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Tekste vartojamy sutrumpinimy sgrasas

0, — singletinis deguonis

8-0kso-dG — 8-okso-2’-deoksiguanozinas

AF — aktyvuota forma

BZQ — 2,5-bis (2'-hidroksietilamino)-3,6-diaziridifiL,4-benzochinonas

CCI’ - anglies tetrachlorido radikalas

cLso — junginio koncentracija, kuriai esantista 50% dsteliy

DMSO - dimetilsulfoksidas

DPPD — N,N‘-difenil-1,4-difenilendiaminas

DQ - durochinonas

DZQ — 2,5-daiziridinil-1,4-benzochinonas

E% — dvielektronigs redukcijos potencialas (chinono/ hidrochinono oporedoks
potencialas; standartinis potencialas)

E', — vienelektronias redukcijos petencialas (chinono/ semichinono kedporos
potencialas, esant pH 7)

EO9 — DT-diaforags genas

ERP — elektrom paramagnetinis rezonansas

FAD — flavin adenin dinukleotidas

FLK - avies embriono inkstfibroblastai (foetal lamb kidney fibroblasts)

GLV - galvijy leukemijos virusas

GPOD - glutationo peroksidaz

GRD - glutationo redukt&z

GSH - redukuotas glutationas

GSSG - oksiduotas glutationas

LR — laisvieji radikalai

MeDZQ - 2,5-dimetil-3,6-diaziridinil-1,4-benzochinas

MEM (minimum essential media) — minimadsteliy auginimo terp

NADH — nikotin amid adenin dinukleotidas

NADPH - fosforilintas nikotin amid adenin dinukletds

NO® - azoto oksido radikalas

NOX — NADPH : Oksidag

NQO1 =DT-diaforaz — NAD(P)H chinono oksidoreduktaz



Nu — lsteks nukleofilai

O’ - superoksido radikalas

OH’ - hidroksilo radikalas

ONOQO - peroksinitritas

P450 — citochromas P450

PAA — policikliniai aromatiniai angliavandeniliai

RH1 — 2,5-diaziridinil-3-(hidroksimetil)-6-metil-%;benzochinonas
ROS - aktyvuota deguonies forma

SOD - superoksido dismutaz



Jvadas

Pries du milijardus metZemes atmosferojeemé kauptis deguonis. Taiémne
aerobiniy organizny atsiradim. Aerobai prisitaik gyventi esant ore apie 21% deguonies.
Taciau deguonis yra ,,dviaSmenis kardasidémas aerobinio gyvenimo pagrindu, jis kartu
yra ir toksiskas.

1970 metais biologai nustéat kad zmogaus organizmas nuolat gamina laisvuosius
radikalus ir nukenksmina juos pasitgdk antioksidantinius mechanizmus. IS deguonies
susidaro aktyvuotos deguonies formos (RO$)s(jsidarymo srautas sudaro apie%2-&so
deguonies metabolizmo srauto). Evoliucijoje kaiigsirlasteks iSmoko tikslingai panaudoti
ROS, pavyzdziui polimorfonukleariniai leukocitai fagocitozei, t&iau suintensygjc
laisvaradikaliniai procesai yra daugelio susirgipriezastis arba pasekniMoncada et al.,
2000).

PrieS keliolika mat atrasta, kad kraujagysles gbmti medziaga, Zzinoma kaip
endotej atpalaiduojantis faktorius, yra ne kas kita, kagoto oksido laisvasis radikalas NO
(taSkelis reiskia nesupoructlektror).

Laisvieji radikalai organizmui yra naudin@gj ju stacionari koncentracija nevirSija
tam tikros ribos. Egzistuoja pusiausvyra tarp psidéntiniy ir antioksidanting sisteny
veiklos. T&iau ilgalaik padicdjusi ROS koncentracija yra zalinga ir sukelia ,jd&sin
streg“. [rodytas Sio streso poveikis daugelio Zmogaus; ligatogenezei, pradedant
glomerulonefritu, ateroskleroze¢iu, autoimunigmis ligom, baigiant AIDS (Lunec et al.,
1998). Taigi, dl laiswyju radikaly sukelty reakcip Zzmogus gali susirgtiéziu, ar gali lti
skatinamas Sios ligos vystimasis. Laigy radikal; perteklius #ikantiems zmoéms gali
sukelti padidjusia rizika susirgti pladiu véziu (rakymas sukelia stipr oksidacin streg
plawiy audinyje). Laiswju radikalp atakos metu susidarlipidu peroksidai kaupiasi
ateroskleroziése plokStaeise, traumos ar hipoksijos pazeistame smegemlinyje ir kituose
audiniuose (pvz., apsinuodijus anglies tetrachtgrid

Antra vertus, laisvaradikaliniai procesai if pukeltas oksidacinis yra daznasiriy
antiparazitini ir prieSnavikini preparai poveikio mechanizmas. Sis darbas skirtas
oksidacinio streso ir kit oksidaciny-redukciniyy procesu, tdingy kai kuriy prieSnavikini
preparai poveikiui, svarbos tyrimui.



Darbo tikslas: Atlikti chinoniniy junginiu citotoksiSkumo FLK 4stekms ir apoptoés

indukcijos tyrimus.

Uzdaviniai:

1. Sudaryti hsteliy augimo kreig laike ir nustatyti optimal pradinio padlio tanki;
2. Nustatyti chinonini junginiy cLso;

3. lvertinti cLsp priklausomylg nuo vienelektroniés redukcijos potencialo;

4. |stirti chinony poveik FLK lastekms ir citotoksiSkumo mechanizin

5. IStirti apoptozs indukcip chinonais.



1. Literatairos apzvalga

1.1. LAISVARADIKALINIAI PROCESAI IR OKSIDACINIS STR ESAS

1.1.1. Laisvieji radikalai

Laisvieji radikalai (LR) — tai junginiali, timtys viery ar daugiau nesuporuptlektron
(Halliwell, 1991). Energijos Saltinis (Sviesos, iagnis, terminis, cheminis, fermentinis) gali
suardyti elektron poras stabiliuose junginiuose. Taip susidaro lejswadikalai, kurie
iISnyksta dimerizacijos arba dismutacijaslb.

Laisvieji radikalai yra aktyvesni, nei peradikaliis formos. Jie gali reaguoti su kai
kuriomis molekutmis, susidarant naujiems radikalams, t.y. inicijgoandinirg reakcip.

Didziausi biologirg reikSne turi deguonies, azoto bei anglies LR. Magkjekiai bitini
nuolatos vykstantiemsvairiems organizmo procesams,cital ilgalaike padicjusi ju
koncentracija sukelia oksidagistres.

Dazniausiai sutinkami laisvieji radikalajurpoveikis:

OH (hidroksilo radikalas) - labai aktyvus radikalagjrik atakuoja visas biologines
molekules;

Q" (superoksido radikalas) - aktyvus, dalyvauja aignperdavime asteks viduje,
reguliuoja augim;

NO' (azoto oksido radikalas) - veikia lygi raumem lasteles, esatias kraujagysli
sienetse, @l to lygieji raumenys atpalaiduojami, veikia kaigaodilitatorius.

Vandenilio peroksidas @@,) yra aktyvuota deguonies forma (ROS), lengvai ipaaero
lasteks membranas ir dalyvauja daugelyje reakcipavyzdziui, skatina virusiai gen
ekspresi. H,O, atakuoja ne visasadteks molekules, t&au sukelia hidroksilo radikal

susidarym.

1.1.2. Laisvieji radikalai ir fiziologiniai procesai

Laisvieji radikalai ir aktyvuotos deguoniesgmos susidaro daugelyje fiziologini
proces, pavyzdziui, normalaus metabolizmo metu mitochgoske vykstadiose oksidacijos-

redukcijos reakcijose. dstelei normaliai képuojant, molekulinis deguonis redukuojamas
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keturiais elektronais ir susidaro vanduo. Sio psocmetu susidaro nedidelis kiekis ROS —
superoksido anijono, vandenilio peroksido, hidrluksadikal;.

ROS susidarojvairiose paSaligse ferment (flavoproteiny) reakcijose ar elektran
perneSimo grandini komponeni (ubichinony, citochromy, gelezies-sieros baltyu
autooksidacijos metu. ISiintia sudaro fermentai ksantinoksidakatalizuojanti HO, ir O,™
susidarym ksantino oksidacijos metu (Buffinton et al., 1992)p pat neutrofi, fibroblast;
ir hepatocig plazmires membranos NAD(P)H oksid&s generuojatios Q" | aplinka
(Meier et al., 1991). Neutrofii membran NADPH oksidazei reikia stimuliacijos, o
fibroblasty membranos fermentas generuojd Qr nestimuliuotas, bet mazu gti (Burdon,
1992).

Fagocitozs metu aktyvuoti neutrofilai ir makrofagai didefiaikiekiais laisvuosius
radikalus generuojaaplinka. Oksidacinio pliipsnio metu neutrofilai generuoja'Q H;O,, 0
makrofagai — NO(Badwey et. al., 1980). Sie radikalai vykdo svastsignalo perdavimo tarp
lasteliy ir lasteliy augimo reguliavimo funkcijas (Maly, 1990; MeieB9D).

Superoksido radikalai susidaro ir arachidésimgsties metabolizmo metu, kai vyksta
prostaglandin sintez, veikiant fermentui peroksidazei (Fridovich, 1983)rombocit
aktyvacijos eigoje, suaktypus tromboksano Afunkcijai, iS arachidonis rigsties susidaro
0O,", kuris patenka aplinka. BiologiSkai aktyvii medZiag irimas oksidacijos metu taip pat
salygoja LR atsiradim. Pavyzdziui, katecholaminakatabolizmo metu adrenerginiuose
neuronuose veikiant monoaminooksidazei, susidap®,Htockl jvairis stresai sukelia
organizme oksidacinio stresondery (Kazakevicius, 2002). Laisvieji radikalai susidaro
veikiant jvairiems fermentams (oksidams, oksigenaans), svarbiems sterodinihormony

sintezei, aminargXiy katabolizmui (Fridovich, 1983).

Laiswjy radikaly susidarym lasteksejtakoja taip patvairas egzogeniniai veiksniai:

1) radiacire energija (ultravioletiniai, rentgeno spindulialpnizuojadioji radiacija gali

suskaidyti vanden hidroksilo ir vandenilio laisvuosius radikalus:

H,O — OH*+ H (1)

2) chemirts medziagos, terSalai, vaistai. Pavyzdziui, asdbérachloridas (C¢),

veikiamas kepenyse citochromo P-450 virsta lataityeriu CCh’:

CCly,+€ > CCkL*+CI (2

3) chinony ar nitroaromatinj junginiy vienelektronig redukcija;

4) polifenoliy autooksidacija.



Ivertinus labai plat ROS veikimo spekirbandoma iSpoveil klasifikuoti pagal 4stekse
vykstartius procesus, kuriuose pastarieji dalyvauja:

1) citokiny, augimo fakton ir hormony veikla ir sekrecija;

2) jony transportas;

3) transkripcija;

4) neuromoduliacija;

5) apoptoz

Nustatyta, kad citokifn augimo faktom generuoti laisvieji radikalai (LR) arba j

formos dalyvauja baltymo tirozino fosforilinime, tmgeno- aktyvuat proteinkinazi

aktyvacijoje, ir neabejotinai veikia chemot@kSalia to, LR tiesiogiai aktyvuoja svarbias

signalines molekules, tokias, kaip [F21ir tuo kidu inicijuoja tolimesa ivykiu sek

lastekje (Lander et al., 1997).

