteliy redukcinés gebos
pokyc¢iams. Galutinis V. fischeri lasteliy optinis tankis (OTse) buvo 0,3; kitas salygas zitiréti
sk. “Medziagos ir metodai”. Pateikti trijy atskiry eksperimenty vidurkiai + standartinis

nuokrypis.

FRAP metodas yra paremtas reagento redukcija, kaip ir tetrazolio duskuy,
rezazurino ir kt. redukcijos metodai, kurie naudojami mikroorganizmy
dehidrogenaziy aktyvumo nustatymui (Lopez et al., 1986; Gabbita ir Hang,
1984; Liu, 1986). Tai rodyty, kad FRAP metodu nustatoma, Sgo indukuojama
V. fischeri lasteliy redukciné geba atspindi oksidoredukciniy fermenty
aktyvuma. Kyla klausimas, kokie redukuojantys ekvivalentai gaminami V.
fischeri oksidoreduktaziy.

Zinoma, kad Vibrio spp. geba redukuoti jvairius junginius (chromata,
dumbliy mikrosporiny amino riigstis, gelezies druskas) (Fulladosa et al., 2006;
Shick ir Dunlap, 2002; Hasanuzzaman ir Araki, 2001), todél yra tikimybé, kad
V. fischeri taip pat gali redukuoti Sg° iki H,S.

Yra tikimybeé, kad V. fischeri geba atlikti kitokias biotransformacijos
reakcijas. Cetkauskaité su bendraautoriais (2004) teige, kad Sg’ toksiskumo
mazéjima gali lemti yra Sg” oksidacija. Verta pazyméti, kad Sg° oksiduojangios
bakterijos (pvz., Acidithiobacillus thiooxidans) turi sieros dioksigenazes (EC
1.13.11.18), kuriy katalizuojamos Ss° oksidacijos pradinése stadijose susidaro

H,S ir monooroganilpolisulfanas (GS,H, n>1) (Rohwerder ir Sand, 2003).
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Be to, nustatyta, kad H,S gamyba i§ baltymy arba kity sieros organiniy
junginiy yra daugumos heterotrofiniy bakteriju, iskaitant Vibrio spp.,
identifikavimo Zymuo (Jegathesan ir Paramasivam, 1976). Taigi, atsizvelgiant {
iSvardintus duomenis, tikétina, kad V. fischeri lastelése susidares redukuojantis
junginys yra H,S.

Sia prielaida remia ir tai, kad jvairios gelezies (III) druskos (sulfatas,
citratas, chloridas), kartu su kitais oksidacijos-redukcijos reakcijose
dalyvaujanciais organiniais junginiais yra naudojamos kaip H,S nustatymo
arba pasalinimo agentai (http://lydakis.chania.teicrete.gr/;
http://www.wipo.int/).

Didziausias bioliuminescecijos slopinimas Sg’ bei didziausios FRAP
reik§més buvo nustatytos po 5 ir 15 min. poveikio Sg’, o véliau buvo stebimas
Siy procesy silpimas. Taigi, tikétina, kad bioliuminesencijos atsistatyma lémé
Sg’ biotransformacija iki maZiau toksisko junginio. PavyzdZiui, Zinoma, kad
H,S (30 min. ECsy = 9,38 mg/L) yra maziau toksiSkas V. fischeri bakterijoms
nei siera Sgo (15 min. EC5y = 11,9-36 pg/L) (Jacobs et al., 1992; Salizzato et
al., 1998a; Svenson et al., 1998; Pardos et al., 1999). Be to, miisy gauti
rezultatai rodo, kad natrio sulfidas 100-1000 karty didesnémis (0,04—8 mg/L)
nei sieros koncentracijomis silpnai slopina V. fischeri bioliuminescencija, esant
pH 7,0 (Kalciené ir Cetkauskaité, 2006).

Verta pazyméti, kad FRAP tyrimas yra netiesioginis bendrosios
antioksidantinés gebos testas (jis nejautrus —SH grupes turintiems
antioksidantinés sistemos fermentams); tac¢iau FRAP duomenys serumo
pavyzdziuose silpnai, bet statistiSkai reikSmingai koreliuoja su deguonies (arba
pro-oksidanty - peroksilo, hidroksilo) radikaly sugerties geba (ORAC) (Prior ir
Cao, 1999). Tokia pa¢ia S’ koncentracija (1,1 mg/L) sukeltas ROS gamybos
sumaz¢jimas (3.10 pav.) ir antioksidantinés lasteliy gebos aktyvumas (3.11
pav.) (abu iki 1 val.)) rodo galima oksidoredukciniy fermenty sistemos

indukcija.
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3.2.3. Deguonies sunaudojimo skatinimas

Deguonies sunaudojimas arba kvépavimas daugelyje prokariotiniy
lasteliy ir eukarioty mitochondrijose atspindi oksidacinio fosforilinimo biiklg.
Klasikinis kvépavimo skyriklis, silpna riugstis (pK, 4,1) 2,4-dinitrofenolis (200
uM arba 36,8 mg/L), naudotas Siame darbe kaip palyginamasis junginys, ir A
(5 mg/L) padidino V. fischeri lasteliy deguonies sunaudojima 31% ir 13%,
atitinkamai (duomenys nepateikti), esant pH 7,0. PanaSiai, OR (2,5-3,12
mg/L) skatino V. fischeri lasteliy kvépavima 14% (3.12a pav.). Tik didelé Sg°
koncentracija (2,2 mg/L) skatino kvépavima 20%, esant pH 7,0 (3.12b pav.).
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3.12 pav. V. fischeri bakterijy deguonies sunaudojimo skatinimas po 5 min. trukmés poveikio
oleino riigstimi (a) ir siera (b) esant skirtingiems pH. Galutinis V. fischeri lasteliy optinis

tankis (OTs90) buvo 0,3. -¢- pH 6,0; -- pH 7,0.

