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SUTRUMPINIMAI 
 
AIF – apoptozę indukuojantis faktorius; 
AP-1 - transkripcijos faktorių šeima; 
Apaf-1 - apoptozę indukuojantis faktorius 1; 
AS - genetiškai modifikuotos MH-22A ląstel÷s, kuriose c-jun raiška iš dalies blokuojama; 
ATF - aktyvuojantis transkripcijos faktorius 
Bcl–2 – apoptozę reguliuojančių baltymų šeima; 
Bcl-x S, Bax, Bad, Bid, Bak - apoptozę skatinantys Bcl – 2  šeimos baltymai; 
Bcl–2, Bcl-xL – apoptozę slopinantys Bcl – 2 šeimos baltymai; 
Cdc2 - nuo ciklinų priklausoma kinaz÷; 
Cdk - nuo ciklinų priklausomos kinaz÷s; 
c-FLIP – kaspaz÷s homologas, neturintis proteaz÷s aktyvumo; 
Cit c - citochromas c; 
c-jun, c-fos,c-myc - protoonkogenai; 
CRE - cAMP atsako elementas 
CE – citochalazinas E; 
DMEM – Dalbeko modifikuota Iglo (Eagle) ląstelių auginimo terp÷; 
DMSO – dimetilsulfoksidas; 
DON – deoksinivalenolis; 
EGF- epiderminis augimo faktorius; 
EGFR - epiderminio augimo faktoriaus receptorius;  
ERK - ekstraląstelinio signalo reguliuojama proteino kinaz÷; 
FADD – su FAS asocijuotas mirties domeno baltymas; 
FasL - Fas receptoriaus ligandas; 
JNK - c-Jun N-galin÷ kinaz÷; 
JUN - genetiškai modifikuotos MH-22A ląstel÷s, kuriose c-jun raiška padidinta; 
MAPK - mitogenų aktyvuojamos proteino kinaz÷s; 
NDS - natrio dodecilsulfatas; 
MEM – modifikuota Iglo (Eagle) ląstelių kultivavimo terp÷; 
NF-κB - transkripcijos faktorius; 
NGF - nervų augimo faktorius; 
PAR – parentalin÷s, genetiškai nepakeistos MH-22A ląstel÷s; 
p38 – mitogenų aktyvuojama proteino kinaz÷;  
p53 - navikų augimą slopinantis baltymas, transkripcijos faktorius; 
pRb – retinoblastomos baltymas; 
Smac – antrasis mitochondrijų apoptozę aktyvinantis baltymas; 
TNF - navikų nekroz÷s faktorius; 
TNFα - transformuojantis augimo faktorius alfa; 
TNGβ - transformuojantis augimo faktorius beta; 
TRIS - 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis; 
VEKT – genetiškai modifikuotos MH-22A ląstel÷s, kuriose c-jun raiška nepakitusi. 
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ĮVADAS 

 

Lietuvoje, kaip ir visame pasaulyje, vis daugiau d÷mesio skiriama maisto produktų 

kokybei ir saugumui. Jau pra÷jusio amžiaus antrojoje pus÷je buvo pasteb÷ta, kad įvairių rūšių 

mikromicetai, besivystydami ant augalin÷s kilm÷s žaliavų ir iš jų pagamintų produktų 

sintetina ir išskiria į aplinką įvairios chemin÷s sud÷ties antrinius medžiagų apykaitos 

produktus - mikotoksinus, kurių dalis labai pablogina maisto kokybę ir kelia pavojų žmonių 

sveikatai. Jie laikomi vienu iš svarbiausių žmonių ir gyvūnų sveikatos rizikos faktorių. Šiuo 

metu apskaičiuota, kad mikotoksinais yra užkr÷sta daugiau nei 25% pasaulinio derliaus 

produkcijos. Daugelyje šalių mikotoksinų kiekis maisto produktuose ir pašaruose yra 

reglamentuojamas norminiais dokumentais. Mikotoksinai atsparūs terminiam apdorojimui, 

tod÷l gali būti randami maisto produktuose: miltuose, duonos gaminiuose, aluje. Šiuo metu 

identifikuota daugiau nei 400 mikotoksinų. Pagrindiniai toksinų producentai yra Aspergillus, 