Laisvieji radikalai dalyvauja tradiciniamegmaliniame kelyje receptorius — ligandas
(Sundersan et al., 1995).

1.1.3. Antioksidantiné apsauga

Organizmuose egzistuoja galinga antioksidaciapsauga, kuri padeda iSlaikyti
pusiausvyg su oksidacijos procesais. Antioksidantai skirstompirminius, antrinius ir
tretinius (Kazakeviius, 2002).

Pirminiai antioksidantai apsaugo organizmuo ROS susidarymo. Jiems priskiriami
metal; jonus prijungiantys baltymai. Gelezies jonus pigia feritinas, transferinas,
laktoferinas, vario — ceruloplazminas, albumirie anioksidntai apsaugo nuo Fentono
reakcijos:

H,O, + Fé" > Fe +0OH +0OH  (3)

Antriniai antioksidantai inaktyvuoja jau susidariusius RORi nefermentiniai ir
fermentiniai antioksidantai. Nefermentiniams pnigini kai kurie vitaminai, kuti svarbiausi
yra vitaminas Ed-tokoferolis), vitaminas C (askorbagstis) bei karotinaif{-karotenas).

Riebaluose tirps antioksidantai, pvz.,a-tokoferolis, apsaugo membranas nuo
peroksidacijosa-Tokoferolis yra hidrofobid molekuk, tocl jis yra biologinih membran
viduje. FunkciSkai svarbiausia jame yra —OH g@tupurios vandenilio atomas lengvai

paSalinamas. Lipigd peroksidacijos metu susidamperoksilo radikalai reaguoja sua-
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tokoferoliu gretiau, negu su polinegmju riebal; rag&iy grandirtmis ar membranos
baltymais (Hornsby, 1983).dDto susidaro reaktyvus tokoferolio radikalas:
Tokoferolis-OH + lipidai @* — lipidai O,H + tokoferolis-O  (4)

Si radikah j o tokoferoj vél redukuoja vitaminas C (Halliwell, 1995).

Vitaminas C yra hidrofiliSkas, jo antioksidacinieikimas pasireiSkia daugiausia uz
lasteks, jis tiesiogiai reaguoja su superoksido, hiddoksadikalais, lipidy hidroksidais,
atiduodamas 2 elektronus ir virsdamas dehidroaskatlyStimi. Ta&iau vitaminas C
peroksidaci gali ir stimuliuoti, jei terpje yra geleZies jap jis gali redukuoti F& jonusi
Fe?*, ir taip skatinti ROS susidarym

Antioksidaciniu poveikiu taip pat pasizyrfitkarotenas (provitaminas A), kuris taip pat
slopina lipid; peroksidacy. Be vitaming, nefermentiniams antioksidatoriams taip pat
priskiriami bilirubinas, Slapimongstis, kofermentas Q.

Tarp antioksidantini ferment; reikia pamirti superoksido dismutaz(SOD), kuri Q"
dismutuojaj H,O, ir Oy:

20" +2H — O + H0, ()

Citozolyje esanti SOD turi vario ir cinko, o mitoandrijy — mangano. Bl SOD poveikio
susidariug H,O, suardo gelezies turintis fermentas katal&urios daug yra peroksisomose.
Katalaz katalizuoja reakcij

2H,0;, — O, + 2H,0  (6)

Svarlis yra ir gliutationo sistemos fermentai: glutatjperoksidaz (GPOD), glutationo
reduktaz (GRD) ir su jais susijusi gliukozo-6-fosfato detuigenaz (Remacle et al., 1992).
Gliutationo reduktaZ , i kurios sudtj jeina selenas, oksiduoja redukugiutatiors (GSH)
H.O, pagalba:

H.,O, + 2GSH— 2H,0 + GSSG  (7)

Glutationreduktag katalizuoja GSH susidarynoksiduodama NADPH oksiduotu glutationu
(GSSG), o gliukozo-6-fosfato dehidrogeadiekia NADPH gliutationreduktazei.

Vidubstelinis GSSG ir GSH santykis rodasteks oksidacin bukle ir yra lasteks
gelejimo inaktyvuoti laisvuosius radikalus rodiklis (€an, 1999).

Tretiniai antioksidatoriai atstatoadtekse ROS sukeltas pazaidas. Jiems priskiriami

reparaciniai fermentai — DNR ligazDNR polimeraz, temperatrinio streso baltymai (Heat
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Shock proteins — hsp), kurigstekje susidaro paveikus jivairiais fizikiniais ir cheminiais

veiksniais.

1.1.4. Zeidziantis laiswjy radikaly poveikis

Organizmpveikiantivairiems egzogeniniams (jonizuofaaai radiacijai, chemiégms
medZziagoms, stresams) ir endogeniniamaiiems patologiniams procesams — uzdegimui,
navikiniam procesui, hipoksijai, aterosklerozei,ngenui ir kt.) veiksniams, padiga

stacionari ROS koncentracija. Tuomet jie veikiaamigmo hsteles kaip patogenai . (1 pav)

Swarclonn baltymm

—

tel lpmdy oksidacyos
pazeidziama lstelés
plazming membrana

'__________Ju.t.*.ll:uuj aa DNE., .{Iél o
EErvymoja arandme, atswanda

T TETETE

Klanpiasi oksiduotas

— cholesterolis

Alyvmajaind kad kanie
fermentai (pvz
protenlinazes )

.Ccﬂ under free
(without damage) radical attack

1 pav. Laisyjuy radikal; zeidziantis poveikisaktelei (Free Radical Brochure, 1997).

Aktyvuotos deguonies formos sukehatéliy membran lipidy peroksidacy (1 pav.).
OH’ radikalai labiausiai pazeidzia polinéagu riebal; rig&iu dvigubas jungtis (Farber,
1990). Susidar lipidu peroksidai, patys reaktys, inicijuoja grandinia laiswijuy radikaly
susidarymo reakeij Didek laiswjju radikalp koncentracija iSsekina antioksidacinius
mechanizmus ir pazeidziaskteliy organely ir plazmire membranas, sutrikdoadteliy
integralum. Dél Siy proces lasteliy membranose atsiranghairiy pokyiy. Kinta membran
lipidy fizikinés—chemigs savylks — jose mada fosfolipidy, riebal; rag&iy, kaupiantis lipid
peroksidams susidaro membyastrukfiriniai defektai, vadinami klasteriais, susiformuoja
transmembraniniai pralaidumo kanalai, pro kuriuog enekontroliuojamas katijanir kity
molekuliy srautag lastek ir i$ jos (Bolotina, 1994). dstekje kaupiasi N§ C&”, vanduo, ji

brinksta, mitochondrijose sutrinka energijos gamybstek gali Ziti. Lipidy peroksidacijos
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produktas dstekje lipofuscinas — endogeninis pigmentas,ilaudaro lipidai, fosfolipidai ir
baltymy polimerai. Pats lipofuscinasmra zalingas, jo kiekisabtekje rodo laiswjy radikaly
susidarym ir peroksidirgs lipidy oksidacijos intensyvumlastekje (Laurindo, 1991).

Tiek laisvosios polinesims riebal; ragstys, tiek irjeinartios i riebal; sudti yra
atakuojamos laisyu radikal; ir oksiduojamog lipidy peroksidus. Lipid peroksidacija yra
vienas iS geriausiai istifttoksinio ROS poveikio pavyzdgi Lipidy peroksidai yra zalingi ir
pazeidzia organizmmsteles (Mehta et al., 1993), reaguodami su Fe ajo@ais. Skylant
peroksidams susidaro malondialdehidas ir 4-hidraksenalis, kurie gali atakuoti baltym
tiolines (-SH) ir amino (-NkK) grupes.

Dar vienas lipid peroksidacijos mechanizmas yra tiesioginis pobtiesu riebal
rig&iy jungimasis su ypareaktyvia deguonies forma — singletiniu deguont®i. Dél to
pasiketia elektrom sukinys molekudje.

Singletinis deguonis pasigamina aeréf@naplinkoje tam tikrus junginius paveikiant
Sviesa: jie sugeria Svigs pereinaj aukStesa elektronp suzadinimo bsery, perduoda
energijos pertekli deguoniui ir paveia ji singletiniu deguonimi. Tokie
fotosensibilizuojantys agentai yra dazai (pvz..ie&g), vaistai (pvz., tetraciklinas), Zmogaus
organizmo medziagos (porfirinai, riboflavinas, tak pigmentas bilirubinas). Kai kurios
fotosensibilizacijos reakcijos yra naudingos klingge medicinoje ir naudojamos gydant tam
tikras wzio formas .

Padidjusi ROS koncentracija sukelia ir amindg&iuy Soniniy grandiniy oksidaciy ir
baltymy fragmentaci, dél to suyra 4stelei svaris fermentai. Kita vertus, fermentai gatitb
aktyvuojami, pvz. proteinkin&s, kaspa&s (1 pav.) .

Laisvieji radikalai sukelia abteks DNR pazeidimus, reaguodami su branduolio ir
mitochondrijp DNR timinu, ir sukeldami DNR grandis tiiikius. Tokie DNR pokyiai
atsirandagstekms senstant bei vykstant piktybinei transformacijai .

Laiswyjy radikal; poveikis rera vienodas. Nors superoksido anijonas yra maziau
reaktyvus uz OH tatiau kai kurios molekus yra specifiniai superoksido taikiniai. Taip"O
jungiasi su NO, susidarant peroksinitritui:

0, + NO — ONOO (8)

Peroksinitritas (ONOQ oksiduoja baltym SH grupes (12 Radi, 1990). Be to, N@a
stiprus vazodilitatorius (Moncada, 1991), ir,"O gekgjimas sujungti NO sukelia
vazokonstrikcig (Laurindo, 1991).

Didelées HO, koncentracijos reaguoja suasleks energiy gaminagiomis sistemomis,
inaktyvuoja glikolizs fermend gliceraldehido-3-fosfato dehidrogera@yslop, 1988). Be
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to, HO,, reaguodamas su gelezies ir vario jonais, sudarooksdo radikay Fentono
reakcijoje (3).
Didesré geleZies dalis abtekje yra F&" formos, j pirmiausia superoksido anijonas
redukuojai Fe&* forma, kuri ir dalyvauja Fentono reakcijoje:
O; +Fe" > O, +Fé"  (9)

Taigi, oksidacinisdsteks pazeidimas sustiga, kai joje dau¢ja superoksido anijono ir
Fe** (Cotran 1999). Normalioseylggose geleZies ir vario jorlastekje yra nedaug, paprastai
jie yra susijung su baltymais (transferinu, feritinu, laktoferinugeruloplazminu),
apsaugafiais lasteles nuo OH radikal; susidarymo. Padadigs lastekje superoksido,
intensy¢ja Fe jom disociacija i$ feritino ir hemosiderinogldto i§ HO, susidaro OH
(Kazakevicius, 2002).

