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[VADAS

Lastelés ziities vyksmai yra svarbi sparCiai besivystancios gyvybés
moksly Sakos - molekulinés medicinos, vienijancios biochemija ir medicina, -
tyrimy sritis. Siekiama atskleisti biomolekuliy virsmus, vykstancius pazeistoje
ir zivandioje lasteléje. Siy Ziniy pagrindu kuriami nauji gydymo budai, kurie
paskatina ar nuslopina reikiamy biomolekuliy raiska arba juy aktyvuma.

Siame darbe apzvelgiame Zinias, kurias sukaupéme, tirdami véZiniy
lasteliy ziit;, kaip atsaka i fotodinamini poveiki in vitro. Fotodinaminis
poveikis — tai regimosios Sviesos, lastelés sukaupto fotosensibilizatoriaus ir
deguonies saveikos rezultatas (O'Connor et al., 2009). D¢l Sios saveikos
lasteléje susidaro aktyvios deguonies formos (ROS), kurios oksiduoja
biomolekules. Juy veikla sutrinka, ir Iasteléje kyla atsakomuju reakcijy banga,
kuri gali baigtis Iasteliy Ziitimi. Fotodinaminiu poveikiu yra pagrista
fotodinaminé terapija — veiksmingas lasteliy naikinimo buidas, taikomas gydyti
veézi ir kai kurias kitas ligas, kylancias dél pagreitéjusios lasteliy proliferacijos.
Fotodinamini poveiki mes naudojome oksidaciniam stresui ivairiose lastelés
organelése sukelti, kad btity galima atskleisti, koki atsaka sukelia skirtingy
lastelés organeliy pazaidos.

Aktyviosios deguonies formos (ROS) dalyvauja daugelyje lastelés
procesy fiziologinémis ir patologinémis salygomis: lastelés Ziityje, signalo
perdavime ir kt. DaZniausiai lastel¢je susidarancios aktyviosios deguonies
formos - superoksido anijonas ir vandenilio peroksidas. Manoma, jog
fotodinaminio poveikio metu daZniausiai susidaro vienlypis deguonis (‘O,)
(Moan and Sommer, 1985). Kadangi spindulys, kuriuo 'O, gali paZeisti
biomolekules, skirtingy autoriy duomenimis, yra 20 ar 100 nm (Hatz et al.,
2008; Moan and Berg, 1991), tai fotodinaminis poveikis gali pazeisti tas
lastelés  organeles, kurios yra prikaupusios  fotosensibilizatoriaus.
Fotosensibilizatoriaus lokalizacija lastel¢je priklauso nuo jo fizikiniy ir

cheminiy savybiy bei inkubacijos rezimo.



Apoptozeg sukelianio signalo perdavime dalyvauja ivairios lasteles
struktiiros: plazminé membrana, mitochondrijos, endoplazminis tinklas,
lizosomos. Pastaraisiais metais tiriant lasteliy ziiti daug démesio skiriama
skirtingy lastelés organeliu/struktiry tarpusavio ,,komunikacijai®.

Siame darbe vertinome lasteliy atsaka i skirtingose lastelés organelése
sulaikomy fotosensibilizatoriy fotodinamini poveiki. Fotodinamini poveiki
sukéléme naudodami Siuos fotosensibilizatorius: 1) jvairiose lastelés
organelése: endoplazminiame tinkle, Goldzio komplekse, mitochondrijose,
lizosomose kaupiama mezo-tetra-(3-hidroksifenil)chloring (mTHPC), kuris yra
s¢kmingai taikomas vézio gydymui, 2) savitai mitochondrijose kaupiamus
katijonus rodaming 123 (Rh123) ir safraning O (Safr) bei 3) 1 lizosomas
patenkant] aliuminio (IIT) ftalocianino tetrasulfonata (AlPcS,). Palyginome
ivairiose lastelés organelése lokalizuoto mTHPC, savitai mitochondrijose
sukaupto Safr ir lizosomose sulaikyto AIPcS, sukelta fotodinamini poveiki
epidermoidinés karcinomos A-431 Iastelése.

Misy sukauptos Zzinios turéty biiti jdomios dviem aspektais. Pirma,
atskleisti pokyciai, vykstantys lastelése po fotodinaminio poveikio, leidZia
patikslinti fotodinaminés terapijos reZimus. Antra, lokalus fotodinaminis
poveikis iSrySkino skirtingy lastelés skyriy pazaidy reikSme lastelés Zziities
virsmams, kas leidzia tiksliau prognozuoti vaisty, atrankiai kaupiamy tam

tikrose Iastelés organelése, poveiki lastelei, audiniui, organizmui.

Sio darbo tikslas -
tvertinti lasteliy atsaka 1 skirtingose lastelés organelése sukauptu

fotosensibilizatoriy ir Sviesos poveiki in vitro.
Tikslui pasiekti buvo iSkelti tokie uzdaviniai:

e [vertinti mitochondrijose lokalizuoto Rh123 fototoksini poveiki pelés
hepatomos MH-22A lasteléms ir palyginti ji su ivairiose lastelés

organelése kaupiamo mTHPC fotodinaminiu poveikiu;



IStirti  Zmogaus  epidermoidinés  karcinomos  A-431  lasteliy
gyvybingumui svarbius vyksmus (lasteliy ziiti, autofagija, poveiki
lastelés ciklui) po fotodinaminio poveikio, naudojant Siuos

fotosensibilizatorius:
e jvairiose lastelés membranose lokalizuota mTHPC;
e mitochondrijose kaupiama lipofilini katijona Saft;
e lizosomose sulaikoma AlPcS,;

Nustatyti citokinus interleuking lo ir kraujagysliu endotelio augimo
veiksni A bei hipoksijos indukuojamo veiksnio 1 alfa subvieneta
koduojanciy geny raiska RNR lygiu A-431 lastelése po Safr, AIPcS, ar

mTHPC sukelto fotodinaminio poveikio.



MOKSLINIS NAUJUMAS

Siame darbe pirma karta atlikti kompleksiniai tyrimai, apimantys
lasteliy gyvybingumui svarbius vyksmus: apoptoze, autofagija, poveiki lastelés

ciklui, kaip atsaka i lokaly fotodinamini poveiki atskiroms lastelés organeléms.

Pirma karta iStirtas mitochondriju viduje kaupiamo safranino O

fotodinaminis poveikis lasteléms in vitro.

Naujy ziniy apie mitochondrijas ir lasteliy Zities vyksmus gauta
veikiant lasteles mitochondriju viduje sulaikomais fotosensibilizatoriais
rodaminu 123 (Sasnauskiene et al., 2009a) arba safraninu O (Sasnauskiene et
al., 2009b) ir Sviesa. Nustatyta, kad tokio pobiidzio fotodinaminis poveikis
sukelia savitg lasteliy atsaka, kuris skiriasi nuo atsako i lastelés membrany ar
lizosomy pazaidas: nestiprus poveikis (iki CD50) paZeidzia mitochondrijy
uzpilda, bet nesukelia lasteliy ziities. Po fotodinaminio poveikio safraninu O,
zmogaus epidermoidinés karcinomos A-431 lasteliy gyvybingumas mazéja dél
lastelés ciklo aresto, taciau jos neziiva. Didesnés fotodinaminio poveikio dozes

sukelia apoptoze.

Nors yra parodyta, jog po fotodinaminio poveikio, sukelto naudojant
lizosomose susikaupusi fotosensibilizatoriy lastelése padaugéja autofagosomy,
tatiau néra duomeny apie tokio pobiidzio fotodinaminio poveikio reikSme
autofagijos vyksmui. Siame darbe pirma karta parodyta, jog po fotodinaminio
poveikio naudojant lizosomy viduje sukaupta AlPcS,, autofagosomy lastelése
daugéja ir autofagija vyksta po silpnos poveikio dozés (CD20), taciau po
didesniuy poveikio doziy (CD50 ir CD80) autofagosomu padaugéja, taiau

nevyksta galutinés autofagijos stadijos.

Pirma karta parodyta, kad po subletalaus fotodinaminio poveikio,
nukreipto 1 mitochondrijy (Safr) ar lizosomu (AlPcS,) uzpilda, A-431 lastelése
padidéja citokinuy VEGF-A ir IL-la bei transkripcijos veiksnio HIF-1

o subvieneto geny raiSka RNR lygiu.
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GINAMIEJI TEIGINIAI

Rodamino 123 ir Sviesos vidutinio stiprumo poveikis (CD40) pelés
hepatomos MH-22A lasteliy mitochondriju uzpildui nesukelia lasteliu
zuties. Tokio pat stiprumo fotodinaminis poveikis, sukeltas ivairiose

membranose kaupiamo mTHPC inicijuoja apoptoze.

Zmogaus epidermoidinés karcinomos A-431 lasteliy ziiti inicijuoja visi
tirtieji fotodinaminiai poveikiai: safranino O, mTHPC ar AlPcS, sukelti
vyksmai, i18skyrus silpno ir vidutinio stiprumo (iki CD50) fotodinamini

poveiki, sukelta mitochondriju viduje sukauptu safraninu O.

Visi tirtieji fotodinaminiai poveikiai sutrikdo A-431 lasteliy cikla, taciau
ilgalaikis poveikis (sumazéja S fazés lasteliy) lastelés ciklui iSlieka po
vidutinio stiprumo (CD50) safranino O sukelto fotodinaminio poveikio,
kai zuvusiu lasteliy neaptikome, ir po didelio stiprumo (CD80) AlPcS,

sukelto fotodinaminio poveikio, kai kilo apoptoze ir nekroze.

Visi tirtieji fotodinaminiai poveikiai sukelia autofagija A-431 lastelése.
Taciau lizosomas pazeidziantis AIPcS, sukeltas vidutinio stiprumo
(CD50) ir stiprus (CD80) fotodinaminis poveikis nuslopina galutines

autofagijos stadijas.

Visi tirtieji fotodinaminiai poveikiai didina citokiny VEGF-A, IL-1a ir
transkripcijos veiksnio HIF-1 o subvieneto geny raiSka RNR lygiu A-
431 lastelése.
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1. LITERATUROS APZVALGA

Lasteliy atsakas j fotodinaminj poveikj: Ziities priezastys ir tipai
1.1 Fotodinaminio poveikio principai

Fotodinaminis poveikis (FDP) tai Sviesos, fotosensibilizatoriaus ir
deguonies saveika, sukelianti audinio pazaidas (O'Connor et al., 2009). FDP
vyksta, kai lasteléje sukauptas fotosensibilizatorius, suzadintas tinkamo bangos
ilgio Sviesa, sukelia aktyviyju deguonies formuy (ROS) susidaryma. ROS
inicijuoja lastelés ziities vyksmus. FDP yra taikomas gydyti vézi bei kitas ligas
(pvz., aktining keratozg, amzing geltonosios démes degeneracija), kurias
sukelia intensyvi lasteliy proliferacija. Sis gydymo bidas vadinamas
fotodinamine terapija (FDT). Pastaraji deSimtmetj intensyviai tiriama galimybé
FDT taikyti ir mikroorganizmy (bakterijy, virusy) sukelty infekciju gydymui.
Yra parodyta, jog FDP veiksmingai naikina atsparuma antibiotikams turin¢ias
bakterijas. Tai galéty padéti iSspresti bakteriju daugiavaisCio atsparumo
problema (Hamblin and Hasan, 2004).

Fotodinaminio poveikio metu Sviesos aktyvuotas fotosensibilizatorius 1§
pagrindinés bilisenos (Sy) pereina | suzadinta vienlypg busena (S;). Ivykus
interkombinacinei  konversijai  (tarpsisteminiam  Suoliui),  suzadintas
fotosensibilizatorius 1§ S; blisenos pereina | ilgiau gyvuojancia trilype biisena
(Ty). Del trilypés biisenos fotosensibilizatoriaus saveiky su kitomis
molekulémis gali susidaryti ROS (O'Connor et al., 2009).

Fotosensibilizuotos oksidacijos reakcijos pagal mechanizma yra
skirstomos 1 I ir II tipo reakcijas (Foote, 1968). I tipo reakcijy metu suzadintas
fotosensibilizatorius reaguoja su substratu, susidarant aktyviems radikalams.
Siems radikalams reaguojant su deguonimi gali susidaryti superoksido anijonas
(O, +). Biologinése sistemose O, * néra labai aktyviis, bet, veikiant superoksido
dismutazei, 1§ jo gali susidaryti vandenilio peroksidas. IS H,O, ir O, + Haber-
Weiss‘o (H,0, + O, - — OH- + OH™ + O,) ar Fenton‘o (Fe*" + H,0, — Fe'
+ OH: + OH ) reakciju metu gali susidaryti labai aktyvis hidroksiradikalai

(OH-). II tipo reakciju metu trilypés biisenos fotosensibilizatorius tiesiogiai
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perduoda energija deguonies molekulei, susidarant trumpai gyvuojan¢iam, bet
labai aktyviam vienlypiam deguoniui ('O,) (1.1 pav.). Vykstant
fotosensibilizacijai, gali vykti abieju tipy reakcijos tuo pat metu. Vyraujantis
reakciju tipas labiausiai priklauso nuo fotosensibilizatoriaus prigimties ir nuo
deguonies koncentracijos (Plaetzer et al., 2009). Vis délto vyrauja nuomong,

jog FDP metu dazniausiai vyksta II tipo reakcijos (Moan and Sommer, 1985).

o
- T1
1
hv 02
Energijos
pernasa
3
S, 0,

1.1 pav. Vienlypio deguonies susidarymas (pagal (Hatz et al., 2008)).

Fotosensibilizatoriaus aktyvacijos bangos ilgis ir tripletinés biisenos
susidarymo kvantinis naSumas yra svarbiausios gydymui naudojamy
fotosensibilizatoriy  fotofizikinés savybés. ,,Gero* fotosensibilizatoriaus
sugerties bangos ilgio maksimumas turi biiti tarp 650 nm ir 850 nm. Tuomet
bangos ilgis yra pakankamai didelis, kad Sviesa galéty prasiskverbti { audini, o
trilypés biisenos energijos pakanka 'O, susidarymui. Didelis tarpsisteminio
Suolio kvantinis naSumas ir ilgai gyvuojanti trilypé blisena dazniausiai lemia
veiksmingas citotoksines reakcijas (Plaetzer et al., 2009).

Susidariusiy ROS gyvavimo trukmé yra vienas i veiksniy, lemianciy
atstuma, kuri ROS gali difunduoti Iastel¢je. Labai aktyvios ROS, kurios
gyvuoja trumpai ir veikia tik nedideliu spinduliu, reaguoja tik su greta
esan¢iomis molekulémis, tod¢l lastelés atsakui 1 ROS ypatingai svarbi yra ju

susidarymo vieta lasteléje. Zinant ROS gyvavimo trukme, difuzijos spindulys

gali buti apskai¢iuojamas pagal Sia lygti: d =v6:D (d — difuzijos spindulys; ¢ —

13



gyvavimo trukm¢; D — difuzijos koeficientas) (Hatz et al., 2008). Taigi,
nustacius ROS gyvavimo trukme bei difuzijos koeficienta lastelése, galima
apskaiciuoti difuzijos atstuma ir jvertinti, kokias lastelés struktiiras galéty
pazeisti tam tikroje lastelés vietoje sukauptas ir ROS generuojantis

fotosensibilizatorius.

1.1.1 Vienlypio deguonies gyvavimo trukmé ir saveika su

biomolekulémis

'0, gyvavimo  trukmé  vertinama  naudojant  tiesioginius
(spektroskopiniai, pvz., matuojama fosforescencija ties 1270 nm) ir
netiesioginius (cheminés gaudyklés) metodus. Siuos metodus lengva taikyti
paprastose sistemose, bet sudétinga lastelése. Be to, vertinant 'O, gyvavimo
trukmg lastelése, reikia turéti omenyje, jog registruojama signala gali sukelti ne
tik lasteliy viduje esantis, bet ir i§ lasteliy difundaves '0,. Naudojant
netiesiogini metoda, buvo nustatyta, jog 'O, lastelése gali difunduoti tik 10 —
20 nm, kas atitikty 10 — 40 ns gyvavimo trukme (Moan and Berg, 1991). Sis
tyrimas rémési vieno porfirino sukelta kito porfirino fotosensibilizuota
oksidacija, zinant vidutinj atstuma tarp Siu molekuliy lastelése. Vélesniuose
tyrimuose, vertinant 'O, kiekj spektroskopiniu metodu, buvo nustatyta kiek
didesn¢ gyvavimo trukmé: 30 — 180 ns (Niedre et al., 2002). Remiantis
naujausiais fosforescencijos tyrimais pavienése lastelése (Hatz et al., 2008),
nustatyta, jog 'O, gyvavimo trukmé lasteléje siekia net ~3 ps ir yra beveik lygi
jo gyvavimo trukmei gryname vandenyje (~3,5 us). Be to, parodyta, jog 'O,
difuzijos koeficientas lastelése siekia 2-4x10° cm* s ir yra eile mazesnis, nei
vandenyje (2x10” cm®s™), tad 'O, molekulei lastelés vidus yra ,.klampesnis,
nei vanduo. Tuomet lasteléje susidares 'O, gali biti aktyvus aplinkoje, kurios
erdvinis spindulys siekia ~100 nm. Taigi, galimas 'O, difuzijos atstumas yra
santykinai mazas, palyginus su zinduoliy lasteliy skersmeniu (10-50 pm), ir jo
sukeltos pazaidos turéty biuiti lokalizuotos greta tos vietos, kurioje yra

sukauptas fotosensibilizatorius.
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'0, reaguoja su daugeliu molekuliy: lipidais, baltymais,
nukleortig§timis. Manoma, jog pagrindinis taikinys yra baltymai, kadangi
histidino, triptofano, metionino, cisteino ir tirozino reakcijos su '0, greifio
konstantos siekia atitinkamai (3,2-9; 3-7; 1,6; 0,9 ir 0,8)x10’ M' s (Redmond
and Kochevar, 2006). Polineso¢iyju riebaly rigi¢iy reakcijos su 'O, grei¢io
konstantos yra nuo 1x10° M ¢! ki 2,5%10° M 57! (Redmond and Kochevar,
2006). Polinesociosios riebaly riigstys lastelése yra labai tikétinas membranose
susidariusio 'O, taikinys. 'O, gali oksiduoti ir nukleorfigitis. Aktyviausiai su
'0, reaguoja guaninas (k = 5x10° M s (Redmond and Kochevar, 2006)).
Visy $iy biomolekuliy oksidacija gali sukelti lasteliy atsaka.

Fotosensibilizacijos metu ROS gali ne tik tiesiogiai pazeisti lasteliy
struktiiras, bet ir sukelti sudétingesni atsaka, inicijuodamas genu raiSka.
Klausimas, kaip trumpai gyvuojan¢ios ROS, pvz., '0,, gali sukelti atsaka toli
nuo susidarymo vietos, kol kas lieka neatsakytas. Galimi bent trys
mechanizmai, kuriais 'O, galéty veikti signalo perdavima: 1) tiesiogiai
oksiduojami signalinio kelio komponentai; 2) susidaro oksidacijos produktai,
kurie galéty difunduoti ir reaguoti su signalinio kelio komponentais; 3) lastelés
oksidacijos-redukcijos pusiausvyra pasislenka i labiau oksiduota biivi taip, kad
yra oksiduojama daugiau signalinio kelio komponenty (Kochevar, 2004).

Fotodinaminio poveikio sukeltas oksidacinis stresas lastelése ir
audiniuose indukuoja jvairius atsakus, kurie gali biiti skirstomi i nedelsiamus
(immediate), ankstyvuosius ir vélyvuosius (Henderson et al., 2007). FDP
poveikio metu susidariusios ROS, o ypa& 'O, ,akimirksniu“ oksiduoja
biomolekules: lipidus, baltymus ir kiek maZiau nukleortigstis. Tai gali arba
padidinti plazminés membranos pralaiduma ir sukelti nekrozg, arba aktyvuoti
signalinius kelius, kurie per kelias minutes ar valandas gali paveikti genuy
raiSka, aktyvuoti atsakus i stresa, reparacines reakcijas ir/arba inicijuoti lasteliy
zuty, pvz., apoptozg. Taikant FDT navikams, po Siu ankstyvyju ivykiy seka
antriniai vietiniai ir sisteminiai jvykiai, kuriuos sukelia naviky kraujotakos

sutrikimai, uzdegimas ir prieSvéZinés imunineés reakcijos. Sie atsakai trunka
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kelias dienas ar net savaites, ir ju pobudis, trukmé bei eiga priklauso nuo
lasteliy/naviko tipo, fotosensibilizatoriaus bei Svitinimo rezimo.
Eksperimentuose in vivo nustatyta, jog fotosensibilizatoriai kaupiasi ir
naviko lastelése, ir jo kraujagyslése. FDT metu navikas sunyksta ne tik dél
paties naviko lasteliy ziities, bet ir dél to, jog yra sutrikdoma naviko kraujotaka

bei aktyvuojamas imuninis atsakas (Castano et al., 2006).
1.1.2 Fotosensibilizatoriai ir jy klasifikacija

Efektyvus fotosensibilizatorius turi veiksmingai sugerti fotonus (didelis
Sviesos sugerties koeficientas), pereiti i trilype busena (didelis trilypés biisenos
susidarymo kvantinis naSumas), o trilypé biisena turi pakankamai ilgai gyvuoti,
kad jvykty reakcijos su kitomis molekulémis. Daugelis junginiy, kurie gali
pereiti 1 trilype biisena, sudaryti radikalus bei ROS, turi heterociklinio
makrociklo struktiira su konjuguota dvigubyjy rySiy sistema (pvz., porfino
ziedas).

Fotosensibilizatoriai yra klasifikuojami { porfirinus ir neporfirinus
(O'Connor et al., 2009). Porfiriny kilmés fotosensibilizatoriai yra skirstomi {
pirmos, antros ir treCios kartos fotosensibilizatorius. Pirmosios kartos
fotosensibilizatoriams priklauso hematoporfirinas (Hp), hematoporfirino
darinys (HpD) ir fotofrinas. Fotofrinas taikomas klinikose nuo 1993 m. ir yra
daugiau nei 120 Saliy patvirtintas gydyti Slapimo puslés, skrandzio, gimdos
kaklelio, stemplés, plauciy ir bronchy vézi (Juzeniene et al., 2007). Antrosios
kartos fotosensibilizatoriai buvo pradéti naudoti siekiant iSvengti kai kuriy
pirmosios kartos fotosensibilizatoriy trilkumy: cheminio nevienalytiSkumo
(porfiriny miSinys), ilgai iSliekanc¢io odos jautrumo Sviesai bei maZos ilguyju
bangy Sviesos sugerties, lemiancios nepakankama Sviesos skvarba 1 audini.
Antrosios kartos fotosensibilizatoriai yra chemiskai vienalytés medZziagos:
chlorinai, ftalocianinai, benzoporfirinai, naftalocianinai, bakteriochlorinai,
purpurinai, porficenai, feoforbidai ir t. t., stipriai sugerianc¢ios 650-850 nm
$viesa, pasizyminios aukstu 'O, susidarymo kvantiniu na§umu ir fotojautruma

sukelianCios tik trumpam laikui (Juzeniene et al., 2007). Treciosios kartos
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fotosensibilizatoriai - tai antrosios kartos fotosensibilizatoriai, konjuguoti ar
kitaip susieti su neSiklio molekulémis (monokloniniais antikiinais,
liposomomis ar polimerais), kurios atrankiai sulaikomos véziniame audinyje.
Siame darbe naudoti  fotosensibilizatoriai yra  antrosios  kartos
fotosensibilizatoriai, kai kurie jy yra naudojami gydymui.

Viena i§ bitiny fotosensibilizatoriaus savybiy — jis turi patekti i lastelg.
Fotosensibilizatoriaus patekima ir lokalizacija lastelése lemia jo fizikinés ir
cheminés savybés: lipofiliSkumas, elektrinis kriivis, bei inkubacijos rezimas

(lasteliy tipas, inkubacijos su fotosensibilizatoriumi trukme).
1.1.3 Fotosensibilizatoriy lipofiliSkumas

Hidrofobiniai junginiai patenka i lasteles ir jose telkiasi, pasyviai
pasiskirstydami membranose. Pasiskirstymo koeficientas vandens-oktanolio
miSinyje (log P, partition coefficient) yra vienas i§ parametry, leidzianciy
prognozuoti hidrofobiniy vaisty geba tirpti membranose. Log P - tai junginio
neutraliy molekuliy koncentraciju santykio n-oktanolio ir vandens fazése
logaritmas. Matuojant log P junginiams, kurie gali jonizuotis, parenkamas toks
vandenings fazés pH, kad jonizacija biity kuo mazesné. Tuo tarpu, pasidalijimo
koeficientas (log D, distribution coefficient) yra visy junginio formy (jonizuoty
ir nejonizuoty) koncentracijy sumos santykio abiejose fazése logaritmas. Todél
dydis log D nepriklauso nuo pH.

Lyginant panaSios struktiiros molekules, pasiskirstymo ir pasidalijimo
koeficientai gerai koreliuoja su fotosensibilizatoriaus geba jungtis prie
liposomuy; tuo tarpu skirtingos prigimties molekuléms tai ne visuomet budinga
(Kepczynski et al.,, 2002). Fotosensibilizatoriaus hidrofobiskumas daznai
koreliuoja ir su fototoksiSkumu, ypa¢ panasios prigimties molekuléms. Tiriant
keleta modifikuoty AlPcS, dariniy, kuriuose viena sulfogrupé buvo pakeista
skirtingo 1ilgio alifatine grandine, nustatyta, jog hidrofiliSkesni junginiai
sunkiau patenka i lasteles ir pasiZymi maZesniu fototoksiSkumu (Allen et al.,
2002). Taciau $i tendencija galioja tam tikrame intervale - labai hidrofobiski

junginiai sunkiai patenka 1 lasteles (Ben-Dror et al., 2006). Tam neprieStarauja
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ir bendra farmakologiné Lipinski‘o ,,penkiy taisyklé®, teigianti, jog vaistas,
kurio log P yra didesnis uz 5, sunkiai pateks 1 lastele (Lipinski et al., 2001).
Patekima { membranas labai palengvina molekulés amfifiliSkumas.
Tuomet hidrofobiné molekulés dalis isiterpia { membrana, o kriivi turinti dalis
liecka membranos pavirSiuje (Kepczynski et al., 2002). Vienas i§ amfifiliniy
molekuliy pavyzdziy tai mitochondrijose kaupiamos medziagos, vadinamos
delokalizuotais katijonais. Sios molekulés turi du bendrus struktirinius
bruozus: 1) molekulés pagrindas yra hidrofobinés prigimties molekulé su
hidrofiliniu, elektrini kriivi turinciu centru; 2) m elektrony kriivio tankis
driekiasi per tris ar daugiau atomy. Tai lemia teigiamo krivio tankio
pasiskirstyma tarp dviejy ar daugiau atomy, t. y. teigiamo kriavio
delokalizacija. Abu Sie struktiiriniai bruozai yra biitini delokalizuoty katijony
kaupimui mitochondriju uzpilde. Pakankamas lipofiliSkumas bei teigiamo
kriivio delokalizacija sumaZzina laisvosios energijos pokyti, pereinant i$
vandenings fazés | hidrofobing, ir sudaro salygas delokalizuotiems katijonams
lengvai pereiti membranas. Jie patenka 1 lasteles ir kaupiami mitochondrijose
del plazminés membranos itampos, neigiamos lastelés viduje, ir dar didesnio
vidinés mitochondriju membranos itampos, neigiamos mitochondrijy viduje

(Weissig et al., 2004).
1.1.4 Fotosensibilizatoriy lokalizacija 1astelése

Fotosensibilizatoriai gali kauptis jvairiose lastelés vietose. Priklausomai
nuo fotosensibilizatoriaus prigimties, inkubacijos protokolo, lasteliy tipo,
fotosensibilizatorius gali arba savitai lokalizuotis kokioje nors vienoje
organeléje, arba kauptis keliose lastelés vietose.  Hidrofobiniai
fotosensibilizatoriai 1 lastele patenka pasyvios difuzijos bidu, tuo tarpu
hidrofiliniai — vykstant endocitozei.

Daugelis  klinikiniams ir ikiklinikiniams tyrimams naudojamy
fotosensibilizatoriy:  fotofrinas, mTHPC, endogeniniai porfirinai yra
hidrofobiniai ir kaupiasi membraninése lastelés struktiirose (mitochondrijose,

lizosomose, plazminéje membranoje, endoplazminiame tinkle, Goldzio
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komplekse). Taciau yra ir keletas gydymo pozitriu perspektyviy hidrofiliniy
fotosensibilizatoriy: sulfoninti porfirinai ir ftalocianinai bei N-aspartilo
chlorinas e6 (NPe6). Nors hidrofiliniai fotosensibilizatoriai i lasteles patenka
endocitozés keliu, kai kurie 1§ juy dél hidrofobiniy Ziedy sistemos gali jungtis ir
prie membrany (Reiners et al., 2010).

Kadangi fotosensibilizatoriai kaupiami lastelés dalyse, kuriose gali vykti
pradiniai lasteliy Ziities vyksmai, tikétina, kad lastelés Zii¢iai svarbios lastelés
dalies fotopazaidos veiksmingai sukels lasteliy ziiti. Yra priimta manyti, jog
mitochondrijose pasiskirst¢ fotosensibilizatoriai yra veiksmingesni uZ
fotosensibilizatorius lokalizuotus kitose lastelés vietose (Oleinick et al., 2002).
Teigiama kriivi turintys fotosensibilizatoriai (tokie kaip Rh123) gali kauptis
mitochondrijose dél vidinés mitochondrijy membranos jtampos, neigiamos
mitochondrijy viduje. Yra nustatyta jog neutralis (tokie kaip silicio
ftalocianinas Pc4) ar neigiama kriivi turintys (tokie kaip fotofrinas)
fotosensibilizatoriai taip pat gali kauptis mitochondrijose. Gali biiti, jog
lemiantis tokios lokalizacijos veiksnys yra Siy fotosensibilizatoriy saveika su
mitochondrijy komponentais. Ilga laika buvo manoma, jog Pc4 gali jungtis prie
lipido kardiolipino, kurio yra mitochondriju vidiné¢je membranoje. Taciau
pastaraisiais metais nustatyta, jog nors Pc4 sukeltas FDP ir oksiduoja
kardiolipina, taiau S§is lipidas nelemia Pc4 lokalizacijos mitochondrijose
(Rodriguez et al., 2010). Yra parodyta, jog porfirinai, ypa¢ protoporfirinas IX
(PpIX), gali jungtis prie periferinio benzodiazepino receptoriaus (hidrofobinis
1Sorinés mitochondrijy membranos baltymas, vienas 1§ spéjamy mitochondrijy
nesavitosios poros komponenty) (Verma et al., 1998). Deja, kol kas dar néra
nustatyta, kaip ir kodel viena ar kita lasteles vieta pritraukia

fotosensibilizatoriy.
1.1.5 Siame darbe naudoti fotosensibilizatoriai

Mezo-tetra(3-hidroksifenil)chlorinas (mTHPC)
mTHPC - tai amfifilinis chlorino darinys. Jo log P = 5,5 (1.1 lent.), t. y.

didesnis uz 5, taciau Lipinski‘o taisyklé Siam junginiui netaikytina, nes jo
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molekul¢je esancios hidroksigrupés suteikia Siam junginiui amfifilini pobudi.
Yra parodyta, jog mTHPC fotodinamini poveiki daugiausia lemia II tipo
reakcijos, kuriy metu susidaro 'O, (Melnikova et al., 1999). Didelis mTHPC
privalumas yra tas, jog jis stipriai sugeria raudonosios spektro dalies Sviesa, o
sugerties maksimumas yra ties 652 nm (Bonnett et al., 1989). mTHPC (vaisto
komercinis pavadinimas - Foscan™) yra vienas veiksmingiausiy $iuo metu
klinikoje naudojamu fotosensibilizatoriy. mMTHPC fotodinaminé terapija 2001
m. ES, Norvegijoje ir Islandijoje buvo patvirtinta galvos ir kaklo véZio
gydymui (Juzeniene et al., 2007).