Penicillium, Fusarium, Alternaria bei kitų mikromicetų genčių grybai, kurių sintetinami 

mikotoksinai (aflatoksinas, ochratoksinas, zearalenonas, deoksinivalenolis, fumonizinas bei 

visa eil÷ kitų cheminių junginių) kelia didžiausią pavojų gyvūnų bei žmonių sveikatai. 

Daugiau nei 100 mikromicetų metabolitų gali sukelti v÷žį, įtakoti embrionų vystymąsi bei 

sukelti įvairių organų fiziologinių funkcijų sutrikimą. 

Tiek ekonominiu, tiek sveikatos požiūriu vienas pavojingiausių mikotoksinų yra 

Fusarium genties grybų sintetinamas deoksinivalenolis, plačiai paplitęs grūdin÷se kultūrose ir 

iš jų pagamintuose produktuose. Šis mikotoksinas gali įtakoti gyvulių vaisingumą, sukelti 

virškinimo, įvairius nervų sistemos, imunin÷s sistemos sutrikimus. Kitas mikotoksinas – 

citochalazinas E gali inhibuoti ląstel÷s dalijimąsi bei baltymų sintezę, be to, kai kurių 

literatūros šaltinių teigimu, pasižymi nefrotoksiniu bei kancerogeniu veikimu. 

Pastaruoju metu vis did÷jantis d÷mesys skiriamas šių medžiagų veikimo mechanizmų 

tyrimams tiek in vivo, tiek in vitro. Suprantama, mikotoksinų veikimo molekulinių 

mechanizmų supratimas leistų tinkamai apsaugoti žmones ir gyvūnus nuo susirgimų, o 

susirgus pad÷tų parinkti efektyvias gydymo strategijas. 

 

Darbo tikslas: įvertinti mikotoksinų - citochalazino E ir deoksinivalenolio - veikimo 

mechanizmus, panaudojant skirtingos kilm÷s bei genetiškai modifikuotas ląsteles.  

 

Darbo uždaviniai:  

• ištirti citochalazino E ir deoksinivalenolio poveikį kraujo bei kepenų kilm÷s 

ląstelių proliferacijai bei gyvybingumui; 
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• įvertinti tiriamų junginių poveikį c-Jun N-galin÷s (JNK) ir p38 MAP kinaz÷s 

aktyvumui; 

• panaudojant genetiškai modifikuotas ląsteles įvertinti c-jun vaidmenį ląstel÷ms 

atsakant į citochalazino E bei deoksinivalenolio poveikį. 
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1. LITERAT ŪROS APŽVALGA 

 

1.1. Mikotoksinai  

 
Susidarius optimalioms sąlygoms kai kurie mikroskopiniai grybai gali produkuoti 

toksiškas žmon÷ms ir gyvuliams medžiagas – mikotoksinus. Tai yra mažo molekulinio svorio 

antriniai mikroskopinių grybų apykaitos produktai. Pagrindiniai šių toksinų produkuotojai yra 

plačiai paplitę gamtoje Fusarium, Alternaria, Aspergillus ir Penicillium genčių grybai, 

galintys augti ant pačių įvairiausių substratų [Demain., 1986]. Mikotoksinų sintez÷ (tipas ir 

kiekis) priklauso nuo mikromiceto genties, substrato sud÷ties, dr÷gm÷s, pH, temperatūros, 

deguonies, kitų esančių organizmų sąveikos bei kitų sąlygų [Albricht, 2001; Bhatnagar ir kt, 