1.1.5. Oksidacinio streso sukelti patologiniai progsai

Oksidacinio stresoiklé, t.y. ilgalaike padictjusi ROS koncentracija organizme, gali
susidaryti suaktyéjus ju gamybai (dl streso, jonizuojatios radiacijos poveikio, iSplitusio
uzdegimo, seyjimo ir kt.), arba iSsekus antioksidaéms medziagoms, stokojant vitamin
(askorbo i#igsties, E ir A vitamin) ir mikroelemeni (seleno, vario, mangano, cinko)
(Halliwell, 1995). Didet ROS koncentracija ir oksidacinio stresiklé organizme susidaro
daugelio patologinmi proces ir ligu metu. Laisvieji radikalai daZznai yra ne tik pawildio
proceso padarinys, bet tampa ir patogésefaktoriumi, lemiatiu jos progresavim (Z.
Kucinskiere). Nustatyta, kad ROS ir LR tiesiogiai ar netiesogyra susi su ktinémis
uzdegimiremis ligomis, sepsiniu Soku, Sirdies kraujagydigomis, ateroskleroze, diabetu,
plawiu emfizema, suaugugii plawiy iSsekimo sindromu, neqv sistemos ligomis —
Parkinsono, Alzheimerio, amiotrofine latentine s&@ie ir kt., navikiniais procesais, $gmu,
katarakta, iSemijos-reperfuzijos sindromu, kaiidonis kepen ir inksty ligomis (Mc Cance
1998).

UzZzdegimo metu RO$ tarphstelire terpe generuoja leukocitai poyj saveikos su
chemotaksio faktoriais, imuniniais kompleksaisparkus mikroorganizm fagocitozei. 2l
NADPH oksidazi suaktywjimo fagocituose susidaro daug’OH,O, ir OH" radikal, kurie
gali reaguoti su NOir sudaryti aktyvius azoto radikalus. Nedideliss\aju radikal; kiekis
tarphsteliréje tergje skatina chemokin (IL-8), endotelio ir leukocit adhezijos molekuli
ekspresy, lemdamas uzdegimiratsalq. Didelis laiswjy radikaly kiekis Zeidzia aplinkinius
audinius: trikdo endotelio funkcijas ir didina kragysliy pralaidum, inaktyvuoja
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antiproteazesof antitripsira), tocl suaktyweja proteoliziniai fermentai ir audinio poé&gi
uzdegimo metu. Sunigiy infekcijy atvejais (pasireiSkus sepsiniam Sokui), IS monocit
makrofag;, endotelio 4steliy atsipalaiduoja daug ROS, kraujyje ygaadaugja NO' ir kity
laiswyju radikal, svarby Sios liklés patogenezei (Kazakevicius, 2002).

Ivairis imunires sistemos komponentai (imunoglobulinai, imuninieompleksai,
komplemento komponentai) gali sukelti ,,deguoniddipsn”, nesusijug su fagocitoze
(Johnston et al., 1976). Superoksido anijonai s@pi limfocity aktyvuny (Kraut, 1981).
Laisviyju radikal; zalojantis poveikis pasireiSkia sergant reumatdidiartritu. Snariy
sinoviniame audinyje randama imunjrkompleks;, komplemento komponeant suaktyvint
leukocity, kurie iSskiria ROS ir ardoasariy kremzlin audin. Sergant reumatoidiniu artritu,
sumazja Mn superoksiddismutag aktyvumas sinoviogijt citoplazmoje, d to padidja
laiswyjuy radikaly iSskyrimag tarphstelirg terp .

1.1.6. Laiswjy radikaly ir antioksidanty tyrimas

Laisvuosius radikalus iSmatuoti sunku, nggyjvavimo pusperiodis yra labai trumpas, o
koncentracija — labai maza. Laisvieji radikalaii dpiiti matuojami tiesioginiu spektroskopiniu
elektrony paramagnetinio rezonanso (EPR) metodugdiala Sis tyrimo metodas yra
sucttingas. Reakcijomgvertinti ir ju metu susidariusi produkty; kiekiams nustatyti gali i
taikomi Sie metodai:

1) laisvuosius radikalus generuofaun ferment, aktyvumo matavimas;
2) antioksidang koncentracijos nustatymas;
3) laisvaradikaling reakcijos produkt, pavyzdziui, peroksigkiekio nustatymas.

Sie parametrai yra svamblaiswjy radikal; sukelt; lasteks paZeidim bei oksidacinio
streso indikatoriai ir gali iiti nustatyti liuminescenciniu, didied skiriamosios gebos skys

chromatografijos, taip pat kolorimeriniu bei imuaohentiniu metodais.

1.2. CHINONU TOKSISKUMAS
1.2.1. Chinonai ir jy poveikis lastelems
Chinonai — bendras junginiklasss pavadinimas. Tai aromatiniai diketonai, kuri
ketonires grugs yra aromatiés sistemos dalis. Jie sutinkami iraliuose produktuose arba
gaunami hidrochinanir/arba katecholi metabolizmo metu. Chinonai — aromaidifunginiy

metabolizmo produktai. Benzochinonai susidaro i&zkeo, naftochinonai — iS naftaleno,
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antrachinonai — iS antraceno ir t.t. 1S policiklinaromatini angliavandenili susidarius
fenoliams, hidrochinonams, katecholiams, Sie paasn | chinonus, veikiant
monooksigenaanis arba peroksidémis, metalo jonais ir kai kuriais atvejais molekidi
deguonimi (Monks et al., 1992). Pvz., citochromd$@ vetia benzen | hidrochinon ir
katechoj. Sie metabolitai oksiduojami (katalizuoja peroksit) iki p-benzochinono ir o-
benzochinono (3A pav.). Tai toksiskunginiy klas:. In vivo jiems lidingas citotoksiSkumas,
imunotoksiSkumas ir kancerogegezloki ju veikima nulemia jvairis mechanizmai: a)
chinonai alkilina gyvybiSkai svarbius baltymus iba DNR, b) chinonai yra stips
oksidatoriai. 4 redukcijos metu susidaro ROS (2 pav.).

Chinony vienelektronigs redukcijos metu susiformuoja semichinonai # O Chinony
reaktingumas Siose reakcijose @aldidjant jy vienelektronigs redukcijos potencialui (&
arba chinono/semichinono redoks poros potenciakant pH 7). & nustatomas impulsis
radiolizés hidu. Dvielektronigs redukcijos potencialas (chingrhidrochinom poros redoks
potencialas, standartinis potencialas arlyj ustatomas elektrochemiskai.

Chinom redukcijos potencialai priklauso nuo jungimprigimties, pakaital kiekio bei
vietos (Anuseuius et al., 2002). Elektronus atiduodantys radikgtadroksi-, alkoksi-,
amino- grups) sumazina & ir E% reikSmes. Elektronus priimantys pakaitalai(nitro-,
karboksi-, sulfo- grugs) padidina & ir E% reik§mes. Aromatits sistemos padéfimas
sumazina & ir E% . PavyzdZiui, 1,4-naftochinanredokso potencialai maZesni, negu 1,4-
benzochinon.

Semichinom oksidacija deguonimi vyksta susidarant superoksidu

Q'+« Q+0Q" (10)

Chinon, kuriy E%<-0,15 V atveju, pusiausvyraiba pakreiptaj desir;, o oksidacija
vyksta su greio konstanta: k=1010° M s™.
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Baltymy ir DNR
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Hidrochino- o
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R radikalas
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/\ 0 02

Riebaly, baltymy ir DNR
ROS oksidacija

2 pav. Alkilinimas ir redukcija chinonais, produkantiais ROS ( Bolton et al., 2000)

Zvaigzdute paZysita reakcija vyksta tik autooksiduotis gebanchinon; atvejais.

Zemo dvielektronias redukcijos potencialo jungini(pavyzdziui redukuat chinony,
naftochinom) autooksidacija vykstatai: puslaikis — kelios minggs esant pH 7.0 (Giulivi et
al., 1994). Chinonai lengvai reaguoja su sieroméiais nukleofilais, tokiais, kaip cisteino
liekanos baltymuose arba GSH¢lDo lastekje sumaZja GSH. Be to, kai kurie chinonai
reaguoja su nukleofilémis amino grupmis, esatiomis baltymuose arba DNR. Prie chinono
Ziedo prisijungus sieros atomui, po to Siam jungirsusioksidavus, gaunamas chinono
tioeteris (3C pav.). Chinono tioeteriai — Parkinsdigos ir kity neurologiniy susirgimy
priezastis (Monks et al., 1997).

Lasteks nukleofilai (Nu) - tai redukuoto glutationo (GSH) -SH arba -Ngtupes, amino
ragstys, baltymai ir nukleinoagStys. Daugeliu atvejchinon; saveikos su Siais junginiais

metu vyksta 1,4- Michaelio prijungimo reakcijos (Eakcija) .

0 0 OH
H Nu Nu
+ Nu-—» +H*
O OH (10)

17



Chinonams besijungiant prie DNR, susiformuoja DMRinti benzochinon pakaitus. Sie

pakaitai dalyvauja deoksiguanozino gismukleofilireje atakoje :

0 OH
HzN\rN N HO
H o ‘
0 0 OH N J
N
o (11)

Tokiu badu benzapireno-3,6-chinonas zmogaus fibroblastnesekeldamas oksidacinio

streso pazeidzia DNR grandin
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A. Benzochinonai

0 0
O
0

p-benzochinonas 0-benzochason

B. Estrogeninis chinonas

e

Benz[a]pireno o-chinonas

C. Chinomy tioeteriai

0 0
SR RS o}
! N
NH:
p-benzochinono dopamino-o-chinono aast

tioeteris

3 pav. Chinon ir ju dariniy struktiros (Bolton et al., 2000).

1.2.2. Benzeno chinonai. ToksiSkumas kawkiulpams ir chemoprotekcija

Epidemiologiniai tyrimai par@égd kad pastovus poveikis dideliu bezeno kiekiu siakel
aplastir anemiy ir stipria mielogenir leukemip (Infante et al., 1977).

Benzenas — selektyviai organus gstéles veikiantis toksinas. Pirmiausia benzenas
patenkaj kvépavimo takus. Jis absorbuojasi plmose, pereina | ir 1l biotransformacijos
fazes kepenyse (Synder et al., 1996). | biotranshoijos fazje benzenas véiamasj fenol,

Sis i hidrochinon ir katechol. Reakcij katalizuoja citochromo P450 izoforma P450 2E1
(Seaton et al., 1994). Jei kepdP450 2E1 aktyvumas didesnis, daugiau fenolio geamiai

hidrochinon. Taigi, kepenys — organas, lemiantis benzeno npksikima.
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Ta&lau benzenas toksiSkiausias kautiulpams. Kodl taip yra, biochemiskai ir
biologiSkai neparodyta. Lyginant kepenis ir kawliulpus, kaul ciulpuose yra maziau
ferment;, dalyvaujadiuy apsaugoje ir benzeno skaidyme (Twerdok et al.2)l9Baveikus
benzenu, DNR ir baltympaZzaidy daugiau susidaro kau€iulpuose, negu kepenyse. Baltym
pazaid; daugiau, negu DNR pazaidLyginant su kitomis kancerogegmis medziagomis,
benzeno metabolitai nestipriai paveikia DNRijida pazaid padaro, jos aptiktos ir istirtas
vitro (Creek et al., 1997).