Siame darbe nustatyta, kad OR ir Sg” sukeltas kvépavimo skatinimas esant
pH 6,0 buvo reikSmingai (P < 0,05) didesnis nei ties pH 7,0 (3.12a pav.; 3.12b
pav.). Yra zinoma, kad oksidacinio fosforilinimo skyrikliai yra maziau aktyvis
Sarminiame pH (> 7,0) (Tokuda ir Unemoto, 1983; Wada et al., 1992).
Ankstesni tyrimai rodo, kad V. harveyi augimas, liuminescencija ir kvépavimas
yra atspariis CCCP (10 uM or 2 mg/L) poveikiui, esant pH 7,5-8,5, t.y. kai
elektrocheminis gradientas palaikomas Na“ jonais (Wada et al., 1992;
Fujiwara-Nagata et al., 2003). Taigi, gauti rezultatai leidzia teigti, kad OR ir

S¢’ koncentracijy intervale nuo 0,14 iki 3,12 mg/L veiké panafiai kaip
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klasikiniai skyrikliai, kurie iSsklaido protonuy gradienta efektyviau esant pH
6,0, kai elektrocheminé energija priklauso daugiausiai nuo H', bet ne nuo Na"
gradiento.

V. fisheri bakterijy kvépavimas, oksiduojant NADH, atspindi deguonies
sunaudojima tiek kvépavimo grandinés fermentais (apimant Na'-pompuojanéia
NADH:chinono oksidoreduktaze, kuri geba pernesti Na' i§ lastelés vidaus i
iSore), tiek bioliuminescencijos kompleksu. Be to, zinoma, kad kvépavimo
skatinimas elektrochemini protony ir jony gradienta generuojanciose
membranose, kurios biidingos ir jurinéms V. fischeri, yra skyriklinio veikimo
pozymis (Skulachev, 1998).

Taigi, §io darbo duomenys apie du vienu metu vykstanc¢ius procesus, t.y.
A, OR arba S’ sukelta bioliuminescencijos slopinima ir deguonies
sunaudojimo skatinima, leidZia teigti, kad keli i§ daugelio galimy $iy junginiy
veikimo mechanizmy yra nepakankamas elektrony patekimas |
bioliuminescencijos komplekso kelia (kai nepakankamai isotinta kvépavimo
granding); galimas bioliuminescencijos komplekso kelio fermenty slopinimas;
ir galimas citoplazminés membranos pralaidumo did¢jimas (specifinis arba ne).
Pastaraji efekta gali sukelti skyriklinis, atskiriantysis entropinis arba narkotinis

cheminiy medziagy veikimas.
3.2.4. Poveikis membranos potencialui

Rezultatai, kad hidrofobiniai junginiai A, OR ir Sg’ sukelia V. fischeri
bioliuminescencijos slopinima, deguonies sunaudojimo skatinimg bei ROS
gamybos pokyc¢ius, rodo, kad toksiniy medziagy veikimo vietos yra
citoplazminéje membranoje. Kyla klausimas, kaip Sios toksinés medziagos
keicia vidinés membranos laiduma.

Verta pabrézti, kad iprastai vidinés membranos lipidy dvisluoksnis yra
pakankamai laidus lipofiliniams junginiams. Taciau gram-neigiamy bakterijy
iSoriné membrana sudaro barjera pasyviai lipofiliniy katijoniniy junginiy
difuzijai 1 lasteles, nes turi neigiamai ikrauta lipopolisacharidy sluoksni, kuris

yra stabilizuojamas dvivalen¢iy metaly jony (Nikaido, 2003). Pavyzdziui,
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gram-neigiamy Escherichia coli iSorinés membranos pralaidumui padidinti yra
naudojamas EDTA, kuris sudaro kompleksus su dvivalenciais metaly jonais, ir
kelis kartus padidina iSorinés membranos pralaiduma (Leive, 1965; Pudziuvyté
et al., 2008). Siame darbe, kaip ir bioliuminescencijos matavimo atveju,
panaudotos EDTA neapdorotos V. fischeri lastelés. Neapdorotos V. fischeri
lastelés (10° lasteliw/ml) sugéré apie 0,3 uM TPP™. V. fischeri bakterijy iSorinés
membranos baltymai porinai gali uZtikrinti lipofilinio katijono sukaupima bei
bioliuminescencijos jautruma ivairioms hidrofobinéms medziagoms. V. fischeri
kaip ir kitos gram-neigiamos bakterijos turi iSorinés membranos porinus,
pavyzdziui OmpU (32,5 kDa baltyma), kuris, pirma, kaip ir kiti porinai
praleidzia iki 1000 Da molekulinio svoro junginius; antra, yra katijonams
selektyvus; trecia, suteikia atsparuma tulzies druskoms; ir, ketvirta, yra svarbus
simbiontinei kolonizacijai (http://www.tcdb.org/; Aeckersberg et al., 2001;
Benz, 2004). Tod¢l galima manyti, kad tokie baltymai iSorinéje membranoje
galéty sudaryti pakankama pralaiduma katijoniniam TPP". Antra vertus, mazas
lipopolisacharidy neigiamas kriivis bei iSorinéje membranoje eksponuoti
fosfolipidy fragmentai gali sudaryti geras TPP" laidumo salygas. Pavyzdziui,
pastarasias membranos savybes turi lipofiliniams junginiams jautrios V.
cholera bakterijos, kurios membranos sudétimi yra panasios i V. fischeri (Paul
etal., 1992).