2-(6-amino-3-imino-3H-ksanten-9-il)benzoinés  riigSties  metilo
esteris (Rh123, rodaminas 123)

Rh123 yra turbiit geriausiai Zinomas mitochondrijose kaupiamas
junginys, kuris nuo pat jo pirmojo pritaikymo 1982 m. (Chen et al., 1982)
placiai naudojamas kaip palyginus netoksiSkas junginys mitochondrijoms
dazyti gyvose lastelése. Buvo nustatyta, jog in vitro ilgai inkubuojant
karcinomos ir normalias epitelines lasteles su Rh123, atrankiai Ziiva
karcinomos lastelés (Lampidis et al., 1983). Be to, buvo parodyta, jog ir kiti
delokalizuoti katijonai, pvz., Siame darbe naudotas safraninas O (Safr), taip pat
atrankiai naikina karcinomos lasteles in vitro (Lampidis et al., 1985). Tai
vyksta tod¢l, kad karcinomos lasteléms, palyginus su normaliomis epitelinémis
lastelémis, budinga didesné plazminés ir mitochondrijy membranos jtampa
(Davis et al., 1985), todé¢l karcinomos lastelés ir sukaupia tokius delokalizuoty
katijonuy kiekius, kurie lasteléms biina toksiski. Vélesniuose tyrimuose buvo
pastebéta, kad bent jau dalinai, §iy junginiy atrankuma karcinomos Iasteléms
lemia ir tai, jog delokalizuotus katijonus atpazista ir i Iasteliy i1SneSa
daugiavaist] atsparuma lemiantis P-glikoproteinas (Ramu and Ramu, 1993),
kuri turi tyrimuose naudotos normalios epitelinés lasteles (Kurtoglu and
Lampidis, 2009).

Rh123 fototoksiSkumas yra gana maZzas. Tai aiSkinama nedideliu, o kai
kuriy autoriy duomenimis nuliniu, 'O, susidarymo kvantiniu nagumu (1.1

lent.). Rh123 fototoksiSkumas gali biiti padidintas, { molekulés sudétj jterpus
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Br atomy. Brominty rodamino dariniy (4,5-dibromorodamino metilo esterio ir
4,5-dibromorodamino n-butilo esterio) 'O, kvantinis naumas yra Zymiai
didesnis (0,3 — 0,5), kas matyt, lemia ir didesnj fototoksiSkuma (Pal et al.,
1996). Dibromintas rodamino darinys patvirtintas JAV gydyti pacientus ex

vivo, sergancius chroniSka mieloidine leukemija (photobiology.info). [vedus

pakaitus (pvz., Br), pakinta (padidéja) ne tik 'O, susidarymo kvantinis
naSumas, bet ir kitos savybés, tarp ju ir lipofiliSkumas. Yra parodyta, jog
katijoniniai fotosensibilizatoriai yra atrankiai fototoksiski véZinéms Iasteléms,
o tai priklauso ir nuo ju lipofiliSkumo/hidrofiliSkumo (Lacerda et al., 2005).
Lipofiliskesni junginiai gali kauptis ne tik mitochondrijose, bet ir kitose
lipofilinése lastelés struktiirose, pvz., 2,4,5,7-tetrabromorodaminas 123
kaupiamas Goldzio komplekse (Ogata et al., 2003). Tuomet nebelicka
atrankumo, nulemto mitochondrijy itampos skirtumy vézinése ir nevézinése
lastelése. Kai kuriy tyrimu duomenimis, katijoniniy fotosensibilizatoriy
atrankumas mitochondrijoms btina didZiausias, kai fotosensibilizatoriaus log P

reikSme yra intervale tarp 0,2 (Rh123) ir 20 (RhBr3) (Lacerda et al., 2005).

3,7-diamino-2,8-dimetilo-5-fenilfenazino chloridas (Safr, Safraninas O)

Safr miisy buvo pasirinktas fotosensibilizatoriumi kaip mitochondrijose
kaupiamas delokalizuotas katijonas, kuriam badingas didelis 'O, generacijos
kvantinis naSumas (1.1 lent.). Safr yra daznai naudojamas mitochondrijy
membranos itampai nustatyti (Akerman and Wikstrom, 1976).

Aliuminio (IIT) ftalocianino tetrasulfonatas (AlPcS,)

Sulfoninti aliuminio ftalocianinai yra vandenyje tirpiis antros kartos
fotosensibilizatoriai, pasizymintis stipria sugertimi 660-700 nm intervale, Ay,
= 680 nm. Neigiama kriivi turinios sulfogrupés lemia rySky molekulés
hidrofiliSkuma, o centrinis aliuminio jonas lemia ilgai gyvuojancia tripleting
busena ir dideli 'O, susidarymo naSuma (Dubuc et al., 2008). AlPcS,
(komercinis pavadinimas Photosense), ivairiy sulfoninty aliuminio ftalocianiny
(nuo mono iki tetra) miSinys, yra bandomas klinikiniuose tyrimuose (Trushina

et al., 2008).
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1.1 lentelé. Darbe naudoty fotosensibilizatoriy savybeés

htd

1989)

1997);

1991).

Fotosensibiliza- | Struktiiriné formulé | LipofiliSkumas, log '0, sudarymo kvantinis na§umas, | Lokalizacija lasteléje
torius P ®, (zadinimo bangos ilgis)
mTHPC 5,5 (Cunderlikova et 0,7 (355 nm) (Bourre et al., 2003); | Endoplazminis tinklas ir GoldZio kompleksas
al., 2004); 0.31 (>610 nm) (Redmond and (Marchal et al., 2007; Teiten et al., 2003);
5,427 (Kepczynski et Gamlin, 1999). mitochondrijos (Kirveliene et al., 2003;
al., 2002). Sasnauskiene et al., 2009b; Triesscheijn et al.,
2004); Chen, 2000 #2; Yow, 2000 #5};
lizosomos (Leung et al., 2002).
Rh123 -0,62 (P =0,24) '0, neaptikta (Pal et al., 1996); Mitochondrijos (Johnson et al., 1980).
(Trapp and Horobin, | 1 (514 ooy (Bunting, 1992):
2005); &
0,03 (355 arba 532 nm) (Bunting,
0,18" (Bunting, 1992).
1992).
Safr HSCJ@Nﬁc*ﬁ 0,25 (Bunting, 0,24 (514 nm) (Bunting, 1992); Mitochondrijos (Sasnauskiene et al., 2009b).
HA N, 1992) 0,14 (355 arba 532 nm) (Bunting,
(j o 1992).
AlPcS, po 1™ (Berg et al., 0,39 (630 nm) (Fernandez et al., Lizosomos (Moan et al., 1994; Peng et al.,
Cl
N
N

HOSS@N a- N?F@LS‘
N N
%\ /%

SOH

0,3 (347 nm) (Keir et al., 1987).

" log D; “"dazo dalis, prisijungusi prie nekvépuojan¢iy mitochondriju; "~ pasiskirstymo koeficientas vandens ir Tritono X-114 misinyje.




1.2 Lasteliy zities tipai

Remiantis lasteliy zuties nomenklatiros komiteto (The Nomenclature
Commitee on Cell Death) pasitilymais (Kroemer et al., 2009) lastel¢ laikoma
zuvusia kai: 1) lastelé praranda plazminés membranos integraluma (plazmingé
membrana yra paZzeista), kas in vitro nustatoma pagal propidzio jodido ar kito
panasaus dazo patekima i lasteles; 2) lastel¢ ir jos branduolys, subyra i
vadinamuosius apoptozinius kiinelius; 3) in vivo Zuvusia lastele ar jos
fragmentus ,,praryja“ gretimos lastelés. Minéto komiteto sitilymu §iuo metu yra
i1Sskiriama dvylika Iastelés Zties tipy. Keturi pagrindiniai yra gana gerai iStirti.
Tai apoptozé, nekroze, autofagija ir ragéjimas. Kiti yra budingi savitoms
lasteléems arba vyksta retais atvejais - mitozin¢ katastrofa, anoikis,
ekscitotoksiSkumas, Wallerian degeneracija, paraptoze, piroptoze, pironekroze
ir entoze. Pastaraisiais metais apibiidinti dar keli Zities tipai: netozé¢ ir
parthanatos (Galluzzi et al.,, 2011). Pagrindiniy Iastelés Zities tipu

morfologiniai ir biocheminiai pozymiai pateikti 1.2 lent.
1.2.1 Apoptozé

Terminas ,,apoptoze* buvo ivestas 1972 m. (Kerr et al., 1972). Autoriai
ne tik pasiilé terming, Zyminti savita lasteliy zuties tipa, bet pabréze ir
apoptozes, kaip vieno pagrindiniy biologiniy reiskiniy, svarba.

Vykstant apoptozei, lastelé suapvaléja, itraukia pseudopodijas, sumazéja
lastelés tiiris, kondensuojasi chromatinas ir fragmentuojasi branduolys, lastelés
organelés dazniausiai nepakinta arba pakinta nezymiai, pisléja plazminé
membrana (nors jos vientisumas iSlaikomas iki galutiniy apoptozés stadijy), o
in vivo apoptozines lasteles praryja fagocitai. Nors yra keletas apoptozés tipy,
inicijuojamy skirtingais keliais, ziivanciy lasteliy morfologija yra panasi.

ISskirtiniausias apoptozés bruozas — tai branduolio kondensacija ir
fragmentacija, kas néra buidinga kitoms ztties formoms (Taylor et al., 2008).
Apoptozés metu vyksta ir intensyvi branduolio DNR hidroliz¢, susidarant

trumpiems fragmentams, kuriy dydis artimas 200 bp ar ju kartotiniui. Yra

23



priimta, jog apoptozés metu citoplazmos organelés nepakinta ar pakinta
nezymiai. Vis delto ju pakycCius galima pastebeéti, tik jie biina kur kas subtilesni
nei, pavyzdziui, nekrozés atveju: fragmentuojasi GoldZio kompleksas,
endoplazminis tinklas ir mitochondrijos. Apoptozei labai svarbios kaspazés ir
BCL2 Seimos baltymai.

Kaspazés

Kaspazés tai cisteino peptidazés (Zmogus turi 11 kaspaziy),
hidrolizuojancios substratus po Asp liekanos. Kaspazés sintetinamos kaip
profermentai, kurie aktyvuojami gavus apoptozini signala. Kaspazes sudaro
trys pagrindiniai domenai: prodomenas bei didysis (p20) ir mazasis (p10)
kataliziniai subvienetai. DidZiajame domene yra katalizinio centro Cys.
Iniciacijos kaspaziy prodomenuose yra vietos, kuriomis kaspazé gali saveikauti
su kitomis signalinémis molekulémis: CARD (caspase-recruitment domain)
domenas ir DED (death-effector domain) domenas. Iniciacijos kaspazés
aktyvuojamos suartéjus kelioms prokaspaziy molekuléms oligomeriniuose
signaliniuose kompleksuose (apoptosomoje mitochondrinio kelio atveju ir
DISC baltymy komplekse, kuris susidaro prisijungus ligandui prie Zities
receptoriaus, iSorinio kelio atveju). Susidariusios aktyvios iniciacijos kaspazes
(kaspaze¢ 8, kaspazé 9 ir kt.) hidrolizuodamos vykdymo prokaspazes, jas
aktyvuoja: nuo prokaspaziy yra nuskeliamas prodomenas ir atskiriami aktyvia
vykdymo kaspaze¢ sudarantys p20 ir p10 subvienetai. (Degterev and Yuan,
2008). Taip susidaro kaspazé¢ 3, kaspazé¢ 7 ir kt. Aktyvioms vykdymo
kaspazéms suskaidzius savitas sekas turinCius struktiirinius ir reguliacinius
baltymus, ivyksta daugelis apoptozei biidingy morfologiniy ir biocheminiy
poky¢iy.

BCL2 Seimos baltymai

Baltymy BCL2 (B-cell lymphoma protein-2) Seima skirstoma i tris
klases: 1) apoptoze slopinancius (BCL2, BCLXL, MCLI1 ir pan.), kurie turi
visus keturis BCL2 homologijos domenus (BHI-BH4); 2) apoptoze
sukelianCius (BAX ir BAK) daugiadomenius (multidomain), turincius BHI,
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BH2 ir BH3 homologijos domenus, ir 3) apoptoze sukeliancius tiktai BH3
domena turinc¢ius (BH3-only) baltymus (BID, BIM, BAD, NOXA, PUMA).

Apoptozg slopinantys BCL2 Seimos baltymai (tokie kaip BCL2,
BCLXL) slopina daugiadomeniy apoptoze sukelian¢iy baltymy BAX ir BAK
aktyvuma (Youle and Strasser, 2008). Nuo $io slopinanc¢io poveikio BAX ir
BAK baltymus gali ,,iSvaduoti® vien tiktai BH3 domena turintys baltymai,
prisijungdami prie apoptoze slopinanciy BCL2 Seimos baltymy (Willis et al.,
2007).

Vien tiktai BH3 domena turintys baltymai (pvz., BID) sukelia apoptoz¢
saveikaudami su daugiadomeniais apoptozg sukelianc¢iais BCL2 Seimos
baltymais (BAX, BAK) (Youle and Strasser, 2008). Manoma, kad apoptozg
sukelian¢iy daugiadomeniy baltymy BHI1, BH2 ir BH3 domenai sudaro
hidrofobini plysi, kuris gali saveikauti su BH3 domenu, esanciu vien tiktai
BH3 domena turiniuose baltymuose (Degterev and Yuan, 2008). Pakitus
BAX ir BAK baltymy konformacijai, padidéja iSorinés mitochondrijy
membranos pralaidumas (Youle and Strasser, 2008).

Yra nustatyti du pagrindiniai keliai, kuriais inicijuojama apoptoze:
vidinis (mitochondrinis) kelias ir iSorinis kelias. Abu Sie keliai susilieja,
aktyvavus vykdymo kaspazes: kaspazg 3 ir kaspaze 7.

Vidinis kelias

Vidin; kelig gali aktyvuoti jvairlis vystymosi signalai ir citotoksiniai
poveikiai virusiné infekcija, DNR pazaidos, augimo veiksniy paSalinimas.
Vidinio kelio pagrindinis ivykis - mitochondrijy iSorinés membranos
pralaidumo (MIMP) padidéjimas, lemiantis mitochondrijy tarpmembraniniy
baltymy patekima 1 citozoli. IS mitochondrijy tarpmembraninés ertmés iSteka
citochromas ¢, SMAC/DIABLO, OMI/HTRA2, AIF (apoptosis-inducing
factor), endonukleazé G (Taylor et al., 2008). Citochromas c iSteka 1§
mitochondrijy dviem etapais: pirmiausiai jis atsikabina (jei yra prisikabings,
nes dalis citochromo ¢ yra laisva) nuo kardiolipino, esancio vidingje

mitochondrijuy membranoje, ir tik po to, peréjgs iSoring mitochondrijy
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membrang (pvz., pro BAX sudaroma kanala), patenka i citozoli (Ott et al.,
2002).

Citozolyje, esant ATP (geriau dATP), citochromas c¢ jungiasi prie
APAF1 (apoptotic protease-activating factor 1) ir sukelia pastarojo
konformacijos pokycius bei oligomerizacija. Susidaro kaspaziy aktyvacijos
platforma - daugianaris baltymuy kompleksas, vadinamas apoptosoma (Zou et
al., 1999). Apoptosoma pritraukia, dimerizuoja ir aktyvuoja iniciacijos kaspaze
9, kuri aktyvuoja vykdymo kaspazes 3 ir 7, nuskeldama prodomena nuo
atitinkamy prokaspaziy. Nustatyta, jog kaspaziy aktyvacijai svarbus
citochromo ¢ oksidacinis-redukcinis buivis — kaspazes aktyvuoja tik oksiduotas
citochromas c¢ (Brown and Borutaite, 2008). Be to, pastaraisiais metais
nustatyta, jog kaspazé 9 yra valdoma fosforilinimu, veikiant augimo veiksniy
aktyvuotoms baltymy kinazéms (ERK1/2, PKA), hiperosmosinio streso
aktyvuotai PKCg ar mitozés metu CDK1-ciklinui B1 (Allan and Clarke, 2009).
Pavyzdziui, mitozés metu CDKI-ciklino B1 kompleksas, o interfazés metu
ERK1/2 fosforilina kaspazés 9 Thr125 ir taip nuslopina jos aktyvuma.

IS mitochondrijy iStekéje kaspaziy aktyvatoriai SMAC ir OMI blokuoja
baltymui XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) budinga kaspaziy
slopinima (Tait and Green, 2010). AIF iSteka i§ mitochondrijy 1étai, kadangi
inkaru yra prisitvirtings prie vidinés mitochondrijy membranos. Aktyvis
kalpainai padeda AIF atsikabinti nuo vidinés mitochondrijy membranos
(Polster et al., 2005). IS mitochondrijy iStekéjes AIF neSamas i branduoli, kur
sukelia DNR fragmentacija bei chromatino kondensacija (Norberg et al.,
2010). Kadangi antioksidatoriai slopina AIF sukelta Ziitj, manoma, jog AIF
atsipalaidavimui 1§ mitochondrijuy svarbu ROS (Lee et al., 2005). IS
mitochondrijy tarpmembraninés ertmés iStekéjusi ir 1 branduoli patekusi
endonukleazé G skaido DNR i oligonukleosomas (Galluzzi et al., 2008a).
Parodyta, jog neuronuose H,O, sukeltas oksidacinis stresas indukuoja nuo
endonukleazés G priklausoma lasteliy zati (Higgins et al., 2009). Taigi,
padidéjus mitochondriju iSorinés membranos pralaidumui, kai kaspazés néra

aktyvuotos, 1§ mitochondrijy iStekéj¢ AIF ir endonukleazée G gali sukelti nuo
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kaspaziy nepriklausoma lasteliy ziiti. Mitochondriju iSorinés membranos
pralaidumas yra grieztai valdomas. Cia ypa¢ svarbios apoptoze slopinanéiy ir
apoptozg skatinan¢iy BCL2 Seimos baltymy saveikos (Tait and Green, 2010).

ISorinis kelias

[Sorinis kelias aktyvuojamas, ziities ligandams, tokiems kaip FasL ar
TNFa, prisijungus prie atitinkamuy Ziities receptoriy, esanciy lastelés iSor¢je.
Tuomet citozolyje esantys receptoriy fragmentai pritraukia pritaikymo
baltymus, kaip FADD (FAS-associated death domain protein), kurie, savo
ruoztu, pritraukia keleta kaspazés 8 molekuliy ir taip sukelia kaspazés 8
autoaktyvacija. Aktyvi kaspazé 8 proteoliziSkai aktyvuoja vykdymo kaspazes 3
ir 7, taip sukeldama kity kaspaziy aktyvacija, ju substraty hidrolizg bei lastelés
zut] (Tait and Green, 2010).

Vadinamosiose [ tipo lastelése kaspazés 8 sukeltos vykdymo kaspaziy
aktyvacijos pakanka apoptozei vykti, ir nedalyvaujant mitochondrijoms. Kai
kuriais atvejais iSorinis kelias susilieja su vidiniu keliu, kai kaspazé 8
hidrolizuoja citozolini BID baltyma (tik BH3 domena turintis baltymas, BCL2
homology 3 (BH3)-interacting domain death agonist) (Luo et al., 1998). Taip
susidargs tBID gali sukelti MIMP padidéjima. Tikslus mechanizmas, kaip tBID
padidina MIMP, néra aiskus, taCiau yra pastebéta, jog tBID gali jungtis prie
savito mitochondrijy vidinés membranos lipido kardiolipino (Gonzalvez et al.,
2005), o jam jsiterpus { iSoring¢ mitochondrijy membrana, gali palengvéti tBID
saveika su BAX ir BAK. Padidéjus MIMP, i§ mitochondrijy tarpmembraninés
ertmés 1 citozolj iSteka citochromas c ir pradeda apoptosomos saranka. Tai
svarbu Ziities receptoriy aktyvacijos sukeltai apoptozei II tipo lastelése. II tipo
lastelés skiriasi nuo I tipo lasteliy tuo, jog Zities receptoriy aktyvacijos sukeltai
apoptozei butinos mitochondrijos — apoptozé vyksta tik tuo atveju, kai iS$
mitochondrijy tarpmembraninés ertmeés iSteka baltymai, slopinantys XIAP
(Tait and Green, 2010).

Dazniausiai, apoptozés indukcijai stuburiniy lastelése yra reikalingas
MIMP padidéjimas. Tai yra lemiamas (vykis (point of no return), kuriam

ivykus greitai aktyvuojamos kaspazés, hidrolizuojancios Simtus lasteles
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baltymy, ir ivyksta apoptozé. Jei kaspaziy aktyvumas yra nuslopintas, ivyksta
nuo kaspaziy nepriklausoma Zzitis, kuria, manoma, sukelia: 1) 1§ mitochondriju
tarpmembraninés ertmés iStekéje baltymai AIF ir endonukleaze G, ir/arba 2)
deél sutrikusios mitochondrijy veiklos sumaze¢jes ATP kiekis Iastelése (Tait and

Green, 2010).
1.2.2 Autofagija

Autofagija yra laitkoma vienu pagrindiniy lasteliy zuties tipy, o sutrikusi
autofagija lemia kai kurias ligas, pvz., vézi (Gozuacik and Kimchi, 2004).
Autofagija inicijuojama lasteles veikiant {vairiais stresa sukelianciais
poveikiais, tiek iSoriniais (pvz., maisto medziagy trikumas, hipoksija), tiek
vidulasteliniais (pvz., organeliy ir citoplazmos komponenty pazaidos).

Nors autofagija ir yra laikoma atskiru zuties tipu, yra pabréZiama, jog
pavadinime slypintis kvietimas manyti, jog lasteles zitis jvyksta dél
autofagijos, yra klaidinantis, ir autofagija sililoma laikyti Iastelés Ziities
palydove, o ne priezastimi (Kroemer and Levine, 2008). Autofagija yra ne tik
programuotos ziities tipas, ji gali biiti ir atsargin¢ Ziities programa tuomet, kai
apoptoze yra nuslopinta, arba pazeistose lastelése aktyvuojamas apsauginis
atsakas 1 stresa, kurio déka lastelé gali iSvengti Ziities (Maturi et al., 2007).

Kol kas yra parodytas tik vienas atvejis in vivo, Kkai
iSveiklinus/nuslopinus autofagijos genus (47G) lasteliy Zitis susilpnéja — tai
budinga Drosophila melanogaster seilés liauky vystymuisi (Berry and
Baehrecke, 2007). Daugeliu atvejy, iSveiklinus/nuslopinus autofagijos genus,
lasteliy Zitis ne susilpné¢ja, bet, atvirksc¢iai, ivyksta greiciau (Galluzzi et al.,
2008b), del ko autofagija ir laikoma iSgyventi padedanciu reiSkiniu. Néra
abejoniy, jog autofagija skatina lasteliy 1§gyvenamuma tiek eksperimentinémis,
tiek fiziologinémis salygomis.

Autofaginés lasteliy zuties metu nevyksta chromatino kondensacija,
taCiau citoplazmoje intensyviai susidaro autofaginés puslelés. Autofagija - tai
degradacijos procesas, kai dviguba membrana turincios autofagosomos atskiria

organeles ar citozolio dalj, kuria, autofagosomoms susiliejus su lizosomomis,
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suskaido lizosomy hidrolazés (He and Klionsky, 2009). Elektroniniu
mikroskopu autofagosoma nuo kity piisleliy (endosomuy, lizosomy, apoptoziniy
kiineliy) galima atskirti pagal tai, jog Sios pislelés membrana yra dviguba.
Susiliejant autofagosomai ir lizosomai, iSoriné autofagosomos membrana
susilieja su lizosomos membrana, o autofagosomos vidiné membrana ir turinys
yra degraduojamas. Autofagijos procesas pirmiausiai buvo iStirtas mielése
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, ir buvo
nustatyti 32 genai (47G), kuriy produktai vykdo autofagija (He and Klionsky,
2009). ATG baltymai valdo didzigja proceso dali: jie svarbiis autofagijos
iniciacijai, degraduotinos medziagos atpazinimui, autofagijos puslelés
susidarymui ir sgliejai su lizosoma.

Zinduoliy autofagija prasideda susidarant fagoforui - membraniniam
dariniui, atskirian¢iam degraduoting medziaga. Fagoforo susidarymui svarbiis
bent penki molekuliniai komponentai: 1) Atgl/ULK kompleksas; 2) Beklinas 1
ir III klasés fosfatidilinozitolio 3-kinazés (PI3K) kompleksas; 3) du
transmembraniniai baltymai Atg9 ir VMP1; 4) dvi 1 ubikviting panasiy baltymy
(Atgl2 ir Atg8/LC3) konjugacijos sistemos; 5) baltymai, padedantys
autofagosomoms ir lizosomoms susilieti (Kroemer et al., 2010).

Zinduoliy autofagijos vyksmu sekoje galima isskirti keleta etapy:
fagoforo susidarymas (iniciacija), fagoforo ilg¢jimas (elongacija),
autofagosomos susidarymas, autofagosomos salieja su endosoma/lizosoma
(brendimas), autofagosomos turinio ir vidinés membranos skaidymas (1.2 pav.)
(Yang and Klionsky, 2010).

Normaliomis salygomis autofagijos lygis yra neZymus. Kinaz¢ mTOR
yra vienas svarbiausiy baltymy, pradedanciy intensyvia autofagija. Badaujant
arba veikiant rapamicinu, yra nuslopinama mTOR ir ji disocijuoja nuo ULK
komplekso. Tokiu biidu yra aktyvuojami ULKI1 (arba ULK2) ir prasideda
autofagijos vyksmai (He and Klionsky, 2009).
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1.2 pav. Zinduoliy lasteléms bidingos autofagijos schema ir ja vykdan¢ios molekulés
(pagal (Yang and Klionsky, 2010)).

Autofaginés piislelés elongacijai svarbios dvi 1 ubikviting panaSios
konjugacijos sistemos. Dalyvaujant vienai $iy sistemy, veikiant peptidazei
ATG4 1ir fermentams ATG7 bei ATG3, fosfatidiletanolaminas yra
prijungiamas prie LC3 baltymo glicino. Prijungus fosfatidiletanolamina, tirpus
baltymas LC3 (vadinamasis LC3 I) virsta autofaginés puslelés baltymu LC3 II
(Yang and Klionsky, 2010). LC3 1II yra stabiliai suriStas su autofagosomos
membrana, ir autofagija yra daznai nustatoma pagal padidéjusi Sios baltymo
formos kiekj lastelése (Klionsky et al., 2008).

Kitas autofagijos Zymuo yra baltymas p62. Sis baltymas turi su LC3
saveikaujant] regiona ir veikia kaip pritaikymo baltymas, nukreipdamas
ubikvitinilintus baltymus i autofagosomas (Kirkin et al., 2009). Autofagijos
metu p62 yra suskaidomas.

Fagoforas gali susidaryti i§ jvairiy lastelés daliy: ET (Axe et al., 2008;
Hayashi-Nishino et al., 2009; Yla-Anttila et al., 2009), iSorinés mitochondrijy
membranos (Hailey et al., 2010) ir plazminés membranos (Ravikumar et al.,
2010). Nesavitosios (bendrosios) autofagijos metu, pvz., vykstancios lastelei

badaujant, lipidai yra sutelkiami i§ daugelio viety. Néra zinoma, ar dél savity
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poveikiy (ET streso, mitochondrijy pazaidy arba nuo plazminés membranos
atsklidusiy signaly) autofagosomos susidaro i§ savity membraniniy organeliy.
Idomu, jog kai kurie genai ir jy produktai (pvz., p53, BCL2) yra svarbiis

ir apoptozeli, ir autofagijai.
1.2.3 Nekroze

Morfologiniai nekrozés pozymiai yra padidéjgs lasteleés tiris,
iSbrinkusios organelés, yranti plazminé membrana ir pro ja iSsiliejantis lastelés
turinys. Nekrozé tradiciSkai buvo laikoma atsitiktine, nevaldoma lastelés Zities
forma, vykstancia tik patologijos atveju. Pastaraisiais metais nustatyti signalo
perdavimo keliai bei kataboliniai mechanizmai, valdantys nekrozing lasteliu
zutl. Pavyzdziui, buvo parodyta, jog ziities domena turintys receptoriai
(TNFR1, Fas/CD95 ir TRAILR) bei Toll tipo receptoriai (TLR3, TLR4)
sukelia nekrozg, ypac kai yra kaspaziy slopikliy. Buvo nustatyta, jog lasteliu
zutis, kuria sukelia receptoriy TNFRI1, Fas/CD95, TRAIL-R ir TLR3
aktyvacija, priklauso nuo kinazés RIP1 (receptor-interacting protein 1I).
Siekiant atskirti valdoma nekroze nuo atsitiktinés nekrozés, RIP1 kinazés
valdoma nekrozé buvo pavadinta ,nekroptoze® (Degterev et al., 2005).
Nekroptoze kartais vadinama ,tvarkingu sprogimu® (Vandenabeele et al.,
2010). Atlikus viso genomo siRNR patikra (genome wide siRNA screen),
nustatyta, jog nekroptozei svarbi ne tik RIP1, bet ir RIP3 kinazé (He et al.,
2009). Yra parodyta, jog programuotos nekrozes iniciacijai in vitro ir in vivo
svarbus RIP1 ir RIP3 katalizinis aktyvumas (Galluzzi et al., 2009).