Nera aiSku, kokie faktoriaiatygoja biologiSkai veikiatio benzochinono koncentradgij
kaip lastekse hidrochinonas v&iamas benzochinonu ir kaslygoja benzochinonogseika su
molekukmis — taikiniais. Manoma, kadidtekse hidrochinonas v&amas benzochinonu
keliais kudais (4pav.). Hidrochinanbenzochinonu veéra mieloperoksidaz (Smith, 1996),
kurios didet koncentracija yra skirtingose mieloidse hstekse (leukocituose, monocituose
ir ju pirmtaktse — CD32 mieloblastuose) (Li et al., 1994; Ross et al., G)9Kad 3is
fermentas veikt, reikalingas vandenilio peroksidas. Diferencijudgukocitai ir monocitai
turi NADPH oksidags. Tai superoksido Saltinis. Superoksidas ciaenas vandenilio
peroksidu. Migtoms hstekms neladingas mitochondrinis kKpavimas, kuris
diferencijuotuose makrofaguose yra superoksidoamdenilio peroksido Saltinis (He et al.,
1999; Li et al., 1999). Kitas vandenilio peroks#&hltinis — hidrochinono autooksidacija. Tai
procesas, kur katalizuoja superoksiddismutaz(SOD) arba vario jonai. Kai SOD
katalizuojama hidrochinono autooksidacijanb intensyvesy) gaunamas benzochinonas ir
vandenilio peroksidas, kuutilizuoja mieloperoksidaz Taip gaunama daugiau benzochinono
(Li et al., 1996). SOD ir varis — potencialios ldhinono aktyvavimo sistemos. Jos
randamos dstekse, kuriose éra mieloperoksidas (eritrocituose, limfocituose, stromos
makrofaguose ir fibroblastuose). Mieloperoksighlokalizuota azurofilidse granuise; Cu/Zn
ir SOD - citoplazmoje; varis randamas sujungtaBNR.

Idomu tai, kad daugelis molekul- taikiniy, kurios sukelia benzenalggota patogeneg
randamos ir citoplazmoje, ir branduolyje. Tai tubas$, topoizomerazll, histonai ir DNR
(Smith et al., 1996).
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4 pav. Hidrochinono, susiformavusio iS benzeno kadiulpu lastely populiacijoje,
toksiSkumas (Bolton et al., 2000).

Benzochinono redukcijoje svasb du hsteks faktoriai: GSH ir NAD(P)H:chinono
oksidoreduktaz (NQO1; DT-diaforaz) (4 pav). GSH reaguoja su benzochinonu, o NQO1
redukuoja benzochinanki hidrochinono, kuris galiiiti gliukuroniduotas, po to ekskretuotas
iS lasteks. Epidemiologiniai ir eksperimentiniai tyrimai paké, kad NQO1 mutacija padidina
apsinuodijimo benzenu rizik(Rothman et al., 1997; Morgan et al., 1999). GEM@O1
pavaduoja vienas kit ir tokiu bidu saugo nuo hidrochinono toksiSkumo, priklausoms
lasteks diferencijacijos, dsteks tipo ir organizmo aSies (Trush et al.,, 1996). Pavyzdziui,
nediferencijuotose mieloidése hstekse GSH yra pagrindinis apsaugos faktorius (Li “élet
1994). Diferencijuotuose makrofaguose apsaugaibgsar GSH, ir NQO1. GSH ir NQO1
kiekiai didéja, kai diferencijuojasi makrofagai, bet nekinta,ai k diferencijuojasi
polimorfonuklearigs lasteks. Gallut, diferencijacijos metu NQO1 tampa katalitiSkaiyaku.
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1.2.3. O-chinonai: policikliniy aromatiniy angliavandeniliy aktyvuoti metabolitai

Policikliniai aromatiniai angliavandeniliai (PAAyra svarlds aplinkos tersalai ir
prokancerogenai, t.yturi bati metabolidkai aktyvuojami, kad veikkaip kancerogenai. Sie
junginiai metaboliSkai aktyvuojami tam tikraisidais: 1) sudaromi dioliai, veikiant P450 ir
epoksido hidrolazei (Penning, 1993), 2) susidadikedy katijonai, dalyvaujant P450 ir/arba
peroksidagms (Cavalieri, 1995), 3) susidaro o-chinonai, \emiki dihidrodioli
dehidrogenazms (Penning et al., 1999). Susigalioliy epoksidai veikia kaip mutagenai ir
kancerogenai (Slaga et al., 1977). Pavyzdziui, &#ginen-p]p-diolis oksiduojamag ketol.
Ketolis pavetiamasj katechoj (7,8-dihidroksibenzena] pirem). Sis liau autooksiduojasi
iki o-chinono (benzat] pireno-7,8-diono, BPD) (Smithgall et al., 1988).

Parodyta, kad benzxp-diolio fermentirts oksidacijos metu susidaro vandenilio
peroksidas. Superoksido radikalas inicijuoja iragal autooksidaci Galutirese reakcijose
superoksido anijonas prisijungia katecholio prato@aut katecholato anijon oksiduoja
hidroperoksilo radikalas. Gaunamas o-semichinonigoram radikalas. Jis iS superoksido
anijono redukuoja molekulindeguon. Tada superoksido anijonas gali dalyvauti kitame
autooksidacijos cikle (Penning et al., 1996).

Susida¢ PAA o-chinonai iSkart gali alkilintiasteks nukleofilus, tarpy DNR, RNR,
baltymus. Juos gali redukuoti NAD(P)H arhateks mikrosom ir mitochondrijz fermentai.
Tokiu bidu intensyviau formuojami ROS. ROS sukelia oksidesiDNR pazaidas (8-okso-
dG timino glikok ir grandines iki). Taigi, iS5 PAA gaunami ROS, o ROS veikia kaip
radiacijos karcinogenég agentai. Tokia PAA metabolinaktyvacija dinga visoms
lastekms .

PAA o-chinonai dazniausiai sukelinelio poslinkio arba taskines mutacijas. Jie gali
sukelti jvairias mutacijas — pastovias DNR pakaitas, N7-depes pakaitas, pazeistas
heterociklines bazes (pvz., 8-okso-dG) ir DNR gmaésltiikius. Kai kuriais atvejais daromos

G—T transversijos, gaunami apurininiai saitai.
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1.3. KITI CHINON U TOKSISKUMO MECHANIZMAI
1.3.1. Redukcinis alkilinimas. DT-diaforazs vaidmuo citotoksiSkume
Piktybiniuose augliuose, esant deguoniedikumui, chinonai #ara efektyviai
reoksiduojami, tada jie lengvai skyla arba reduoojiki hidrochinom. Chinony su -CH-X
pakaitais (X -Cl, -Br arba -OCONHGH fermentires redukcijos metu susidaro -XH ir

chinometidai (12 reakcija). Chinometidai pasizymikleofilinemis savykmis, alkilina
nukleofilus (Giulivi, 1994).

(0] OH (0] OH
CH,X CH,X CH, CH Nu
+2e + 2H*— T +Nu —
(0] OH OH OH

Chinom metidai susiformuoja veikiant mitomicinams — chimgs strukfiros

(12)

prieS\wezZiniams vaistams (Thompson, 1992).

Moore'so chinom metid; hipotez (Moores et al., 1986) teigia, kad mitomicinai
virstant hidrochinonu, jis praranda metoksi grupokiu bidu susidaro tarpinis junginys —
indolas. Tada atidaromas aziridinilo ziedas ir feusiuoja chinono metidas (Thompson,
1992). Antraciklim (pvz., andriamicino) redukcijos metu gali susidaghinometidai, kai
paSalinama glikozido liekana (Thompson., 1992)cidla nepaisant mazos deguonies
koncentracijos, antraciklino redukcij@&ra intensyvi ir chinometidai iS antracikiirsusidaro
sunkiai.

Kitokiu kidu alkilina junginiai, turintys aziridinilo arba 48H,CH,CI), grupes (pvz.,
diazichinonas) (William, 2004). Aziridinilo grép Ziedo atidarym palengvina tai, kad
hidrochinono grugs po redukcijos lengviau atiduoda elektronus amilid. Reakcijos

mechanizmas galitii vaizduojamas taip:

Nu
O OH OH H
+2e+2H" 2Nu-
N N HN
V 0 V OH ﬁ OH
Nu (13)

23



Hidrochinonai iS chinangali susidaryti esant deguonieskimmui, t.y., neintensyvios
radikaly reoksidacijos naudojant degudmidu. Kita vertus, hidrochinonai gali susiformuoti
fermentires dvielektronigs redukcijos metu. Chinanir jy dariny dvielektronire redukcip

katalizuoja DT-diaforaz

NAD(P)H + Q + H — NAD(P)" + QH, (14)

Sio fermento substraspektras labai platugji patenka ubichinonai, chingrepoksidai,
vitaminai Ky ir Ks,  nitroaromatiniai  junginiai. DT-diaforéz aktyvuoja
aziridinilbenzochinonus, diazichingrir mitomicing ¢ (Boland et al., 1991). Si aktyvacija
vyksta redukuojant métus junginius dvielektronis redukcijos bdu. Ji palengvina
aziridinilo Ziedo protonacij ir atidaryna (4 reakcija) (Gutierrez, 1989). Dvielektroam
redukcijos produktai yra labai toksiski. Jie indojas DNR grandias trikius. Kita vertus,
DT-diaforaz apsaugo nuo 2-metil-1,4-naftochinono ir jo darinioksinio poveikio,
nukreipdama Siuos junginius nua fedukcijos. Tada DT-diaforag poveikyje susidar
hidrochinonai jungiami su gliukuronineagstimi ir sulfatu (Giulivi et al., 1994). Gaulti
hidrofiliniai junginiai nesunkiai pasalinami i$ @gizmo.

DT-diaforaz daugeliu atvej (>90%) yra citozolinis fermentas. Jis pagifvairiuose
organuose, ygadidelis kiekis kepenyse, inkstuose ir virskingame trakte. Sis fermentas —
dimeras iS dviej identiSky subvienei, dimero molekulia mag 64 kDa. Vien subvienei
sudaro 274 aminoug&iy liekanos.] subvieneto sudi jeina FAD moleku (Riley &
Workman, 1992).

Idomu tai, kad DT-diaforazneredukuoja antraciklino chinoidipvaisty, tatiau aktyviai
redukuoja mitomicinus ir streptoniginRemdamiesi aktyviojo centro modifikacijos tyrimali
kai kurie autoriai teigia, kad chingrprisijungimo centras ir NAD(P)H prisijungimo ceasr
yra skirtingose fermento vietose (Cui, 1995). Visltal naujausi Zziurki fermento
rentgenostrukirinés analizs metodai parad kad chinono ir nikotinamido ziedo, esan
NAD(P)H sudctyje, prisijungimo centrai yra toje paje vietoje (Chen et al.,, 1997).
Dikumarolas — konkurencinis inhibitorius. Jis uzimeAD(P)H nikotinamido grugs

prisijungimo centi.