Kaip minéta literatiros apzvalgoje (sk. 1.5.3.), jirinése Vibrio spp.
bakterijose skersai citoplazminés membranos sukuriamas ne tik H', bet ir
papildomas Na" elektrocheminis gradientas, kurj formuoja Na' jonus
pompuojanti NADH-chinono oksidoreduktazé bei Na'/H" priesnaSos nesiklis
(Oh et al., 1991; Hayashi et al., 2001). Protony elektrocheminis gradientas
(Apy.) ir ji buferinanti forma — Na' gradientas (Aun,.) gali biiti panaudojami
ATP sintezei, medziagy (P,, metabolity ir toksiny) transportui, ziuzelio
judéjimui, ir gali buti iSsklaidytas, protonams pratekant per membrang
(Ckynaues, 1989). Taigi, Auy: it Auna+ yra naudojami V. fischeri lastelése
membranos potencialo palaikymui. Todél Siame darbe atlikty eksperimenty

salygomis (2% NaCl, pH 7,0) membranos potencialo jautrumas lipofiliniams ar
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skyrikliniams junginiams galéty biiti Zymiai mazesnis, nei rigsStiniame pH, kai

dominuoja tik protony gradientas.
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3.13 pav. Aroclor 1248, oleino riigsties ir sieros sukelti V. fischeri lasteliy membranos
potencialo pokyciai. Galutinis V. fischeri lasteliy optinis tankis (OTsgg) buvo 0,9. Nurodytas
inkubacijos su slopikiais ar kontrole (etanoliu) laikas. Pateikti trijy atskiry eksperimenty

vidurkiai + standartinis nuokrypis.

Siame darbe A (5 mg/L arba 17,12 puM) sumazino V. fischeri membranos
potenciala 8 mV per 10 min. (3.13 pav.). Verta priminti, kad tokia pati A
koncentracija skatino deguonies sunaudojima ir ROS susidaryma V. fischeri
lastelése. Anksciau panasiis efektai buvo nustatyti, paveikus ziurkiy kepeny
mitochondrijas PCB misiniu KC-400, kurio sudétis yra analogiska Aroclor
1248 sudéciai. KC-400 (30 mg/L) skatino 4-os metabolinés biisenos
mitochondriju kvépavima, naudojant o-ketogliutarata/malata, iSsklaidé
membranos potenciala bei skatino vidulasteliniy K i§¢jima (Nishihara, 1985).
Buvo parodyta, kad neplanariniai tetrachlorobifenilai, TCB (turintys
maziausiai 2 Cl atomus 2,2° ir kitose, pvz., 6,6, bifenilo Ziedy padétyse),
koncentracijy ribose nuo 40 iki 80 puM sukelia oksidacinio fosforilinimo
atskyrima, membranos pralaiduma Ca®", K" jonams bei potencialo sumaz¢jima

ziurkiy kepenuy 4-os metabolinés buisenos mitochondrijose (Nishihara et al.,
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1987). Taciau tirti planariniai TCB skyrikliniu veikimu nepasizymeéjo
(Nishihara et al., 1987). Tuo tarpu neplanarinis 2,2°,5,5’-TCB (5,8 mg/L arba
20 uM) padidino vidinés membranos pralaiduma jonams, silpnai padidino
membranos potenciala (3 mV) ir slopino kvépavima bei fosforilinima 3-i0s
metabolinés biisenos Ziurkiy kepenu mitochondrijose (Mildazien¢ et al.,
2002b).

Kadangi A turi pakankamai didel; kieki neplanariniy PCB (~42%), kai
kurie A sukelti efektai V. fischeri lastelése (deguonies sunaudojimo (sk. 3.2.3.)
ir ROS (sk. 3.2.1.) susidarymo skatinimas, membranos potencialo maZinimas)
buvo panasiis 1 neplanariniy PCB sukeliamus efektus mitochondrijose. Be to
membranos potencialo maZinimas budingas skyrikliniam veikimui, o PCB
neturi disocijuojancios organings rigsties grupes, todel jie neturéty veikti kaip
klasikiniai protonoforiniai skyrikliai.