Yra nustatyti kai kurie procesai, tarpiniai junginiai ir organelés, svarbiis
yra mitochondrijuy pokyciai (elektrony pernasa atskiriama nuo ATP sintezés,
intensyviau susidaro ROS, padidé¢ja mitochondriju membranos pralaidumas),
lizosomy pokyciai (vykstant Fenton‘o reakcijai susidaro ROS, padidéja
lizosomy membranos pralaidumas), branduolio pokyciai (hiperaktyvinama
PARPI), lipidy degradacija (fosfolipaziy, lipoksigenaziy ir sfingomielinaziy

aktyvacijos pasekmeé), padidéjusi Ca®" koncentracija citozolyje, dél ko padidéja
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kai kuriy peptidaziy: kalpainy bei katepsiny, aktyvumas ir Ca*" koncentracija
mitochondrijose. Yra pastebéta, jog nekrozés metu PARP1 yra skaidomas
kitaip nei apoptozés metu. Vykstant apoptozei, PARP1 skeliamas 1 89 kDa ir
24 kDa fragmentus, o nekrozés metu susidaro 62 kDa ir 50 kDa fragmentai
(Soldani and Scovassi, 2002). Kai kuriems nekrozés atvejams yra svarbios
kinazés RIP1 ir RIP3. Taciau kol kas néra nustatyta bendry biocheminiy
poky¢iy, kuriuos bty galima naudoti nekrozés identifikacijai, todé¢l teigiama,
kad lastelés Ziiva nekrozés biuidu tuomet, kai néra apoptozei ar autofagijai
budingy poZymiy, o proceso pradzioje padid¢ja plazmineés membranos

pralaidumas (apoptozés metu tai vyksta veélyvosiose stadijose).
1.2.4 Ragéjimas

Ragéjimas - tai savitas programingés lasteliy zuties tipas, kuris biidingas
epidermio lasteléms ir kurio morfologiniai bei biocheminiai pozymiai skiriasi
nuo apoptozes. [vykus ragéjimui, susidaro korneocitai, t. y. zuve keratinocitai,
turintys savitus baltymus (pvz., savita kerating, lorikring, SPR ir involukring)
bei lipidus (pvz., riebaly riigStis ir ceramidus), kurie lemia odos raginio
sluoksnio savybes: struktiirini stabiluma, mechanini atsparuma, elastinguma.
Ragéjimas kartais vadinamas keratinizacija arba raginio dangalo susidarymu ir
yra laikomas galutinés diferenciacijos programa, panasia | kity bebranduoliy
lasteliy: akies leSio epitelio, eritrocity susidaryma. Taciau eritrocitus ir 1¢Sio
epitelio lasteles galima paveikti taip, kad Sios lastelés ztity, o korneocitai jau
yra zuvusios lastelés, todel ragejimas yra laikomas Ziities programa (Kroemer

et al., 2009).
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1.2 lentelé. Pagrindiniy lastelés zuties tipy morfologiniai ir biocheminiai pozymiai,
pagal (Kroemer et al., 2009)

Ziities tipas | Morfologiniai poZymiai Biocheminiai poZymiai
Apoptozé Lastelés apvaléja; Aktyvuojami apoptozg sukeliantys
Pseudopodijos jtraukiamos; BCL2 $eimos baltymai (pvz., BAX,
Lastelés ir branduolio tiiris mazéja BAK, BID);
(vyksta branduolio piknozé); Aktyvuojamos kaspazés;
Branduolys fragmentuojamas Sumazéja mitochondrijy membranos
(karioreksis); itampa (Ayr);
Nezymiai pakinta citoplazmos Padidéja mitochondrijy iSorinés
organelés; membranos pralaidumas;
Plazminé membrana piisléja; DNR suskaidoma iki
In vivo fagocitai praryja apoptozines oligonukleosominiy fragmenty;
lasteles. Suyra plazminé membrana;
Plazminés membranos i$oriniame
sluoksnyje atsiranda fosfatidilserino;
Padaugéja ROS ;
Aptinkama viengrandininé DNR.
Nekroze Citoplazma brinksta (onkoz¢); Aktyvuojami kalpainai;
Plazminé membrana suyra; Aktyvuojami katepsinai;
Citoplazminés organelés brinksta; Sumazéja ATP kiekis;
Nezymiai/vidutiniSkai kondensuojamas | IS Iasteliy iSteka HMGBI;
chromatinas. Padidéja lizosomy membranos
pralaidumas;
Suyra plazminé membrana;
Fosforilinamas RIP1;
Ubikvitinilinimas RIP1;
Padaugéja ROS ;
Savitas PARP1 skaldymo pobiidis.
Autofagija Chromatinas nekondensuojamas; Beklinas 1 disocijuoja nuo BCL2/XL,;
Citoplazmoje zymiai padaugéja Procesas priklauso nuo ATG geny
autofaginiy pusleliy; produkty;
In vivo fagocitai nepraryja autofaginiy LC3 I virsta LC3 II;
lasteliy arba tai vyksta nezymiai. Degraduojamas p62-*,
Ragéjimas Sunaikinamos citoplazminés organelés; | Padidéja transglutaminaziy raiska;
Modifikuojama plazminé membrana; Padidéja transglutaminaziy substraty
F ir L grudelivose kaupiami lipidai; raiska;
Lipidai iSmetami iS lastelés; Padaugéja biomolekuliy sasiuvy.
Aktyvavus peptidazes, atskiriami
korneocitai (pleiskanos).
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1.2.5 Zuvancios lgstelés ir imuniné sistema

Zuvusias lasteles i§ audinio paSalina gretimos lastelés arba fagocitai,
dazniausiai makrofagai (Zitvogel et al., 2010). Ziivanti lastelé i§leidzia savitas
medziagas (signalas ,,surask mane*) tam, kad pritraukty judrius fagocitus, o
lastelés pavirSius pakinta taip (signalas ,,praryk mane*), kad fagocitai atpazinty
ir praryty Zuvusias lasteles.

Nekrozés (nevaldoma lasteliy Ziitis) metu plazminé membrana tampa
pralaidi, ir lasteliy turinys iSteka i tarplasteling ertmg (Taylor et al., 2008). Tai
gali ne tik sukelti greta esanciy lasteliu pazaidas, bet ir imunini atsaka
(Gallucci et al., 1999). Nekrozinés lastelés beveik visada sukelia uzdegima,
kurio metu yra aktyvuojami neutrofilai, makrofagai ir kitos imuninés sistemos
lastelés. IS nekroziniy lasteliy iStekancios molekulés, vadinamosios DAMP
(danger-associated molecular patterns), arba aliarminai, stimuliuoja
makrofagu, dendritiniy ir NK (natural killer) lasteliuy receptorius (Oppenheim
and Yang, 2005). Aktyvuotos dendritinés lastelés, savo ruoztu, gali aktyvuoti T
lasteles ir inicijuoti imuninius atsakus. Yra nustatytos kelios nekroziniy lasteliy
molekulés, kurios gali aktyvuoti dendritines lasteles. Tai branduolio
baltymas/citokinas HMGBI1, Slapimo rugstis, kai kurie Siluminio streso
baltymai, viengrandininé RNR ir genominé DNR (Oppenheim and Yang,
2005; Scaffidi et al., 2002; Shi et al., 2003). IS nekroziniy lasteliy taip pat gali
iStekéti IL-1a ir stimuliuoti uzdegima (Zitvogel et al., 2010). Kai kuriais
ypatingais atvejais ir nekrozés budu Ziivanciy lasteliy iSoriniame plazminés
membranos sluoksnyje buvo aptikta fosfatidilserino (Krysko et al., 2004), kas
budinga apoptozinéms lasteléms. Tokias Iasteles atpaZzista ir ,,praryja* fagocitai
(Brouckaert et al., 2004; Hirt and Leist, 2003).

Apoptozés bidu Zzivancios lastelés yra pasalinamos i§ audinio, dar
nespejus suirti plazminei membranai. Apoptozinés lastelés paleidzia i aplinka
signala ,,surask mane*. Tai nukleotidai ATP ir UTP (Elliott et al., 2009) bei
lipidai: tirpus lizofosfatidilcholinas (Lauber et al., 2003), sfingozino 1-fosfatas
(Gude et al., 2008). Sie lipidai ne tik pritraukia makrofagus, bet ir slopina
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prouzdegiminiy citoking (HMGBI1, TNF-a, IL-12) bei skatina imununing
sistemq slopinanciy veiksniy (IL-10, PGE,) sekrecija 1§ makrofagy (Zitvogel et
al., 2010). Apoptozés biidu ziivancias lasteles fagocitai atpazista 1§ plazmineés
membranos pokyCiy — jau apoptozés pradzioje iSoriniame plazminés
membranos sluoksnyje aptinkama fosfatidilserino (Martin et al., 1995)
(signalas ,,praryk mane‘). Dazniausiai vykstant apoptozei, imunin¢ sistema
néra aktyvuojama, taciau kai kuriy poveikiy sukeltos apoptozés metu gali biiti
sekretuojami ar i lastelés pavirSiy iSneSami saviti baltymai, tuomet dendritinés
lastelés praryja apoptozing ,,medziaga‘, vyksta antigeno prezentacija ir kyla
savitas imuninis atsakas (Zitvogel et al., 2008).

Stresa patyrusioje lasteléje, dar prie§ jai Zuvant, daznai intensyvéja
autofagija. Autofagija yra svarbi ATP koncentracijos lastel¢je palaikymui,
lizofosfatidilcholino (signalo ,,surask mane*) sekrecijai ir fosfatidilserino
(signalo ,,praryk mane®), perkélimui i§ plazminés membranos citozolinio
sluoksnio i iSorini (Zitvogel et al., 2010). Nuo autofagijos taip pat priklauso
zuvancios lastelés pavirSiaus proteomas, be to autofagija stimuliuoja HMGB1
sekrecija (Thorburn et al., 2009).

Be keliy iSimciy, apoptoziné programa dazniausiai leidZia iSvengti
imuninés sistemos aktyvacijos. Tuo tarpu audinyje pasirodzius nekrozinéms
lasteléms, jos ,,suprantamos‘ kaip pavojus, ir tai yra signalas imuninio atsako
aktyvacijai. Taigi, imunin¢ sistema skirtingai reaguoja | apoptozines ir

nekrozines Iasteles.
1.3 Mitochondrijos ir lasteliy Ziitis

1996-1997 m. buvo nustatyta, jog mitochondrijos yra labai svarbios
lasteliy zii¢iai. Mitochondrijos yra viena pagrindiniy viety, kur lasteléje
susidaro ROS. Daugiau ROS susidaro ir apoptozes, ir nekrozés metu. ISorinéje
mitochondrijos membranoje esan¢iai monoaminooksidazei oksiduojant
monoaminus, susidaro H,0,. Taciau Sio fermento substraty, monoaminy,

koncentracija lastelése néra didele, todé¢l Sios reakcijos metu negali susidaryti

Vo= vt
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Daugiausia ROS, ypac superoksido anijony (O, *), susidaro elektrony pernaSos
grandingje, veikiant I ir IIT kompleksams (Skulachev, 2006).

Mitochondrijos iSoriné membrana praleidzia mazas molekules, kadangi
joje yra neatrankiy kanaly, kuriuos sudaro mitochondrijos poriny Seima,
vadinamieji VDAC baltymai. Taciau mitochondrijos iSoriné membrana
nepraleidzia baltymuy, ir $i barjeriné¢ funkcija yra bitina lasteléms iSgyventi.
MIMP padidé¢jimas yra vienas kertiniy procesy, vykstanéiy apoptozés ir

nekrozés metu.
1.3.1 Mitochondrijy iSorinés membranos pralaidumo padidéjimas

Padidéjus MIMP, 1§ mitochondrijy tarpmembraninés ertmés i citozoli
iSteka citochromas c ir kiti baltymai, aktyvuojantys kaspazes ir sukeliantys
apoptoze. Nors MIMP gali padidéti vélai, nuo apoptozés iniciacijos praéjus
kelioms valandoms, pats MIMP didéjimas yra greitas procesas — pradéjus
didéti MIMP, per 5 min. 1§ daugumos lastelés mitochondrijy iSteka
citochromas ¢ (Goldstein et al., 2000). Pastaruoju metu, tiriant pavienes
lasteles, nustatyta, jog MIMP padidéjimas, inicijuotas viename lastelés taske,
,bangomis® iSplinta visose lastelés mitochondrijose. Nors S§io proceso
mechanizmas néra aiSkus, naudojant slopiklius, nustatyta, jog MIMP did¢jimui
svarbus baltymy fosforilinimas ir endoplazminio tinklo Ca®" ATPaziy veikla
(Bhola et al., 2009; Lartigue et al., 2008; Rehm et al., 2009). MIMP padidéjima
gali sukelti: 1) BCL2 Seimos baltymai, 2) mitochondriju nesavitosios poros
(MNP), 3) lipidinés poros.

BCL2 Seimos baltymai

BAX (BCL2-associated X protein) arba BAK (BCL2 antagonist or
killer) padidina MIMP. Mat, jvairts poveikiai, sukeliantys apoptoze¢ vidiniu
keliu, nepadidina MIMP lastelése, neturinCiose abiejy Siu baltymy, ir ju
apoptoze nevyksta (Wei et al., 2001). BAX baltyma gali aktyvuoti saveika su
vien tiktai BH3 domena turinCiais baltymais tBID ir BIM. Normaliomis
salygomis BAX biina lastelés citozolyje, o BAK yra integralusis mitochondriju

iSorinés membranos baltymas. BAX ir BAK aktyvacijos metu rySkiai pakinta
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Siy baltymy konformacija, BAX patenka i mitochondrijos iSoring membrana,
kur BAX ir BAK sudaro oligomerus.

Neseniai pasitlytas biocheminiais duomenimis paremtas BAK
aktyvacijos modelis (Dewson et al., 2008). Aktyvacijos metu molekulés
pavirSiuje atsiduria BH3 domenas ir atsiveria hidrofobinis plySys, vienos
molekulés BH3 domenas isiterpia i kitos molekulés hidrofobinj plysi, ir taip
susidaro simetriSki BAK homodimerai. Aktyvacijos metu taip pat atidengiamas
ir dimery saveikos pavirSius, tuomet gali susidaryti dar didesnio laipsnio
molekuliy oligomerai. PanaSus mechanizmas, manoma, lemia ir BAX
oligomerizacija. Yra duomeny, jog BAX baltymo mitochondrijose padaugéjus
tik keliais procentais, MIMP padidéja (Dussmann et al., 2010). Galutinai néra
nustatyta, kieck BAX ir BAK molekuliy turi oligomerizuotis, kad padidéty
MIMP. Taip pat nezinomas ir tikslus mechanizmas kaip $ie oligomerai didina
MIMP. Greiciausiai, susidaro baltyminiai kanalai arba destabilizuojamos
membranos ir susidaro lipidinés poros (Tait and Green, 2010).

Mitochondrijy nesavitosios poros

Vienas i§ veiksniy, nuo kuriy priklauso MIMP yra mitochondrijy
nesavityju pory (MNP) pralaidumas. Zinoma, jog $ios poros atsiveria, kai
sumaz¢ja adenino nukleotidy koncentracija arba kyla oksidacinis stresas
(Halestrap, 2009). MNP savybés yra gana gerai iStirtos, taciau, ju molekuliné
sudétis néra aiSki. Ilga laika buvo manoma, kad MNP - tai baltymy
kompleksas, perveriantis iSoring ir viding mitochondrijos membranas, kurio
pagrindiniai komponentai yra Sie: 1) iSorinéje membranoje esantis nuo itampos
priklausomas anijony kanalas (VDAC), 2) vidinéje mitochondrijos
membranoje esantis adenino nukleotidy neSiklis (ANT) ir mitochondrijos
uzpilde esantis baltymas ciklofilinas D (CypD, mitochondrijy peptidil prolil-
cis, trans-izomeraze) (Tsujimoto and Shimizu, 2007).

Pastaraisiais metais, ,,sukonstravus® peles, kuriose buvo iSveiklinti
ANT, CypD arba VDAC, buvo gauti netikéti rezultatai. Genetiskai inaktyvavus
dvi ANT izoformas (ANT1 ir ANT2) buvo nustatyta, jog Sie baltymai néra
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butini MNP komponentai, taciau yra svarbiis poros aktyvumo valdymui
(Kokoszka et al., 2004).

Lastelés ir mitochondrijos, iSskirtos i$ peliy, kuriose buvo iSveiklintos
visos trys VDAC izoformos (VDACI1, VDAC2, VDAC3), buvo vienodai, kaip
laukinio tipo lastelés ir mitochondrijos, jautrios Ca®" ir oksidacinio streso
VDAC néra biitinas MNP sukeltai Igsteliy zaiciai.

,»Klasikiniai“ apoptozés induktoriai: staurosporinas, etopozidas, TNFa
ir kt., sukeélé peliy, kurios netur¢jo CypD, lasteliy apoptoze taip pat
veiksmingai, kaip ir laukinio tipo lasteliy apoptoze¢ (Baines et al., 2005;
Nakagawa et al., 2005; Schinzel et al., 2005). Kita vertus, buvo nustatyta, jog
CypD reikalingas Ca®" ir oksidacinio streso (H,O, indukuoto) sukeltai
nekrozei. Padidinus Ca®" koncentracija laukinio tipo mitochondrijose, MNP
pralaidumas padidé¢jo, tuo tarpu mitochondrijas neturéjusias CypD inkubavus
didelés Ca®" koncentracijos tirpale, MNP pralaidumas nepakito. Taigi, CypD ir
néra bitinas ,klasikiniy®“ apoptozés induktoriy: staurosporino, etopozido,
TNFa ir kt., sukeltai apoptozei.

Sie tyrimai rodo, kad nei ANT, nei VDAC néra MNP komponentai, tik
CypD kai kuriais atvejais yra biitinas MNP komponentas. Tac¢iau neaiSku, kaip
tirpus mitochondrijy uZpildo fermentas CypD gali sukelti vidinés
mitochondrijy membranos pralaiduma. Galéty biiti koks nors membraninis
MNP komponentas, suriSantis CypD. Egzistuoja ir tokia hipotezé, jog MNP
gali sudaryti bet kuris oksidacijos ar kitokio streso paZzeistas vidinés
membranos baltymas, dé¢l ty pazaidu igaves nauja, netinkama konformacija ir
agregavesis (He and Lemasters, 2002). Tokia pora biity nevaldoma - jos
neaktyvuoty Ca®" ir neslopinty ciklosporinas A (MNP slopiklis, kuris veikia
riSdamasis prie CypD).

Vis dar neaiSku, kaip MNP padidina mitochondrijos iSorinés
membranos pralaiduma, kad i§ tarpmembraninés ertmés galéty iSeiti apoptozeg

sukeliantys baltymai. Yra pasitlytos kelios hipotezés. Pagal pirmaja hipotezg,

38



atsivérus MNP, vidiné mitochondrijy membrana praleidzia jonus ir maZos
molekulinés maseés molekules. Kadangi baltymuy ir kity junginiy koncentracija
mitochondriju uZpilde yra didesné nei tarpmembraningje ertmeje, vanduo
plusta { mitochondriju uzpilda, mitochondrijy vidus iSbrinksta. Vidinés
mitochondrijy membranos plotas Zymiai didesnis, nei iSorinés, todél iSbrinkus
mitochondrijy vidinei ertmei, yra supléSoma iSorin¢ mitochondrijy membrana
ir 1 citozolj 1§ tarpmembraninés ertmeés patenka apoptoze sukeliantys baltymai
(Crompton, 1999). Pagal antraja hipotez¢, MNP sudarantiems baltymams
saveikaujant su aktyvuotais apoptozg skatinanciais BCL2 Seimos baltymais,
susidaro savitos poros (Adachi et al., 2004; Marzo et al., 1998).

Lipidinés poros

MIMP galéty padidéti ir susidarius lipidinéms poroms: spé€jama, kad
aktyvuoti BAX tipo baltymai sulenkia iSoring mitochondrijy membrana,
susidaro bent dalinai i§ lipidy sudarytos poros, pro kurias 1§ mitochondriju gali
iSeiti tarpmembraniniai baltymai (Basanez et al., 2002). Taciau $io modelio
patvirtinimui dar reikalingi papildomi tyrimai.

Kol kas néra visiSkai aiSku, ar yra vienas bendras MIMP didinantis
mechanizmas, kuriam svarbiis BCL2 baltymai, MNP komponentai ir lipidy
molekulés, ar skirtingi apoptoze sukeliantys veiksniai indukuoja savita
mechanizma, o gal tai priklauso nuo lasteliy tipo ir kity salygu. Nors padidéjes
MNP pralaidumas buvo pirmoji pasiiilyta priezastis, dél kurios didéja MIMP
(Zamzami et al., 1996), Siuo metu tai néra laikoma pagrindiniu apoptozés
keliu. Yra priimta, jog MNP yra svarbesnés nekrozei, o ne apoptozei. MNP
svarbios tik tais apoptozés atvejais, kuriems budingas oksidacinis stresas ir
Ca”" koncentracijos padidéjimas mitochondrijose (pvz., $irdies ir smegeny
iSemija-reperfuzija, kai kurios neurodegeneracinés ligos bei toksiniai
poveikiai), o apoptozés metu MIMP daZniausiai padidéja d¢l BAX ir BAK
baltymuy veiklos.
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1.3.2 Padidéjusio MIMP poveikis mitochondrijoms

Mitochondrijos — tai dinamiSkos organelés, kurios pastoviai
fragmentuojasi ir viena su kita susilieja. Masiskai mitochondrijos skyla panaSiu
metu, kai padid¢ja MIMP, veikiant | dinaming panaSiam baltymui DRP1
(Frank et al., 2001). Apoptozés metu vykstanti mitochondrijy fragmentacija
taip pat gali priklausyti ir nuo mitochondrijy membrany lipidy sudéties pokyciuy
(Garofalo et al., 2005). MIMP padidéja ir lastelése, neturinciose DRP1, ta¢iau
Sis baltymas yra biitinas iprastiniam citochromo c iStek¢jimo ir kaspaziy
aktyvacijos greiCiui apoptozeés metu (Ishihara et al., 2009). Mitochondrijy
skilimo reikSmé apoptozei dar néra aiski. [domu, jog badavimo sukeltos
autofagijos metu vyksta prieSingas procesas — mitochondrijos pailgéja, ir §i
procesa sukelia DRP1 fosforilinimas (Blackstone and Chang, 2011).

Padidéjus MIMP, sumazéja Ay, bet ATP sintezés greitis ir greiCiau
susidaro ROS. Sie procesai gali vykti nuo kaspaziy priklausomu ir
nepriklausomu budu. Yra parodyta, jog aktyvuotos kaspazés skelia
mitochondrijy kvépavimo grandinés I komplekso 75 kDa subvieneta NDUFS1
ir dél to sutrikus elektrony pernaSai, mazéja Ay, ir ATP, susidaro daugiau
ROS ir mitochondrijos skyla (Ricci et al., 2004). Nefunkcionuojancios
mitochondrijos gali biiti paSalinamos savitos mitochondrijy autofagijos —
mitofagijos bilidu. Mitofagija gali prasidéti sumazéjus mitochondrijy
membranos itampai, atsivérus MNP bei padidé¢jus MIMP (Colell et al., 2007;
Rodriguez-Enriquez et al., 2009; Twig et al., 2008). Nors mitofagija,
pirmiausia, yra homeostazei svarbus vyksmas, kurio metu paSalinamos
pazeistos mitochondrijos, taCiau gali biiti, jog tuomet, kai d¢l mitofagijos
lasteléje kritiSkai sumazéja mitochondrijy, lastele zuva (Xue et al., 2001a).

Net ir padid¢jus MIMP, lastelés gali iSvengti zuties. Buvo parodyta, jog
glicerolio aldehido 3-fosfato dehidrogenazé (GAPDH) apsaugo lasteles nuo
zuties jau padidéjus MIMP, jei kaspazés yra nuslopintos (Colell et al., 2007).
Siuo atveju, GAPDH veikia ne tik kaip glikolizés fermentas, bet ir valdo
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autofagija — dé¢l jo veiklos padidéja autofagijos baltymo ATGI2 raiSka ir

tuomet pazeistos mitochondrijos yra grei€iau paSalinamos autofagijos metu.
1.4 Lizosomos ir lasteliy Zutis

Apoptozes molekuliniy tyrimy pradzioje buvo manoma, jog branduolys
ir mitochondrijos yra pagrindinés Siame procese veikiancios organelés, taciau
pastaraisiais metais nustatyta, jog lizosomos ir endoplazminis tinklas yra taip
pat svarblis apoptozei. Pastaraji deSimtmet; buvo nustatyta, jog lizosomos
tai labai dinamiskos organelés, 1 kurias pisleliy pernaSos biidu patenka
medziagos i$ trans-GoldZio tinklo (biosinteze), 18 lastelés iSorés (endocitoze) ir
nebuvo tiriama, kadangi elektroniniu mikroskopu negalima pastebéti Ziities
metu  vykstan€iy lizosomy pokyc¢iy. Pastaruosius galima  ivertinti
imunofluorescenciniais metodais, pagal 1 citozoli patekusius lizosomy
baltymus. Be to, Ziities tyrimams naudojami kai kuriy kaspaziy slopikliai, kuriy
didelés koncentracijos slopina ir lizosomy peptidazes (Boya and Kroemer,
2008).

Lizosomos - tai eukariotinése lastelése esan¢ios membrana apgaubtos
puslelés, kuriose sukauptos rugstinés hidrolazés (de Duve, 1983). Lizosomose
aptinkama daugiau nei 50 jvairiy hidrolaziy: fosfataziy, nukleaziy,
glikozidaziy, peptidaziy, sulfataziy ir lipaziy (Kirkegaard and Jaattela, 2009).
Geriausiai iStirta lizosomuy hidrolaziy grupé — tai peptidaziy Seima vadinama
katepsinais. Pagal aktyvaus centro amino riigst; katepsinai yra skirstomi {
cisteino (katepsinai B, C, F, H, K, L, O, S, V, W ir X), serino (katepsinai A ir
G) bei asparto katepsinus (katepsinai D ir E) (Turk and Stoka, 2007).
Lizosomy membrana nuo rigstiniy hidrolaziy poveikio 1§ vidaus apsaugo
lizosomy membranoje esantys stipriai glikozilinti baltymai Lamp-1 ir Lamp-2
(Boya and Kroemer, 2008). PaZeidus lizosomy membrang, padidéja
vadinamasis lizosomy membranos pralaidumas (LMP) ir i citozol;i iSteka tirpus

lizosomy turinys (tarp ju ir fermentai).
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Ilga laika buvo manoma, jog i citozoli pateke lizosomy fermentai turéty
inicijuoti nekrozing lasteliy zut;. Taciau 1998 m. buvo nustatyta, jog dél
oksidacinio streso katepsinui D iStekéjus 1§ lizosomuy i citozolj, kyla apoptozé
(Roberg and Ollinger, 1998). Be to, lizosomy destabilizacija bei padidéjgs
LMP yra biidingas ir kitiems lasteliy Ziities tipams: nekroptozei ir autofaginei
dalinai ir atrankiai kyla apoptoze, o LMP padidéjus visuotinai - nekrozeé.

Siuo metu yra manoma, jog apoptozé daznai biina susijusi su katepsiny
patekimu 1 citozoli. Skirtingy poveikiy sukeltai apoptozei svarbiis katepsinai D,
B ir L (Johansson et al., 2010). Sie katepsinai yra aktyviis ne tik riagsgioje, bet
ir neutralioje terpéje (Boya and Kroemer, 2008). LMP padid¢ja ne tik tais
atvejais, kai lasteliy Zitis sukeliama tiesiogiai pazeidziant lizosomy
membranas (pvz., dél oksidacinio streso), bet ir tuomet, kai lasteliy zuti
inicijuoja jvairiis ,klasikiniai apoptozés induktoriai. Tai augimo veiksniy
nebuvimas, mikrovamzdelius stabilizuojantys junginiai, etopozidas, sintetinis
retinoidas CD437, staurosporinas, osmozinis stresas interleukinas-1, p53
aktyvacija, kai kurie prie§véziniai vaistai, kai kuriy receptoriy aktyvacija: TNF
Seimos receptoriy, sigma 2 receptoriaus, B lasteliy receptoriaus (Kirkegaard
and Jaattela, 2009). Vienuose eksperimentiniuose modeliuose LMP
padid¢jimas svarbus apoptozes iniciacijai, kituose — LMP padidéjimas vyksta
jau isibégéjus zuties vyksmams, kaip ziities signalo stiprinimas (amplifikacija).
Nors padidéjus LMP, i§ lizosomy iSteka ne tik katepsinai, bet ir Kkitos
hidrolazés bei H™ ir Ca®", dabar manoma, jog apoptozei svarbiausia tai, kad
citozolyje padaugéja katepsiny. Katepsinams istekéjus 1§ lizosomy 1 citozoli,
gali kilti tiek nuo kaspaziy priklausoma, tiek ir nepriklausoma lasteliy Zitis,
dalyvaujant ar nedalyvaujant mitochondrijoms. Katepsiny taikiniai gali buti
kaspazes 2 ir 8, fosfolipazé A2, sfingozino kinazé 1, ir BCL2 Seimos baltymai:
BID, BCL2, BCLXL ir MCLI.

Yra nustatyta, jog didelés lizosomos yra jautresnés LMP padidéjimui,
nei mazos (Ono et al., 2003). Tikslus mechanizmas, kaip padidéja LMP, néra

zinomas. Tai gali vykti lizosomos membranoje susidarius nesavitoms poroms,
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ar tiesiog pazeidus lizosomy membrang. LMP padid¢jimo mechanizmas gali
buti skirtingas, priklausomai nuo ji sukélusio poveikio bei lasteliy tipo

(Johansson et al., 2010).
1.4.1 Lizosomy membranos pralaidumg didinantys veiksniai

LMP gali padidéti veikiant apoptoze inicijuojantiems BCL2 Seimos
baltymams, p53, peptidazéms (kaspazéms, katepsinams, kalpainams),
kinazéms, ROS, arilangliavandeniliy receptoriui (Ahr), virusiniams ir
bakteriniams baltymams, B amiloido peptidams, apolipoproteinui E, ANT
aktyvatoriui  atraktilozidui, citotoksiniuose T limfocituose esan¢iam
granulizinui ar ivykus lizosomy membranos lipiduy sudéties pokyc¢iams (1.3
pav.) (Johansson et al., 2010). Kai kurie veiksniai bus apzvelgti detaliau.