1.3.2. Interkaliacija | DNR ir topoizomeraziy inhibicija antraciklinais

Antrachinonai, tokie, kaip doksorubicinas andriamicinas yra ptgausio spektro

prieS\éziniai junginiai, to&l naudojami daugeliuéziniy susirginy atvej.
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Chinoidigs struktiros antraciklinai dalyvauja redukcijos procesuose galhit,
chinometidy susidaryme. T@au tai ne vienintelis chinoidini antracikling citotoksiSkumo
mechanizmas.ylyra daugiau:

1. Antraciklinai gali isiterpti i DNR. Interkaliacija — tai specifinis prisijungimgsie
DNR, agentoijsiterpimas aukStu giminingumu tarp DNR arba RNRelwoaikliniy bazi
(Manifait et al., 2005). Interkaliacija pake&a DNR grandigs UV absorbciy, fluorescenci,
hidrodinamines savybes ir rentgeno spingsklaich; padidina DNR lydymosi tempefat,
stabilizuodama DNR dvigubgrandirg. Tokiu bidu inhibuojama DNR replikacija ir RNR
transkripcija, vartojant andriamicir{Baldev, 1979).

2. Kai kurie prieS¢ziniai preparatai inhibuoja DNR topoizomerazes. dinpmerags —
tai fermentai, kurie kéia DNR konformacy taip, kad gaity vykti replikacija ir transkripcija.
Sie fermentai skirstomi pagal tai, keliose DNR gliagse padaro laikinus itkius: vienoje
prieS\éziniai preparatai yra topoizometazll inhibitoriai. Tai etopsidas (VP-16), tenipoagd
(VM-26), mitoksantranas, andriamicinas (doksorutas) ir daunorubicinas (Chen et al.,
1994). Manoma, kad andriamicino indukuotus dvigimsl DNR tokius suformuoja
topoizomeraz Il (Pfugfelder, 1988). Citotoksiniai preparatdaiba didet C&#* koncentracija
paketia topoizomerag taip, kad ji kerpa DNR grandin bet jos ¢liau nesuliguoja
(Zechiedrich & Osheroff, 1990). Kai kuriais atvejdisteks atsparum doksorubicinui lemia
tai, kad susidaro maziau DNR — topoizomeésakompleks, tatiau doksorubicinas pasizymi
ir prooksidantidm savykkm (Liengswangwong & Osheroff, 1994). Visé¢ld minéty
mechanizm kiekybinio santykio reikSmantraciklino citotoksiSkumui ir jo redukcijai reitq

geriau istirti.

1.4. GAMTINIAI HIDROKSIANTRACHINONAI

Natfiralis 1,8- dihidroksiantrachinonai reinas, dantronasmodinas (5 pav.) farmacijoje
naudojami kaip vidurius laisvinantys vaistai. Kitidroksilinti antrachinonai praméje

naudojami kaip maistiniai ir teksts dazai (pavyzdziui, karmindrragstis, 5 pav).
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CHs

COOH

Dantronas: = -H, R=-H KarmidinagsStis
Reinas: R= -COOH, R=-H

Chrizofanolis: R= -CH;, R=-H

Emodinas: = -CH;, R,=-OH

5 pav. Gamtini hidroksiantrachinam strukiira

Literatiroje yra duomewm apie tai, kad hidroksilinti antrachinonai pasizymi
prieS\ézinémis savylmis (Koyama et al., 2001). Kita vertus, parodytad kg vartojimas
padidina riziky susirgti gaubtiés Zarnos #ziu ir adenoma (Schorkhuber et al., 1998). Sie
junginiai taip pat pasizymi imunosupreamis (Huang et al., 1992), fotosensibilizuajemis
(Rahimipour et al., 2001), mutageémis ir citotoksikmis savylmis (Main et al., 1991;
Miler et al., 1996).

1.5. APOPTOZE
1.5.1. Apoptoz ir jos mechanizmas

Ontogenes ir audini; regeneracijos morfologiniir molekuliniy mechanizm tyrimai
suda¢ prielaidas suformuluoti hipotez kad hstelu genome yra tam tikra ,mirties
programa*“. Ji btina tam, kad organizmas taisyklingai formusf kai Ziva nereikalingos
lasteks, o vietoj Zuvusij lasteliy atsiranda naujos. Programuadatéliy mirtis buvo pavadinta
apoptoze. Btermiry pastil¢ DZ. Keras dar 1972 m (Kerr et al., 1972). Jis apmpapibudino
kaip pavieny lasteliy ,,mirties” kida, kurios metu dstek jgyja badinga morfologiniy
pozymi ir iSnyksta be pasekmit.y. nesukeldama vietinio uzdegimo. Terminasopapz”
buvo paimtas iS graik kalbos, kurapoptosis reiSkia lap kritima nuo medai. Biologiniu
poziiriu apoptoz yra fiziologinis genetiSkai reguliuojamagsteliy pasalinimo procesas,
reikalingas audini homeostazei palaikyti. Sutrikus apoptozei galiine#issti jvairios ligos.
Daugelio j1 gydymas galty buti grindziamas apoptés aktyvinimu arba slopinimu, téd
racionaliy gydymo metod paiesSkos skatina toliau tygth molekulini apoptozs mechanizm

Tiriant audinius Sviesiniu ir elektroniniuikroskopais, nustatyti tam tikri apoptotini

lasteliy, t.y. lasteliy, Zistartiy apoptozs hidu, morfologiniai pokyiai: lastek susitraukia, jos
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branduolio chromatinas sutas&, \liau lastek suskylai membrana dengtus fragmentus,
vadinamus apoptotiniais tkais. Apoptotini kiny membrana nepazeista, &dvidinis
turinys, t.y. citoplazma su joje es@mis organeimis, neiSsilieja ir nesukelia uzdegimo,
budingo hstelei mirStant nekr@s bidu (Majno et al., 1995). Apoptotiniusitkus fagocituoja
gretimos 4steks bei makrofagai, taigi, jie iSnyksta bédpako. Taiau dar iki atsirandant
lasteks apoptogs pokyiams, joje pradeda vykti biocheminiai pdkai, lemiantys apopt@s
proceso pradii Siuo metu apopt@s eiga skirstomatris fazes:

Linicijacijos faz. Jos metu astekje kaupiasi efektoui molekuks. Kokie efektoriai
kaupiasi, priklauso nuo apoptpgukeliartiy signaly. Sie signalai gali iiti labai jvairis. Tai
hormonai iri juos panass augimo faktoriai (Kajstura et al., 1997), ADF (l&ah et al.,
1994), neuromediatoriai (Communal et al., 1998poksija (Long et al., 1997) ir kt. d
apoptoz sukeliartiy signal; jvairoves, apoptogs efektoriai gana skirtingi. Manoma, kad
inicijacijos faz yra gtiztamoji, nes nutraukus sigaapoptoz neprasideda.

2.,,Apsisprendimo” fazZ Jos metu apoptég efektoriai aktyvuoja procesus¢l dkuriy
citoplazmoje atsiranda baltymn galirtiy paZeisti brandu@l Si faz yra negiztama.
Biocheminiai pokyiai, nulemiantys negttamumna, prasideda keletvaland, anksiau, negu
atsiranda morfologiniai pokyai (Messam et al., 1998).

3.Lasteks sunaikinimo faz Jos metu iSry&a morfologiniai apoptos sukelti pokyiai:
chromatinas sutarja, DNR suttiksta, branduolys suskylaskek suskylaj dalis, vadinamas
apoptotiniais knais, kuriuos fagocituoja kitosadteks. Pagal morfologinius branduolio
ppokyius nustatyta, kath vivo lasteks apoptoz trunka nuo 6 iki 24 val. Sis laikas priklauso
nuo hsteks tipo (Gavrieli et al., 1992).

Skiriami du pagrindiniai apoptosukeliantys keliai: 1) iSorinindukcija, kai ligandas
prisijungia prie citoplazmos membranos receptoriaus2) viding, priklausoma nuo
mitochondrij;. 1Saiskinti Sie apopt@s mechanizmai:

*Mirties receptoriai (Fas, FasL). Tai 80 aming%xiy seka, vadinama ,,mirties domenu”. Tai
dazniausias apoptéz kelias.

*Molekulés — adaptoriai. Jos perduoda signalus iS receptdomen.

Kaspazi, sistema. Kaspas — tai proteolitiniai fermentai, suardantysteles-taikinius. Sie
baltymai aktyvuojasi dalyvaujant mitochondrijomsarmirties receptoui keliu (6 pav.).
*Nespecifiniai veiksniai, tokie, kaip citotoksiniaaistai ar radiacija, irgi gali jungti”
kaspaziy sistem.

*Bcl-2 baltymai.
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Caspase-8

Y

Caspase-3
- - Smac/DIABLO
a Procaspase-9
l_ IAPs
Apoptotic substrates
6 pav. Apoptotinio signalo perdavimo keliai — receptorinis (kair éje) ir

mitochondrinis (desin éje) (Bredesen et al., 20QQJomotrimeras CD95L jungiasi su
CD95, sukelia pastarojo “mirties” domeny asociacijg. Po to prie jo jungiasi adapterinis
baltymas FADD (Fas-associated death domain). Jis turi efektorinj mirties domeng (DED —
death efector domain), prie kurio jungiasi DED turinti prokaspazé-8. Oligomerizuota
prokaspazé-8 yra proteolitiSkai skaldoma ir atpalaiduojama | citozolj heterotetramero
pavidalu (du mazi ir du dideli subvienetai). Kaspazé-8 toliau aktyvuoja kitas kaspazes
(pvz. kaspaze-3) ir taip indukuoja lgstelés apoptoze. Alternatyva yra mitochondrinis kelias.

1.5.2. Apoptozs nustatymas

Apoptoz i$ pradzi buvo nustatoma remiantis morfologiniais kritesjal &iau klaidos

ir galima subjektyvi interpretacija paskatino ie§kiosiocheminiy metod;. Kai kurie metodai
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nustato ankstyvus pokis, tokius kaip fosfatidilserino iSsivertimisS vidinés i iSoring
plazmires membranos pus prie Sio neigiam kravi turin¢io fosfolipido yra prijungiamas
zymétas baltymas aneksinas V. Kitais metodais nustadosigvas apopto&s pozymis — DNR
skilimas (apoptozs metu veikiant endonukleams, DNR yra suskaldomafragmentus po 180
nukleotidy). Apoptoz gali biti nustatyta atliekant DNR elektroforezSiuo metu pléiausiai
naudojamas metodas apoptozei nustatyti yra TUNEBQI(aldT mediated X-dUTP nick end
labeling). Siuo metodu yra pazymimos DNR dviguboengires nutiikimo vietos, prijungiant
zymeétus nukleotidus. Toks Zenklinimas iSrySkinacpla DNR grandij trakius ir laisvus 3'-
OH galus. Jis gali idi pritaikomas ir atskiromsastekms, ir audiniams. TUNEL yra jautrus
metodas, @&@au neseniai buvo suabejota jo specifiSkumu. TUNEkalumas yra tai, kad tuo
paiu metu gali lti jvertinta branduolio irdsteks morfologija. Siekiant kiekybiSkavertinti
izoliuoty lasteliy ar viso audinio apopt@z yra nustatomas apoptotinis indeksas — tai TUNEL
teigiamy branduoly ir visy tiiamo audinio branduali skatiaus santykis, iSreikStas procentais.
Kad hity gauti tikslesni rezultatai, reikia derinti tris keturis metodus. Visi Sie metodai
pritaikyti audiniams ir dsteliy kultiroms. Dabar siekiama sukurti tokius metodus, kleigty
nustatyti apoptoxs lygi neatliekant biopsijos, tik tiriant kraufjau dabar galima nustatyti Fas

ligando ir Fas receptarikoncentracy kraujo serume).