2002]. Toksikologiniu ir cheminiu požiūriu tai labai heterogeniška medžiagų grup÷, kurią 

gana sunku ne tik apibūdinti, bet ir klasifikuoti. Šiuos metabolitus bandoma klasifikuoti pagal 

organus, kuriuos jie pažeidžia (hepatotoksinai, nefrotoksinai, neurotoksinai, imunotoksinai ir 

kt.), pagal klinikinius požymius, kuriuos jie sukelia (teratogenai, mutagenai, kancerogenai, 

alergenai), pagal cheminę struktūrą (laktinai, kumarinai ir kt.), pagal kilmę, priklausomai nuo 

to, kokia mikromicetų kultūra juos sintetina (pvz., Aspergillus toksinai, Penicillium toksinai ir 

kt.). 

Mikotoksinų toksiškumas žmon÷ms ir gyvuliams gali pasireikšti ūmiai ar chroniškai. Jų 

veikimo pas÷koje gali sutrikti nervų sistemos, širdies ir kraujagyslių sistemos, kv÷pavimo 

sistemos ar virškinamojo trakto veikla. Įvairūs mikotoksinai pasižymi labai skirtingais 

aktyvumais: priešvirusiniu ar priešbakteriniu veikimu, mutageniškumu, genotoksiškumu, 

teratogeniškumu, kancerogeniškumu. Kai kurių jų net maža koncentracija yra toksiška 

gyviems organizmams. Pavyzdžiui, keli miligramai T2 toksino gali sukelti gyvų organizmų 

žūtį. Yra mikotoksinų, pasižyminčių farmakologiniu aktyvumu, tod÷l šie junginiai bei jų 

dariniai gali būti naudojami kaip antibiotikai, augimo stimuliatoriai ar kitokio pobūdžio 

vaistai. Be to, jie yra tyrin÷jami kaip potencialios biologin÷s kovos priemon÷s [Bennet ir kt., 

2003]. 

 

1.1.1. Citochalazinai, jų biologinis aktyvumas; citochalazinas E 

 
Citochalazinai (gr. k. „cytos“ - ląstel÷; „chalasis“ – suglebimas, atsipalaidavimas) – tai 

įvairių mikromicetų genčių sintetinamų mikotoksinų grup÷, pasižyminti gimininga chemine 

struktūra bei biologiniu aktyvumu. Žinoma daugiau nei 15 citochalazinų junginių, žymimų 

didžiosiomis raid÷mis nuo A iki Z. Citochalazinai A ir B yra Helminthosporium 

dematioideum, citochalazinai C ir D - Metarrhizium anisoplia, citochalazinas E - Rosellinia 
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necatrix, citochalazinas F - Helminthosporium dematioideum, citochalazinai H ir J - 

Phomopsis paspali metabolitai. Pirmieji citochalazinai buvo atrasti 1964 m., ir jau nuo 1970 

metų tapo svarbiu intensyvių citologinių tyrimų objektu. Struktūriškai citochalazinai sudaryti 

iš fenilalanino ar triptofano liekanos, sujungtos su perhidroizoindolu, kuris, savo ruožtu, 

sujungtas su C16-C18 poliketo žiedine sistema (1 pav.). Pastarasis struktūrinis komponentas 

labiausiai varijuoja tiek sud÷timi, tiek dydžiu, ir yra svarbus apsprendžiant citochalazinų 

biologinį aktyvumą [Wells ir kt., 1981; Haindle ir kt., 2004]. 

 

1 pav. Citochalazinų struktūros modelis [Makioka ir kt., 2004]. 

 

Citochalazinai pasižymi citostatiniu aktyvumu: jie inhibuoja ląstel÷s jud÷jimą, stabdo 

besidalijančių ląstelių citoplazmos, bet ne branduolio, dalijimąsi bei indukuoja apoptozę 

[Peterson ir kt., 2002; Haidle ir kt., 2004]. Citochalazinai gali praeiti per ląstel÷s membraną ir 

įtakoti tokius procesus kaip monosacharidų, amino rūgščių, įvairių nukleozidų transportas per 

ląstel÷s membraną (citochalazinai A ir B), baltymų sintez÷ (citochalazinas D), angiogenez÷ 

(citochalazinas E), fagocitoz÷, trombocitų agregacija ar hormonų sekrecija [Ornelles ir kt., 

1986; Cooper, 1987]. Be to, citochalazinai gali įtakoti vaisingumą, pasižymi teratogeniniu 

poveikiu [Singh ir kt., 1987].  