Anksciau buvo nustatyta, kad Aroclor 1257 (10—60 uM arba 6,5-33 mg/L
koncentracijy intervale) (Aly ir Domenech, 2009) ir 2,2°,5,5’-TCB (5,8 mg/L)
(Mildaziené et al., 2002b) slopina Ziurkiy kepenuy mitochondriju kvépavimo
grandinés pirmaji kompleksa. Taigi, misy darbe A (5 mg/L) veiké keliais
budais: skatino deguonies sunaudojima (sk. 3.2.3.); mazino membranos
potenciala; skatino ROS susidaryma, matyt, veikdamas specifisSkai V. fischeri
kvépavimo grandinés komponentus (pvz., NADH dehidrogenazes). Taip pat
yra tikimybe, kad A V. fischeri bakterijose sukélé nespecifini membranos
pralaiduma kaip ir kiti neplanariniai PCB mitochondrijose anks¢iau minétais
atvejais.

Misy darbe maza OR koncentracija neturéjo itakos membranos
potencialui (3,12 mg/L arba 11 uM), o didel¢e OR koncentracija (25 mg/L)
neZymiai padidino membranos potenciala ~2 mV per 10 min. (3.13 pav.).
Zinoma, kad riebaly riigitys mitochondrijose veikia kaip klasikiniai
oksidacinio fosforilinimo skyrikliai, t.y. mazina membranos potenciala
(Rottenberg ir Hashimoto, 1986). Taciau OR poveikis V. fischeri lasteléms

skiriasi nuo poveikio mitochondrijoms. OR skatino deguonies sunaudojima
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(3.12 pav.), tac¢iau membranos potencialui netur¢jo itakos arba ji nezymiai
didino (3.13 pav.). Tikétina, kad membranos potencialo padid¢jima 10 minuciy
laikotarpyje 1émé papildomy Na" ar K* gradienty poky¢iai (pvz., K i§éjimas).
Zinoma, kad jiirinése Vibrio spp. protony elektrocheminj gradienta reguliuoja
Na'/H', K'/H" prie$nasos nesikliai (Nakamura et al., 1984; Nakamura et al.,
1995; Dibrov ir Fliegel, 1998), todél membranos potencialas priklauso ir nuo
Siy neSikliy veiklos. Nustatyta, kad riebaly rigstys (0,304-0,497 uM)
pazeidzia cianobakterijy (Anabaena P-9) citoplazminés membranos
integraluma, sukeldamos vidulasteliniy K™ i$¢jima (Wu et al., 2006). Tiriant
eukariotinése lasteles parodyta, kad OR (25 uM arba ~ 7 mg/L) blokuoja
aktyviaja transepiteling Na™ pernasa (92%) kovalentidkai prisijungdama prie
Na' kanaly, ir panasiomis koncentracijomis (>10 uM) slopina Na'/K" ATPazés
aktyvuma triuSiy plauciy alveolése (Vadasz et al., 2005). Remiantis
duomenimis apie riebaly rigsciuy poveiki pro ir eukarioty membranoms, galima
tikétis, kad OR gali keisti Na" arba K" pernasa per V. fischeri membrana (pvz.,
didele koncentracija skatinti K" i§tekéjima, kadangi nustatyta, kad $vytinéiyjy
bakteriju lasteliy viduje sukaupiama K' koncentracija gali siekti 300 mM
(Watanabe et al., 1991)). Ankséiau parodyta, kad TPP" sugérima ir K’
iStekéjima 1§ SvytinCiyju P. phosphoreum lasteliy skatina didelés herbicido
propanilo (50 mg/L) koncentracijos (Berzinskiené¢ ir Cetkauskaite, 1996).
Remiantis Siais duomenimis galima tikétis, kad OR sukeltas kvépavimo
skatinimas indukavo nespecifinj ir specifini H', K' itekéjima ir palengvino
TPP" sugérima.

Sg’ (1,1 mg/L), kaip ir OR, sukeélé nezymy membranos potencialo
padid¢jima (~2 mV) per 10 min (3.13 pav.), nepaisant jos sukelto kvépavimo
skatinimo (3.12 pav.).

Tokie silpni OR ir Sg’ efektai membranos potencialui gali buti paaigkinti
stipriu buferinan¢iu Na® ir K* gradientu (papildomu protony gradientui) ir
pavyzdziui, K" i$metimu i§ lasteliy (BerZinskiené ir Cetkauskaite, 1996).
Pazymétina, kad esant aktyvioms lasteléms ir stipriems Na', K', H’

gradientams, skyriklinio aktyvumo medZiagy nulemtas Zymus membranos
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potencialo sumazéjimas gali biiti pasiekiamas daugiau nei per 30 min. Be to,
membranos potencialo nejautrumas hidrofobiniams poliniams junginiams (OR,
S’ ir TPP") gali biiti salygotas daugybinio atsparumo vaistams pompy, kurios
nustatytos Vibrio spp. (Ruby et al., 2005; Antunes et al., 2007; Gu et al., 2009;
Kuroda ir Tsuchiya, 2009).