1.5.3. CitotoksiSkumas, apoptozir nekrozé

CitotoksiSkumas — tai chemim medziagos arbaadteks (citotoksis T ksteks)
gekejimas zudyti §steles. Kitaip negu apopt®ar nekroz, Sis terminas nenusakasteks
ziities mechanizmo.

Apoptoz — programuotaabtebs Zitis nepakitusiomis fiziologigmis slygomis. Siam
procesui kdingi morfologiniai pozymiai yra chromatino agregac branduolio bei
citoplazmos kondensacija ir branduolio bei citoplas susiskirstymag apoptotinius knus
(7 pav. ap&a).

Nekroz — lasteks Zitis stipriai pakitus fiziologiams glygoms (pvz., hipotermija,
hipoksija). Nekroz gali jvykti komplemento sistemai paveikussieks membrag, taip pat

esant toksiniams metabolitams, lizuojantiems vimséei neigiamam aplinkos poveikiui.
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Nekrozs metu padiéja lasteks organels, ypa& mitochondrijos, ¥liau pratiksta plazmia
membrana @steks lizé). (7 pav. virSus). 4stek iSskiria citoplazmos komponentus
tarphstelirg ertre, todl pakenkia aplinkidams hsteEms sukeldama uzdegingirreakcip.
Specifinis nekro&s signalinis kelias neaptiktas. Nekész atveju DNR degraduojama

nespecifiskali.

mitochondrial morphological membrane breakdown
ngo )

chromatin pattern conserved

normal - reversible swelling irreversible swelling disintegration
Apoptosis
mitochondrial morphology intact membranes

preserved

nuclear changes apoptotic bodies

normal condensation (cell blebbing) fragmentation secondary necrosis

7 pav. Nekrogs ir apoptozs morfologiniai pozymiai (Boehringer, 1998)
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2. Metodiné darbo dalis

2.1. Darbo objektas

Tyrimuose mes naudojome FLK (foetal lamb kidneydteliy linija, kuri buvo gauta
transfekavus avies embriono inksibroblastus galvij leukemijos virusu (GLV).

GLV yra egzogeninis C tipo retrovirusas, kuris kast zmoni T-limfotropiniais 1 ir 2
tipo virusais priklauso transaktyvuojan onkovirusi grupei, Retroviridae Seimai,
Oncovirinae poSeimiui ir onkornavirugs gertiai (Merza et al., 1991). FLK genome rasti 1-4
integruoti provirusai, tau ne visi pasizy®jo ekspresija (Altaner et al.,, 1985).
Imunofluorescencijos twlu nustatyta, kad 70-8@ virusiniy antigem lokalizuoti ksteliy
citoplazmoje. GLV dalék rastos citoplazmos vakgek ir tarpisteliniame skystyje. GLV
atvirkstines transkriptazs aktyvumas FLK dsteliy supernatante po 5-6 pakultivavimo
atitinka 1,0-2,210° virusiniy daleliy/ml. Dalely diametras — 90-120 nmy fentre — didelio
elektroninio tankio nukleoidas (diametras 60-90 nBympuravimasis stebimas retai.

FLK linijos lasteks gausiai ekspresuoja GLV ir jo antigenus. Sidirdemonstruoja tam
tikrus piktybinei transformacijaitalingus bruozus: padifusi lasteliy populiacijos tank
pagreitjusia proliferacipp (lasteliy kiekio padvigubjimo laikas sumaga 1,5-2 kartus),
sugeba sudaryti kolonijas skystame agare, sukeligliuvs plikoms pams, stipriau
akumuliuoja 2-dezoksi-D-gliukez— neaktyw gliukozes analog (Onuma et al., 1981). Salia
to, FLK linijos lasteks pasizymjo aneuploidija, heteroploidija ir kariotipiSkai \sksi nuo
normaliyy avies §steliy, nes tugo 16 metacentrimi ir 58 akrocentrines chromosomas, tuo

tarpu normoje yra 54 chromosomos, atitinkas diploidin rinkini (Nemeikaié¢, 1995).

2.2. Lasteliy kultivavimas

FLK kultara gauta iS Latvijos Mikrobiologijos instituto (Rgpir yra pastoviai palaikoma
bei tyrintjama VU Imunologijos institute. Sis darbas buvdkéds VU Imunologijos instituto
biomodeliy laboratorijoje. FLK 4steks buvo auginamos minimaliojeasteliy auginimo
terpgje MEM (minimum essential media) (Biological induss, Israel) su 0,3u.g/ml
glutamino, pridedant 104 inaktyvuoto (30 min 56°C temperatroje) fetalinio verSelj
serumo (Biological industries, Israel), 100vienjoenicilino ir 50-100ug/ml streptomicino.
Pradire lasteliy paslio koncentracija naudojamasteliy palaikymui buvo 2-510* last/ml.
Lasteks auginamos 37C temperaitroje 4-7 paras iki pilno monosluoksnio susidaryada
lasteliy monosluoksnis suardomas veikiant 3-5 minutes 0,25% tripsino (Biological
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industries, Israel) ir 0,02 Verseno (VU Imunologijos institutas) misiniu (L:Po to 4steks
persjamos arba naudojamos citotoksiniam tyrimui. Bjer® koeficientas — 1:3 — 1:5.

FLK ksteliy augimas buvgvertintas kel pam laikotarpiu. Pradié paglio koncentracija
— 25000£1000 asteliy/ml. Lasteks sjamosi stiklinius 10 ml flakonus. Po parogsteliy
monosluoksnis veikiamas 3 minutes 0,25 % tripsir®02 % Verseno (1:1) miSiniu. MiSinys
nupilamas, uzpilama 10 ml Henkso tirpalasteks resuspenduojamos. Toliagsteliy
skatius jvertinamas Sviesiniu mikroskopu Goriajevo kamemajginkamai pridedant 0,4 %
tripano nelio tirpalo. Gyvos 4steks Sviesios, negyvos — dazosklgmai. Ta pai atlikus
kiakviers pam sudarytadsteliy augimo krei¢. Eksperimentai kartoti 3-6 kartus. Tokiucpa

budu, i terpg jvedus tiriamuosius junginius, atlikti citotoksiSkartyrimai.

2.3. Kultivavimas ant stikleliy ir dazymas

FLK lasteks ssjamos (2,510 last/ml) i 5 ml flakonus su dengiamaisiais stikleliais
aukgiau aprasSytoje mitybise tergje ir kultivuojamos 24 val 37 °C tempetadje. Tada
dengiamieji stikleliai iSimami, plaunami fiziologdin tirpalu, dziovinami, 2 min fiksuojami
metanoliu, ¥l dziovinami. Fiksuoti preparatai 35 min dazomi B#ur-eozino dazais pagal
klasikini Romanovskio-Gimzos meted ParuoStuose preparatuose stebima Fhgteliy
morfologija, haudojant Sviesimikroskop ,Leica“ su skaitmenine fotokamera (Nemeikait
Cenierg, 2005).

2.4. Apoptozs tyrimas

2.4.1. Fluorescencié mikroskopija

Fluorescencin mikroskopija — vienas populiariausi lasteks tyrimo metod.
Fluorescuojatiu molekuly pagalba galima tirti visusasteks organoidus. Daugeliu atvej
dirbama su fiksuotomis astekmis, ta&iau pagrindinis fluorescencia mikroskopijos
privalumas yra galimybtirti jvairius procesus, vykstaius gyvoje hstekje.

Lasteks biologijos tyrimuose skiriamos kelios fluores@rgjos mikroskopijosiSys:

- Skirtingi hidrofobiniai Zymekliai, naudojami memawy ir lipidiniy dariniy tyrimui. Tokiy
dinamines savybes.

- Zymekliai, padedantys nustatyti DNR kiegyvose dstebse (pvz., Zymeklis Hoechst-
33342).
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- Specifiniai mitochondrij Zymekliai, nhaudojami tik gyvosedtekse (pvz., rodaminas 123.
Jei jis nekaupiamas mitochondrijose, galima dasytd, kad hstek zuvusi).

- Sintetiniai Zymekliai, jautis lasteks pH (pvz., fluoresceinas), €akoncentracijai (pvz.,
kvinas-2) arba membraniniam potencialui.

Visi Sie metodai dazniausiai naudojagstéliy populiaciy tyrimams, té&iau Zinomi ir
tokie darbai, kur tiriama Gair H" koncentracija atskiroje$tekje. Labai populiarus metodas
— lastekje vykstariy proces tyrimas iSvirkStus specifinius vidasteliniams baltymams
(pvz., citoskeleto baltymams) antigenus su fluanegtia Zzyme.

Vigy minéty metod; eksperiment etapai yra bendri: 1) fluorescenesnzymnes sintez ir
gryninimas; 2) fluorescencinio konjugato poveikagstelei nustatymas; 3) zymens spektyini
savybiy nustatymasin vitro; 4) fluorescencini molekuly jvedimasi lastek ir spalvos
intensyvumo bei dazymo laiko parinkimas; 5) intetppojant fluorescencinio
mikroskopavimo rezultatusibina atsizvelgtij savaimir lasteliy fluorescenci, kuri yra

skirtinga, priklausomai nuagteliy raSies ir vietosdstekje.

2.4.2. FLK Iasteliy apoptozs tyrimas naudojant akridino oranzo ir Etidzio bromido

fluorescuojanius dazus

Po 24 valand eksperimentini medziag poveikio buvo vertinamas adteliy
pasiskirstymas kuiroje: gyvos, apoptotiss ir nekrotires pagal dazygsi akridino oranziniu
ir Etidzio bromidu (AO/EB). Naudojamas damiSinys: 100 pug/ml akridino oranzinio ir 100
pg/ml Etidzio bromido. 15 pl dazmisinio dedama ant objektyvinio stiklelio, uzdesgia
dengiamuoju stikleliu. Analizuojama fluorescentimukroskopu (bangos ilgis 500 nm). AO
jjungia gyvos ir negyvosasteks. Sis dazas interkaliuojagi dvigrand DNR ir nudazo
branduaj zaliai. AO taip pat jungiasi su RNR ar viengramR ir nudazo rausvai oranzine
spalva. EB jungia tik negyvosdteks, nes gyw lasteliy membrana nepraleidzia Sio dazo. EB
saveikauja su DNR ir nudazo branduoranzine, RNR — silpnai oranzZine spalva. Tokidly
negyvos dsteks turi rySkiai oranzipchromatin, o citoplazmos liksiai atrodo tamsiai rusvi.
Siuo du iSskyeme keliy tipy lasteles:
1) gyvas neapoptotines (G — rysSkiai zalias chromalfinas
2) apoptotines:
» gyvas apoptotines (GA — kondensuotasagnitentuotas ryskiai Zalias chromatinas);
* negyvas apoptotines (NA — kondensuotas ragnientuotas rySkiai oranzinis
branduolys);
3) kitas:
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* nekrotines (N — oranzinis chromatinas);
« be chromatino (S -adteks, netekusios DNR daZosi silpnai oranzine spateajau
Siy lasteliy skatius nesiek 1 %, todl statistiniamjvertinimuijtakos netujo.
Kiekviename pavyzdyje skaavome po 100-20Gisteliy.

Kartojome 3-5 kartus statistiniagvertinimui.