Tačiau labiausiai žinomas citochalazinų poveikis mikrofilamentams. Šie mikotoksinai 

jungdamiesi su greičiau augančiu aktino (+)-galu stabdo mikrovamzdelių susirinkimą. Viena 

citochalazino molekul÷ jungiasi su vienu aktino filamentu. D÷l šios priežasties citochalazinai 

plačiai naudojami su aktinu susijusių procesų tyrimuose, analizuojant aktino filamentų 

dinamiką, ląstel÷s ciklo kinetiką ir chromosominius pažeidimus ląstel÷se [Berger ir kt., 1997]. 

Literatūros duomenimis, intaktin÷se, nepažeistose ląstel÷se, citochalazinų poveikis ląstel÷s 

morfologijai, F-aktino kiekiui bei organizacijai gali skirtis [Mills ir kt., 2000].  

Citochalazinų įtaka ląstel÷s ciklui. Nustatyta, kad šie mikotoksinai gali inhibuoti ląstelių 

adheziją, sąveikaudami su ląstel÷s paviršiaus makromolekul÷mis. Tokiu būdu jie įtakoja 

membranos morfologinius pasikeitimus, ląstel÷s augimą bei jud÷jimą. Tyrimų metu buvo 

įrodyta, kad citochalazinai depoliarizuoja aktino filamentus sutraukiamajame žiede telofaz÷s 

metu, to pas÷koje branduolys pasidalija nevykstant citokinezei ir formuojasi daugiabranduol÷s 
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ląstel÷s [Giganti ir kt., 2003]. Yra duomenų, kad citochalazinų poveikio pas÷koje ląstel÷s 

praranda branduolius [Goldman, 1972; Wei ir kt., 2002]. Aktino citoskeleto vientisumas turi 

būti išlaikomas visos G1 ląstel÷s ciklo faz÷s metu, tai svarbu palaikant aukštą ciklino D1 lygį 

ir slopinant p27KIP1, kuris veikia kaip neigiamas ciklino/Cdk komplekso aktyvumo 

reguliatorius ir gali stabdyti ląstel÷s augimą prieš restrikcijos arba ribos tašką, esantį v÷lyvoje 

G1 ląstel÷s ciklo faz÷je [Huang ir kt., 2002]. Mažos citochalazinų koncentracijos stabdo 

ląstel÷s ciklą G0/G1 faz÷je. To pas÷koje padid÷ja p53 raiška, padažn÷ja apoptoz÷ [Rubstova ir 

kt., 1998].  

Citochalazinų vaidmuo apoptoz÷s indukcijoje. Aktino citoskeleto poliarizacija ir 

depoliarizacija yra susijusi su ankstyvais ir v÷lyvais apoptoz÷s įvykiais [Halaby ir kt., 2003; 

Veselká ir kt., 2003]. Manoma, kad su aktinu sąveikaujantys citochalazinai gali keisti ne tik 

apoptozin÷s ląstel÷s morfologiją, bet ir inicijuoti programuotą ląstelių žūtį. Skirtingi 

citochalazinai apoptozę indukuoja nevienodu dažniu. Tai susiję su jų skirtingu afiniškumu 

aktino filamentams [Suria ir kt., 1999]. Literatūros duomenimis, aktino citoskeleto ardymas 

gali įtakoti mitochondrijų funkcijas, padidinti mitochondrijų membranų pralaidumą. To 

pas÷koje išlaisvinamas citochromas c, kaspaz÷s ir jų aktyvatorius Apaf-1. Visa tai susiję su 

apoptoz÷s indukcija. Buvo iškelta hipotez÷, kad citochalazinai žinduolių ląstel÷se gali 

inhibuoti gliukoz÷s transporto sistemą, jungdamiesi su gliukoz÷s transporteriu GLUT1 