Taigi, nustatéme A, OR ir Sg” sukeltus fiziologinius-biocheminius efektus
V. fischeri lastelése, kurie yra susij¢ su lasteliy bioliuminescencijos funkcijos
slopinimu. Parodéme, kad A ir OR, bet ne Sg” skatino ROS susidaryma V.
fischeri lastelése. Priesingai, S’ (daugiau nei A ir OR) didino V. fischeri
lasteliy redukcing geba (FRAP), , tai leidzia teigti, kad V. fischeri lastelése yra
aktyvios apsauginés oksidoredukeiniy fermenty sistemos. A, OR ir Sg° (0,145
mg/L) sukeltas V. fischeri bakteriju kvépavimo skatinimas nurodo i skyriklini
medziagy aktyvuma. Taciau skirtingi efektai juriniy bakterijuy membranos
potencialui (A mazina, o OR ir S’ neturi reik§mingos jtakos) leidzia manyti,
kad individualiy junginiy veikimo mechanizmai yra daug sudétingesni. Taigi,
neabejotina tai, kad tirti hidrofobiniai junginiai pasizyméjo daugybiniais
biocheminiais toksiniais efektais ir kiekvieno &iy junginiy (A, OR ir Sg)

individualiy efekty paveikslas skyrési.

3.3.A,ORir Sso poveikis bioliuminescencijos fermenty sistemai

Siekiant prognozuoti galimas A, OR ir S¢” veikimo vietas fermenty
sistemose, vertinome ju poveiki nuo bioliuminescencijos komplekso
priklausomam deguonies sunaudojimui, analizavome S$iy tarSaly sukelto
bioliuminescencijos in vivo slopinimo pokycCius, pridéjus n-dekanalio
(liuciferazés substrato), lyginome toksiniy medziagy efektus NADH
oksidacijai ir bioliuminescencijai in vivo. Be to, siekiant iSsiaiskinti Sg’
veikimo vietas, lyginome Sg’ ir —SH grupes alkilinangio N-etilmaleimido
(NEM) individualiai, bei kartu su disulfidiniy tilteliy reduktoriumi 1,4-

ditiotreitoliu (DTT) sukeltus efektus bioliuminescencijai in vivo ir in vitro.

99



3.3.1. Nuo liuciferazés komplekso priklausomo deguonies sunaudojimo
slopinimas in vivo

Zinoma, kad liuciferazés (bioliuminescencijos) komplekso keliui V.
fischeri lastelése tenka 17-20,7% viso kvépavimui sunaudojamo deguonies
(Makemson, 1986; Bourgois et al., 2001). Miisu duomenys patvirtina, kad 18%
viso kvépavimui tenkan¢io deguonies sunaudoja bioliuminescencijos
kompleksas, kuris yra nejautrus KCN (1 mM) (3.8 lentelé). OR ir Sg’, panasiai
kaip zinomas liuciferazés slopiklis — n-dekanolis, slopino likusi, kvépavimo
grandinés slopikliui (KCN 1 mM) atspary (t.y. bioliuminescencijos kelio),
deguonies sunaudojima. Taigi, nejautraus KCN V. fischeri deguonies
sunaudojimo nuslopinimas OR ir Sy’ leidzia teigti, kad OR ir Sg°, panasiai kaip
ir n-dekanolio, poveikio vietos yra V. fischeri lasteliy liuciferazés fermente.
Kadangi Zzinoma, kad bioliuminescentin¢je reakcijoje su deguonimi gali
reaguoti pirmasis susidargs liuciferazés:FMNH tarpinis junginys (1.3 pav.) (Tu
ir Mager, 1995), tod¢l FMNH, prieinamumas lemia deguonies sunaudojima
liuciferaze. Taigi, liuciferazés deguonies sunaudojimo slopinima OR ir Sg’
galima paaiSkinti FMNH, perdavimo atskirimu nuo NADH:FMN
oksidoreduktazés liuciferazei §iy fermenty komplekse arba Siy fermenty

slopinimu.

3.8 lentelé. n-Dekanolio, oleino riigsties ir sieros poveikis bioliuminescencijos komplekso

deguonies sunaudojimui in vivo®

Parametras 0O, sunaudojimas
(%)
KCN 18 %
KCN + n-dekanolis 0%
KCN + OR 9 %
KCN + Sg’ 9 %

* — Reakcijos terpé: 50 mM K,HPO,, 2% NaCl, pH 6,0. Galutinis V. fischeri lasteliy optinis
tankis (OTse) buvo 0,3. Koncentracijos: KCN 1 mM; n-dekanolis 60 uM; OR 0,78 mg/L
arba 2,75 uM; Sg’ 0,55 mg/L arba 2,15 uM.
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3.3.2. V. fischeri bioliuminescencijos apgynimas n-dekanaliu miSiniuose su
slopikliais A, OR ir Sg’

Siekiant i$siaiskinti slopikliy (A, OR ir Sg’) poveikio vietas liuciferazéje,
tyréme ju poveiki bioliuminescencijai in vivo kartu su liuciferazés substratu n-
dekanaliu (Dek). Yra Zinoma, kad Dek didesnémis koncentracijomis (> 10 uM,
priklausomai nuo tiriamos sistemos baltymo koncentracijos) slopina
bioliuminescencijos funkcija (Abu-Soud et al., 1993; Lei et al., 1994). Siame
darbe A (5 mg/L arba 17 pM) ir Dek (3,12 mg/L arba 20 uM) binarinio
miSinio sukeltas bioliuminescencijos slopinimas in vivo po 30 min. buvo
reikSmingai didesnis (P < 0,05), nei individualiy Dek (3,12 mg/L) ir A (5
mg/L) medziagy sukelti efektai (3.14 pav.). Sie pastebéjimai leidzia teigti, kad
A nekonkuruoja su Dek dél prisijungimo aktyvigjame liuciferazeés centre in

vivo (Lei et al., 1994; Choi et al., 1995).
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3.14 pav. Liuciferazés substrato n-dekanalio (Dek) poveikis V. fischeri bioliuminescencijai in
vivo, kartu su A, OR ir Sy® po 30 min. Pateikti trijy atskiry eksperimenty vidurkiai +
standartinis nuokrypis.Koncentracijos (mg/L): Dek — 3,12; A — 5,0; OR — 3,12; S¢” — 0,055.