BCL2 §eimos baltymai

Yra pastebéta, jog zmogaus fibroblastus paveikus staurosporinu, BAX
kolokalizuojasi ne tik su mitochondrijomis, bet ir su lizosomomis (Kagedal et
al., 2005). Be to, inkubuojant rekombinantini BAX su i$skirtomis lizosomomis
pastebéta, jog jis isiterpia | lizosomy membranas ir katepsinai iSteka i$
lizosomy. Siuo metu yra vis daugiau publikacijy, irodanciy, jog ivairls
apoptoze sukeliantys ir slopinantys BCL2 Seimos baltymai valdo lizosomy
membranos vientisuma. Yra parodyta, jog BAX yra aktyvuojamas ir patenka {
lizosomas, veikiant hepatocitus riebaly riugstimis (Feldstein et al., 2004), o
cholangiokarcinomos lasteles - TRAIL‘u bei kiauSidziy veézio lasteles -
etopozidu (Castino et al., 2009; Werneburg et al., 2007). Visais trim atvejais,
sumazinus BAX raiska siRNR, padidéjo LMP. Paveikus cholangiokarcinomos
lasteles TRAIL, lizosomose buvo aptiktas ne tik BAX, bet ir kitas BCL2
Seimos baltymas BIM, o sumaZinus BIM raiska siRNR, sumaz¢jo ir LMP
(Werneburg et al., 2007). Taigi, gali biti, jog Siuo atveju BIM aktyvuoja BAX,
kuris ir padidina LMP. Be to, yra nustatyta, jog stimuliuojant hepatocitus
TNFa, BAX‘a aktyvuojantis baltymas BID padidina LMP (Guicciardi et al.,
2005).
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1.3 pav. Veiksniai, keiCiantys lizosomy membranos pralaiduma. Didinantys - juodos
rodyklés; mazinantys - raudonos (pagal (Johansson et al., 2010)).

Yra parodyta, jog esant BAX baltymo, BH3 domena atitinkantys
peptidai padidina iSskirty lizosomy membranos pralaiduma (Werneburg et al.,
2007). Idomu, jog BAK baltymas taip pat buvo aptiktas lizosomose (Feldstein
et al., 2004), taciau kol kas néra duomeny, jog BAK didina LMP.

Taigi, apoptozg sukeliantys BCL2 Seimos baltymai gali padidinti ne tik
MIMP, bet ir LMP. Tuomet i§ lizosomuy iStekéje katepsinai dar labiau
sustiprina ziities signala. Kadangi katepsiny iStekéjimas 1§ lizosomuy buvo
stebétas net ir tose lastelése, kuriose iSveiklinti abu BAX ir BAK baltymai
(Boya et al., 2003), taigi Sie baltymai néra vieninteliai veiksniai, didinantys

LMP.
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Lizosomy membranos lipidy sudéties pokyc¢iai

Lizosomy membranos komponenty paZaidos ar membranos struktiiros
bei takumo pokyciai gali destabilizuoti lizosomas. Apoptozés metu padidéjus
citozolyje Ca*" koncentracijai, padidéja fermentu, reguliuojanéiy membranos
lipidy sudéti — fosfolipazés A2, fosfolipazés C ir sfingomielinazés - aktyvumas.
Tyrimams panaudojus iSskirtas ziurkés lizosomas, buvo parodyta, jog Sie
fermentai, arachidono riigstis, lizofosfatidilcholinas bei fosfatido riigStis gali
padidinti lizosomy jautruma osmosiniam stresui (Johansson et al., 2010).

Ivairiuose eksperimentiniuose modeliuose buvo nustatyta, jog lizosomas
destabilizuoja fosfolipazé A2: pvz., paveikus lasteles nedidelés koncentracijos
H,0,, lizosomy pralaidumo padidéjimas priklausé nuo fosfolipazés A2 (Zhao
etal., 2001).

Sfingolipidas sfingozinas taip pat gali sukelti su apoptoze susijusi LMP
padidéjima. Aktyvavus sfingomielinazes, 1§ sfingomielino susidaro ceramidas,
kuris veikiant ceramidazei paver¢iamas sfingozinu. Sfingozinas kaupiasi
lizosomose, kur veikia kaip detergentas (ypa€ protonizuota forma), sukelia
LMP padidéjima bei lastelés ziit; (Kagedal et al., 2001).

Kai kuriais atvejais sfingozino sukeltas LMP padid¢jimas priklauso nuo
katepsino B (Werneburg et al., 2002), taigi, gali buti, jog sfingozinas yra
bitinas, kad katepsinas B galéty padidinti LMP. TNF reguliuoja sfingozino
kieki ne tik skatindamas jo pirmtako, ceramido, susidaryma, bet ir veikdamas
per katepsina B. Sis iStekéjes i lizosomy suskaido sfingozino kinaze 1, kuri
apoptoz¢ sukeliant; sfingozing ver€ia apoptozg slopinanciu sfingozino 1-
fosfatu (Taha et al., 2005). D¢l tokio katepsino B aktyvumo lizosomose
kaupiasi sfingozinas. Taip bent dalinai galima paaiSkinti katepsino B svarba
TNF sukeltam LMP padidé¢jimui hepatocituose.

Pastaraisiais metais atlikus proteoming analiz¢ buvo nustatyti baltymai,
kuriy kiekis lizosomose pakinta, kai apoptozés biidu ZiivanCiose lastelése
padidéja LMP (Parent et al., 2009). [domu, jog du 1§ Siy baltymu: prosapozinas

ir baltymy kinazé C9o, gali aktyvuoti lizosomy riigs§ting sfingomielinazg.
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p53 baltymas

p53 baltymas yra geriausiai Zinomas kaip transkripcijos veiksnys, kuris
skatina apoptoze, inicijuodamas proapoptoziniy baltymy (BAX, BID, PUMA,
NOXA ir kt.) transkripcija. Taciau pastaruoju metu yra nustatyta, jog p53
sukelia apoptozg ir nuo transkripcijos nepriklausomu biidu (veikdamas ne kaip
transkripcijos veiksnys). LMP padidéjimas yra budingas p53 inicijuotai
apoptozei, kurios metu pats p53 lokalizuojasi lizosomose ir sukelia LMP
padid¢jima. Manoma, kad LAPF baltymas (lysosome-associated apoptosis-
inducing protein containing the pleckstrin homology and FYVE domains)
veikia kaip pritaikymo baltymas, sudarantis kompleksa su p53, kurio Serl5 yra
fosforilintas (p-p53°"®). LAPF pernesa p-p53°" { lizosomas, padidéja LMP ir
prasideda apoptozé¢ (Li et al., 2007). Idomu, jog kai kuriais atvejais, p53
tiesiogiai saveikaudamas su BCL2 Seimos baltymais, apoptozés metu
lokalizuojasi mitochondriju membranose ir gali padidinti MIMP (Johansson et
al., 2010). Yra parodyta, jog veikiant UVB, nuo p53 priklausomai padidéja
LMP. Tai yra susij¢ su padidéjusia Puma ir Noxa baltymy raiSka. Tuo tarpu,
p53 lizosomy membranose néra aptinkama (Waster and Ollinger, 2009).

Kaspazés

Kaspazés gali skatinti apoptoze sukelianciu veiksniy iStekéjima 18
lizosomy. Yra parodyta, jog i$ lasteliy iSskirtas lizosomas veikiant kaspaze 8, i$
lizosomy iSteka katepsinai, ir §is poveikis dar labiau sustipréja pridéjus
citozolio frakcijos (Guicciardi et al., 2000). Yra tyrimy, pagal kuriuos nei
kaspazés 8, nei aktyvuoto BID nepakanka padidinti LMP, tuomet LMP
padidina BAX (Kagedal et al., 2005).

TNF gali padidinti LMP ir nuo kaspaziy priklausomai ir
nepriklausomai. Kai TNF padidina LMP nuo kaspaziy priklausomu keliu,
veikia kaspazé 8 ir 9. [domu, jog kaspazés 8 tiesiogiai aktyvuota kaspazé 9
(nesusidarant apoptosomai) padidina LMP (Gyrd-Hansen et al., 2006).

Be to, LMP padidéja ir ET streso sukeltos apoptozés metu, ir tam reikia
aktyvios kaspazeés 2 (Huang et al., 2009). Veikiant Sia kaspaze 1§ lasteliy

i§skirtas lizosomas, 18 ju iSteka katepsinai (Guicciardi et al., 2000).
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Katepsinai

Manoma, kad lizosomy peptidazés katepsinai, ypac¢ katepsinas B, gali
iStekéti 1§ lizosomy dél savo paciy veiklos. Pelés hepatocituose TNFa ir
sfingozino sukelta lizosomy destabilizacija priklauso nuo katepsino B, kadangi
lastelése, neturinCiose katepsino B, LMP nepadidéja (Werneburg et al., 2002).
Be to, paveikus lasteles katepsino B slopikliais, sumaz¢ja TRAIL ir riebaly
rugsciy padidintas LMP (Feldstein et al., 2004; Guicciardi et al., 2007). Taciau
neaisSku, ar katepsinas §i procesa sukelia budamas lizosomu viduje ar iSor¢je.
Gali buti, kad mazi 1§ lizosomy iStekéjusio katepsino B kiekiai, budami iSoréje,
dar labiau padidina LMP — vyksta signalo stiprinimas.

Kalpainai

Zivant neuronams, lizosomy membranos destabilizacija sukelia
kalpainai (Ca®" aktyvuojamos nelizosominés cisteino peptidazés) (Yap et al.,
2006). IsSemijos bei hipochlorito riigsties sukeltos lasteliy ziities metu padidé¢ja
Ca®" koncentracija citozolyje, aktyvinami kalpainai ir padidéja LMP.
Aktyvuotas p-kalpainas lokalizuojasi lizosomos membranoje dar pries
katepsinams iStekant 1§ lizosomy. Be to, p-kalpainas gali padidinti iSskirty
lizosomy membranos pralaiduma (Guicciardi et al., 2000), o kalpainy slopikliai
sutrikdo LMP did¢jima (Yap et al., 2006). Idomu, jog kalpainy aktyvumas
koreliuoja su fosforilinto p53 baltymo atsiradimu lizosomy membranose, taigi,
kai kuriais atvejais, kalpainai gali didinti LMP priklausomai nuo p53 (Fogarty
et al., 2010).

Kinazés

Kinazé¢s valdo daugeli lastelés vyksmy. Lizosomy membranos
vientisumas taip pat priklauso nuo kinaziy perduodamu signaly. Kraujagysliy
endotelio Iasteliy fosfatidilinozitolio 3-kinazg nuslopinus cheminiu slopikliu ir
Sias lasteles paveikus citokinais, galima sukelti nuo LMP padidé¢jimo
priklausoma apoptoz¢ (Madge et al., 2003). Be to, yra parodyta, jog aktyvavus
c-Jun N-galing kinazg¢ (JNK, c-Jun N-terminal kinase) po poveikio TNFa,
TRAIL arba UVB spinduliuote, lizosomos suyra (Bivik and Ollinger, 2008;
Dietrich et al., 2004; Werneburg et al., 2007). Kai apoptoze sukeliama veikiant
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lasteles TRAIL arba UVB spinduliuote, didéjant LMP lizosomose lokalizuojasi
vien tik BH3 domena turintis baltymas BIM. UVB poveikis skatina JNK
fosforilinti BIM. Neuronus paveikus B-amiloido peptidu, p5S3 baltymo Serl5
buvo fosforilintas priklausomai nuo JNK1 (Fogarty et al., 2003). Greiciausiai,
ne tik minétais atvejais, LMP yra valdomas kinaziy perduodamais signalais,
tiesiog dar truksta tyrimy.

ROS

Oksiduodamos membrany lipidus ROS gali pazeisti lizosomy
membranos vientisuma. UVA spinduliuotg, H,0,, N-(4-
hidroksifenil)retinamidas didina LMP priklausomai nuo ROS.

Lizosomose suskaidzius gelezZies turinCius baltymus, kaupiami gelezies
jonai. Lizosomose esantys Fe** jonai Fenton‘o tipo reakcijy metu gali reaguoti
su H,O,, tuomet susidaro labai aktyviis hidroksiradikalai, kurie gali sukelti
lizosomy membrany peroksidacija ir destabilizuoti lizosomy membranas (Yu et
al., 2003). Buvo parodyta, jog gelezies junginiy ar gelezies turin¢iy baltymy
fagocitoze padidina lizosomy paZeidziamuma (Persson et al., 2005), o suriSus
lizosomose esancius gelezies jonus, sumazeja LMP ir Iasteliy zutis (Persson et
al., 2003). Apie FDP sukelta LMP did¢jima zitr. 1.5.1 sk.

Arilangliavandeniliy receptorius

Sis receptorius yra ligando aktyvuojamas transkripcijos veiksnys, kurio
valdomi genai koduoja baltymus svarbius daugeliui lastelés vyksmuy, tarp ju ir
apoptozei. Be to, yra manoma, jog Ahr gali turéti ir nuo ligando nepriklausomy
funkciju. TNFa sukelta pelés hepatomos lasteliy 1clc7 Zzitis nepriklausé nuo
kaspazés 8, o LMP padidéjimas priklausé nuo Ahr (Caruso et al., 2006). Sis
baltymas svarbus ne tik TNFa, bet ir FDP sukeltam LMP padidéjimui pelés
hepatomos 1clc7 lastelése, veiktose fotosensibilizatoriumi NPe6 (Caruso et al.,

2004).
1.4.2 Lizosomy membrany stabilumg didinantys veiksniai

Daznai stresa patyrusiy ar veéziniy lasteliy lizosomose aptinkamas

Hsp70. Sis baltymas apsaugo lasteles nuo LMP padidéjimo, kurj sukelia
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TNFa, etopozidas, H,O, ar UVB spinduliuoté (Nylandsted et al., 2004). Hsp
baltymai - tai Saperonai, kurie streso salygomis padeda Iastelei iSlaikyti
veiklius baltymus. Navikuose daznai nustatoma padidéjusi Hsp70 raiska, o
sumazinus $io baltymo raiska kriities, kasos ar storosios Zarnos veézio lastelése,
padid¢ja LMP ir nuo katepsiny priklausoma lasteliy zutis, nesant jokiy Ziiti
sukelianc¢iy veiksniy. Taigi, Hsp70 gali stabilizuoti lizosomas. Yra parodyta,
jog padidéjus Hsp70 raiskai, sumazéja laisvy gelezies jony kiekis lizosomose -
taip Hsp70 gali paveikti LMP didinanc¢ius oksidacinius procesus (Doulias et
al., 2007).

Apoptoze¢ slopinantys BCL2 Seimos baltymai gali nuslopinti ir LMP
padidéjima. Yra nustatyta, jog 1) lastelés su padidéjusia BCL2 raiska yra
atsparesnés oksidacinio poveikio (H,0O,) sukeltiems LMP padidéjimui ir
apoptozei (Zhao et al., 2000); 2) TRAIL ir riebaly rugs¢iy indukuoti baltymai,
atitinkamai MCL1 ir BCLXL, slopina LMP padidéjima (Feldstein et al., 2006;
Werneburg et al., 2007). Abiem S$iais atvejais indukuotos apoptozes metu BAX
buvo aktyvuotas ir perneStas { lizosomas. Nors néra tiesioginiy jrodymu,
galima daryti prielaida, jog apoptozg slopinantys BCL2 Seimos baltymai
apsaugojo lasteles nuo LMP padidéjimo, neutralizuodami apoptoze
sukelian¢ius BCL2 Seimos baltymus.

Kadangi ROS, oksiduodamos membrany lipidus, gali suardyti lizosomy
membranos integraluma, antioksidacinis poveikis slopina §j procesa.
Evoliucijos eigoje lastel¢je iSsivysté mechanizmai, neutralizuojantys ROS ir
taip apsaugantys lasteles nuo zalingo poveikio. Lastelés antioksidaciné apsauga
- tai maZos molekulinés masés antioksidantai (vitaminas C, E), kofermentas
Q10, glutationas bei antioksidaciniai fermentai: gliutationo peroksidaze,
katalazé ir superoksido dismutazé. Gelezies jonus suriSantys baltymai:
feritinas, metalotioneinas, kaip ir jau minétasis Hsp70 taip pat gali suSvelninti
oksidanty sukelta LMP padidéjima ir sumazinti lasteliy ziiti (Johansson et al.,
2010).

Lizosomy membranos stabiluma gali padidinti ir cholesterolis.

Sfingomielinas kei¢ia membranos takuma, sudarydamas karkasa cholesteroliui
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isiterpti | membrana. IS iSorés pridétas sfingomielinas, taip pat ir jo darinys 3-
O-metilsfingomielinas kaupiasi lizosomy membranose ir apsaugo jas nuo
suirimo veikiant TNFo ir fotodinaminiu poveikiu, naudojant lizosomose

sukaupta fotosensibilizatoriy (Caruso et al., 2005).
1.4.3 Lizosomy sukelta vidinio kelio aktyvacija

LMP padid¢jimo sukeltas citotoksinis poveikis daznai bent jau dalinai
priklauso nuo mitochondrijy Ziities kelio aktyvacijos. Kai kurie ,klasikiniai*
apoptozés induktoriai: p53, etopozidas ir staurosporinas, sukelia LMP
padidéjima, po kurio vyksta nuo katepsiny priklausomas MIMP padidéjimas
(Kirkegaard and Jaattela, 2009). Taciau kaip Siuo atveju padidinamas LMP dar
néra Zinoma. Yra parodyta, jog pakanka i citozol} injekuoti vieng lizosomy
hidrolazg — katepsina D, kurios kiekis atitikty puseg lastel¢je esancio katepsino
D aktyvumo, kad Zmogaus fibroblastuose padidéty MIMP ir prasidéty
apoptozé¢ (Roberg et al., 2002). Taciau katepsino D iStekéjimas i citozoli
sukelia lasteliy ziiti ne visose modelinése sistemose, kuriose padidéja LMP.
Yra pastebéta, jog LMP padidéjimas daznai sukelia lasteliuy ziiti dalyvaujant
cisteino katepsinams B ir L bei ROS (Kirkegaard and Jaattela, 2009). Manoma,
LMP sukeltas citozolio pariigS§téjimas, taCiau tam ijvertinti reikéty daugiau
tyrimy.

Vienas 1§ budy, kaip dél katepsiny gali padidéti MIMP - tai apoptoze
sukelian¢io BCL2 Seimos baltymo BID virsmai. Citozolyje BID g gali skaidyti
ir aktyvuoti cisteino katepsinai B, H, L, S ir K (Cirman et al., 2004). Yra
parodyta, jog aktyvavus TNF receptoriy, asparto katepsinas D skaldo ir
aktyvuoja BID‘q (Heinrich et al., 2004). Sis procesas vyksta tokia seka: 1)
TNF sukelia rugstinés lizosomy sfingomielinazés aktyvacija, 2) susidaro
ceramidas, 3) pastarasis ne tik didina LMP, bet ir aktyvuoja katepsing D, 4)
katepsinui D patekus i citozolj, jis skelia BID“a. Yra parodyta, jog katepsinai
BID skelia kitoje vietoje nei kaspazés - uz SeSiy amino rigsciy liekany nuo

kaspazes 8 skelimo vietos (Stoka et al., 2001).
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Apoptozés vidinis kelias gali biti aktyvuotas ir be BID‘0. Staurosporinu
veiktuose Zzmogaus T limfocituose katepsinas D aktyvuoja BAX‘a nuo BID‘o
nepriklausomu bidu (Bidere et al., 2003). Fibroblastus veikiant chinolony
kilmés antibiotiku ciprofloksacinu ir UV spinduliuote, dél padidéjusio LMP,
padidéja ir MIMP, vykstant BAX ir BAK aktyvacijai, tatiau BID Siame
procese nedalyvauja (Boya et al., 2003). Sioje modelingje sistemoje BAX
aktyvacija sukelia ROS, o ne katepsinas D. [domu, kad lastelése, neturinciose
abiejy baltymy - BAX ir BAK, ciprofloksacino sukeltas MIMP padidéjimas
néra visal nuslopinamas. Taigi, egzistuoja dar vienas mechanizmas, siejantis
LMP padidé¢jima ir MIMP padidéjima. Tai galéty biiti tiesioginis ROS ir/arba
lipidy kilmés tarpininky (pvz., arachidono riigsties), kurie gali susidaryti nuo

katepsino B priklausomu biidu, poveikis (Kirkegaard and Jaattela, 2009).

1.4.4 Lizosomy sukelti nuo mitochondrijy nepriklausomi lasteliy

zities keliai

LMP padidéjimas gali sukelti lasteliy Zatp ir neveikdamas
mitochondrijy. Mikrovamzdelius stabilizuojantys vaistai:  paklitakselis,
epotilonas B ir diskodermolidas, inicijuoja nuo kaspaziy nepriklausoma
plau¢iy veézio lasteliy zut; (Broker et al., 2004). Sias lasteles veikiant
mikrovamzdelius stabilizuojanciais vaistais, katepsinas B iStekéjo i§ lizosomu.
Nuslopinus katepsino B aktyvuma, lastelés nezuvo — nebuvo daugiabranduoliy
lasteliy, $iy vaisty sukeltai lasteliy zuciai bidingo poZymio.

TNF veiktuose pelés embriono fibroblastuose LMP padidéjo jau po to,
kai padid¢jo MIMP (Gyrd-Hansen et al., 2006). Paveikus TNF pelés
fibrosarkomos lasteles WEHI-S, katepsinas B 1lémé apoptozei budingus
morfologijos pokycius (Foghsgaard et al., 2001). Hsp70 baltymo iSveiklinimas
(vairiose zmogaus vézio lastelése (Nylandsted et al., 2004) bei T Iasteliy
aktyvacija (Michallet et al., 2004) padidino LMP ir sukelé nuo katepsiny
priklausoma 1 apoptoze panas$ia lasteliu zuti, nors vidinis apoptozés kelias ir
nebuvo aktyvuotas. Katepsinas B sukeélé branduolio apoptozg iSskirtuose

branduoliuvose (Vancompernolle et al., 1998). Lasteliy Zzuties procese
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katepsinai gali veikti ir kaip iniciacijos, ir kaip vykdymo peptidazeés,
priklausomai nuo poveikio ir nuo bendro konteksto.

Ypac daug vil¢iy teikia katepsiny gebéjimas inicijuoti véziniy lasteliy
zuti. Sios lastelés daznai bina atsparios ,klasikiniams“ apoptozés
induktoriams, kadangi vidinis Zities kelias daznai biina uzblokuotas (pvz.,
padidé¢jus BCL2 raiSkai). Neseniai pasirodé naujas prieSveézinis vaistas
siramezinas (siramesine), veiksmingai sukeliantis jvairiy véziniy lasteliy Zitj.
Sis vaistas kaupiasi lizosomose ir tiesiogiai jas destabilizuoja. Dél to katepsinai
iSteka 1 citozoli ir kyla nuo katepsiny priklausoma lasteliy zitis (Ostenfeld et
al., 2005). Be to, yra pastebéta, jog imortalizacija ir transformacija gali
Jaattela, 2009). Yra pastebéta, jog Ras, Src onkogenai sukelia lizosomy
pasiskirstymo, tankio, ultrastruktiiros pokyc€ius, sumazéja ir lizosomy
membraniniy baltymy Lamp-1 ir Lamp-2 kiekiai (Fehrenbacher et al., 2008).
Tokios lastelés tampa jautresnés jvairiems prieSvéziniams vaistams (pvz.,
cisplatinai, etopozidui, doksorubicinui ir siramezinui), kurie sukelia nuo

lizosomy priklausoma zut;.
1.5 Lasteliy atsakas j fotodinaminj poveikj

Lasteliy atsakas 1 FDP priklauso nuo Iasteliy tipo, nuo
fotosensibilizatoriaus prigimties, jo lokalizacijos Iasteleje, FDP dozes,
inkubacijos su fotosensibilizatoriumi  trukmés (keiCiasi kai  kuriy
fotosensibilizatoriy kaupimo vieta lastel¢je).

Yra parodyta, jog Zzities kelia gali nulemti net ir tai, kokios ROS
susidaro FDP metu. Buvo pastebéta, jog Svitinant fotosensibilizatoriy bengalo
rozini, kuris kaupiamas lasteliy membranose, regimaja Sviesa, susidaro tiktai
'0,, tuo tarpu pasvitinus UVA spinduliuote, greta 'O, susidaro bengalo rozinio
radikalai. Nors $io fotosensibilizatoriaus radikalai sukélé intensyvesng lipidy
oksidacija nei 'O,, tagiau tik 'O, iniciavo apoptoze (branduolio kondensacija ir

DNR fragmentacija) (Kochevar et al., 2000).
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Santykinai nedidelis atstumas, kuri gali difunduoti FDP metu susidargs
'0, ty. ~ 100 nm (zidr. 1.1.1 sk.), leidzia manyti, jog biomolekuliy pazaidas
fotosensibilizatorius sukelia greta kaupimo vietos lastel¢je. Manoma, jog
fotosensibilizatoriaus lokalizacija lastel¢je sutampa su pirminiy fotopazaidy
vieta (Buytaert et al., 2007). Siuo pozitriu jdomu, kad po §vitinimo gali pakisti
kai kuriy fotosensibilizatoriy lokalizacija lasteléje (Kessel et al., 2005),
(Kessel, 2002). Taigi kai kuriais atvejais fotosensibilizatorius gali sukelti
fotopazaidas ne tik pirmin¢je kaupimo vietoje.

FDP stimuliuoja ivairius signalo perdavimo kelius (apzvelgta (Almeida
et al., 2004)). FDP keicia lipiduy apykaitos fermenty aktyvuma: padidéjus
fosfolipazés C, fosfolipazés A,, ciklooksigenazés 2 aktyvumams, padidéja
lipidy kilmés antriniy signaliniy molekuliy susidarymas, atitinkamai: inozitolio
1,4,5-trisfosfato (IP3), arachidono rugsties, prostaglandino E,; padidéjus
rugstinés sfingomielinazés aktyvumui ar sumazeéjus sfingomielino sintazés ir
gliukozilceramido sintazés aktyvumams po FDP gali padidéti ir ceramido
koncentracija. FDP taip pat stimuliuoja cAMP, NO ir Ca®" signalinius kelius.
FDP keicia ir MAPK (mitogen activated protein kinases): ERK (extracellular
signal regulated kinases), INK/SAPK (c-Jun N-terminal kinases/stress
activated protein kinases) ir p38 MAPK aktyvuma. FDP taip pat gali paveikti
ir transkripcijos veiksniy aktyvuma, pvz., aktyvuoja AP-1 (activator protein-
1), NF-xB (nuclear factor kappa B) transkripcijos veiksnius, sumazina E2F
(transcription factor E2F) Seimos transkripcijos veiksniy raiSka. Kurie
signaliniai keliai ir transkripcijos veiksniai bus aktyvuoti po FDP priklauso ir
nuo lasteliy linjjos, ir nuo fotosensibilizatoriaus.

Pastaraisiais metais intensyviai tirlama paciy ROS geba tiesiogiai
perduoti signala. Manoma, kad H,O, labiausiai i§ visy ROS pasizymi antrinei
signalinei molekulei budingomis savybémis: jis sudaromas ir degraduojamas
veikiant fermentams, be to, savitai oksiduoja tiolius (Forman et al., 2010).
Svarbiausias FDP tarpininkas, 'O,, natiiraliomis salygomis lasteléje nesusidaro,
todé¢l joje, greiCiausiai, néra Siai molekulei savity jutikliy. Lasteléje turéty

egzistuoti jutikliai, reaguojantys 1 lastelés oksidacinés-redukcinés pusiausvyros
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pokyc¢ius, H,0, koncentracijos didéjima ar bendra ROS kieki

(photobiology.info).

1.5.1 FDP sukelta apoptozé

Naudojant ivairias lasteles ir fotosensibilizatorius, parodyta, jog FDP
sukeltas fotooksidacinis stresas sukelia apoptoze (apzvelgta (Oleinick et al.,
2002)). Priklausomai nuo FDP salygu (fotosensibilizatoriaus, inkubacijos su
fotosensibilizatoriumi trukmés ir kt.), apoptoz¢ gali biti inicijuojama
aktyvuojant iSorinj arba vidinj kelia.

ISorinis kelias

Nustatyta, jog Zmogaus epidermoidinés karcinomos lasteles A-431
paveikus ftalocianino Pc4 sukeltu FDP, padidé¢ja lastelés pavirSiaus Ziities
receptoriaus Fas ir jo ligando FasL raiSka (Ahmad et al., 2000). Be to, FDP,
sukeltas fotosensibilizatoriais hipokrelinu A ir hipokrelinu B, inicijavo
zmogaus nosiaryklés karcinomos lasteliy apoptoze iSoriniu  keliu,
aktyvuodamas Fas receptoriaus kelia (Ali et al., 2002). Zmogaus
promielocitines leukemijos lasteles HL-60 veikiant fotosensibilizatoriumi
bengalo roziniu buvo aktyvuota apoptozeé, priklausoma nuo kaspazés 8, o
pastaraja nuslopinus, 1§ mitochondriju neiStekéjo citochromas c¢ ir nebuvo
aktyvuota kaspaz¢ 3 (Zhuang et al., 1999).

Kai kuriais FDP atvejais (pvz., Zmogaus keratinocitus veikiant
hidrofiliniu chlorino dariniu ATX-S10(Na)) nustatyta, jog Fas multimerizacija
ir aktyvacija gali vykti nuo ligando nepriklausomu biidu (Takahashi et al.,
2003). Nors yra tyrimy, kur nustatyta, jog kaspazés 8 aktyvacija po FDP vyksta
anksciau, nei i§ mitochondrijy iSteka citochromas ¢ (Ahmad et al., 2000; Ali et
al., 2002), taciau yra ir tokiy duomeny, kad kaspazé¢ 8 aktyvuojama jau
aktyvavus vidini apoptozés kelia, kaip signalo amplifikacija, pvz., po
fotodinaminio poveikio sukelto HeLa lasteles veikiant BPD-MA, HCT-116
lasteles - PPME (Granville et al., 1998; Matroule et al., 2001).

Taigi, kai kuriais FDP atvejais kaspazes aktyvuoja Ziities receptoriy

signalas, o apoptozés iSorinio kelio aktyvacija gali sukelti autokrininiai ar
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parakrininiai signalai, kuriuos indukuoja padidéjusi zities receptoriy ir juy
ligandy raiska.