2.5. Matematinis rezultaty apdorojimas

Gauti rezultatajvertinami naudojant iSraigkM+m, kur M- bendras vidurkis, m-
vidurkio standartia paklaida (m = [Ea&)/n(n-1)I*? kur a- nukrypimas nuo vidurkio, n-
pakartojimy skatius). Skatiuotas ir stjudento patikimumo koeficientas (p).uGaluomenys
laikomi patikimais, kai £0,05. Skatiavimai atlikti naudojant kompiutergnprogram Sigmaplot
(versija 1.02.).

2.6. Tyrimams naudoti junginiai

Daunorubicinas(,Minmedprom®, Rusija) (8 pav. A);

Durochinonas — Tetrametil-1,4-benzochinonas(,Signvakietija) (8 pav. B);

MeDZQ - 2,5-dimetil-2,6-diaziridinil-1,4-benzochinas(dr. Jonas  Sarlauskas,
Biochemijos institutas, Vilnius) (8 pav. D);

RH1 — 2,5-diaziridinil-3-(hidroksimetil)-6-metil-;benzochinonas (dr. Jonas Sarlauskas,
Biochemijos institutas, Vilnius) (8 pav. C);

H,0, — vandenilio peroksidas (,Sigma“, Vokietija);

DPPD — N,N‘-difenil-1,4-difenilendiaminas. (,Sigma“/okietijja) Saugo nuo lipid
oksidacijos, apsaugo dvisluoksmembran;

Desferioksiaminas(,Sigma®, Vokietija). GeleZies jofir¢") chelatorius;

Dikumarolas — 3,3’-dimetilen-4-hidroksikumarinaS{gma*“, Vokietija). Slopina NQO1,
kuri katalizuoja aziridinilhidrochinapsusidarymo reakcijas ir lemia DNR alkilinam

Alopurinolis(,Sigma“, Vokietija). Strulirinis hipoksantino analogas. Blokuojssteks
ksantinoksidag, kuri padeda skaidyti purino bazes;

Katalaz(,Sigma“, Vokietija). Skaido vandenilio perokaid

Junginiai tirpinti dimetilsulfokside (DMSO) (,SigmaVokietija), kad p praskiedimas
lasteliy auginimo terpje baty 1:1000. Nustatyta, kad Sis tirpiklis jtekojo FLK ksteliy
gyvybingumo.
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8 pav. Tyrimams naudet chinoniniy junginiy struk@ira: A — Daunorubicinas, B -
Durochinonas, C — RH1, D — MeDZQ.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. FLK Iasteliy augimo dinamika

Pradiniame darbo etape mes stmarhsteliy augimo kreig (9 pav.). Pirm pag lasteliy
skatius zymiai nekito ir tai atitiko lag faz Antraja ir treciaja pai lasteliy skatius padidjo
daugiau negu tris kartus, pasiekdamas 92500+23&6lil/ml. Neabejotinai tai logaritminio
augimo faz. Negyvos dsteks Sioje fazje sudaé sudaé apie 1 %. Ketviet, penkt ir Sesy
par lasteliy skatius zenkliai nebekinta, susiformuoja pilnas monok&nis ir tai yra
stacionaraus augimo faz Paskuti, septingja pam, lasteliy skatius wl mazja. Tai
paaiSkinama tuo, kad susiforrggvmonosluoksnis pradeda irti ir tolimgdasteliy augima
riboja ploto tiikumas. Be to, augimo metu uzdaroje sistemoje iSgakrna mitybii terpe.
Negyw lasteliy yra 4-15 %.

120
100 I
E a0
o
Y60
'Y
% /}z’
7, 40 ,/‘/
— <
20
0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Paros

9 pav. FLK §steliy augimo dinamika

3.2. Lasteliy morfologija
Kad nustatyti FLK 4steliy morfologija, lasteliy monosluoksnis, augintas ant dengigum

stikleliy, buvo dazomas klasikiniu Romanovskio-Gimzos metodada stikleliai
mikroskopuojami ir fotografuojami. Nuotraukos pétes 10 ir 11 pav.
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10 pav. FLK dsteliy monosluoksnis po 24 val (padidinimas 100x). Dazfasikiniu

Romanovskio-Gimzos metodu.

11 pav. FLK 4steks (padidinimas 400x). Dazyta klasikiniu RomanovsRimzos metodu.

FLK ksteks auga monosluoksniu. Tai fibroblaskiimés lasteks daZnai turitios
verpstire forma. Taliau FLK lasteliy linija morfologiniu poZiriu néra vienalyt lasteliy
populiacija, sutinkama tiek dydzio, tiek formpsirove (11 pav).

37



3.3. cLsp nustatymas ir citotoksiSkumo priklausomykeé nuo vienelektroninés redukcijos

potencialo

CitotoksiSkumas iSreiSkiamas kaipsglLt.y., junginio koncentracija, kuriai esanisia
50% hsteliy. Ji nustatyta auginant FLKadteles irjvedant skirtingas tiriamo junginio
koncentracijas. Tada sudaromasstély skatiaus priklausomyés nuo junginio
koncentracijos grafikas. Daunorubicino (8 pav. Ajgu iS grafiko (12 pav.) nustatyta, kad jo
CLsp yra 2+0,2uM, o0 RH1(8 pav. C ) — 0,08+0,QiM (13 pav.). AnalogiSkai nustatytos ir kit
tirty junginiu cLsp verts: MeDZQ (8 pav. D) - 0,4+0,itM, Durochinono (8 pav. B) - 40+6
uM, H2O; - 507 uM. IS Sip koncentraciy matyti, kad aziridino grupes turintys chinonai yra

citotoksidkesni. Sios koncentracijos naudotos tedimems tyrimams.
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12 pav. Gyv lasteliy skatius esant skirtingoms daunorubicino koncentracijoms
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13 pav. Gyv lasteliy skatius esant skirtingoms RH1 koncentracijoms

Nustaius chinoninip junginiy cls,, parodyta § clsg priklausomyls nuo E;
(vienelektroniis redukcijos potencialo) (1 lenéel1l4 pav.). Vienelektronés redukcijos
potencialas sk#iuotas remiantis aziridino ir metilo gruppanasiataka E; skaitinei vertei ir
tuo, kad metilo gruppakeitus hidroksimetilu, & padictja 0.05V (Wardman, 1989).

15 14 pav. matyti, kad nuo vienelektroésrredukcijos potencialo ¢g tiesiogiai priklauso
chinoniniy junginiy citotoksinis poveikis FLK dstekms (clsg). Siuo atveju RH1didZiausias

E%,, 0 BZQ — maZiausias . Atitinkamai kinta i unginiy citotoksinis poveikis.

1 lentek. cLso priklausomyl nuo vienelektroniés redukcijos potencialo {B

Junginys| E%; (V) cLso (uM)
BZQ -0,38 (Wardman, 1989) 19,0 + 1,5 (Nemeikditniere et al., 2003)
MeDZQ | -0,23 (Wardman, 1989) 0,4 +0,03
RH1 -0,18 (NemeikattCeniere et al.,| 0,11 + 0,01
2003)
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14 pav. Chinon citotoksiSkumo FLK d4stekms priklausomybd nuo vienelektroniés
radukcijos potencialo ().

Didéjant chinom E'; reik§nmems, dicgtja ir ju aerobinis toksiskumas (proporcingumo
koeficientas Alog clsyE'; artimas -10 V). Tokio tipo priklausomyb rodo tai, kad
pagrindinis citotoksiSkumo mechanizmas yra oksitacstresas. ToksiSkumo priklausonyb
nuo redokso potencialo atspindi fermeésin vienelektronias redukcijos jtaka
citotoksiSkumui, kadangi chinan vienelektronigé redukcija flavindehidrogenamis -
elektrontransferaamis (pavyzdziui NAD(P)H citochromo ¢ reduktaze,ef@oksino NADP
reduktaze) diga, kai dictja ju E'; su koeficientuAlog kiA E'; ~10 V. Aziridino arba —
N(CH,CH.CI), grupiy jvedimasj Siy junginiy strukfira daznai padidinayjcitotoksiSkuna. Be
to, 1 DNR interkaliuojadjy antraciklino chinon (andriamicino ar daunorubicino)
citotoksiskumas didesnis, negu nesiinterkaliugijan chinony su tokiu paiu E%

citotoksiskumas.
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3.4. CitotoksiSkumo tyrimai

Kitame etape iStita DPPD, desferioksiamino, alomiio ir dikumarolo jtaka
prieSnavikiny chinony ir H,O, citotoksiSkumui (15, 16, 17, 18, 19 pav.). Duomen
standartizacijai naudotos jungirkoncentracijos, sukeligios 50 % 4steliy zatj.
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Lasteli y gyvybingumas, %

15 pav. DPPD(2M), desferioksiamino (30@M), alopurinolio (100uM), dikumarolo (20
uM) ir katalazs (1uM) itaka 2,0uM daunorubicino citotoksiSkumui. Priedai: daunonitas
(1), daunorubicinas + DPPD (2), daunorubicinas sfetfeoksiaminas (3), daunorubicinas +
alopurinolis (4), daunorubicinas + dikumarolas @unorubicinas + katalaz6), n=3-4;

2,3 ir 4 atvejais p<0,05, 5 atveju p=0,5, 6 — g=01vs 2,3,4,5,6).

Daunorubicinas (8 pav. A) ir kiti antraciklininiahinonai yra naudojamiéziui gydyti. J
citotoksiSkum, lemia interkaliacijai DNR ir topoizomerags inhibicija. Kita vertus, yra ir
kitas citotoksiSkumo mechanizmas — oksidacinis sasge kurio metu susidaro LR ir
redukuojami antraciklinai. Tai patvirtina dalirmpsauga antioksidantais nuo daunorubicino
citotoksiSkumo (15 pav. 2 ir 3).
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Lasteli y gyvybingumas, %

60 -
50

40 -
30 |
20

10 -

0 ‘
1 2 3 4 5

16 pav. DPPD(2:M), desferioksiamino (30QM), alopurinolio (100uM) ir dikumarolo (20
uM) itaka 40 uM DQ citotoksiSkumui. Priedai: DQ (1), DQ + DPPD),(2DQ +
desferioksiaminas (3), DQ + alopurinolis (4), D@ikumarolas (5), n=3-4;

2, 3 ir 4 atvejais p<0,05, 5 atveju p=0,5/£12,3,4,5).
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17 pav. DPPD(2M), desferioksiamino (30@M), alopurinolio (100uM), dikumarolo (20
uM) jtaka 0,08uM RH1 citotoksiSkumui. Priedai: RH1 (1), RH1 + DPRR), RH1 +
desferioksiaminas (3), RH1 + alopurinolis (4), RHHikumarolas (5), n=3-4; visais atvejais
p<0,05 (1vs 2,3,4,5).

Lasteli y gyvybingumas, %
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18 pav. DPPD(2M), desferioksiamino (30@M), alopurinolio (100uM), dikumarolo (20
uM) itaka 0,4uM MeDZQ citotoksiSkumui. Priedai: MeDZQ (1), MeDZ® DPPD (2),
MeDZQ + desferioksiaminas (3), MeDZQ + alopurinoly, MeDZQ + dikumarolas (5),
n=3-4; visais atvejais p<0,05 ¥4 2,3,4,5).