[Gottschalk ir kt., 2000]. Pelių embrionin÷se ląstel÷se ir hematopoetin÷s kilm÷s ląstelių 

kultūrose, neturinčiose GLUT1, stebima padid÷jusi apoptoz÷, nežiūrint to, kad čia yra kitos 

GLUT izoformos (GLUT2, GLUT3, GLUT8) [Heiling ir kt., 2003]. Literatūros duomenimis, 

aktino citoskeleto depoliarizacija yra susijusi su p38 ir JNK MAPK signalinių kelių aktyvacija 

bei padid÷jusia c-Jun raiška [Oren ir kt., 1999].  

Citochalazinas E (CE) – tai Aspergillus clavatus ir Rosellinia necatrix metabolitas, 

besiskiriantis nuo kitų citochalazinų epoksido grupe ir turintis struktūrinių panašumų su 

angiogenezę slopinančiomis molekul÷mis [Giganti ir kt., 2003]. Tačiau skirtingai nei kiti 

žinomi angiogenez÷s inhibitoriai (mikromicetų antrinis metabolitas, fumagilinas ir jo 

sintetiniai analogai, taip pat turintys savo struktūroje epoksido grupę), citochalazinas E 

neinhibuoja metionino aminopeptidaz÷s 2 (MetAP2) [Zhang ir kt., 2002]. Ši epoksido grup÷ 

nulemia citochalazino E specifiškumą ir biologinį aktyvumą (2 pav.).  
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2 pav. Citochalazino E struktūra [Makioka ir kt., 2004]. 
 
Citochalazinas E yra vienas iš stipriausių šios grup÷s toksinų. Ypač toksiškas jis yra 

pel÷ms, žiurk÷ms, jūrų kiaulyt÷ms. Histopatologinių tyrimų metu pasteb÷ta, kad didel÷s šio 

mikotoksino koncentracijos sukelia kepenų, inkstų, blužnies, kasos, žarnyno ląstelių nekrozę, 

smegenų edemas, kraujagyslių sienelių pažeidimus [Glinsukon ir kt., 1975]. Mažesn÷s 

citochalazino E koncentracijos gali slopinti angiogenezę ir navikų augimą in vivo [Udagawa 

ir kt., 2000]. Be to, tyrimų metu nustatyta, kad šis citochalazinas stipriai ir selektyviai 

inhibuoja galvijų kapiliarinio endotelio (BCE) ląstelių proliferaciją in vitro. Šių ląstelių 

proliferacijos slopinimas yra dvejopas ir vyksta plačiose citochalazino E koncentracijų ribose: 

esant didel÷ms koncentracijoms, ląstelių proliferacijos inhibicija susijusi su aktino ardymu, 

tuo tarpu mažos koncentracijos slopina ląstelių augimą nuo epoksido grup÷s priklausomu 

mechanizmu [Udagawa ir kt., 2000]. 

 

1.1.2. Deoksinivalenolis – paplitimas, veikimo mechanizmai 

 
Deoksinivalenolis (DON, arba vomitoksinas) – priklauso struktūriškai panašių 

mikotoksinų trichotecenų grupei ir yra išskiriamas iš Fusarium genties grybų (Fusarium 

culmorum ir Fusarium graminearum), plačiai paplitusių grūdin÷se kultūrose, randamas iš jų 

pagamintuose produktuose (miltuose, aluje, salykle) (3 pav.). DON toksiškumą lemia 

molekul÷je esantis 12, 13 epoksi žiedas. 

 

3 pav. Deoksinivalenolio chemin÷ struktūra [Eriksen ir kt., 2004]. 
 