Vidinis kelias

Manoma, jog mitochondrijose sukaupty fotosensibilizatoriy sukeltas
FDP veiksmingai ir greitai inicijuoja apoptoze todél, kad Sis poveikis tiesiogiai
pazeidzia mitochondrijas, tada | citoplazma iStekéjgs citochromas c gali
saveikauti su APAF1 ir aktyvuoti kaspazes — apoptozé inicijuojama vidiniu
keliu. Ilga laika buvo manoma, jog patys veiksmingiausi fotosensibilizatoriai
kaupiami mitochondrijose, o FDP sukeltas oksidacinis stresas tiesiogiai
paveikia mitochondrijas, padidina mitochondrijy iSorinés membranos
pralaiduma, dé¢l ko iSteka citochromas c¢ ir inicijuojama apoptoze (apZvelgta
(Oleinick et al., 2002), (Buytaert et al., 2007)).

Fotosensibilizatoriaus lokalizacijos reikSmé apoptozés indukcijai

Yra parodyta, jog dél FDP savitai plazminéje membranoje susidargs
'0, gali inicijuoti apoptoze - branduolio morfologijos poky¢ius ir
fosfatidilserino translokacija (Lin et al., 2000): apSvitinus jaucio aortos
endotelio lasteles, inkubuotas su membranose sukauptu fotosensibilizatoriumi
bengalo roziniu nykstancios bangos regimaja Sviesa (evanescent wave visible
radiation), kuri, isiskverbdama ~100 nm apSvitina tik lastelés pavirSiy
(plazming membrang ir pavir§ini citoplazmos sluoksni), buvo sukelta apoptoze.

Mitochondrijose sukaupti fotosensibilizatoriai apoptoze sukelia vidiniu
keliu (apzvelgta (Almeida et al., 2004; Oleinick et al., 2002)). Po
fotodinaminio poveikio citochromui c¢ iStek¢jus 1 citozoli, susidaro
apoptosomos ir aktyvuojamos kaspazes, sukelianCios apoptozei biidingus
pokycius. Mitochondrijas paZeidziancio FDP sukeltos apoptozés metu mazéja
Ay, ir ATP koncentracija.

Vidiniu keliu apoptozé gali biiti inicijuojama ne tik tiesiogiai veikiant
mitochondrijas, bet ir sukélus endoplazminio tinklo (ET) oksidacinj stresa,
dél kurio padidéja Ca*" koncentracija citozolyje ir lasteléje kaupiasi neteisingos
konformacijos baltymai (Buytaert et al., 2007). Ca®>" koncentracija citozolyje

po FDP gali padidéti del keliy priezasCiy: jis gali atitekéti 1S Iastelés iSorés

55



arba, FDP sukeltam oksidaciniam poveikiui pazeidus Ca®" ATPaze, istekéti i
lastelés vidiniy saugyklu (mitochondrijy, ET) (apzvelgta (Almeida et al.,
2004)). Pavyzdziui, po FDP, kuri sukelia ET sukauptas hipericinas, HelLa
lastelése sumazéja Ca®” ATPazés - SERCA 2 baltymo, i§ ET isteka Ca® ir
lastelése kyla nuo BAX/BAK priklausoma apoptoze (Buytaert et al., 2006).

FDP indukuoja ET stresa ne tik keisdamas Ca*" koncentracija ET, bet ir
sukeldamas baltymy konformacijos pokycius. Veikiant Saperonams, baltymy
konformacija gali vél tapti ,.teisinga®. Taciau jei poveikis toks stiprus, kad
lastelé nepajégia atkurti baltymy struktiros, ET kaupiasi neteisingos
konformacijos baltymai. ET stresas aktyvuoja IREla (inositol-requiring
protein-1), ATF6 (activating transcription factor-6) ir PERK (protein kinase
RNA (PKR)-like ER kinase) signalinius kelius, ir lastelése kyla vadinamasis
,.atsakas i netvarkius baltymus® (unfolded protein response, UPR). Sis atsakas
indukuoja ET Saperonu raiSka, sulétina baltymu sinteze, aktyvuoja baltymy
degradacija ir taip padidina ET geba ,,iStaisyti“ baltymuy konformacijos
pokycius. Lasteles gali iSgyventi, jei sukeltas atsakas i netvarkius baltymus
pasalina sutrikimus, taciau kai pazeidimai yra dideli ir ET stresas trunka ilgiau,
atsakas 1 netvarkius baltymus gali inicijuoti apoptoz¢ (Tabas and Ron, 2011).
Tikslus mechanizmas, kaip $is atsakas sukelia apoptoze, néra zinomas, taciau
yra parodyta, kad kai kuriais atvejais aktyvuojama kaspazé¢ 12 (Nakagawa et
al., 2000), kartais Siame procese veikia ir kalpainai (Nakagawa and Yuan,
2000; Tan et al., 2006). Kadangi Zmogaus kaspazé¢ 12 yra mutavusi, yra
tyrimy, rodanciy, jog zmogaus lastelése atsakas 1 netvarkius baltymus
aktyvuoja kaspazg¢ 4 (Kim et al.,, 2006). Nustatyta, kad ET streso sukelta
apoptoze gali vykdyti ir baltymas Bim (Puthalakath et al., 2007).

Kai FDP sukelia ET kaupiamas hipericinas, indukuojami genai, svarbiis
atsakui i netvarkius baltymus. Siu genu raiska valdo p38MAPK signalas
(Buytaert et al., 2008). Yra parodyta, kad endoplazminj tinkla pazeidziantis
hipericino sukeliamas FDP, Slapimo puslés vézio lastelése T24 indukuoja
genus, svarbius atsakui 1 netvarkius baltymus (Buytaert et al., 2008). Atsakas {

netvarkius baltymus taip pat buvo sukeltas zmogaus gimdos kaklelio vézio
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lasteles HelLa veikiant fotofrino FDP (Szokalska et al., 2009). Po ET
pazeidzian¢iy FDP buvo nustatyta ir kaspazés 12 aktyvacija: benzochlorino
dariniu Zn-BC-AM paveikus nosiaryklés (nasopharyngeal) karcinomos
lasteles (Mak et al., 2004), bengalo roziniu - HeLa lasteles (Panzarini et al.,
2011).

Nors ilga laika buvo manoma, jog veiksmingiausiai apoptoze sukelia
mitochondrijose ir ET kaupiami fotosensibilizatoriai, neseniai paskelbti {domiis
rezultatai, kad lizosomose lokalizuotas silicio ftalocianino darinys Pc181, buvo
veiksmingesnis uZ mitochondrijose ir ET sukaupta tos pacios cheminés
prigimties fotosensibilizatoriy Pc4 (Quiogue et al., 2009). Lastelés po Pc 181
sukelto FDP, zuvo daugiausia apoptozés keliu. Taip pat buvo parodyta, jog
apoptozei, kuria sukelé lizosomose lokalizuoto Pc 181 FDP, buvo svarbus Bid
(Chiu et al., 2010). Bid reikSmé apoptozei, kuria sukelia lizosomose lokalizuoti
fotosensibilizatoriai, nustatyta naudojant ir kita fotosensibilizatoriy -
lizosomose kaupiama chlorino darini NPe6. Po Sio poveikio buvo aktyvuotas
Bid baltymas, taip pat ir vidinis apoptozés kelias: citochromas c iStekéjo 1
citozoli, buvo aktyvuotos kaspazes 9 ir 3 (Reiners et al., 2002). Yra parodyta,
jog lizosomose sukaupti fotosensibilizatoriai gali padidinti LMP.

Mitochondrijy iSorinés membranos pralaidumo padidéjimas

MIMP gali padidéti atsidarius MNP arba po BAX ar BAK baltymy
aktyvacijos atsivérus baltyminiams kanalams ar susidarius lipidinéms poroms
(zidr. 1.3.1 sk.).

Daugelis FDP sukeliamy vyksmu yra palankiis MNP atsiverti: padidéjus
Ca®" koncentracijai citozolyje, jis yra sukaupiamas mitochondrijy uZpilde,
lasteléese padaugeja oksidanty, veikiant fosfolipazei A, susidaro laisvosios
riebaly riigstys (Rasola and Bernardi, 2007). Be to, yra laikoma, kad oksidavus
numanomo MNP komponento — ANT - tiolio grupes atveriamos MNP (Pestana
et al., 2009). Zinoma, jog kai kurie fotosensibilizatoriai yra giminingi MNP
baltymams, ja sudarantiems ar valdantiems jos aktyvuma: pvz., PpIX gali

jungtis prie periferinio benzodiazepino receptoriaus (Verma et al., 1998).
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Idomils  rezultatai  gauti  taikant FDP  i§skirtoms  Ziurkés
mitochondrijoms. Hematoporfirinas slopino MNP atsidaryma, manoma,
pazeisdamas histidino liekanas (Salet et al., 1997). Tuo tarpu mitochondrijas
fotodinamiskai paveikus psoraleno dariniu, MNP atsidar¢ ir § poveiki sukéele
tioliy oksidacija (Moreno et al., 2001). Sie tyrimai rodo, jog labai svarbu,
kurioje poros vietoje FDP sukelia pazaidas.

Greiciausiai, MNP veikla FDP sukeltoje lasteliy Ziityje priklauso ir nuo
fotosensibilizatoriaus, ir nuo lasteliy. Pavyzdziui, MNP atsidaro, A-431 lasteles
fotodinamiskai paveikus mitochondrijose ir ET sukauptu Pc4 (Lam et al.,
2001). Taciau yra ir tokiy tyrimy, kur FDP sukelé apoptozg neatsiverus MNP:
Zmogaus storosios zarnos vezio lasteles fotodinamiskai paveikus feoforbido
dariniu, sukauptu ET, Goldzio tinkle ir lizosomose, MNP slopiklis
ciklosporinas A nenuslopino apoptozés (Matroule et al., 2001).

MIMP gali padidéti ir BAX baltymui translokuojantis i§ citozolio i
mitochondrijas. Daugeliu atveju po FDP citochromas c iStekédavo 1§
mitochondrijy, BAX baltymui translokuojantis 1 mitochondrijas (apzvelgta
(Buytaert et al., 2007)).

Kokiu budu vyksta MIMP padidé¢jimas tiksliai néra zinoma ne tik FDP
atveju, bet ir kitais poveikiais sukélus apoptoze, be to, tai gali priklausyti nuo
fotosensibilizatoriaus prigimties ir lokalizacijos vietos lastelése.

Lizosomy membranos pralaidumo padidéjimas

Po FDP, sukelto naudojant lizosomose sukauptus fotosensibilizatorius,
katepsinai iSteka 1 citozoli. Pelés hepatomos lasteles 1clc7 fotodinamiSkai
paveikus lizosomose kaupiamu fotosensibilizatoriumi NPe6, padidéja LMP,
citozolj iSteka katepsinas B (Kessel et al., 2000) ir katepsinas D (Caruso et al.,
2005). Be to, susidaro tBID, 1§ mitochondrijy iSteka citochromas c¢ ir
aktyvinamos kaspazés 9 bei 3. Panaudojus katepsiny B, D ir L slopiklius,
nesumazeja tBID kiekis ar kaspaziy aktyvacija (Reiners et al., 2002). Taciau i$
iSorés pridétas sfingomielino darinys 3-O-metil-sfingomielinas apsaugo
lizosomas nuo oksidaciniy pazaidy, padidindamas lizosomy stabiluma (Caruso

et al., 2005).
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Zmogaus kriities vézio lasteles MCF-7¢3 fotodinamiskai paveikus
lizosomose ir mitochondrijose lokalizuotu fotosensibilizatoriumi ATX-s10,
buvo sukelta apoptoze, kuria stabdé katepsiny B ir D slopikliai (Ichinose et al.,
2006). Padidinus BCL2 raiska, lastelés tapo atsparesnés fotodinaminiam
poveikiui.

Zmogaus plauciy adenokarcinomos lasteles paveikus lizosomose
sukauptu fotosensibilizatoriumi NPe6, suyra lizosomos ir | citozolj iSteka
katepsinai (Liu et al., 2011). Véliau tokia seka inicijuojami vidinio apoptozés
kelio etapai: aktyvinamas BAX baltymas, 1§ mitochondrijy iSteka citochromas
¢, aktyvinamos kaspazés 9 ir 3. Sio fotosensibilizatoriaus sukeltai apoptozei
labai svarbus BAX baltymas: nuslopinus jo raiSka siRNR, apoptozé nevyksta.

Taigi, lizosomose lokalizuoty fotosensibilizatoriy sukeltas FDP
padidina LMP — i§ lizosomy iSteka katepsinai, o tokiy fotosensibilizatoriy
sukelta Iasteliy ziitis priklauso nuo mitochondrijy, Siuo atveju veikia BCL2
Seimos baltymai.

Kaip FDP padidina LMP dar néra nustatyta. Zinoma, kad kai kuriais
FDP atvejais LMP padidé¢jimui svarbus Ahr (Caruso et al., 2004) ir lizosomy
membranos sudétis (Caruso et al., 2005). Taciau, greiCiausiai, FDP sukeltam
LMP padid¢jimui svarbiausios yra ROS sukeltos lizosomuy membrany
pazaidos. Gali buti, kad LMP pralaidumo pokyc¢ius po FDP, kaip ir po kity
LMP didéjima sukelianc¢iy poveikiy (zidir. 1.4.1 sk.), gali lemti ir apoptoze
inicijuojantys BCL2 Seimos baltymai, p53, ivairios peptidazes ir kinazes.

Nuo kaspaziy nepriklausoma apoptozé

FDP gali sukelti ne tik nuo kaspaziy priklausoma, bet ir nuo kaspaziy
aktyvumo nepriklausoma apoptozg. Yra nustatyta, jog po verteporfino sukelto
FDP 1§ lygiyjuy raumeny lasteliy mitochondrijy iSteka ne tik citochromas c, bet
ir AIF (Granville et al., 2001). Zmogaus leukemijos lasteles paveikus ALA
darinio heksaminolevulinato sukeltu FDP, kaspazés néra aktyvuojamos, o AIF
patenka 1 branduoli (Furre et al., 2005). Tas pats FDP Jurkat lastelese
aktyvuoja tiek tradicini nuo kaspaziy aktyvacijos priklausoma apoptozes kelia,

tiek ir alternatyvy nuo kaspaziy nepriklausoma, bet nuo AIF priklausoma
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apoptoze¢ (Furre et al., 2006). Yra parodyta, jog nuo kaspaziy nepriklausoma,
bet nuo AIF priklausoma apoptoze gali sukelti ir lizosomose sukauptas

ftalocianino darinys (Vittar et al., 2010).
1.5.2 FDP sukelta nekrozé

FDP gali inicijuoti ir apoptoze, ir nekrozg. DaZnai Sie abu mechanizmai
inicijuojami kartu, nors vyrauja apoptoze. Apoptozés ir nekrozés dalis
daZniausiai, priklauso nuo FDP dozés — stipréjant poveikiui pradeda dominuoti
nekrozé (Andrzejak et al., 2011). Nekrozg¢ daznai inicijuoja plazming
membrang pazeidziantis FDP. Nekrozé buvo sukelta lasteles paveikus FDP,
naudojant plazminéje membranoje kaupiama cinko ftalocianing (Fabris et al.,
2001) ar ALA indukuotus endogeninius porfirinus (Krieg et al., 2003;
Kuzelova et al., 2004). Po plazming membrana pazeidzian¢io FDP, sutriko
plazminés membranos integralumas, buvo iSeikvotas ATP ir kilo nekroze
(Fabris et al., 2001).

Palankios salygos vykti nekrozei po FDP susidaro ir tuomet, kai FDP
sukeltos ROS pazeidzia kai kuriuos apoptozei svarbius baltymus. Yra
parodyta, jog plazminéje membranoje sukaupti katijoniniai porfirinai po
Svitinimo pasklinda po citozoli ir inaktyvuoja prokaspazg 9 ir prokaspaze 3
(Kessel, 2002).

Yra nustatyta, jog HeLa Iasteliy nekrozg¢ gali sukelti savitai
mitochondrijose kaupiamas katijoninis fluorescencinis Zymuo Mitotracker Red

(Chernyak et al., 2006). Sio FDP metu susidaré O, - ir 'Os.
1.5.3 FDP sukelta autofagija

Yra parodyta, kad autofagija sukelia FDP, kai naudojami
fotosensibilizatoriai, kaupiami mitochondrijose (Kessel and Reiners, 2007), ET
(Buytaert et al., 2006; Kessel and Arroyo, 2007; Kessel and Reiners, 2007), ET
ir mitochondrijose (Xue et al., 2007). Parodyta, kad autofagosomuy padaugéja ir
po FDP, sukelto naudojant lizosomose susikaupusi fotosensibilizatoriy NPe6

(Reiners et al., 2010).
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FDP inicijuota autofagija palanki ty Iasteliy, kuriose gali vykti
apoptoze, i1Sgyvenimui, o lastelése, kuriose apoptozeé negali vykti, autofagija
lemia zit].

Autofagija gali buti ir Iasteliy iSgyvenimui palankus mechanizmas, kai
yra paSalinamos FDP paZzeisty baltymy sankaupos ar organelés. Pavyzdziui,
pelés leukemijos lastelése autofagija, kurios metu galéjo biiti pasalintos FDP
paZeistos organelés, vyko prie§ apoptoze (Kessel and Arroyo, 2007). Siuo
atveju, nutildzius Atg7, esant mazoms poveikio dozéms, iSaugo FDP
citotoksiSkumas — autofagija veike kaip apsauginis mechanizmas.

Fotodinaminio poveikio sukelta autofagija gali buti Zities keliu tada, kai
apoptoze yra nuslopinta (Buytaert et al., 2006; Kessel et al., 2006).

Nors néra nustatyta, kaip FDP sukelia autofagija, kai kurios detalés yra
zinomos. Autofagijos baltymas Beklinas 1 riSasi prie BCL2 (Pattingre et al.,
2005). Kadangi daugelio fotosensibilizatoriy sukeltas FDP pazeidzia BCL2
(Kessel and Castelli, 2001; Kim et al., 1999; Xue et al., 2001b), laisvas
Beklinas 1 gali inicijuoti autofagija.

Yra parodyta, kad FDP, sukeltas mitochondrijose ir ET sukauptu
fotosensibilizatoriumi Pc4, Zzmogaus karcinomos lastelése pazeidzia viena i8S
autofagija valdanciy baltymu - IP3 receptoriu (Reiners et al., 2010). Taip pat
yra nustatyta, jog endosomose ir lizosomose kaupiamu amfifiliniu
fotosensibilizatoriumi  AlPcS,, sukélus FDP Zmogaus adenokarcinomos
lastelése sumazéja fosforilintos ir nefosforilintos mTOR kinazés (Weyergang
et al., 2009). Zinoma, kad nuslopinus mTOR kinazg, inicijuojama autofagija
(zidr. 1.2.2 sk.).

FDP pazeidzia ne visus autofagijoje dalyvaujancius baltymus (kitaip
autofagija po FDP nevyktu): veikiant pelés leukemijos lasteles mitochondrijose
sukauptu benzoporfirino dariniu, nebuvo pazeistas Beklinas 1, Atg5 ir Atg7

baltymai (Reiners et al., 2010).
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1.5.4 Lastelés ciklas po FDP

FDP lasteliy gyvybinguma mazina ne tik sukeldamas lasteliy ziiti, bet ir
sutrikdydamas lastelés cikla, kaip ir daugelis prieSvéziniy vaisty (Hamed and
Roth, 2011). Lastelés ciklo arestas po FDP buvo nustatytas: G¢/G, faz¢je — po
poveikio cinko ftalocianino tetrasulfonatu (Haywood-Small et al., 2006),
fotoditazinu (Wen et al., 2011); G,/M fazéje - paveikus hipericinu (Lee et al.,
2006; Mikes et al., 2007) ir cinko ftalocianinu (Rello-Varona et al., 2008); S
fazéje - fotofrinu (Compagnin et al., 2010). Ciklo faz¢, kurioje FDP sulaiko
lasteles priklauso ir nuo lasteliy linijos: yra parodyta, jog fotosensibilizatorius
hipericinas sukelia Zmogaus storosios zarnos vézio adenokarcinomos HT-29
lasteliy aresSta G,/M fazéje, tuo tarpu Zmogaus mieloidinés leukemijos lastelés
U937 buvo sulaikytos S fazéje (Sackova et al., 2006). HeLa lasteles veikiant
membranose pasiskirs¢iusiu hipericinu, lasteliy zuti (apoptoze ir nekroze)
veiksmingai indukavo didelés dozés FDP, tuo tarpu mazos dozés sukéle
lastelés ciklo aresta (Piette et al., 2003).

Pirma karta lastelés ciklui svarbaus baltymo p21 (cyclin-dependent
kinase inhibitor 1A4) raiSkos padidéjimas po FDP buvo nustatytas po Pc4
sukelto FDP A-431 lastelems (Ahmad et al., 1998). Po minéto poveikio taip
pat sumazéjo G, fazei svarbiy kinaziy CDK2 ir CDK6 bei jy aktyvuma
valdanéiy cikliny E ir D1 raiska. Sis poveikis sukélé negriztama lasteliy aresta
Go/G; faz¢je ir lastelés zuvo apoptozés keliu. Taip pat nustatyta, jog po
minétojo FDP sumazgjo pRb baltymo fosforilinimas bei E2F Seimos
transkripcijos veiksniy raiSka(Ahmad et al.,, 1999), o Sie baltymai valdo
peréjima i§ Gy 1 S stadija.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

Darbe naudoti reagentai, Iasteliy auginimo terpés ir juy priedai pirkti i$

Sigma, jei nepaZymeéta kitaip.
2.1.1 Fotosensibilizatoriai

AlPcS4 (aliuminio (IIT) ftalocianino tetrasulfonato) (Porphyrin Products)
pradinis tirpalas (5 mg/ml) ruoSiamas PBS.

Rh123 (rodamino 123, 2-(6-amino-3-imino-3H-ksanten-9-il)benzoinés
rugsties metilo esterio) pradinis tirpalas (1 mg/ml) ruoSiamas 96% etanolyje.

mTHPC (mezo-tetra-(3-hidroksifenil)chlorinas) - prof. R.Bonett’o
(Londono universitetas, Didzioji Britanija) dovana. Pradinis mTHPC tirpalas
(1 mg/ml) ruoSiamas 96% etanolyje.

Safr (safranino O, 3,7-diamino-2,8-dimetilo-5-fenilfenazino chlorido)
pradinis tirpalas (1 mg/ml) ruoSiamas 96% etanolyje.

Tirpalai laikomi -20°C temperatiiroje.
2.1.2 Medziagos lasteliy kultivavimui

Antibiotikai: penicilinas G, streptomicinas (Biochrom);

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle terpé (Biochrom);

DPBS - drusky tirpalas, paruoSiamas sumaisius: 400 ml PBS, 0,5 ml
10% CaCl,, 0,2 ml 25% MgSO, ir 99,3 ml H O;

FCS - fetalinis verSelio serumas (Gibco, Biochrom);

HEPES - 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfoniné rugstis;

PBS - drusky tirpalas: 1 g NaCl, 25 mg KCl, 25 mg KH,PO,, 144 mg
Na ,HPO,, iStirpinta 100 ml H,O, pH 7,3;

Indai lasteliy kultivavimui: 25 cm? ir 75 cm® flakonai; 9 cm® lekstelés;

6, 24 ar 96 Sulinéliy plokstelés (TPP arba BD Biosciences).
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2.2 Lasteliy kultairos

A-431 — Zmogaus epidermoidinés karcinomos lasteles (ATCC: CRL-
1555). Monosluoksnj sudarancios lastelés. Lastelés kultivuojamos DMEM su
5% FCS, pridé¢jus 100 U/ml penicilino, 100 pg/ml streptomicino, 2 mM
glutamino (pridedama kas dvi savaites) ir 10 mM HEPES, 37°C temperatiiroje
ir 5% CO; bei 95% drégmés atmosferoje. Lastelés pers¢jamos triskart per
savaite. Tam tikslui jos atkeliamos 0,05% tripsino/0,02% EDTA tirpalu ir
praskiedziamos iki 10° Iast./ml.

MH-22A - epiteliSkos pelés hepatomos lastelés (Rusijos moksly
akademijos Citologijos institutas, Sankt Peterburgas, Rusija). Monosluoksni
sudarancios lastelés. Lastelés kultivuojamos DMEM su 10% FCS, pridéjus 100
U/ml penicilino, 100 pg/ml streptomicino, 2 mM glutamino (pridedamas kas
dvi savaites), 37°C temperatiiroje ir 5% CO, bei 95% drégmés atmosferoje.
Lastelés pers¢jamos triskart per savaitg. Tam tikslui jos atkeliamos 0,05%

tripsino/0,02% EDTA tirpalu ir praskiedZiamos santykiu 1:3.
2.3 Inkubacija su fotosensibilizatoriumi bei Svitinimas

Lastelés eksperimentams uzséjamos 1 flakonus ar léksteles, kuriy
auginimo pavirdius, atitinkamai, 25 cm® ir 9 cm’. Eksperimentams, kur su
fotosensibilizatoriumi inkubuota 1 val., MH-22A lasteliy buvo sé¢jama 4x10°
last./ml ir praéjus ~24 val. uzpilamas fotosensibilizatorius, o A-431 lasteliy —
1x10° 1ast./ml, fotosensibilizatoriy uZpilant po ~48 val.. Ilga laika inkubuojant
su fotosensibilizatoriumi 18 val., fotosensibilizatorius uzpilamas pra¢jus ~30
val. po s¢jimo, MH-22A lasteliy s¢jimo tankis 3x10° last./ml, o A-431 lasteliy
—1,2x10’ last./ml.

Paruostos eksperimentui lastelés (beveik iStisinis monosluoksnis) 2 kartus
praplaunamos PBS tirpalu, po to uzpilama atitinkamos koncentracijos
fotosensibilizatoriaus tirpalo DMEM terpé¢je be FCS ir laikomos CO,

inkubatoriuje (2.1 lent.). Po inkubacijos su fotosensibilizatoriumi, lastelés 2
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kartus praplaunamos PBS, uzpilamos DMEM terpe su FCS ir Svitinamos.

Pasvitinus, lastelés laikomos CO, inkubatoriuje.

2.1 lentelé. Fotosensibilizacijos salygos

Fotosensibiliza- | Fotosensibiliza- Inkubacijos su Svitinimo trukmé | Sviesos $altinio bangos
torius toriaus fotosensibilizatoriumi ilgis
koncentracija trukmé
MH-224 Igsteliy fotosensibilizacijos sqlygos
mTHPC 0,15 pg/ml 18 val. 15 - 75 sek. A=660+5nm’
Rhi123 5 pg/ml 1 val. 15 - 75 min. L =509+ 5nm"™
A-431 Igsteliy fotosensibilizacijos sqlygos

mTHPC 0,1 pg/ml 18 val. 0,5 - 3 min. A=660+5nm"

Safr 0,7 ug/ml 1 val. 0,5 - 15 min. L =509 +5nm"
AIPcS, 20 pg/ml 18 val. 4 — 12 min. L =660+5nm"

* Diodinis §viesos 3Saltinis UNIMELA-1 (Vilniaus universiteto Lazeriniy
tyrimy centras), kurio spinduliuotés A = 660 = 5 nm (16 W/mP).
** Diodinis $viesos Saltinis UNIMELA-2 (Vilniaus universiteto Lazeriniy
tyrimy centras), kurio spinduliuotés A = 509 + 5 nm (29 W/m?).
Sviesos $altiniy galingumas matuotas energijos matuokliu Nova (Opbhir).

2.4 Fotosensibilizatoriaus lokalizacijos 1astelése vaizdinimas

Fotosensibilizatoriaus Rh123

kolokalizacija MH-22A

ir mitochondrijoms savito Zymens

lastelése registruota tokiomis salygomis: po
inkubacijos su mTHPC Iastelés 15 min. inkubuotos su 2 pg/ml mitochondrijy
zymens Rh123.

Fluorescencija registruota mikroskopu Olympus AX70, naudojant 60x
aliejaus imersijos objektyva UPlanFl, kurio NA 1,25. mTHPC biudinga
fluorescencija stebéta naudojant filtry kuba, praleidziant spinduliuotg, kurios
Aex = 400-410 nm, A., > 590 nm, o Rh123 budinga fluorescencija — WIBA
filtry kuba, praleidZiant; spinduliuotg, kurios A, = 460-490 nm, Aey, = 515 -
550 nm. Vaizdai registruoti CCD kamera Orca (Hamamatsu).

Fotosensibilizatoriaus ir organeléms savito Zymens kolokalizacija A-
431 lastelése stebéta, | terpe pridéjus: 1) 25 nM mitochondriju Zymens
MitoTracker Deep Red 633 (Molecular Probes), kuris lasteléms uzpiltas kartu

su Safr ir inkubuota 1 val.; 2) 20 nM mitochondriju Zymens MitoTracker
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Green (Molecular Probes) pridéta likus 45 min. iki inkubacijos su mTHPC
pabaigos; 3) 75 nm lizosomuy Zymens LysoTracker Yellow-HCK-123
(Molecular Probes), inkubuota 1 val.

Fluorescencija registruota lazeriniu skenuojamuoju mikroskopu Leica
SP5, naudojant 63x vandens imersijos objektyva HCX PL APO CS, kurio NA
1,2. Fotosensibilizatoriaus ir organeliy zymeny fluorescencija stebéta:
Safranino, A, = 514 nm, A, = 560 - 630 nm; MitoTracker Deep Red 633, A, =
633 nm, Aey, = 650 - 750 nm; mTHPC, A, = 633 nm, A, = 640 - 670 nm;
MitoTracker Green, Ao, = 488 nm, Aep, = 500 - 540 nm; AIPcS,, Aoy = 633 nm,
Aem = 640 - 690 nm; LysoTracker Yellow-HCK-123, A, = 488 nm, A, = 494 -
605 nm.

2.5 Lasteliy gyvybingumo testai
Lasteliy gyvybingumas vertintas praéjus 24 val. po FDP.
2.5.1 Dazymas Kkristaliniu violetiniu (KV)

Metodas pagristas kristalinio violetinio dazo prisijungimu prie baltymo.
AtSokusios negyvybingos lastelés atsargiai nuplaunamos, likusios lastelés
praplaunamos 0,9% NaCl tirpalu ir 10 min. fiksuojamos 96% etanoliu.
Uzfiksuotos lastelés dazomos 0,05% kristalinio violetinio tirpalu 20%
etanolyje. Po 30 min. dazas nuplaunamas, lasteliy monosluoksnis 5 kartus
praplaunamas vandeniu ir dazas iStirpinamas 0,1% acto riigSties tirpale 50%
etanolyje. 585 nm sugertis matuojama spektrofotometru Perkin Elmer A20.
Lasteliy gyvybingumas po poveikio iSreiSkiamas procentais nuo kontroliniy

lasteliy gyvybingumo. Pagal (Ito, 1984).
2.5.2 MTT metodas

Metodas pagristas MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio
bromido) redukcija iki violetinés spalvos produkto 1-(4,5-dimetiltiazol)-3,5-

difenilformazano. Nuo lasteliy nusiurbus terpe, lastelés praplaunamos DPBS
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buferiu ir uZpilama 0,2 mg/ml MTT tirpalo DPBS buferyje, inkubuojama 1 val.
37°C temperatiroje. Nusiurbus MTT tirpala, dél gyvybinguy lasteliy
oksidoreduktaziy veiklos susidargs violetinés spalvos dazas ekstrahuojamas
100 % izopropanoliu. 570 nm sugertis matuojama spektrofotometru Perkin

Elmer A20. Pagal (Denizot and Lang, 1986).
2.6 Lasteliy ziities kelio nustatymas dazant AQO ir EtBr miSiniu

Metodas paremtas skirtingu fluorescenciniy dazy, kuriuos riSa DNR,
akridino oranzinio (AO) bei etidzio bromido (EtBr), patekimu i gyvas ir
negyvas lasteles. Stebint fluorescenciniu mikroskopu, pagal lastelés spalva
galima atskirti gyvas lasteles (Zalios spalvos - plazminé membrana laidi tik
AOQ) ir negyvas lasteles (oranzinés spalvos - plazminé membrana laidi ir AO ir
EtBr).