OR (3,12 mg/L) buvo pridéta i lasteliu suspensija pirmiau nei Dek (3,12

mg/L). Toks miSinys slopino lasteliy bioliuminescencija ~40% maziau nei

viena OR (3,12 mg/L) po 30 min. (3.14 pav.). Taigi, Dek (3,12 mg/) miSinyje
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su OR (3,12 mg/L) apgyné nuo OR toksiSkumo ir galimai veiké antagonistiSkai
(3.14 pav.). Sie rezultatai leidzia teigti, kad OR prisijungimo vieta yra arti bent
jau prie Dek kaip liuciferazés substrato jungimosi vietos.

Liuciferazés substratas Dek (3,12 mg/L), pridétas po Sg’ (0,055 mg/L),
sumazino Sg’ toksiskuma 30% po 30 min. poveikio (3.14 pav.). Be to, §io
binarinio miSinio ir individualiai Dek (3,12 mg/L) sukeltas neigiamas poveikis
bioliuminescencijai statistiskai reikmingai nesiskyré (P > 0,05). Sie duomenys
liudija antagonistini (galimai konkurencinj) Dek veikima Sg’ atzvilgiu.
Interpretuojant $iuos rezultatus, galima teigti, kad Sg°, kaip sulfhidriliy grupiy
reagento (Russell et al., 1995; Rohwerder ir Sand, 2003), poveikio vieta yra
susijusi su hidrofobinio Dek jungimosi vieta. Sis sililyma paremia tai, kad
pagal zinoma bakterinés liuciferazés aktyviojo centro struktiira cisteino
sulthidriliné grupé yra arti aldehido suri§imo viety (Fried ir Tu, 1984; Abu-
Soud et al., 1993; Lei et al., 1994).

3.3.3. A, OR ir Sy’ poveikis NADH oksidacijai in vitro

Kadangi visos analizuotos medziagos slopino bioliuminescencija in vitro,
bioliuminescencija ir deguonies sunaudojima bioliuminescencijos kompleksu
in vivo (esant KCN), buvo iSkelta prielaida, kad be FMNH, perdavimo tarp
fermenty yra veikiama NADH oksidacija NADH:FMN oksidoreduktaze.

Siame darbe A (5 mg/L) slopino NADH oksidacija in vitro 53% po 5 min.
ir 66% po 30 min. (3.15 pav.). Taigi, galime teigti, kad A (5 mg/L) veike kaip
negriztamas NADH:FMN oksidoreduktazés slopiklis. Taciau, ta pati A
koncentracija (5 mg/L) bioliuminescencija in vitro slopino 35 ir 56% po 5 ir 30
min., atitinkamai (3.1 lentel¢). Stipresnis NADH oksidacijos slopinimas nei
bioliuminescencijos slopinimas in vitro liudija, kad pagrindiné A jungimosi
vieta yra NADH:FMN oksidoreduktazéje ir, galbiit, tat NADH jungimosi vieta.

Verta prisiminti, kad NADH:FMN oksidoreduktazés aktyvyji centra
sudaro hidrofobinés ir hidrofobinés-polinés amino rigstys, tarp kuriy yra
elektrofilinés amino rugstys (His, Lys, Arg). Be to, NADH prisijungimui

svarbiis fenilalanino Ziedai salygoja aktyviojo centro erdvines savybes (Koike
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et al., 1998). Visos Sios NADH:FMN oksidoreduktazés fermento aktyviojo
centro savybés (hidrofobiSkumas, poliSkumas ir aromatiniy ziedy turinti steriné
aplinka) atitinka PCB (kaip hidrofobiniy oligoaromatiniy junginiy, su silpnai

nukleofilinémis savybémis) susiriSimo poreikius.

;\? e B 5 min. B 15 min. 2 30 min.
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3.15 pav. Aroclor 1248, oleino riigsties ir sieros paveikis bioliuminescencijos komplekso in
vitro NADH oksidacijai. Pateikti triju atskiry eksperimenty vidurkiai =+ standartinis
nuokrypis.

Literatiiros duomenys, kad neplanarinis 2,2°,5,5’-TCB (20—-140 uM)
(Mildazien¢ et al., 2002b) ir Aroclor 1254 (20-60 uM) (Aly ir Domenech,
2009) slopina ziurkiy kepeny mitochondriju I-gji kvépavimo kompleksa
(NADH-chinono oksidoreduktazg) paremia misy prielaida, kad A (turincio
~42% 2,2’ neplanariniy PCB) veikimo vieta yra artima NADH suri§imo vietai
NADH:FMN oksidoreduktazéje.