Lasteli y gyvybingumas, %
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19 pav. DPPD(2M), desferioksiamino (30@M), alopurinolio (100uM), dikumarolo (20
uM) jtaka 50uM H,0, citotoksiSkumui. Priedai: ¥, (1), H,O, + DPPD (2), HO, +
desferioksiaminas (3),4@, + alopurinolis (4), HO, + dikumarolas (5), n=3-4;

2 ir 3 atvejais p<0,05, 4 ir 5 skirtumas nepati&silvs 2,3,4,5).

Lasteli y gyvybingumas, %
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Nustatyta, kad DPPD ir desferioksiaminas apsaugo a@aunorubicino, durochinono,
MeDZQ, RH1 ir HO, sukeltos dsteliy zities, taigi, oksidacinis stresas yra svarbug ity
junginiy citotoksiSkumo mechanizmas. Tuo tarpu dikumara@asaugo tik nuo RH1 ir
MeDZQ poveikio. Dikumarolo apsauginis poveikis rodad RH1 ir MeDZQ papildomas
citotoksiskumo faktorius yrayj redukcirt bioaktyvacija DT-diaforaze. jScitotoksikung
sukelia DNR alkilinimas susidariusiais aziridindinochinonais (23 pav. kelias (a)), bet ne
hidrochinom autooksidacija (23 pav. kelias (c)). Alopurinobpsaugo nuo DQ, RH1 ir

MeDZQ poveikio. Tai rodo, kad $ichinon citotoksiSkum tam tikru laipsniu lemiauyj
redukcija ksantinoksidaze.
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3.5. Apoptozs tyrimai

Kitame darbo etape naudojant akridino oranzinio Btidzio bromido (AO/EB)
fluorescuojatiy daz; misini buvo vertinamas gy ir apoptotini lasteliy pasiskirstymas

lasteliy kultaroje (20 pav. A).

B C

20 pav. FLK jsteks, dazytos fluorescuojaiais akridino oranzinio ir etidzio bromido dazais.
A — FLK lasteliy monosluoksnis (padidinimas 100x): gyvaestéks nusidaziusios Zzalia,
apoptotigs oranzine spalva, B — gyvossteks (padidinimas 400x), D — apoptatifastek
(padidinimas 400x).
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21 pav. Antioksidant DPPD (21M) (B) ir desferioksiamino (30QuM) (C) jtaka 2,0uM
daunorubicino sukeltai apoptozei. A — daudorubicsudelta apoptaz Priedai: G — gyvos

lasteks, GA — gyvos apoptotiis, A — apoptotiés, N — negyvos.

Antioksidantas DPPD labai gerai apsaugo Flaktdles nuo daunorubicino indukuotos
apoptozs. Desferioksiamino atveju, patikimai skgr gyw ir gyvy apoptotini lasteliy
skatius (lyginant su daunorubicino poveikiu). DPPD @sterioksiaminas yra antioksidantai
ir remiantis ji poveikiu, galima teigti, kad FLKastekse daunorubicinas sukelia apoptoz

pagal ,oksidacinio streso* mechanigzm
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22 pav. Alopurinolio (100M) (B) ir dikumarolo (20uM) (C) jtaka 2,0uM daunorubicino
sukeltai apoptozei. A — daudorubicino sukelta apzptPriedai: G — gyvosabteks, GA —
gyvos apoptotiés, A — apoptotiés, N — negyvos.
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Dikumarolo atveju, patikimai skgsi tik gyw ir gyvy apoptoting lasteliy skatiy suma.
Jis nezymiaijtakojo apoptoz Tai rodo, kad apoptége dalyvauja NQO1, taau ji néra
pagrindinis apoptas veiksnys.

Auginant hsteles be tiriangu junginiy apoptotini lasteliy buvo 1-2%.

Visi gauti rezultatai buvagyvertinti pagal apoptas indekg (2 lentet) (palyginimui
pateikti RH1, MeDZQ ir HO, apoptotiniai indeksai i3 Nemeik&i€éeniere et al., 2005).

2 lentek. Apototinis indeksas (A/(A+N)100%) FLKastekse, veikiant jagvairiu junginiuy

koncentracijomis, sukeligiomis ~50% 4stely Zzat;, ir jo moduliacija DPPD,
desferioksiaminu, alopurinoliu ir dikumarolu. Kooliniuose eksperimentuose (24 vadteliy

auginimas be jungin) apototinis indeksas buvo 2-3%. Priedas: A — apogts lasteks, N —
neapoptotias lasteks.

Nr. | Junginys A/(A+N)100%
a) Be b) +2uM c) +300uM | d) + 10QuM | e) +20uM
priedy DPPD desferioksi- | alopurinolio | dikumarolo
amino
1 RH1 (0,08uM) 65,8+2,8 | 13,6+1,0 | 44,4+45 40,2+4,0 19,1+2,7
2 MeDZQ (0,4uM) 50,9+1,0| 11,5435 | 13,2+0,6 37,5+2,0 22,4+4.7
3 Durochinonas (4QM) | 23,1+3,6 | 7,0+2,0 10,0+£2,5 7,1+2,6 12,0+3,6
4 Daunorubicinas (2,033,6+£3,1 | 15,6+0,1 | 23,5+2,4 16,5+0,8 27,8+1,2
HM)
5 H202 (50uM) 13,9+2,2 | 4,2+1,0 3,6£1,0 4,5+1,5 7,8+1,6

Apoptozs tyrimy duomenys (2 lenté) rodo, kad esant jungipkoncentracijoms,
sukeliartioms 50% 4steliy zitj, apoptotini lasteliy kiekis gyw lasteliy populiacijoje
(apoptotinis indeksas) mga Sia tvarka:

RH1~MeDZQ>daunorubicinas>durochinonasghl

Ivertinus apoptoxs indekg, aziridinilbenzochinonai yra efektyvesni apogtdzdukuojantys
agentai nei vienas IS KlasikipiprieSnaviking chinon; daunorubicinas. Galima teigti, kad
FLK lastekse visi tirti junginiai sukelia tiek apopteztiek nekroz pagal ,,oksidacinio streso”
mechanizm, nes DPPD ir desferioksiaminas mazinaj\isty junginiy apoptozs indukcip
(apoptotin indeks) (2 lentet). Chinony atveju, paprasausias Sio reiSkinio mechanizmas
buty ju vienelektronig redukcija (23 pav., kelias (b)).
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Dikumarolas sumazino RH1 ir MeDZQ proapoptotooveil, kuris yra stipresnis negu
kity junginiy (2 lentet), toctl galima manyti, kad RH1 ir MeDZQ proapoptotinisvekis
susietas ir su NQOL1 katalizuojamu DNR alkilinimisiariusiais aziridinilhidrochinonais
(23 pav., kelias (a)). Tau netikétai dikumarolas mazino ir durochinono proapoptotin
poveiki (2 lentet). Taigi, negalima atmesti galimgb, kad apoptazsukelia ir RH1, MeDZQ
ir durochinono hidrochinapn susidaratiy NQO1 katalizuojamose reakcijose, autooksidacija
(23 pav., kelias (c)). Antra vertus, dikumarolasamo ir nuo kD, sukeltos apopt@s (2
lentek). Tai rodo, kad dikumarolo antiapoptotinio poveikiegalima priskirti vien tik NQO1
katalizuojamos chinanredukcijos inhibicijai.Imanoma, kad dikumarolas inhibuoja ir c-Jun
N-terminalirg kinaz, kuri yra svarbus pD, indukuotos apopt@s mediatorius (McGee et al.,
2002; Pantano et al., 2003). Kadangi Flaktéks ekspresuoja navikirsupresori p53, kuris
yra svarbus oksidacinio streso indukuojamos apeéptozediatorius (Dees et al., 1994), yra
taip patimanoma, kad dikumarolas inhibuoja p53 stabilizu@jmveika su NQO1 (Asher et
al., 2004), o tuo mau ir p53 priklausom apoptoz. Ksantinoksidagzs (XOD) inhibitorius
alopurinolis mazino vis tirty chinon; apoptotin indeks. Tai leisty teigti, kad XOD
katalizuojama chinanp redukcija yra atsakinga uz chinprsukeliam apoptoz. T&liau
alopurinolis mazino taip pat ir 4@, apoptotin indeks, iki 4,5+1,5 %. Tai leidZzia manyti, kad

alopurinolis ne vien inhibuoja XOD, bet turi ir &kj, gallit tiesiogin antioksidacinpoveik.

O OH
A A . ANt
. & =
IDI _ _— - - DA
CH; M /_\‘ CH N l/lln_w\‘ e M adducis
?D, 0, vV H..*D. o H vV

(bl ’ {c) ()
R = -CH,OH (RH1)

R = -CH, (MeDZO)

23 pav. Aziridinilbenzochinapn RH1 ir MeDZQ bioredukcié aktyvacija (Nemeikadt
Ceniere et al., 2005).
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ISvados

Nustatyta, kad tirti chinonai yra toksiski FLKstekms, t&iau ju citotoksiSkumas
nevienodas ir priklauso nuo chinpmstruktiros: aziridinilbenzochinonai (RH1 ir
MeDZQ) pasizymi didesniu citotoksiSkumu, negu chiaio neturintys aziridino
grupiy (daunorubicinas ir durochinonas).

Did¢jant chinom vienelektronigs redukcijos potencialui, difh ir ju
citotoksiSkumas.

Aziridino grupes turittiu chinon; citotoksiri poveij FLK lastekms lemia
kombinuotas mechanizmas: oksidacinis stresas, Bb@izs ir ksantinoksidazs
veikla.

Prie ekvitoksisSly (sukeliagiu 50% hsteliy Zatj)) junginiu koncentraciy,
apoptotinis indeksas mga Sia tvarka: RH1 ~ MeDZQ > daunorubicinas >
durochinonas > bD,. Taigi, aziridinilbenzochinonai RH1 ir MeDZQ yrayrhiai
efektyvesni apoptaz sukeliantys agentai, negu klasikinis prieSnavikiagentas
daunorubicinas.

Antioksidantai DPPD ir desferioksiaminas apsaugmjo apopto&s indukavimo su
visais tirtais junginiais. Tai rodo, kad apopiazymia dalimi sukelia oksidacinis
stresas. DT-diaforgg (NQOL1) inhibitoriaus dikumarolo ir ksantinoksidaz
inhibitoriaus alopurinolio apsauginio poveikio nkge vertinti vienareikSmiskai,
nes jie apsaugo ir nuo .8, proapoptotinio poveikio, kuriséma susietas su

redukcine aktyvacija mitais flavininiais fermentais.
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Summary

Many of recently used chemotherapeutic agents rawvguinoidal structure. It is
supposed that the main mechanism of antitumouirdazyt substituted benzoquinones is their
two-electron reduction to alkylating products.

However, other possible cytotoxicity mechanismgy.,eoxidative stress, are studied
insufficiently. The goal of our investigation was dnalyse quinones influence to apoptosis in
FLK (foetal lamb kidney fibroblasts) line, which $ges increased prooxidant activities.

The results show that quinones, which have amyldsubstituents (RH1 and MeDZQ)
are more cytotoxic than quinones without these tdulesits (daunorubicin and duroquinone).
Cytotoxic effect of those quinones to cells is dtoded by combinative mechanism of
oxidative stress, DT-diaforase and xantinoxidasemc

It is supposed that aziridinyl substituted benzogunes may be very perspective in

antitumour treatment.
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