Gyvos lasteles — tolygiai Zalios su nekondensuotu chromatinu. Gyvos
apoptozinés — zalios su kondensuotu chromatinu, negyvos apoptozinés —
oranzinés su rySkiu kondensuotu arba fragmentuotu chromatinu. Nekrozinés
lastelés — oranzinés su nekondensuotu chromatinu.

Lastelés dazomos akridino oranZinio (1 pg/ml) ir etidzio bromido (1
pg/ml) tirpaly miSiniu PBS drusky tirpale (Mercille and Massie, 1994).
Lastelés stebimos mikroskopu Olympus AX70, naudojant 60x aliejaus
imersijos objektyva UPlanFl, kurio NA 1,25 ir filtry kuba MF (A, = 480-500
nm, 550-580 nm; A, = 515-535 nm, 590-625 nm). SkaiCiuojama neZinant
kontrolinés ar paveiktos ir kaip paveiktos lastelés yra stebimos. Skai¢iuojama
maziausiai penkiy pro objektyva matomuy lauky lastelés. Apoptoziniy ir

nekroziniy lasteliy dalis iSreiSkiama procentais nuo bendro lasteliy kiekio.
2.7 Lasteliy pavirsiaus ir branduoliy morfologijos vaizdinimas

Lasteliy pavirSiaus morfologijos pokyciai stebéti Nomarski (DIC)
mikroskopijos metodu, naudojant mikroskopa Olympus AX70 ir 60x aliejaus
imersijos objektyva UPlanFl, kurio NA 1,25 arba lazerini skenuojamaji
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mikroskopa Leica SP5, naudojant 63x aliejaus imersijos objektyva HCX PL
APO lambda blue, NA 1.4.

Branduoliy morfologiniai poky¢iai vizualizuoti dazant chromating: 30
min. inkubuota su 5 pg/ml of Hoechst 33342 (Molecular Probes) 37°C.
Lasteliy branduoliai stebéti mikroskopu Olympus AX70, naudojant 60x
aliejaus imersijos objektyva UPlanFl, kurio NA 1,25, filtry kuba WU (A =
330-385 nm; A, = 420 nm), vaizdus registruojant CCD kamera Orca
(Hamamatsu), arba lazerini skenuojamaji mikroskopa Leica SP5, naudojant
63x HCX PL APO lambda blue aliejaus imersijos objektyva, NA 1,4, A, =405
nm; Aey = 500-570 nm.

2.8 Citrato sintazés aktyvumo nustatymas

Citrato sintazé yra savitas mitochondriju uZpildo fermentas. Lastelés
atkeliamos nuo substrato 0,05% tripsino/0,02% EDTA tirpalu ir Iasteliy
suspensija centrifuguojama (10 min., 1000xg, 4°C) kartu su inkubavimo terpe
ir joje esanfiom jau atkilusiom Iastelém. Nusédusios lastelés karta
praplaunamos PBS‘u, skaiCiuojamos ir pripilama tiek lizés buferio (50 mM
Tris-HCl (pH 7,5) su 0,3% Tritono X-100 (Calbiochem)), kad baty 10’
last./ml.

Pirmiausia nustatomas acetil-KoA hidrolazés aktyvumas, pilant
10 pl arba 30 pl MH-22A arba A-431 lasteliy lizato, atitinkamai, 1 kiuvete,
kurioje yra: 100 ul DTNB (5,5‘-ditiobis(2-nitrobenzenkarboksiriigstis) (0,4
mg/ml tirpalas 1 M Tris-HCI, pH 8,1), 30 pl acetil-KoA (10 mg/ml, pH 5) ir
810 arba 790 pl vandens (atitinkamai MH-22A ir A-431 Iasteliy lizatams). 412
nm sugertis matuojama 2 min. spektrofotometru Perkin Elmer A20. Pridéjus 50
pl 1,32 mg/ml oksalacto riigSties (OAA), sugertis registruojama dar 2-3
minutes. Sugerties pokytis antraja minut¢ (nustatant acetil-KoA hidrolazés
aktyvuma) atimamas i$ tiesinio sugerties pokycio, pridéjus OAA. Pagal (Srere,

1969). Neporinis Stjudento t testas atliktas naudojant programa Sigma Stat 3.5.
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2.9 N-acetil-B-gliukozaminidazés aktyvumo nustatymas

N-acetil-B-gliukozaminidazé yra savitas lizosomy fermentas. Sis
fermentas hidrolizuoja galini N-acetil-D-gliukozamina nuo N-acetil-B-D-
gliukozaminidy, o jo aktyvumas nustatomas pagal N-acetil-(3-
gliukozaminidazes katalizuojama p-nitrofenolio nuskélimg nuo p-nitrofenilo-
N-acetilo-B-gliukozaminido (NAG). Ivykus reakcijai, matuojama p-

nitrofenoliui biidinga 410 nm sugertis.

Fermento aktyvumas buvo matuojamas i§ karto po Svitinimo.
Nuo lasteliy nusiurbiama terpé, lastelés praplaunamos PBS buferiu. Lasteles
uzpilamos 200 pl lizavimo buferiu (0,1% Tritono X-100 tirpalas 100 mM Na
acetato tirpale, pH 4,6) ir sugramdomos guminiu gramdikliu. Kiuvetéje
sumaiSoma 100 pl lasteliy lizato ir 400 pl substrato tirpalo (2 mM NAG
tirpalas 100 mM Na acetate, pH 4,6). Kontrolei vietoj lasteliy lizato pripilama
100 ul lasteliy lizavimo buferio. Inkubuojama 2 val. 37°C temperatiiroje.
Reakcija sustabdoma 1 kiuvetes pripilant 500 pl Salto 0,5 M Na,COs.
Spektrofotometru Perkin Elmer A20 matuojama 410 nm sugertis. Pagal
(Beaufay et al., 1974). Neporinis Stjudento t testas atliktas naudojant programa
Sigma Stat 3.5.

2.10 Kaspazés 3 aktyvumo nustatymas

Kaspazés 3 aktyvumo matavimui naudotas rinkinys ,,Caspase-3 Cellular
Activity Assay Kit PLUS* (Biomol). Metodas pagristas fluorescencinio dazo
7-amino-4-trifluorometilkumarino (AFC) atskélimu nuo peptido (Ac-DEVD-
AFC) C-galo. Atskélus AFC nuo substrato, padidéja jo 510 nm fluorescencijos
intensyvumas. Fermento aktyvumas matuotas pagal gamintojo rekomenduota
protokola.

Lastelés atkeliamos nuo substrato 0,05% tripsino/0,02% EDTA tirpalu
ir lasteliy suspensija centrifuguojama (10 min., 1000xg, 4°C) kartu su

inkubavimo terpe ir joje esan¢iom jau atkilusiom lastelém. Nusédusios lasteles
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karta praplaunamos PBS‘u, skaiCiuojamos ir 5 min. inkubuojamos su lizés
buferiu (50 mM HEPES, pH 7.4, 0,1% CHAPS (Roth), ] mM DTT (Roth), 0,1
mM EDTA) leduose, esant 10" 1ast./ml.

Citozolio ekstraktas gaunamas po 10 min. centrifugavimo 10000xg,
4°C. T 96 Sulinéliy matavimo plokstelés (Labsystems) Sulin¢lj pilama 80 pl
matavimo buferio (50 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM NacCl, 0,1% CHAPS, 10
mM DTT, 1 mM EDTA, 10% glicerolis), 10 ul citozolinio ekstrakto ir 10 pl
kaspazei savito substrato (0,2 mM). AFC biidinga fluorescencija matuojama 60
min., kas 3 min., fluoroskanu Ascent FL (Labsystems), A=390 nm, A.,=510
nm.

Pagal gautus duomenis bréziama kreiveé, ordinaciy aSyje atidedant
santykinius fluorescencijos vienetus (SFV), abscisiy — laika (min.). IS tiesés
lygties  apskaiCiuojamas  kreivés nuokrypis. Fermento  aktyvumas
apskaiCiuojamas pagal Sig lygti: kaspazeés aktyvumas (pmol/min) = kreivés
nuokrypis (SFV/min) x perskai¢iavimo koeficientas (UM/SFV) (i$ kalibracinés
kreivés) x reakcijos tiris (ul), kur perskai¢iavimo koeficientas yra lygus
»1/kreivés nuokrypio®, gauto i§ AFC kalibracinés kreivés, gautos ordinaciy
aSyje atid¢jus SFV, o abscisiy aSyje - AFC standarto koncentracija (uM).

Kaspazés aktyvumas (pmol/min) i$reiskiamas pmol/min/10’ lasteliy.
2.11 Geny raiSkos RNR lygiu nustatymas

2.11.1 RNR iSskyrimas

RNR buvo skiriama i§ 1x10° lasteliy.

Lasteles atkeliamos nuo substrato 0,05% tripsino/0,02% EDTA tirpalu
ir lasteliy suspensija centrifuguojama (10 min., 1000xg, 4°C) kartu su
inkubavimo terpe ir joje esanciom jau atkilusiom lastelém. Nusédusios lastelés
karta praplaunamos PBS‘u, skai¢iuojamos ir dar karta centrifuguojamos (10
min., 1000xg, 4°C). Jei RNR skiriama ne ta pacia diena, lasteliy nuosédos
laikomos -70°C.
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RNR skyrimui buvo naudotas rinkinys ,,RNA Isolation Kit Purescript®*
(Gentra Systems), RNR 1iSskirta pagal gamintojo rekomendacijas.

ISskirtos  RNR vientisumas vertintas 1% agaroziniame gelyje.
Agarozinis gelis ruoSiamas: 1% agarozeé iSlydoma 1x TAE buferyje,
atvésinama ir pridedama 0,5 pg/ml EtBr. 50x TAE buferio sudétis: 24,2 g Tris,
5,7 ml ledinés acto riigsties, 10 ml 0,5 M EDTA, H,O iki 100 ml. Agarozinis
gelis gaunamas iSlydyta agaroze supylus i gelio forma. Gelis dedamas i
elektroforezés aparata, pripildyta 1x TAE buferio su 0,5 pg/ml EtBr. | takel;
uznesus po 5 ul iSskirtos RNR, elektroforez¢ leista esant 5 V/cm lauko
stiprumui.

RNR kiekis ir grynumas nustatytas spektrofotometriSskai, matuojant
sugertj ties 260 ir 280 nm (A*, A***). RNR koncentracija apskai¢iuota pagal
formule: C(pg/ml) = A** x 40. I3skirta RNR laikoma -70°C.

2.11.2 KDNR sintezé

kDNR (kopi DNR, angl. ¢cDNA, copy DNA) sintezei buvo naudotas
rinkinys ,,RevertAid™ H Minus First Strand c¢DNA Synthesis Kit*
(Fermentas). kDNR sintetinta naudojant atsitiktinius heksamerus, pagal

gamintojo rekomendacijas, termocikleryje Mastercycler (Eppendorf).
2.11.3 Kiekybiné PGR

Kiekybinés PGR metu susidargs produktas buvo nustatomas naudojant
SYBR Green daza. Tiriamy geny (HIF1A, IL1A, P21, VEGFA) raiska vertinta
pagal ,atskaitos” geno ACTB raiska. Suminés RNR kiekio, atvirkstinés
transkripcijos ir PGR reakcijuy efektyvumo skirtumai skirtinguose méginiuose
buvo normalizuoti pagal ,,atskaitos* geno ACTB raiSka. Pradmenys pasirinkti
naudojant programa Primer3 ant egzono-egzono ribos - taip iSvengiama
genomines DNR amplifikacijos.

Bendras reakcijos turis - 20 pl, kiekvienai reakcijai naudoti 1,6 ul 3

kartus skiestos kDNR (susintetintos pagal 1.13.1 sk. metodika), po 1 pul 10 uM
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tiesioginio ir atvirkStinio pradmens (Metabion arba Fermentas), 10 ul SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems) ir 6,4 ul vandens. Reakcija vykdoma
96 Sulin¢eliy PGR plokstelése (Applied Biosystems). Reakcijoms naudoty
pradmeny sekos pateiktos 2.2 lenteléje. Kiekybiné PGR atlikta naudojant ABI
Prism 7900HT (Applied Biosystems) arba Mastercycler ep realplex
(Eppendorf) aparatus.

Geny raiskos pokytis vertintas santykiniy standartiniy kreiviy metodu.
IS standartiniy kreiviy yra surandami santykiniai tiriamy ir ,atskaitos® geny
transkripty kiekiai. Tuomet tiriamajame méginyje transkripto kiekis, iSreiksStas
kartais, palyginus su kontrole, apskai¢iuojamas pagal formule:

(Santykinis kieKiS siriamas genasy/ Santykinis kiekisg_aktino genas))po FDP

(Santykinis KieKiSiriamas genasy/ Santykinis Kiekisg.aktino genas))Kontrolé
Rezultatai pateikiami kaip geny raiskos pokyciai iSreiksti kartais, pagal
»atskaitos® geno ACTB raiSka, palyginus su kontrole (FDP neveiktomis

lastelémis).

2.2 lentelé. Pradmenys, naudoti kiekybinei PGR

Genas mRNR seky nuorodos Tiesioginis pradmuo AtvirkStinis pradmuo
ACTB NM_001101.3 ACAGAGCCTCGCCTTTG | CATCATCCATGGTGAGCTG
C-

HIF1A NM_001530.3, TCTGGATGCTGGTGATTT | CACCATCATCTGTGAGAAC
NM_181054.2 G CA

IL1A NM_000575.3 CTGCTGAAGGAGATGCC | CAGACCTACGCCTGGTTTT

TGA C

P21 NM 000389.4, NM 078467.2, ACCAGCATGACAGATTTC| GGATTAGGGCTTCCTCTTG
NM_001220777.1, NM_001220778.1 TACC G

VEGFA NM_001025366.2, NM_001025367.2, CCCACTGAGGAGTCCAA | TTCTTTGGTCTGCATTCAC
NM_001025368.2, NM_001025369.2, CAT ATT
NM_001025370.2, NM_001033756.2,
NM_001171623.1, NM_001171624.1,
NM_001171625.1, NM_001171626.1,
NM_001171627.1, NM_001171628.1,
NM_001171629.1, NM_001204384.1
NM_001204385.1, NM_003376.5

2.12 Western blot analizé

Atlikta pagal (Ausubel et al., 2000).
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2.12.1 Méginiy paruosimas

Lastelés atkeliamos nuo substrato 0,05% tripsino/0,02% EDTA tirpalu
ir lasteliy suspensija centrifuguojama (10 min., 1000xg, 4°C) kartu su
inkubavimo terpe ir joje esan¢iom jau atkilusiom lastelém. Nusédusios lastelés
karta praplaunamos PBS‘u, skaiCiuojamos ir dar karta centrifuguojama (10
min., 1000xg, 4°C).

Citochromo ¢ nustatymui 7x10° MH-22A ir 4x10° A-431 lasteliy
suspenduojamos 60 pl lizés buferio: PBS, kuriame yra 10 pg/ml saponino, 1
mM PMSF, 1 uM leupeptino ir 0,01 uM aprotinino. Laikoma 30 min. leduose.
Lizatai centrifuguojami 5 min. 1300xg, 4°C. Mitochondrijos nusodinamos,
supernatantus centrifuguojant 15 min. 17000xg, 4°C.

P21 ir LC3 nustatymui, lastelés lizuojamos RIPA buferyje (50 mM Tris-
HCI1 (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Tritono X-100, 1% natrio
deoksicholato, 1 mM PMSF, 1 uM leupeptino ir 0,01 pM aprotinino). 2x10’
lasteliy (107 last./ml) 30 min. inkubuojamos RIPA buferyje leduose ir 5 min.
centrifuguojamos 14000xg, 4°C. Baltymy koncentracija superantante buvo
nustatyta BCA metodu (pagal 1.14.5 sk. metodika), 1 elektroforezés takeli

uzneSama po 70 pg baltymo.
2.12.2 NDS elektroforezé denatiiravimo salygomis

Supernatantas sumaiSomas su 6x meginio uzneSimo buferiu (30%
glicerolis, 10% NDS, 0,012% bromfenolio mé¢lis, 0,6 M DTT ir 0,35 M Tris-
HCI, pH 6,8), inkubuojama 4 min. 90°C vandens vonioje ir atvésinama ledy
voneléje.

Elektroforezé¢ leista NDS-poliakrilamidiniame gelyje denatiiravimo
salygomis. Baltymai sukoncentruojami 4% NDS-poliakrilamidiniame gelyje,
citochromo ¢ méginiai i§frakcionuoti 15% NDS-poliakrilamidiniame gelyje, o
P21 ir LC3 — 12% NDS-poliakrilamidiniame gelyje, esant 120 V itampai.

Poliakrilamidinis gelis gaunamas uzsluoksniuojant 4%

koncentruojamaji gelj ant polimerinio 12% arba 15% skiriamojo gelio.
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12%  skiriamasis gelis paruoSiamas sumaiSius 6 ml 30%
akrilamido/0,8% bisakrilamido tirpalo, 3,75 ml 4x Tris-HCI/NDS, pH 8,8 (1,5
M Tris-HCI su 0,4% NDS), 5,25 ml H,0, 50 pl 10% amonio persulfato ir 10 pl
TEMED.

15% skiriamasis gelis gaunamas sumai$ius 7,5 ml 30% akrilamido/0,8%
bisakrilamido tirpalo, 3,75 ml 4x Tris-HCI/NDS, pH 8,8 (1,5 M Tris-HCI su
0,4% NDS), 3,75 ml H,O, 50 pl 10% amonio persulfato ir 10 ul TEMED.

4% koncentruojamasis gelis paruoSiamas sumaiSius 0,65 ml 30%
akrilamido/0,8% bisakrilamido tirpalo, 1,25 ml 4x TrisHCI/NDS, pH 6,8 (0,5
M Tris-HCI su 0,4% NDS), 3,05 ml H,0, 25 ul 10% amonio persulfato ir 5 pl
TEMED.

Baltymu elektroforezé leidziama pripildzius aparata 1x elektroforezés
buferiu. 5x NDS elektroforezés buferio sudétis: 15,1 g Tris, 72 g glicino, 5 g
NDS, H,0 iki 1 litro.

2.12.3 Baltymy pernesSimas ant nitroceliuliozinés membranos

Baltymai ant 0,45 um nitroceliuliozinés (BioRad) membranos pernesti
naudojant pusiau sauso perneSimo aparata (C.B.S. Scientific). PerneSimo
buferio sudétis: 1,3 mM NDS, 48 mM Tris, 39 mM glicino, 15%
izopropanolio. Ant perneSimo buferiu sudrékintos anodinés aparato dalies
dedami keturi perneSimo buferyje pamirkyti Whatman 3 MM popieriaus
lapeliai, 1 mm ilgesni ir platesni uz geli. Ant ju uzdedama tokio pat dydzio
perneSimo buferyje sudrékinta nitroceliulioziné membrana, o ant jos - gelis.
Ant gelio dedami dar keturi perneSimo buferyje pamirkyti Whatman 3 MM
popieriaus lapeliai. Stikline lazdele iSstumiami tarp sluoksniy esantys oro
burbuliukai ir uzdedamas perneSimo buferiu sudrékintas katodinis dangtis.

Pernesimas vykdomas 1 val. 15 min., esant 1 mA/cm? srovei.
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2.12.4 Baltymy detekcija

Membrana 1 val. inkubuojama TBS buferyje (50 mM Tris, pH 8, 150
mM NaCl, 0,05% Tween 20 (Roth)) su 5% BSA (Roth). Po to membrana per
nakt] inkubuojama 4°C temperatiroje pirminiy antikiiny tirpale (skiedziami
santykiu 1:1000 TBS buferyje su 5% BSA). Buvo naudoti pirminiai antikiinai,
atpazistantys citochroma ¢ (SA-226, Biomol), P21 (sc-756, Santa Cruz
Biotechnology), LC3 (PM036, MBL) arba p-akting (sc-8432, Santa Cruz
Biotechnology). Membrana plaunama 15 min. ir 2 kartus po 5 min. TBS
buferiu ir 2 val. inkubuojama 4°C temperatiroje antriniy antikiiny tirpale
(skiedZziami santykiu 1:10000 TBS buferyje su 5% BSA). B-aktinas ir
citochromas ¢ nustatomi naudojant su krieny peroksidaze konjuguota antring
antikting prie§ pelés IgG (sc-2031, Santa Cruz Biotechnology), o P21 ir LC3 -
naudojant su krieny peroksidaze konjuguota antrinj antikiing pries triusio 1gG
(sc-2030, Santa Cruz Biotechnology). Membrana plaunama 15 min. ir 2 kartus
po 5 min. TBS buferiu. Baltymai iSrySkinami naudojant ECL
chemiliuminescencinius reagentus (Amersham Biosciences). Membrana 1 min.
drékinta ECL reagenty miSiniu. Fotojuosta Medical X-ray Film General
Purpose Blue (Kodak) ant membranos eksponuojama 0,5 - 30 min.

P21 baltymo kiekis vertintas atlikus densitometring analizg, santykinis
baltymo kiekis apskaiCiuotas pagal formulg:

((p21 juostelés tankis)/(B-aktino juostelés tankis))pyo poveikio

((p21 juosteles tankis)/(B-aktino juostelés tankis))xontrole
2.12.5 Baltymo koncentracijos nustatymas BCA metodu

Metodas paremtas kompleksy sudarymo reakcija, kurios metu
Sarmingje terpéje bicinchonino rigsties natrio druska (BCA-Na,) sudaro
violetinés spalvos kompleksinius junginius su Cu' jonais, kurie susidaro,
Biureto reakcijos metu baltymams saveikaujant su Cu".

Baltymuy kiekio matavimui 1 kiuvete pilama: 5 pl supernatanto, gauto

lizuojant lasteles pagal 1.14.1 sk. metodika, 45 pl RIPA buferio ir 950 ul BCA
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reagento (gaunamas sumaiSius 100 daliy bicinchonino riigSties tirpalo (Sigma)
ir 2 dalis 4% CuSO4x5H,0). MiSinys inkubuojamas 30 min 37°C. Kiuvetes
atvésinus iki kambario temperatiros, spektrofotometru Perkin Elmer A20
matuojama 562 nm sugertis. Baltymo kiekis nustatomas pagal kalibracing
kreive, gauta naudojant BSA tirpala, kurio koncentracija 100 — 900 pg/ml.
Pagal (Smith et al., 1985).

2.13 LC3 baltymo lokalizacijos 1gstelése vaizdinimas

Mikroskopijos eksperimentams lastelés auginamos ant dengiamyju
stikleliy 9 cm’  lekstelése. Prag¢jus 24 wval. po Svitinimo, nuo lasteliy
nusiurbiama inkubavimo terpé ir lastelés 2 kartus praplaunamos PBS‘u.
Lasteles 10 min fiksuojamos 4% paraformaldehido tirpalu PBS‘e, 4°C
temperatiiroje ir 3 kartus po 5 min. plaunamos su PBS‘u. Lastelés
pralaidinamos 3 min. inkubuojant su 0,1% Tritono X-100 tirpalu PBS‘e, 4°C
temperatiiroje ir karta greitai praplaunamos tuo paciu tirpalu.

Ant fiksuoty ir permeabilizuoty lasteliy uzpilama blokavimo tirpalo:
0,5% BSA tirpalo PBS‘e, laikoma 15 min. Toliau Iastelés 30 min. kambario
temperatiiroje inkubuojamos su pirminiu antikinu prie§ LC3 baltyma (PMO036,
MBL), praskiestu blokavimo tirpale santykiu 1:350. Lastelés tris kartus po 5
min. plaunamos PBS‘u ir 30 min kambario temperatiiroje inkubuojamos su
antriniu antiklinu prie§ triusio IgG (NLO0S, R&D Systems), praskiestu
blokavimo tirpale, santykiu 1:200. Lastelés tris kartus po 5 min. plaunamos
PBS‘u.

Dengiamieji  stikleliai  su nudazytomis lastelémis padengiami
DakoCytomation Fluorescent Mounting medium (Dako) ir uzdedami ant
objektiniy stikleliy. Dengiamuosius stiklelius prie objektinio stiklelio
priklijavus nagy laku, stikleliai laitkomi 4 °C temperatiiroje, tamsoje.

LC3 imunofluorescencija stebéta lazeriniu skenuojamuoju mikroskopu
Leica SP5, naudojant 63x HCX PL APO lambda blue alicjaus imersijos
objektyva, NA 1,4, Aoy = 633 nm; A, = 640-680 nm.
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2.14 Lasteliy analizé tékmés citometru
2.14.1 Lastelés ciklo analizé

Lastelés ciklas tirtas dviparametrinés lastelés ciklo analizés metodu, S
fazéje esancias lasteles pazymint BrdU ir nustatant bendra lastelés DNR kieki
dazant su PI. DNR sintezés metu, BrdU yra prijungiamas prie sintetinamos
DNR grandinés vietoje timino, taigi inkubuojant su BrdU yra pazymimos tuo
metu S fazéje esancios lastelés. Buvo atliekami dvieju tipu eksperimentai: 1)
kai 1§ karto po Svitinimo lastelés yra inkubuojamos su BrdU, ir pragjus 6 val.
stebimas lasteliy pasiskirstymas ciklo fazése — taip galéjome (vertinti
fotodinaminj poveiki S fazés lasteléms; 2) lastelés inkubuojamos su BrdU
pragjus 24 val. po Svitinimo, 1§ karto fiksuojamos ir analizuojamos — galéjome
tiksliai nustatyti kiek lasteliy yra S fazeje praéjus 24 val. po FDP.

I lasteliy auginimo terpg pridedama 10 pM BrdU ir lastelés
inkubuojamos 30 min. CO, inkubatoriuje. Lastelés atkeliamos nuo substrato
0,05% tripsino/0,02% EDTA tirpalu ir lasteliy suspensija centrifuguojama (10
min., 1000xg, 4°C) kartu su inkubavimo terpe ir joje esan¢iom jau atkilusiom
lastelém. Nusédusios lastelés karta praplaunamos PBS‘u, skaifiuojamos. 1
mln. lasteliy suspensija dar karta centrifuguojama (10 min. 1000xg, 4°C).

Lasteliy nuosédos suspenduojamos 100 pl PBS, sulaSinamos i 5 ml
ledinio (laikyto -20°C temp.) 70% etanolio tirpala ir inkubuojamos 30 min.
leduose. Lastelés nucentrifuguojamos (10 min., 1000xg, 4°C). DNR
denatiiruojama ipylus 1 ml 2 N HCI su 0,5% Tritono X-100 ir miSinys
inkubuojamas 30 min. Lastelés nucentrifuguojamos (10 min., 1000xg, 4°C) ir
praplaunamos 1 ml, 0,1 M Na,B,0,;, pH 8,5. Lastelés dar karta
nucentrifuguojamos (10 min., 1000xg, 4°C) ir suspenduojamos 50 pl PBS su
0,5% Tween 20 ir 1% BSA. Pridéjus 20 pl FITC Zyméto antikiino pries BrdU
(347583, Becton Dickinson), lastelés 30 min. inkubuojamos kambario
temperatiroje. Uzpylus 1 ml PBS, Iastelés nucentrifuguojamos (10 min.,

1000xg, 4°C) ir suspenduojamos PBS‘e su 5 pg/ml PI. Bendras lasteliy DNR
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(vertinama pagal PI fluorescencija) ir jjungto BrdU (vertinama pagal FITC
zymety antikiiny fluorescencija) kiekis buvo matuojamas tékmes citometru
FACSort (Becton Dickinson). Duomenys analizuoti naudojant programa

WinMDI 2.8.
2.14.2 Zities kelio nustatymas

Lastelés atkeliamos nuo substrato 0,05% tripsino/0,02% EDTA tirpalu
ir lasteliy suspensija centrifuguojama (10 min., 1000xg, 4°C) kartu su
inkubavimo terpe ir joje esan¢iom jau atkilusiom lastelém. Nusédusios lastelés
karta praplaunamos Saltu PBS‘u, skai¢iuojamos ir dar karta nusodinamos.
Lasteliy dazymui buvo naudotas rinkinys ,,FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit I“ (BD Pharmingen). Lastelés dazytos pagal gamintojo
rekomendacijas. Tékmes citometru FACS Calibur (Becton Dickinson) buvo
matuojamas prie lasteliy prijungto Aneksino V ir { lasteles patekusio PI kiekis.

Duomenys analizuoti naudojant programg WinMDI 2.8.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe tyréme kaip lasteliy atsakas i FDP priklauso nuo
fotosensibilizatoriaus lokalizacijos lasteléje. Didzioji dalis klinikoje naudojamy
fotosensibilizatoriy (tarp ju ir Siame darbe naudotas mTHPC (1.1 lent.)) yra
hidrofobiniai ir lokalizuojasi {jvairiose lastelés membraninése struktiirose:
mitochondrijose, ET, Goldzio komplekse, lizosomose (zitr. 1.1.4 sk.), o ju
sukeltas fotodinaminis poveikis inicijuoja ir apoptoze ir nekroz¢ (Oleinick et
al., 2002). Kadangi mitochondrijos ir lizosomos yra labai svarbios lasteliy
zuciai (zidr. 1.3 ir 1.4 sk.), tyréme lasteliy atsaka i fotodinamini poveiki, sukelta
savitai mitochondrijose ir lizosomose sukauptais fotosensibilizatoriais. Siame
darbe lyginome lasteliy atsaka i FDP, sukelta naudojant fotosensibilizatorius,
kurie kaupiami: 1) jvairiose lastelés membraninése struktiirose — mTHPC; 2)

mitochondrijose - Rh123 ir Saft; 3) lizosomose - AIPcS,.