OR (6,25 mg/L) sumaZzino NADH oksidacija bioliuminescencijos
komplekse in vitro 13% ir 28% po 5 ir 30 min., atitinkamai (3.15 pav.). Be to,
ta pati OR koncentracija slopino bioliuminescencija in vitro 38% ir 48% po 5 ir
30 min., atitinkamai (3.1 lentel¢). OR sukeltas mazesnis NADH oksidacijos,
nei bioliuminescencijos (abu in vitro) slopinimas, galéty liudyti, kad OR yra

giminingesné¢ liuciferazei nei NADH:FMN oksidoreduktazei. Verta priminti,
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kad in vitro eksperimentai atlikti su 22 uM (6,25 mg/L) OR koncentracija, kuri
buvo apie 2 kartus didesné nei liuciferazés substrato Dek koncentracija (13 uM
arba 2 mg/L). Tikétina, kad alifatinés struktiiros hidrofobinis junginys OR, gali
veikti liuciferazés substrato Dek jungimosi vietoje. Anksc¢iau buvo pasiiilyta
prielaida, kad didelés n-dekanalio koncentracijos (> 10 uM) su liuciferaze
sudaro neaktyvaus fermento kompleksa, kuris negali prisijungti FMNH, ir
fermento aktyvumas mazéja dél nefermentinés FMNH, oksidacijos deguonimi
(Abu-Soud et al., 1993; Lei et al.,, 1994). Tod¢l tikétina, kad NADH:FMN
oksidoreduktazés pagamintas FMNH, negal¢jo atstatyti bioliuminescencijos
funkcijos in vitro dél susiformavusio neaktyvaus komplekso tarp OR ir
liuciferazés fermento.

S’ (1,1 mg/L) neslopino NADH oksidacijos po 5 min. poveikio, o po 30
min. net ja padidino (3.15 pav.). Tadiau, ta pati Sg” koncentracija (1,1 mg/L)
slopino bioliuminescencija in vitro 21 ir 67% po 5 ir 30 min., atitinkamai (3.1
lentel¢). Sie duomenys leidzia teigti, kad bioliuminescencijos in vitro
slopinimas néra susijes su NADH oksidacija NADH:FMN oksidoreduktaze, ir,
kad Sg” veiké labiau kaip liuciferazés slopiklis.

Taigi, nustatéme, kad nuo bioliuminescencijos komplekso priklausomas
deguonies sunaudojimas in vivo yra jautrus OR ir Sg’, panaSiai kaip ir n-
dekanolio (liuciferazés slopiklio) poveikiui. Parodéme, kad Dek (liuciferazes
substratas) gali apginti nuo OR ir Sg’, bet ne nuo A neigiamo poveikio
bioliuminescijai in vivo. A labiau nei OR ar Sg’ slopino NADH oksidacija.
Pastarieji duomenys kartu jrodo, kad A, priesingai nei OR ir Sg’, turi skirtingas
poveikio vietas bioliuminescencijos (t.y. NADH:FMN oksidoreduktazés-
liuciferazés) komplekse, ir Sios vietos yra NADH:FMN oksidoreduktazéje. Tuo

tarpu OR ar Sg” veikia liuciferazéje.
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3.3.4. Agenty, reaguojanciy su —SH grupémis, poveikis bioliuminescencijai
In vivo ir in vitro

Zinoma, kad S’ gali veikti kaip fermeny —SH grupiy slopiklis. Nustatyta,
kad Sg’ veikia mitochondrijy adenino nukleotidy nesiklio, adenilato kinazés

sulfhidrilines grupes (Dz¢ja et al., 1993; Russell et al., 1995).

140

120

100

o]
o
I

M\

Lasteliy bioliuminescencija (%)

\\§

é 122 7 | VT

% 80 - / // ,T /
/ , / 7 /
“E’ 40 - / Z / / /

DTT5mg/lL S1,1mg/lL S1,1mglL NEM 6,25 NEM 6,25
+ DTT 5 mg/L mg/L mg/L + DTT 5
mg/L

3.16 pav. V. fischeri lasteliy (a) ir bioluminescencijos komplekso in vitro (b)
bioliuminescencija po 30 min. trukmés poveikio DTT, Sg’, NEM, ir ju kombinacijomis.

Pateikti keturiy atskiry eksperimenty vidurkiai + standartinis nuokrypis.

IS kitos pusés, yra zinoma, kad dauguma bakteriniy liuciferaziy yra aff
dimerai turintys bendrai daugiau nei 10 cisteino liekany (V. harveyi — 14 Cys

liekany). Vienas aktyviausiy cisteiny yra o subvienete, pvz., nustatyta, kad V.
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harveyi a.106Cys yra pacioje arba arti aldehido, kaip slopiklio suriSimo vietos
(Lei et al., 1994). Siekiant patvirtinti, kad Sg’ veikia kaip —SH grupiy slopiklis
V. fischeri lastelése, palyginome Sg’ ir Zinomo —SH grupes alkilinangio agento
N-etilmaleimido (NEM) poveiki bioliuminescencijai in vivo ir in vitro. Be to,
analizavome  bioliuminescencijos  apgynima  disulfidinius tiltelius
redukuojanciu agentu 1,4-ditiotreitoliu (DTT).