3.1 Skirtingose Igstelés organelése sukaupty fotosensibilizatoriy

sukelta lasteliy Zutis

3.1.1 Sviesos ir savitai mitochondrijose sukaupto Rh123 bei
ivairiose lastelés organelése lokalizuoto mTHPC poveikiy

MH-22A lasteléms palyginimas

Kadangi mitochondrijos yra labai svarbios apoptozés iniciacijai (Green
and Kroemer, 2004), siekéme istirti koki zuties kelia sukelia savitai
mitochondrijose sukauptas fotosensibilizatorius. Siam tikslui pasirinkome gerai
zinoma mitochondrijy Zymeni Rh123 (ziar. 1.1.5 sk.), kuris yra lipofilinis
delokalizuotas katijonas ir kaupiamas mitochondrijy viduje dél mitochondriju
vidinés membranos potencialo, kadangi vidiné membranos pusé neigiamesné
uz iSoring. Be to, Rh123 yra savitas mitochondrijy Zymuo — kitos organelés jo
nekaupia. Rh123 patenka 1 mitochondrijas tiesiogiai, elektroforeziSkai, ne
endocitozés keliu (Johnson et al., 1980). Rh123 taip pat yra naudojamas
pvertinti mitochondriju itampa - jo kaupimas lastelése yra proporcingas

mitochondrijy vidinés membranos jtampos dydziui (Palmeira et al., 1996).
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Sioje darbo dalyje lyginome $viesos bei Rh123 ir jvairiose lastelés organelése
kaupiamo mTHPC (zitr. 1.1.5 sk.) poveiki MH-22A Iastelems. Misy
pasirinktomis inkubacijos salygomis mTHPC lokalizacija pelés hepatomos

lastelése MH-22A dalinai sutapo su mitochondrijomis (3.1 pav., A).

B
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3.1 pav. mTHPC lokalizacija ir rodamino 123 kaupimas bei tamsinis citotoksiSkumas
MH-22A Iastelése.

A — mTHPC lokalizacija. Lastelés 18 wval. inkubuotos su 0,5 pg/ml mTHPC.
Inkubacijos su FS pabaigoje i terpg pridéta mitochondrijy savito Zymens 2 pg/ml
Rh123. mTHPC ir Rh123 fluorescencija registruota mikroskopu Olympus AX70.

B — Gyvybingumas po inkubacijos su Rh123. Lastelés 1 val. inkubuotos DMEM
terpéje su atitinkamos koncentracijos Rh123. Gyvybingumas vertintas MTT metodu,
praéjus 24 val. po inkubacijos su Rh123.

C — Rh123 fluorescencija lastelése. Lastelés 1 val. inkubuotos terpéje su skirtingos
koncentracijos Rh123, fluorescencija registruota mikroskopu Olympus AX70.
Bruksniai - + SN.
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Rh123 koncentracijos, vir§ijan¢ios 20 pg/ml, buvo toksiskos lasteléms —
mazino lasteliy gyvybinguma (3.1 pav., B). Rh123 koncentracijai pasiekus 20
pg/ml, pakito ir mitochondrijy morfologija, jos pradé¢jo brinkti — apvaléjo, o
didéjant koncentracijai, darési vis apvalesnés (3.1 pav., C). Yra nustatyta, jog
Rh123 koncentracija iki 10 pg/ml nesutrikdo mitochondrijy kvépavimo
(elektrony transporto, ATP sintazés aktyvumo) (Atlante et al., 1992). Tuo tarpu
didele Rh123 koncentracija slopina iSskirty mitochondrijy ATP sintaze
(Modica-Napolitano et al., 1984).

Atsizvelgdami { Siuos duomenis, tolimesniems tyrimams pasirinkome
tokias inkubacijos su Rh123 salygas, kai Rh123 be Sviesos néra toksisSkas MH-
22A lasteléms: lasteles inkubavome 1 val. su 5 pg/ml Rh123. MH-22A lasteles
terpeje su 0,15 pg/ml mTHPC inkubavome 18 val. (Prasmickaite et al., 1997).

Lasteliy Svitinimui parinkome Sviesos Saltinius, kuriy spinduliuojamos
bangos ilgio maksimumas buvo artimas fotosensibilizatoriy sugerties
maksimumui: lasteles su Rh123 Svitinome diodiniu Sviesos Saltiniu, kurio A =
509 £ 5 nm, o lasteles su mTHPC - diodiniu Sviesos Saltiniu, kurio A = 660 £ 5
nm. Lasteliy su Rh123 gyvybinguma pavyko sumazinti tik 40% (CD40): net
$vitinant 60 min. (104,4 kJ/m?) lasteliy gyvybingumas pragjus 24 val. po
Svitinimo sieké 60% (3.2 pav., A). Tuo tarpu mTHPC fotodinaminis poveikis
lasteléms buvo daug stipresnis — ta pacia citotoksing dozg (CD40) pasiekéme
svitindami tik 45 sek. (0,72 kJ/m®) (3.2 pav., B). Taigi, Rh123 néra
veiksmingas fototoksinio poveikio tarpininkas. Tai galima paaiskinti mazu, o
kai kuriy autoriy duomenimis net ir nuliniu, 'O, sudarymo kvantiniu na§umu
(1.1 lent.). Gali biiti, jog Rh123 ir Sviesos toksinis poveikis kyla dél I tipo
fotosensibilizuotos oksidacijos reakcijy. Literatiiros duomenys apie deguonies
svarba Rh123 sukeltam fototoksiniam poveikiui yra prieStaringi: vieny autoriy
duomenimis Rh123 sukelia fotopazaidas nuo deguonies priklausomu keliu
(Atlante et al., 1992; Richmond and O'Hara, 1993), kity autoriy duomenimis,

deguonis Siame procese nedalyvauja (Morliere et al., 1990).
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3.2 pav. Pokyciai MH-22A lastelése po Rh123 fototoksinio ir mTHPC fotodinaminio

poveikio.

A — Rh123-FTP sukelti gyvybingumo pokyc¢iai. Gyvybingumas vertintas MTT
metodu, pragjus 24 val. po Svitinimo.
B — mTHPC-FDP sukelti gyvybingumo pokyciai. Gyvybingumas vertintas MTT
metodu, pragjus 24 val. po Svitinimo.
C - Rh123 bidinga fluorescencija lastelése po Rh123-FTP. Rh123 fluorescencija
registruota lasteliy nesvitinus (Be Sviesos), praéjus 3 val. ir 24 val. po Svitinimo.

D — Citrato sintazés aktyvumas po Rh123-FTP, isreikstas % nuo neveikty kontroliniy

lasteliuy.

E — Citrato sintazés aktyvumas po mTHPC-FDP, % nuo neveikty kontroliniy lasteliy.
Rh123-FTP: lastelés 1 val. inkubuotos su 5 pg/ml Rh123, Svitintos 60 min. Sviesa,

kurios A=509+5 nm, intensyvumas 29 W/m’.

mTHPC-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 0,15 pg/ml mTHPC, Svitintos 45 sek.
Sviesa, kurios A=660%5 nm, intensyvumas 16 W/m?.
Bruksniai - + SN.
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Todél poveiki, kai lastelés veikiamos Rh123 ir Sviesa, toliau vadinsiu ne
fotodinaminiu (t. y. priklausan¢iu nuo deguonies), bet fototoksiniu (FTP).

Tolesniems tyrimams naudojome minétasias Rh123-FTP ir mTHPC-
FDP salygas, mazinancias gyvybinguma 40% (citotoksiné doz¢ CD40).

Idomu tai, jog lastelése po Rh123 fototoksinio poveikio stebéjome
sutrumpeéjusias mitochondrijas, ir tokia mitochondrijy, sukaupusiy Rh123,
morfologija i§liko ir pra¢jus 24 val. po poveikio (3.2 pav., C). Mitochondrijy
skilimas taip pat buvo stebétas ir po fotofrino sukelto FDP (Wu et al., 2011).
Be to, yra nustatyta, jog mitochondrijy tinklo skilima taip pat sukelia ROS,
susidariusios mitochondrijas veikiant H,O,, kvépavimo grandinés slopikliais ir
skyrikliais (Pletjushkina et al., 2006). Kai kuriy autoriy nuomone, suirus
mitochondrijy tinklui / sutrumpéjus mitochondrijoms, citochromas ¢ pradeda
tekéti { citozoli ir aktyvuojamos kaspazés (Youle and Karbowski, 2005), nors
kity autoriy duomenimis, citochromo ¢ iStekéjimas ir mitochondrijy skilimas
néra susij¢ (Sheridan et al., 2008).

Fotosensibilizatoriaus ir Sviesos poveikio sukeltas mitochondrijy
pazaidas tyréme matuodami mitochondriju uzpildo fermento — citrato sintazés -
aktyvuma. Misy poveikio salygomis Rh123-FTP reikSmingai (P<0,001)
mazino citrato sintazés aktyvuma (3.2 pav., D). Tuo tarpu po mTHPC-FDP
citrato sintazés aktyvumas nesiskyré nuo ne$vitintos kontrolés (3.2 pav., E).
Galima spéti, jog mTHPC-FDP nemazino citrato sintazés aktyvumo todél, kad
Sis fotosensibilizatorius yra sulaikomas mitochondrijuy membranose, o ne
uzpilde. Tuo tarpu, uzpilde sukaupto Rh123 FTP sukelia mitochondrijy uzpildo
fermento pazaidas.

Nustatéme lasteliy zities tipa po Rh123-FTP ir mTHPC-FDP,
mazinan¢iy gyvybinguma 40% (CD40). mTHPC-FDP sukeélé apoptozei
budingus pozymius: kondensavosi chromatinas (3.3 pav., A), citochromas ¢
iStekéjo 1§ mitochondrijy 1 citozoli (3.3 pav., B) ir padidéjo vykdomosioms
kaspazéms biidingas DEVDazinis aktyvumas (3.3 pav., C). Po Rh123-FTP
neisSryskéjo né vienas §iy apoptozei budingy pozymiy, o dazydami AO ir EtBr

dazy miSiniu matéme tik pavienes apoptozines ir nekrozines lasteles, kaip ir
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kontrolinése lastelése. Reikia paminéti, jog pra¢jus 1,5 val. po mTHPC-FDP
stebé¢jome tik ~ 2% nekroziniy lasteliy (stebéjome dazydami AO ir EtBr dazy

misiniu).
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3.3 pav. Apoptozei biidingi pozymiai MH-22A lastelése po mTHPC fotodinaminio
poveikio.

A — Lasteliy branduoliy morfologija. Pra¢jus 4 val. po Rh123-FTP ir 1,5 val. po
mTHPC-FDP, lastelés inkubuotos su Hoechst 33342. Fluorescencija registruota
mikroskopu Olympus AX70.

B — Citochromo c¢ kiekis citozolyje po mTHPC-FDP ir Rh123-FTP. Citozolio
ekstraktai paruosti praéjus 0,5 ir 2 val. po mTHPC-FDP bei 2 val. po Rh123-FTP.

C — DEVDazinis aktyvumas po Rh123-FTP ir mTHPC-FDP.

Rh123-FTP: lastelés 1 val. inkubuotos su 5 pg/ml Rh123, Svitintos 60 min. (CD40)
Sviesa, kurios A=509%5 nm, intensyvumas 29 W/m?.

mTHPC-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 0,15 pg/ml mTHPC, Svitintos 45 sek.
(CD40), 1 min. (CD50) arba 3 min. (CDS80) Sviesa, kurios A=660£5 nm,
intensyvumas 16 W/m®.

Bruksniai - + SN.
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Taigi, nors po Rh123-FTP, kaip ir po mTHPC-FDP pra¢jus 24 val. po
poveikio lasteliy gyvybingumas sumaz¢jo 40%, po Rh123-FTP nematéme
zuvanCiy lasteliy (apoptoziniy ar nekroziniy). Nors yra nustatyta, jog
mitochondrijose kaupiami fotosensibilizatoriai veiksmingai sukelia apoptoze
(Buytaert et al., 2007), mitochondriju uzpilda pazeidziantis ir mitochondrijy
skilimg sukeliantis Rh123-FTP nesukélé MH-22A lasteliy zaties.

MH-22A lastelése Rh123-FTP paZeidZia mitochondrijy uZzpilda ir

sukelia mitochondriju skilima, taciau §is poveikis nedidina MIMP

(citochromas ¢ neiSteka iS mitochondrijuy) ir nesukelia apoptozés. Dél S§io

poveikio gyvybingumas sumazéja, ealima manvyti dél to, kad pazeidus

mitochondrijas, lastelés auga 1éCiau. Tuo tarpu mTHPC-FDP Siose lastelése

nepazeidzia mitochondriju uzpildo, ta¢iau inicijuoja apoptoze.

3.1.2 Sviesos ir savitai mitochondrijose sukaupto Safr bei jvairiose
Iastelés struktiirose lokalizuoto mTHPC poveikiy A-431

lasteléms palyginimas

Sioje darbo dalyje tyréme §viesos ir jvairiose lastelés organelése (tarp ju
ir mitochondrijose) lokalizuoto mTHPC bei savitai mitochondrijose kaupiamo
Safr poveiki zmogaus epidermoidinés karcinomos Iastelems A-431. Kadangi
Rh123 nebuvo veiksmingas fotosensibilizatorius, pasirinkome kita
mitochondrijose kaupiama delokalizuota katijona Safr, kuriam yra budingas
nemazas 'O, sudarymo kvantinis naSumas, sickiantis 0,24 (1.1 lent.).
Tyrimams pasirinkome Zmogaus epidermoidinés karcinomos A-431 lasteles.

Pirmiausia, ivertinome S§iy fotosensibilizatoriy kaupimasi A-431
lastelése. Safr A-431 lastelése kolokalizavosi su mitochondriju Zymeniu
MitoTracker Deep Red 633 (3.4 pav., A). Inkubuodami mTHPC kartu su
savitu mitochondrijy Zymeniu MitoTracker Green nustatéme, jog A-431
lastelése dalis mTHPC yra sulaikoma mitochondrijose (3.4 pav., B). mTHPC ir
Safr lokalizacija tyréme naudodami skirtingus mitochondrijy Zymenis,

norédami i§vengti fotosensibilizatoriaus ir zymens spektry persiklojimo.
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3.4 pav. Safr ir mTHPC lokalizacija ir pokyc¢iai po ju sukelty fotodinaminiy poveikiy
A-431 lastelése.

A — Safr ir mitochondriju Zymens MitoTracker DeepRed 633 (MT DR) biidinga
fluorescencija. Lastelés 1 val. inkubuotos su 0,7 pg/ml Safr ir 25 nM MT DR.
Kolokalizacija — geltona spalva.

B- mTHPC ir mitochondriju Zymens MitoTracker Green (MT G) bidinga
fluorescencija. Lastelés 18 val. inkubuotos su 0,1 pg/ml mTHPC. Likus 45 min. iki
inkubacijos su mTHPC pabaigos, pridéta 20 nM MT G. Kolokalizacija — violetiné
spalva.

C — Gyvybingumo pokyc¢iai po Safr-FDP ir mTHPC-FDP. Gyvybingumas vertintas
KV metodu, praéjus 24 val. po Svitinimo.

D — Safr-FDP ir mTHPC-FDP sukelti citrato sintazés aktyvumo pokyciai praéjus 0 ir
3 val. po Svitinimo. Citrato sintazés aktyvumas iSreikStas procentais nuo lasteliy,
inkubuoty su Safr ir mMTHPC, bet nesvitinty.

Safr-FDP: lastelés 1 val. inkubuotos su 0,7 pg/ml Safr, neSvitintos (Be Sviesos) ir
Svitintos 3 min. (CD50) arba 10 min. (CD80), jei nenurodyta kitaip, Sviesa, kurios
A=509+5 nm, intensyvumas 29 W/m’.

mTHPC-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 0,1 pg/ml mTHPC, neSvitintos (Be
Sviesos) ir Svitintos 1 min. (CD50) arba 3 min. (CD80), jei nenurodyta kitaip, Sviesa,
kurios A=660+5 nm, intensyvumas 16 W/m®.

Bruksniai - + SN.
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Taciau inkubuojant Safr kartu su MitoTracker Deep Red 633, pakito
mitochondrijuy morfologija — mitochondrijos sutrumpéjo. Tokio reiSkinio
nestebéjome inkubuodami lasteles su vienu Safr.

Safr ir mTHPC fotodinaminiai poveikiai veiksmingai mazino A-431
lasteliy gyvybinguma (3.4 pav., C). Tolimesnius eksperimentus atlikome
lasteles veikdami vidutine fotodinaminio poveikio doze, mazinancia
gyvybinguma 50% (CD50) ir didele doze, gyvybinguma maZinancia 80%
(CD80). Lyginome mitochondrijose sukaupty lipofilinio katijono Safr ir
neutralaus amfifilinio chlorino mTHPC poveiki mitochondriju uZpildo
fermentui — citrato sintazei (3.4 pav., D). IS karto po poveikio §io fermento
aktyvumas reikSmingai sumaz¢jo 40% (P=0,049) tiktai paveikus didelés dozés
(CD80) Safr-FDP. Pra¢jus 3 val. po Svitinimo net ir vidutiné¢ (CD50) Safr-FDP
dozé¢ 20% reikSmingai sumazino (P=0,012) citrato sintazés aktyvuma, o po
stipraus poveikio aktyvumas reikSmingai sumaz¢jo net 60% (P=0.003). Po
stipraus (CD80) mTHPC-FDP citrato sintazes aktyvumas taip pat reikSmingai
sumazejo 20% (P<0,001).

Po Safr-FDP ir mTHPC-FDP A-431 lastelés zuvo skirtingai (3.5 pav.).
Paveikus lasteles vidutinio stiprumo doze (CDS50), po Safr-FDP nebuvo
zuvusiy lasteliy, nevyko apoptozei biidingi lasteliy morfologijos (lastelés
susitraukimas, plazminés membranos pisléjimasis) ir chromatino pokyciai
(kondensacija, fragmentacija) (3.5 pav., A ir B), 1§ mitochondrijy neiStekéjo
citochromas ¢ (3.5 pav., C), nebuvo padidéjes kaspazei 3 biudingas
DEVDazinis aktyvumas (3.5 pav., D ir E). Po §io poveikio aptikome tik kelias
nekrozines lasteles (stebéta dazant AO ir EtBr miSiniu), o ju kiekis nevirsijo
nekroziniy lasteliy kiekio kontrolinése lastelése. Tuo tarpu didele Safr-FDP
dozé (CD80) sukele apoptoze — vyko apoptozei budingi lasteliy morfologijos ir
chromatino poky¢iai, i§ mitochondriju iStekéjo citochromas ¢, buvo aktyvuota
kaspazé 3. Sis poveikis taip pat nesukélé intensyvios nekrozés - dazydami AO
ir EtBr miSiniu steb¢jome tik ~2% nekrozés, tai nevirsijo ju kiekio kontrolinése

lastelése. Tuo tarpu ir vidutinis (CD50), ir stiprus mTHPC fotodinaminis
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(CD80) poveikis sukele lasteliy ziiti — stebéjome apoptozei biidingus pokycius
(3.5 pav.).
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3.5 pav. Apoptozei bidingi pozymiai A-431 lastelése po Safr ir mTHPC sukelty
fotodinaminiy poveikiy.

A — Lasteliy nuotraukos pra¢jus 4 val. po Safr-FDP ir 1,5 val. po mTHPC-FDP,
gautos naudojant Nomarski (DIC) mikroskopijos metoda.

B — Lasteliy branduoliy nuotraukos. Lastelés inkubuotos su Hoechst 33342, praéjus 4
val. po Safr-FDP ir mTHPC-FDP (CD50), bei 1,5 val. po mTHPC-FDP (CD80).

C — Citochromo ¢ kiekis citozolyje. Citozolio ekstraktai paruosti pra¢jus 3 val. po
FDP.

D — DEVDazinis aktyvumas po Safr-FDP ir mTHPC-FDP.
E — DEVDazinis aktyvumas po Safr-FDP, praéjus 3 val. po Svitinimo.

Safr-FDP: lastelés 1 val. inkubuotos su 0,7 pg/ml Safr ir Svitintos 3 min. (CD50) arba
10 min. (CD80) $viesa, kurios A=509+5 nm, intensyvumas 29 W/m®.

mTHPC-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 0,1 pg/ml mTHPC ir Svitintos 1 min.
(CD50) arba 3 min. (CD80) Sviesa, kurios A=660+5 nm, intensyvumas 16 W/m’.

Briksniai - + SN.
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[vairiose organelése lokalizuoto mTHPC fotodinaminis poveikis sukélé

A-431 lasteliy apoptoze. Tuo tarpu savitai mitochondrijose sukaupto Safr

fotodinaminis poveikis sukélé apoptoze tik veikiant stipria citotoksine doze

(CD80), o vidutiné dozé (CD50) neiniciavo lasteliy zities.

3.1.3 Lizosomose sukaupto AlPcS, fotodinaminis poveikis A-431

lIasteléms

[lga laika buvo manoma, jog mitochondrijose ir ET sukaupti
fotosensibilizatoriai sukelia apoptozg, tuo tarpu plazmin¢je membranoje ir
lizosomose lokalizuoti fotosensibilizatoriai blokuoja apoptozés indukcija ir
lastelés zuva nekrozes keliu (apzvelgta (Oleinick et al., 2002), (Buytaert et al.,
2007)). Todel tyréme koki poveiki A-431 lasteléems turi savitai lizosomose
kaupiamo fotosensibilizatoriaus sukeltas FDP. Sioje darbo dalyje tyréme i
lizosomas patenkancio AlPcS, poveiki zmogaus epidermoidinés karcinomos
lastelems A-431. Veikiamas $viesa §is fotosensibilizatorius generuoja 'O,
dideliu kvantiniu naSumu (1.1 lent.).

Reikia pabreézti, kad AlPcS, lokalizacija A-431 lastelése sutapo su
lizosomy Zymens LysoTracker Yellow-HCK-123 lokalizacija (3.6 pav., A).

AlPcS, veiksmingai mazino A-431 lasteliy gyvybinguma (3.6 pav., B).
Lizosomy savito fermento [-N-acetilgliukozaminidazés aktyvumas buvo
matuotas i§ karto po AlIPcS;-FDP poveikio, todé¢l jis atspindi pirmines FDP
sukeltas pazaidas. Nustatéme, kad vidutinio stiprumo AIlPcS,-FDP dozé
(CD40) 1S karto po Svitinimo [-N-acetilgliukozaminidazés aktyvuma
reikSmingai (P<0.001) sumazino 30%, o paveikus didele doze (CD90), Sio
fermento aktyvumas reikSmingai sumazéjo (P<0.001) beveik per puse (3.6
pav., C). [domu, jog pasvitinus lasteles, inkubuotas su AlPcS,, pakito lizosomu
su AlPcS, lokalizacija lastelese — jos susikaupé lastelés centre, greta
branduolio, pastebéta ir nerysSki fotosensibilizatoriui biidinga fluorescencija

citozolyje (3.6 pav., D).
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3.6 pav. AlPcS, lokalizacija A-431 lastelése ir pokyciai jose po AlPcSs sukelto
fotodinaminio poveikio.

A — AlPcS, ir lizosomy zymens LysoTracker Yellow-HCK-123 (LT Y) biidinga
fluorescencija. Lastelés 18 val. inkubuotos su 20 pg/ml AlPcS, ir 1 val. su 75 nm LT
Y. Kolokalizacija — geltona spalva.

B — Lasteliy gyvybingumas. Vertintas MTT metodu po AIPcSs-FDP praéjus 24 val.
po Svitinimo.

C — N-acetil-B-gliukozaminidazés (B-AGA) aktyvumas paveikus AlPcS4-FDP, i
karto po Svitinimo.

D — AlPcS, pasiskirstymas lastelése pries ir po Svitinimo.

AlPcS4-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 20 pg/ml AlPcS, ir atitinkama laika
$vitintos §viesa, kurios A=660+5 nm, intensyvumas 16 W/m®.

Briksniai - + SN.

Lizosomose sukauptas AlPcS, veiksmingai sukéle A-431 lasteliu
apoptoze¢ - vyko apoptozei budingi lasteliu morfologijos (lastelés susitrauke)

(3.7 pav., A), chromatino poky¢iai (kondensavosi ir fragmentavosi) (3.7 pav.,
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B), 1§ mitochondrijy i$tekéjo citochromas c (3.7 pav., C) ir padidé¢jo kaspazei 3

biudingas DEVDazinis aktyvumas (3.7 pav., D).
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3.7 pav. Apoptozei budingi poZymiai A-431 lasteleése po AlPcS; sukelto
fotodinaminio poveikio.

A — Lasteliy nuotraukos pra¢jus 3 val. po AlPcS4-FDP (CD50), gautos naudojant
Nomarski (DIC) mikroskopijos metoda.

B — Lasteliy branduoliy nuotraukos. Pra¢jus 3 val. po AlIPcS4-FDP (CD50) lastelés
inkubuotos su Hoechst 33342.

C — Citochromo c kiekis citozolyje. Citozolio ekstraktai paruosti pra¢jus 3 val. po
AlPcS4-FDP (CD50).

D — DEVDazinis aktyvumas po AlPcS;-FDP (CD50).

E — praéjus 2 val. po AIPcS4-FDP, lastelés dazytos aneksino-FITC ir PI miSiniu bei
analizuotos tékmeés citometru. Kairiajame virSutiniame kvadrate nekrozinés lastelés,
deSiniajame virSutiniame apoptozinés lastelés su pazeista plazmine membrana,
kairiajame apatiniame gyvos lastelés, deSiniajame apatiniame apoptozinés lastelés su
nepazeista plazmine membrana. Kartota 3 kartus, pateikta reprezentaciné diagrama.
AlIPcS4-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 20 pg/ml AlPcS4 ir Svitintos 4 min.
(CD20), 9 min. (CD50) ir 12 min. (CD80) Sviesa, kurios A=660£5 nm, intensyvumas
16 W/nr’.

Bruksniai - + SN.
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Nudaze Iasteles Aneksino-FITC ir PI miSiniu ir iSanalizave lasteles
tekmeés citometru nustatéme, kad po silpnos, vidutinés ir stiprios AlPcS,-FDP
doziy kilo apoptoze, nekrozines lasteles stebé¢jome po vidutings ir stiprios
doziy (3.7 pav., E).

Nors ilga laika mitochondrijose ir ET sukaupti fotosensibilizatoriai buvo
laikomi veiksmingiausiais apoptoz¢ inicijuojanciais fotosensibilizatoriais,
neseniai paskelbti idomiis rezultatai, kad lizosomose lokalizuotas silicio
ftalocianino darinys Pc181 pasirodé veiksmingesnis uZ mitochondrijose ir ET
lokalizuota tos pacios cheminés prigimties fotosensibilizatoriy Pc4, o lastelés
veiktos Pc181-FDP daugiausia Zuvo apoptozés keliu (Quiogue et al., 2009).
Taigi ir FDP, sukeltas naudojant lizosomose sukauptus fotosensibilizatorius,
gali veiksmingai inicijuoti apoptoze.

Miisy gauti rezultatai rodo, kad lizosomose sukaupto AlPcS,

fotodinaminis poveikis sukélé A-431 lasteliy apoptoze ir nekroze.

3.2 A-431 Igsteliy ciklo pokyciai po fotodinaminio poveikio

Kadangi vidutinio stiprumo (CD50) Safr-FDP sumazino lasteliu
gyvybinguma, taciau nesukele lasteliy Ziities, spéjome, kad Sis FDP sutrikdé
lastelés cikla. Lasteles cikla tyréme S fazés lasteles Zzymédami BrdU, o DNR
kieki lastel¢je nustatéme dazydami propidzio jodidu. Atlikome dvieju tipy
eksperimentus, kurie skyrési inkubacijos po Svitinimo trukme iki Zyméjimo
BrdU.

Pirmo tipo eksperimentuose S fazes lasteles zyméjome, BrdU pridédami
1 terpg 1S karto po Svitinimo ir, pra¢jus 6 val. po Svitinimo, tyréme kaip jos
pasiskirsto skirtingose lastelés ciklo fazése (3.8 pav., A). Nustatéme, jog visi
misy tirtt FDP (Safr-FDP, mTHPC-FDP ir A1PcS,-FDP) sutrikdé lastelés cikla
— pragjus 6 val. po FDP, kontrolinése lastelése dauguma BrdU Zyméty lasteliu
buvo Gy/G, ir Go/M fazése, tuo tarpu po visy fotodinaminiy poveikiy didzioji
dalis BrdU zyméty lasteliy taip ir liko S fazgje.
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3.8 pav. A-431 lasteliy ciklo pokyc¢iai po Safr, mTHPC ir AlPcSs sukelty
fotodinaminiy poveikiy.

A — Eksperimento schema ir lastelés ciklo analizé, lasteles inkubuojant su BrdU i$§
karto po Svitinimo ir 6 val. iki Iastelés ciklo analizés. Po Svitinimo, lastelés 0,5 val.
inkubuotos su BrdU, o pra¢jus 6 val. lastelés surinktos ir Zymétos anti-BrdU
antikiinais ir dazytos PI.

B — Eksperimento schema ir lastelés ciklo analizé, lastelés ciklo analizg atlikus 24
val. po Svitinimo ir inkubuojant su BrdU prie§ pat lasteliy surinkima. Po $vitinimo
praéjus 24 val., lastelés inkubuotos 0,5 val. su BrdU ir zymétos anti-BrdU antikiinais
ir dazytos PI.

Safr-FDP: lastelés 1 val. inkubuotos su 0,7 pg/ml Safr ir Svitintos 3 min. (CD50) arba
10 min. (CD80) $viesa, kurios A=509+5 nm, intensyvumas 29 W/m®.

mTHPC-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 0,1 pg/ml mTHPC ir Svitintos 1 min.
(CD50) arba 3 min. (CD80) Sviesa, kurios A=660+5 nm, intensyvumas 16 W/m’.
AIPcS4-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 20 pg/ml AlPcS4 ir Svitintos 9 min.
(CD50) arba 12 min. (CD80) §viesa, kurios A=660+5 nm, intensyvumas 16 W/m®.
Procentais nurodyta lasteliy dalis, kuriose buvo isiterpgs BrdU (Zyméjimo metu S
fazéje buvusios lastelés), dalis. Eksperimentai kartoti maziausiai 2 kartus. Pateikta
reprezentacin¢ diagrama.
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Antrojo tipo eksperimentuose S fazés lasteles zymejome, BrdU 1 terpe
pridédami pra¢jus 24 val. po Svitinimo, ir 1§ karto atlikome lastelés ciklo
analiz¢ — taip nustatéme kiek yra S fazes lasteliy praéjus 24 val. po FDP (3.8
pav., B). Poky¢ius, lyginant su kontrole, aptikome tik po Safr-FDP ir AIPcS,-
FDP. Po mTHPC-FDP pra¢jus 24 val. né viena i$ tirty doziy nesumazino S
fazéje esanciy lasteliy dalies — po poveikio iSlikusiy lasteliy ciklas nesiskyré
nuo kontroliniy lasteliy I[domu, jog paveikus vidutine Safr-FDP doze (CD50),
tuomet kai gyvybingumas sumazg¢ja, o zuvusiy lasteliy nestebéjome, sumazéja
S fazeje esanciy lasteliy santykinis kiekis: kontrolinése lastelése jis siekia 39%,
o po Safr-FDP CD50 — 27%. VidutiniSkai po Safr-FDP, lyginant su kontrole, S
fazés lasteliy buvo 10 £ 2% maziau, tac¢iau 11,5 = 2% padaugejo Gy/G, fazés
lasteliy. Taigi, lastelés po vidutinés Safr-FDP dozés buvo sulaikytos Go/G;
faz¢je. Mazesnis S fazéje esanciy lasteliy santykinis kiekis po vidutinio
stiprumo Safr-FDP atspindi sutrikusi lastelés cikla, dél kurio sumazéjo lasteliy
gyvybingumas. Taigi, po vidutinés Safr-FDP dozés lasteliy kiekis sumazéja dél
to, kad sutrinka lasteliy ciklas — sulétéja ju dalijimasis. Mazesni S fazéje
esanCiy lasteliy santykinj kiekj nustatéme ir po AlIPcS4;-FDP CD80. Taciau Sis
poveikis taip pat sukelia intensyvia lasteliy Ziti. Tad, pastaruoju atveju
mazesn¢ S fazés lasteliy dalis néra vienintelé gyvybingumo sumazéjimo
priezastis. Lyginant trijy tirty fotosensibilizatoriy poveiki, matyti, kad lastelés
atsakas | mMTHPC-FDP realizuojamas greitai ir po 24 val. iSgyvenusiu lasteliy
ciklas nesiskiria nuo neveikty lasteliy ciklo. Tuo tarpu mitochondrijy arba
lizosomy vidu pazeidziantys FDP sukelia létesni atsaka ir po 24 val. lasteliy
ciklas tebéra sutrikes.

Vienas 1§ lastelés cikla valdanciy baltymy yra p21 — tai nuo cikliny
priklausomu kinaziy slopiklis 1A. Po visy tirty FDP: Safr-FDP, mTHPC-FDP
ir AIPcS,-FDP, $io baltymo raiSka padidéjo tiek RNR, tiek baltymo lygiu (3.9
pav.). Did¢jant FDP dozei, did¢jo ir p21 raiSka RNR lygiu (3.9 pav., A). p21
baltymo raiSka po FDP taip pat iSliko padidéjusi (3.9 pav., B).
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3.9 pav. P21 raiska A-431 lastelése po Safr, mTHPC ir AIPcS, sukelty fotodinaminiy
poveikiy.

A — p21 transkripty kiekis po Safr-FDP, mTHPC-FDP ir AIPcS4-FDP, praéjus 4 val.
po Svitinimo. Nustatyta kiekybinés PGR metodu.

B — p21 baltymo kiekis lasteliy ekstraktuose pra¢jus 24 val. po Safr-FDP ir mTHPC-

FDP, bei 4 val. po AlPcS;-FDP. Western blot’o analize - p21 kiekis normalizuotas
pagal B-aktina, baltymy kiekiai nustatyti densitometriskai.

Safr-FDP: lastelés 1 val. inkubuotos su 0,7 pg/ml Safr ir Svitintos 1 min. (CD20), 3
min. (CD50) arba 10 min. (CD70) Sviesa, kurios A=509+5 nm, intensyvumas 29
W/m®,

mTHPC-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 0,1 pg/ml mTHPC ir §vitintos 0,5 min.

(CD20), I min. (CD50) arba 3 min. (CDS80) Sviesa, kurios A=660£5 nm,
intensyvumas 16 W/m”.

AlIPcS4-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 20 pg/ml AlPcS4 ir Svitintos 4 min.
(CD20), 9 min. (CD50) arba 12 min. (CD80) Sviesa, kurios A=660+5 nm,
intensyvumas 16 W/m”.

Briksniai - + SN.

Taigi, remiantis Siame darbe gautais rezultatais, Safr-FDP, mTHPC-

FDP ir AlPcS,-FDP sutrikdo A-431 lasteliy cikla. Vidutinio stiprumo Saftr-

FDP nesukelia lasteliu zities, o gyvybingumas sumazéja dél lasteliu augimo
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areSto — maziau lasteliy jveikia G;-S faziy barjera ir sumazéja S fazéje esanciy

lasteliy dalis.
3.3 Fotodinaminio poveikio sukelta autofagija A-431 lastelése

Kadangi autofagija gali buti tiek lasteliy iSgyvenima skatinantis
mechanizmas, tiek ir lasteliy Zities kelias, tyréme kokia reikSm¢ FDP

indukuotai autofagijai turi fotosensibilizatoriaus lokalizacija lastel¢je.

A Safr CD80

B - THPC CD50 mTHPC CD80

il

C AlPcS, CD50 AlPcS, CD80

&>

3.10 pav. LC3 baltymo lokalizacija A-431 lasteléese po Safr, mTHPC ir AlPcS,
sukelty fotodinaminiy poveikiy.

Imunofluorescencing analize atlikta praéjus 24 val. po FDP.

A - Safr-FDP: lastelés 1 val. inkubuotos su 0,7 pg/ml Safr ir Svitintos 3 min. (CD50)
arba 10 min. (CD80) §viesa, kurios A=509+5 nm, intensyvumas 29 W/m®.

B - mTHPC-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 0,1 pg/ml mTHPC ir Svitintos 1 min.
(CD50) arba 3 min. (CD80) sviesa, kurios A=660+5 nm, intensyvumas 16 W/m?.

C - AIPcS4-FDP: Iastelés 18 val. inkubuotos su 20 pug/ml AIPcS4 ir Svitintos 9 min.
(CD50) arba 12 min. (CD80) §viesa, kurios A=660+5 nm, intensyvumas 16 W/m®.
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Autofagijos indukcija po FDP nustatéme pagal autofagijos metu
modifikuojama LC3 baltyma (Ziur. 1.2.2 sk.). LC3 baltymo modifikacija yra
bitina, kad susidaryty autofagosomos (Klionsky et al., 2008). Citozolinei
baltymo formai, vadinamajai LC3 I, prisijungus prie fosfatidiletanolamino
susidaro LC3 II baltymo forma. LC3 II baltymo kiekis koreliuoja su
autofagosomy kiekiu lastelése (Kabeya et al., 2000).

Imunofluorescencinés mikroskopijos metodu nustatéme LC3 baltymo
pasiskirstyma lastelése. Misuy naudotas antikiinas prie§ LC3 atpazino ir
citozoling LC3 I, ir su fosfatidiletanolaminu konjuguota LC3 II baltymo forma.
Kontrolinése lastelése nestipri LC3 baltymo fluorescencija buvo tolygiai
(difuziskai) pasiskirs€iusi visoje citoplazmoje (3.10 pav.). Po Safr, mTHPC ir
AlPcS, sukelty FDP, lastelése matyti rySkiai fluorescuojanc¢iy LC3 baltymo
sankaupy, greiCiausiai atsirandan¢iy dél to, kad baltymo LC3 II forma
kaupiama autofagosomose.

Autofagosomos gali kauptis lastelése suintensyveéjus autofagijai, arba
prieSingai — jai sulétéjus, kai sutrinka autofagosomy salieja su lizosomomis ar
autofagosomos skaidymas. Todél, norint ivertinti pati autofagijos vyksma,
reikia atlikti papildomus tyrimus.

Kadangi ir pats LC3 II baltymas yra suskaidomas autofagijos metu,
lizosomy peptidaziy slopikliai (E64d ir pepstatinas A) yra naudojami
nuslopinti LC3 1I skaidyma (Mizushima and Yoshimori, 2007). Naudojant
slopiklius ir lyginant LC3 II baltymo kiekj lastelése, inkubuotose su slopikliais
ir be slopikliy galima ivertinti autofagijos intensyvuma arba srauta, kuris yra
proporcingas LC3 II baltymo degradacijai. LC3 I ir LC3 II baltymo formy

kiekj vertinome atlik¢ Western blot analize.

Visi tirti fotodinaminiai poveikiai - Safr-FDP, mTHPC-FDP ir AIPcS,-
FDP - padidino autofagosomuy kieki lastelése: lyginant su neveiktomis
lastelémis, lastelése po FDP padaugéjo LC3 II baltymo (3.11 pav.). Skyrési
tiktai autofagijos srautas, kuri nustatéme lygindami LC3 II baltymo kieki po
tam tikro poveikio be slopikliy su LC3 II baltymo juostele i§ lasteliy su
slopikliais. Lastelése su peptidaziy slopikliais, po Safr ir mTHPC vidutinio
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(CD50) ir stipraus (CD80) FDP, padaugejo LC3 II baltymo (palyginus lasteles
su slopikliais ir be juy) (3.11 pav., A ir B). Tai rodo, jog dél Siy poveikiy ne tik
padaugéjo autofagosomy, bet vyko ir galutinés autofagijos stadijos —
autofagosomos susiliejo su lizosomomis ir jose buvo skaidomos.

Lizosomas  pazeidziantis  AlPcS,-FDP  skatino  autofagosomu
susidaryma. Taciau pats autofagijos procesas (Siuo atveju, baltymuy skaidymas)

vyko tik paveikus silpna doze (CD20): lastelése su peptidaziy slopikliais LC3

Slopikliai - - + + - - - + + +
A RO [ ——— —— — —
LC31l |+ J— | L mmm— o o—
B-aktinas | | |
K Safr K Safr K Safr Safr K Safr Safr
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3.11 pav. LC3-I ir LC3-II baltymy analiz¢ A-431 lastelése po Safr, mMTHPC ir AlPcS,
sukelty fotodinaminiy poveikiy.

Lasteliy ekstraktai surinkti praé¢jus 24 val. po FDP ir atlikta Western blot analizé.
Lizosomu proteaziy slopikliai E64d (10 pug/ml) ir pepstatinas A (10 pg/ml) buvo
prideti i lasteliy augimo terpg i$ karto po Svitinimo.

A - Safr-FDP: lastelés 1 val. inkubuotos su 0,7 pg/ml Safr ir Svitintos 1 min. (CD20),
3 min. (CD50) arba 10 min. (CD80) Sviesa, kurios A=509+5 nm, intensyvumas 29
W/m?.

B - mTHPC-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 0,1 pg/ml mTHPC ir $vitintos 20
sek. (CD20), 1 min. (CD50) arba 3 min. (CD80) Sviesa, kurios A=660%£5 nm,
intensyvumas 16 W/m?.

C - AlPcS4-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 20 pg/ml AlPcS, ir $vitintos 4 min.
(CD20), 9 min. (CD50) arba 12 min. (CD80) Sviesa, kurios A=660t5 nm,
intensyvumas 16 W/m®.

Eksperimentai kartoti maziausiai 2 kartus. Pateikta reprezentaciné nuotrauka.
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IT baltymo buvo daugiau nei lastelése be slopikliy (3.11 pav., C).
Lastelése su slopikliais po vidutinio (CD50) ir stipraus (CD80) AlIPcS,-FDP
nepadaugéjo LC3 II baltymo, palyginus su lastelémis be slopikliy. Tai rodo,
jog vidutinis ir stiprus AIPcS, fotodinaminis poveikis, pazeidzia autofagijos
vyksmams: saliejai su lizosomomis ar baltymy degradacijai, svarbias
molekules.

Nors yra paskelbti duomenys, jog po lizosomose sukaupto
fotosensibilizatoriaus NPe6 sukelto FDP pelés hepatomos lastelese 1clc7
padaugéja autofagosomy (Reiners et al., 2010), ta¢iau nebuvo nustatyta ar po
S10 poveikio vyko pats autofagijos procesas. Be to, Siame darbe pirma karta
parodéme, jog autofagija inicijuoja savitai mitochondriju viduje kaupiamo Safr
ir klinikoje naudojamo ivairiose organelése lokalizuoto mTHPC sukeltas FDP.

Idomu, jog autofagija yra svarbi MHC II molekuléms eksponuojant
citozoliniy baltymy antigenus lasteliy pavirSiuje (van der Bruggen and Van den
Eynde, 2006). Taip lastelés po FDP sukelia prieSvéZzini imuninj atsaka ir gali
biiti naudojamos kaip vakcina pries vézi (Gollnick et al., 2002).

Vidutinis ir stiprus FDP, sukeltas A-431 lasteléms savitai

mitochondrijose sukauptu Safr ir jvairiose organelése lokalizuotu mTHPC ne

tik didina autofagosomu kieki, bet ir sukelia pati autofagijos procesa. Savitai

lizosomose sukaupto AIPcS, silpnas, vidutinis ir stiprus FDP didina

autofagosomu kiekj, taciau pats autofagijos procesas (baltymuy degradacija)

vvksta tiktai paveikus silpna poveikio doze - po vidutinio ir stipraus poveikio

autofagija nevyksta.

3.4 Citokiny VEGF-A, IL-1a ir transkripcijos veiksnio HIF-1

a subvieneto raiSka A-431 lastelése po fotodinaminio poveikio

Misy laboratorijoje, tiriant mTHPC-FDP sukeltus genu raiSkos
poky¢ius kDNR makrogardeliy ir kiekybinés PGR metodais, buvo nustatyta
padidéjusi citokiny: kraujagysliy endotelio augimo veiksnio A (VEGF-A) ir
interleukino la (IL-1a) raiska (Dabkevicieng, 2010; Micke, 2004). Kadangi Sie
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citokinai jau buvo plaiai apraSyti miisy laboratorijoje atliktame darbe
(Dabkeviciene, 2010), Sio darbo literatiiros dalyje démesio jiems neskyréme.
Siuos citokinus ¢ia tik trumpai pristatysime.

Pirma karta VEGF-A ir HIF-1a baltymy raiSkos padidéjimas po FDP
buvo pastebétas peles paveikus fotofrinu (Ferrario et al., 2000). Tuo tarpu,
paveikus Lewis plauciy karcinomos navika turinCias peles ALA-FDP buvo
nustatyta, kad VEGF-A baltymo kiekis sumaz¢jo (Lisnjak et al., 2005).
Mazesnis VEGF-A kiekis yra palankus vézio gydymui, kadangi VEGF-A yra
vienas 1§ angiogeneze (kraujagysliy augima) ir vézio plitima skatinanciy
veiksniy (Lee et al., 2010; Murukesh et al., 2010).

Transkripcijos veiksnys HIF-1 skatina daugelio genuy raiSka, tarp ju ir
VEGFA (Podar and Anderson, 2010). Transkripcijos veiksnys HIF-1 yra
heterodimeras, kuri sudaro konstitutyviai ekspresuojamas stabilus f
subvienetas ir nestabilus, po sintezés greitai degraduojamas o subvienetas
(koduoja HIF1A genas). Zinoma, jog transkripcijos veiksni HIF-1 aktyvuoja
hipoksija, onkogeninis, uzdegiminis, metabolinis ir oksidacinis stresai

(Kroemer and Pouyssegur, 2008).

IL-1o. — tai pleotropinis citokinas, svarbus imuniniam atsakui ir
uzdegimo vyksmams (Dinarello, 2009). IL-1a poveikis véZiniams procesams
nevienareikSmis: jis sukelia peliy naviky regresija (Dvorkin et al., 2006), taciau
zmogaus skrandzio vézZinése lastelése IL-1a raiSka atitinka juy geba metastazuoti
(Ma et al., 2008). Be to, i$ nekroziniy Iasteliy iStekéjes IL-1a gali stimuliuoti
uzdegima (zidr. 1.2.5 sk.). [domu, jog IL-1a gali veikti ne tik kaip citokinas -
IL-1o0 pirmtakas yra transkripcijos aktyvatorius (Werman et al.,, 2004).
Nustatyta, jog zmogaus hipofizés vézZzinéms lasteléms ir pirminiams navikams
pridéjus IL-1a baltymo, padidéja sekretuoto VEGF kiekis (Borg et al., 2005).
Miisy laboratorijoje taip pat buvo tiriamas IL-1a poveikis VEGFA raiskai po
FDP. Buvo nustatyta, jog IL-1a skatina VEGFA raiska po mTHPC-FDP A-431
lastelése (Dabkevicieneé, 2010). Neseniai buvo publikuoti duomenys, kur

paminétas IL1A raiSkos padidéjimas po FDP - nustatytas IL1A raiSkos
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padid¢jimas po FDP, sukelto Zmogaus glioblastomos ir prostatos karcinomos
lasteles veikiant ALA (Kammerer et al., 2011).

Siame darbe tyréme, kokia reik§me citokiny VEGF-A ir IL-1a bei HIF1
o subvieneto raiSkai A-431 Iastelése turi savitai mitochondrijose ir lizosomose
sukaupty, atitinkamai, Safr ir AlPcS, fotodinaminiai poveikiai, palyginus su
misy laboratorijoje 1Stirtu mTHPC-FDP.

Nustatéme, jog pra¢jus 3,5 val. po Safr-FDP ir po AlPcS,-FDP, VEGFA
raiSka A-431 lastelése padidéjo (3.12 pav.). Po vidutinio ir stipraus Safr-FDP,
VEGFA transkripto kiekis padidéjo panasiai kaip ir po mTHPC-FDP - apie 5-7
kartus. Daugiausiai VEGFA raiska iSaugo po AlPcS,-FDP — net iki 17 karty.
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3.12 pav. VEGFA, IL1A ir HIF1A transkripty kiekis po Safr, mTHPC ir AlPcS,
sukelty fotodinaminiy poveikiy A-431 lastelése.

Lasteliy ekstraktai paruosti pragjus 3,5 val. Svitinimo. Transkripty kiekis nustatytas
kiekybinés PGR metodu, normalizuota pagal [-akting.

Safr-FDP: lastelés 1 val. inkubuotos su 0,7 pg/ml Safr ir Svitintos 1 min. (CD20), 3
min. (CD50) arba 10 min. (CD80) Sviesa, kurios A=509+£5 nm, intensyvumas 29
W/m?.

mTHPC-FDP: Iastelés 18 val. inkubuotos su 0,1 pg/ml mTHPC ir Svitintos 20 sek.

(CD20), 1 min. (CD50) arba 3 min. (CDS80) S$viesa, kurios A=660%£5 nm,
intensyvumas 16 W/m®.

AIPcS4-FDP: lastelés 18 val. inkubuotos su 20 pg/ml AlPcS4 ir Svitintos 4 min.
(CD20), 9 min. (CD50) arba 12 min. (CDS80) Sviesa, kurios A=660t5 nm,
intensyvumas 16 W/m®. Briik&niai - + SN.
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IL1A raiska po Safr-FDP padidéjo iki 8 karty, po AIPcS,-FDP iki 6
karty, o daugiausia IL1A raiSka padidéjo po mTHPC-FDP — iki 12 karty.

HIF1A raiSkos poky¢iai po Safr-FDP ir mTHPC-FDP nebuvo dideli.
Kadangi tiktai 1,5 karto geno raiSkos padidéjima laikéme reikSmingu, HIF1A
padidéjima nevirSijant] 2 karty steb&jome tiktai po vidutinio ir stipraus Saft-
FDP, silpno AlPcS,;-FDP ir stipraus mTHPC-FDP. Tuo tarpu po vidutinés ir
stiprios AlIPcS,-FDP dozés HIFIA raiSka padid¢jo 6 kartus. Idomu, kad
VEGFA raiSkos padidéjimas po Sio poveikio taip pat buvo didZiausias,
palyginus su kitais fotosensibilizatoriais.

Taigi, savitai mitochondrijose bei lizosomose sukaupty, atitinkamai

Safr ir AlPcSy.taip pat kaip ir jvairiose lastelés organelése lokalizuoto mTHPC

fotodinaminis poveikis sukelia citokinu VEGF-A ir IL-1a bei transkripcijos

veiksnio HIF-1 o subvieneto raiSkos padidéjima A-431 lastelése.

3.5 Rezultaty apibendrinimas

Siame darbe apzvelgéme kompleksinius tyrimus, kuriais siekéme
nustatyti, kaip skiriasi oksidacinio streso, sukelto skirtingose lastelés
organelése, inicijuoti lasteliy zuties vyksmai (3.1 lent.). Oksidacini stresa
sukéléme fotodinaminiu poveikiu (FDP). Pagrindiné ROS, susidaranti Sio
poveikio metu, yra 'O, kuris lastelgje difunduoja, skirtingy autoriy
duomenimis, 20 ar 100 nm spinduliu (Hatz et al., 2008; Moan and Berg, 1991).
Todél fotodinaminio poveikio metu turéty biiti oksiduojamos biomolekulés,
esanGios arti tos vietos, kur susidaro 'O, t. y., kur lokalizuotas
fotosensibilizatorius. Dauguma gydymui naudojamy fotosensibilizatoriy (tarp
ju ir Siame darbe naudotas mTHPC) sulaikomi daugelyje lastelés organeliu: ir
mitochondrijose, ir ET, ir GoldZio komplekse, ir lizosomose. Yra nustatyta, kad
tokiy fotosensibilizatoriy sukeltas FDP inicijuoja ir apoptoze, ir nekrozg.

Siame darbe tyréme, ar nuo fotosensibilizatoriaus lokalizacijos priklauso
lastelés Zities kelias, autofagija, poveikis lastelés ciklui, kai kuriy atsakui i

citotoksini poveikj svarbiy geny raiSka. Fotodinaminj poveiki pelés hepatomos
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lastelese MH-22A ir zmogaus epidermoidinés karcinomos lastelése A-431
sukéléme naudodami fotosensibilizatorius, kurie kaupiami jvairiose lastelés
organelése (MTHPC), mitochondrijy (Rh123 ir Safr) arba lizosomy (AIPcS,)
viduje. Apie mitochondrijy iSorinés membranos paZzaidas sprendéme pagal
mitochondrijy tarpmembraninéje ertmeéje esancio citochromo c iStekéjima 1
citozoli, mitochondrijy uzZpildo pazaidas sekéme pagal mitochondrijy uzpildui
savito fermento citrato sintazés aktyvumo pokycius, lizosomy uzpildo pazaidas
nustatéme pagal lizosomy savito fermento [-N-acetil-D-gliukozaminidazés
aktyvumo maz¢jima.

Visais atvejais stiprus fotodinaminis poveikis (CD80) sukélé apoptoze.
Kai fotodinaminis poveikis buvo nestiprus (CD<50), lasteliy su skirtingai
paZeistomis organelémis atsakas skyrési. [vairiose lastelés organelése sukauptas
mTHPC ir savitai lizosomose lokalizuotas AIPcS, sukélé apoptoze. Taciau
mitochondrijy vidaus pazaidos, sukeltos veikiant Rh123 ar Safr lastelése,
patyrusiose citotoksini poveiki, dél kurio ju gyvybingumas pragjus 24 val. po
poveikio buvo iki 50% mazesnis negu neveikty lasteliy, apoptozés nesukélé.
Tokiy lasteliy nekrozé buvo tokio paties lygio, kaip kontroliniy lasteliu.

Atlike lastelés ciklo tyrimus nustatéme, kad po FDP lastelés ciklas
sutriko. Taciau praé¢jus 24 val. po poveikio, veikiant {vairiose organelése
lokalizuotu mTHPC, lastelés ciklas nesiskyré nuo neveikty lasteliu ciklo. Tuo
tarpu stiprus poveikis naudojant lizosomose sukaupta AlPcS,; (CD80) ir
vidutinis poveikis (CD50), sukeltas mitochondriju uzpilde susikaupusio Safr
mazino S fazés lasteliy kieki pra¢jus 24 val. po poveikio.

Vienas i§ galimai apsauginiy procesy, kuris stipréjo paZeistose lastelése,
yra autofagija. Visos miisy tirtos pazaidos didino autofagosomy kieki.
Lastelese, veiktose ivairiose organelése susikaupusiu mTHPC, ir mitochondrijy
uzpilda pazeidzianc¢iu Safr, autofagija vyko iki galo — peptidazés skaide LC3
baltyma. Autofagija buvo intensyvi ir lastelése su pazeistu mitochondriju
uzpildu. Galima spéti, kad suskaidziusios paZeistas mitochondrijas, lastelés
galéjo iSvengti Zziities.

Lastelés su pazeistomis lizosomomis buvo ypatingai idomios autofagijos

tyrimams, nes lizosomos dalyvauja galutinése autofagijos stadijose. Siose
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lastelése, po fotodinaminio poveikio padaugejo autofagosomuy, taciau galutinés
autofagijos stadijos vyko tik po silpno citotoksinio poveikio (CD20) — buvo
skaidomas LC3 baltymas. Kitais atvejais - po vidutinio (CD50) ir stipraus
(CD80) poveikio, galutinés autofagijos stadijos nevyko, greiCiausiai Sie
poveikiai paZzeidé molekules, nuo kuriy priklauso autofagosomuy salieja su
lizosomomis, ar pacias lizosomy peptidazes.

Tirdami Iastelés cikla, pastebéjome, kad pazeistose lastelése padaugéja
p21 baltymo geno transkripto. Reiskia, kad mitochondrijy ar lizosomy uzpildo
pazaidos sukelia signala, kuris pasiekia branduoli ir kei¢ia geny raiska. Buvo
idomu nustatyti, ar tirty lastelés organeliy pazaidos indukuoja kai kuriy kity
geny, svarbiy lastelés atsakui, raiSka. Visi poveikiai daugiau ar maziau padidino
trijy tirty geny: VEGFA, HIF1A ir IL1A, raiSka.

Lizosomose susikaupgs AlPcS; daugiausiai i§ visy tirty poveikiy
padidino kraujagysliy endotelio augimo veiksnio VEGFA raiska. Organizme §is
citokinas gali padidinti paZeisty naviky apriipinima krauju, o tai bity
nenaudinga gydymui. Idomu, kad po S$io poveikio padidéjo ir VEGFA raiska
skatinancio transkripcijos veiksnio HIF-1 a subvieneto raiSka. [vairiose lastelés
organelése sukauptas mTHPC stipriausiai indukavo prouzdegiminio citokino
IL-1o geno raiska. Sis pleotropinis citokinas, veikiantis ir kaip transkripcijos
veiksnys, taip pat gali sukelti gydymui nenaudinga atsaka: miisy laboratorijoje
parodyta, kad slopinant $io citokino veikla, 1étéja naviko augimas.

Taigi, FDP, nukreiptas 1 skirtingas lastelés vietas (ivairios organelés
(mTHPC), mitochondrijos (Safr) ar lizosomos(AlPcS,)), gali sukelti kai kuriuos
lasteliy gyvybingumui svarbius vyksmus — kyla apoptozé, sutrinka lastelés
ciklas, inicijuojama autofagija, padid¢ja kai kuriy geny raiska (P21, VEGFA,
HIF1A ir ILTA). Be to, kai kurie vyksmai priklauso nuo poveikio dozés: 1) po
vidutinio stiprumo (CD50) fotodinaminio poveikio, naudojant Safr, yra
pazeidziamas mitochondrijy vidus, bet lastelés neztiva, o vyksta lasteliy ciklo
areStas; 2) po vidutinio (CD50) ir stipraus (CD80) fotodinaminio poveikio,
pazeidziancio lizosomas, veikiant AlPcS, lastelése padaugéja autofagosomuy,

taciau galutinés autofagijos stadijos nevyksta.
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3.1 lentelé. Rezultaty apibendrinimas

Fotosensi- | Lokalizacija | CD | Apoptozé | Autofagosomy | Autofagija | Lastelés ciklo Lastelés P21 VEGFA | 1IL1A HIF1A
bilizatorius padaugéjimas sutrikimas 6 | ciklo arestas
val. po 24 val. po
poveikio poveikio
mTHPC Ivairios 20 + — - n n + + + -
organelés
50 + + + + - + + + -
80 + + + + — + + + +
Mitochondrijy
Rh123 vidus 40 - n n n n n n n n
Safr Mitochondrijy | 20 - - - n n + + + -
vidus
50 - + + + + + + + +
80 + + + + — + + + +
AlPcS4 Lizosomy 20 + + + n n + + + +
vidus
50 + + - + - + ++ + ++
80 + + - + + + ++ + ++

n — nebuvo tirta




ISVADOS

1. Fotocitotoksinis poveikis, nukreiptas 1 skirtingas organeles, sukelia

kompleksinj lastelés atsaka, priklausanti nuo poveikio stiprumo ir pazaidy

vietos.

. Po mitochondriju viduje kaupiamo rodaminol23 ir Sviesos vidutinio
stiprumo (CD40) citotoksinio poveikio pelés hepatomos MH-22A lasteléms
sumaz¢ja mitochondrijy uzpildo fermento citrato sintazés aktyvumas, taciau
mitochondrijy iSorinés membranos pralaidumas nepadidéja ir neinicijuojama
apoptozeé. To paties stiprumo mezo-tetra-(3-hidroksifenil)chlorino sukeltas

fotodinaminis poveikis indukuoja apoptozg.

. Mitochondrijy viduje kaupiamo safranino O ir §viesos vidutinio stiprumo
(CD50) fotodinaminis poveikis zmogaus epidermoidinés karcinomos A-431
lasteléms nesukelia Igsteliy zities, bet sutrinka lasteliy ciklas. Didesné
poveikio doze (CD80) inicijuoja apoptozg. Tuo tarpu ir viduting¢ (CD50), ir
didele¢ (CD80) mezo-tetra-(3-hidroksifenil)chlorino sukelto fotodinaminio

poveikio doze sukelia lasteliy Ziti.

. Lizosomy viduje kaupiamo aliuminio (III) ftalocianino tetrasulfonato

fotodinaminis poveikis sukelia A-431 lasteliy zuti; vyrauja apoptozeé.

. Po safranino O arba mezo-tetra-(3-hidroksifenil)chlorino sukelto vidutinio ir
didelio stiprumo fotodinaminio poveikio A-431 Iastelése suintensyvéja
autofagija. Nors aliuminio (III) ftalocianino tetrasulfonato sukeltas mazos
(CD20), vidutinés (CD50) ar dideleés (CD80) dozés fotodinaminis poveikis
padidina autofagosomu kieki, taciau galutinés autofagijos stadijos vyksta

tiktai po mazos dozes fotodinaminio poveikio.

. Safranino O, aliuminio (III) ftalocianino tetrasulfonato arba mezo-tetra-(3-
hidroksifenil)chlorino sukeltas fotodinaminis poveikis A-431 Iastelése
padidina citokiny VEGF-A, IL-la ir transkripcijos veiksnio HIF-1 o
subvieneto geny raiSka RNR lygiu.
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