Nustatyta, kad Sg’ (55 pg/L) ir NEM (31 pg/L) sumaZino
bioliuminescencija in vivo 15% ir 62% po 30 min., atitinkamai (3.15a pav.).
DTT (5 mg/L) neveiké bioliuminescencijos, ir, pridétas su NEM arba Sg,
apgyné nuo kiekvieno —SH grupiy slopiklio poveikio, atitinkamai.

In vitro sistemoje DTT (5 mg/L) apgyné bioliuminescencijos funkcija per
30 min. nuo Sg’ (1,1 mg/L) ir nuo NEM (6,25 mg/L) 40% ir 25%, atitinkamai
(3.15b pav.). Kadangi zZinoma, kad DTT yra redukcinis agentas,
bioliuminescencijos atsistatymas reiSkia, kad DTT apgina —SH grupes, t.y.
atstato jas po galimos oksidacijos Sg’ arba palaiko redukcing aplinka. Be to, S
ir NEM slopino bioliuminescencija in vivo Simta karty mazesnémis
koncentracijomis nei bioliuminescencijos kompleksa in vitro. Sie rezultatai
leidzia teigti, kad Sg’, panaSiai kaip ir NEM, —SH grupes veikia daug
efektyviau bioliuminescencijos in vivo nei in vitro sistemoje, arba sistema in
vivo yra labiau jautresné Sg’ slopinimui (gali bati, kad in vivo sistemoje yra
daugiau fermenty, turiniy jautrias —SH grupes). Kadangi bioliuminescencijos
intensyvumas in vivo priklauso tiek nuo liuciferazés, tiek ir nuo kvépavimo
grandinés fermenty (turin¢iy —SH grupes aktyviuose centuose) aktyvumo, tuo

galima paaiskinti didelj in vivo sistemos jautruma Sg’.

Apibendrinant gautus rezultatus galima daryti iSvada, kad A, OR ir Sgo 5,5
ng/L-10,0 mg/L koncentracijy intervale gali sukelti nuo koncentracijy
priklausomus daugiaveiksnius efektus V. fischeri lasteléms in vivo -

energetiskai apjungtose membranose ir in vitro — atskirose oksidoredukciniy
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fermenty grandinése. Veikimo mechanizmai (vietos) yra daugybiniai ir efekty
stiprumas skiriasi, kai elektrony pernasos procesai yra apjungti (in vivo, t.y.
jautrdis reguliacijai) arba ne (in vitro). A, OR ir Sg’ pagrindiniai toksiniai
efektai V. fischeri yra bioliuminescencijos gesinimas, kvépavimo skatinimas,
ROS gamybos skatinimas, toksinis poveikis bioliuminescencijos kompleksui
konkurenciniu ir/ar alosteriniu §io komplekso slopinimu. Fermenty slopinimo
toksikodinamika ir suriSimo vietos priklauso nuo cheminiy medziagy
strukttiros, fizikiniy-cheminiy savybiy (hidrofobiSkumo, silpno ar stipraus
poliskumo, pKa, oksidoredukciniy savybiy ir kt.), koncentracijos ir poveikio
laiko. A, OR ir Sg° poveikis bioliuminescencijai in vivo, kvépavimui, aktyviujy
deguonies formuy susidarymui, redukcinei gebai ir fermenty sistemai in vitro
rodo skirtingas poveikio vietas V. fischeri bakterijose ir patvirtina nustatytus
skirtingus miSiniy toksikodinaminius efektus bioliuminescencijai in vivo ir in

Vitro.
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ISVADOS

1. Aroclor 1248 (A), oleino rigities (OR) ir elementinés sieros (Sg')
binariniai miSiniai pasizymi skirtingais, bioliuminescencijos pokyciais
nustatomais toksikodinaminiais efektais Vibrio fischeri lasteléms ir
NADH:FMN oksidoreduktazés-liuciferazés kompleksui in vitro. A ir
Sg” veikia sistema in vivo adityviai su sinergistine saveika, o sistema in
vitro — adityviai be reikSmingos saveikos; A ir OR veikia
antagonistiskai abiejose sistemose; OR ir Sg’ poveikis in vivo yra
adityvus su antagonistinés saveikos komponente, o in vitro — adityvus
su sinergistine saveika.

2. Individualiy tarSaly (A, OR ir SgO) ir ju binariniy miSiniy slopinamasis
poveikis bioliuminescencijai mazéja, ilgéjant poveikio laikui (30, 60
min.) in vivo, bet ne in vitro sistemoje.

3. Aroclor 1248 ir oleino riigstis, bet ne siera skatina ROS susidaryma V.
fischeri lastelése. Priesingai, S’ (daugiau nei A ir OR) didina V. fischeri
lasteliy redukcing geba.

4. Oleino rugsties ir sieros pagrindiné poveikio vieta bioliuminescencijos
komplekse yra liuciferazés aktyvusis centras.

5. Aroclor 1248 pagrindiné poveikio vieta bioliuminescencijos komplekse

yra NADH:FMN oksidoreduktaze.
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MOKSLINIU DARBU SARASAS
Moksliniai straipsniai, paskelbti leidiniuose, jraSytuose | Mokslinés

informacijos instituto (ISI) sarasa:

Kalciené¢ V, Cetkauskaite A. 2006. Effects of elemental sulfur and metal
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