Tai vienas toksiškiausių trichotecenų, ląstel÷s lygmenyje galintis inhibuoti DNR, RNR, 

baltymų sintezę, sąveikauti su ląstel÷s organel÷mis. Kai kurios Europos, Azijos, Pietų ir 
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Šiaur÷s Amerikos šalys turi DON apribojimus grūdin÷ms kultūroms, siekiančius 100 - 2000 

µg/kg [Larsen ir kt., 2004]. Yra duomenų, kad kviečiuose aptikti 0,9 – 7,6 µg/kg DON kiekiai 

gali būti pavojingi gyvuliams bei žmogui [Maresca ir kt., 2002]. Šis mikotoksinas gali įtakoti 

gyvulių vaisingumą, sukelti virškinimo, įvairius nervų sistemos, imunin÷s sistemos 

sutrikimus. Nustatyta, kad DON gali pasižym÷ti tiek imunosupresiniu, tiek 

imunostimuliaciniu veikimu priklausomai nuo doz÷s ir poveikio trukm÷s. Imunosupresinis 

vaidmuo gali būti aiškinamas baltymų sintez÷s inhibicija, tuo tarpu imunostimuliacija gali 

būti siejama su įprastų reguliatorinių mechanizmų sutrikdymu [Rotter ir kt., 1996]. Atlikus 

tyrimus nustatyta, kad DON poveikio pas÷koje pakinta IgA gamyba pelių organizme. Šis 

poveikis panašus į žmonių, sergančių IgA nefropatija (glomerulonefritu) [Chung ir kt., 2003]. 

DON indukuoja apoptozę įvairiose ląstelių rūšyse in vivo ir in vitro, aktyvindamas 

kaspazę-3, skatindamas DNR fragmentaciją, chromatino kondensaciją bei aktyvindamas 

MAPK (mitogenų aktyvuojamos proteinų kinaz÷s) šeimos kinazes. Nustatyta, kad DON 

eukariotin÷se ląstel÷se inhibuoja polipeptidiltransferaz÷s reakciją, prisijungdamas prie 60S 

ribosominio subvieneto ir tuo būdu slopina baltymų sintezę. Polipeptidiltrasferaz÷s 

inhibitoriai gali būti ribotoksinio streso atsako priežastimi, tod÷l yra aktyvinamos JNK ir p38 

– streso aktyvinamos MAP kinaz÷s [Shifrin ir kt., 1999]. Žinoma, kad kai kuriose 

eksperimentin÷se sistemose JNK/p38 kinazių aktyvacija reikalinga apoptoz÷s indukcijai. Yra 

duomenų, kad DON gali sukelti Bax (proapoptotinio baltymo) translokaciją į mitochondrijas. 

D÷l to sukeliamas citochromo c išlaisvinimas ir apoptozin÷ ląstelių žūtis, tačiau neįtakojamas 

mitochondrijų membranos pralaidumas [Zhou ir kt., 2005]. Literatūros duomenimis, DON 

poveikio metu pel÷s RAW 264.7 makrofagų ląstel÷se gali būti aktyvinama proteinkinaz÷ R 

(PKR) ir hematopoetin÷ ląstel÷s kinaz÷ (Hsk). Šiuo atveju vyksta MAP kaskados aktyvinimas, 

padid÷ja p53 raiška, aktyvinama kaspaz÷-3 [Zhou ir kt., 2003; Pestka ir kt., 2004]. Naujesniais 

duomenimis, deoksinivalenolis gali indukuoti ciklooksigenaz÷s-2 (COX-2) genų ekspresiją 

makrofaguose. Šis fermentas susijęs su uždegiminių mediatorių prostaglandinų sinteze, 

reguliuojama MAP kinazių lygmenyje [Moon ir kt., 2002]. Mažos DON koncentracijos taip 

pat gali aktyvinti ekstraląstelinių signalų reguliuojamas kinazes ERK1 ir ERK2. Literatūros 

duomenimis, DON sukelia ERK1/2 indukciją, susijusią su antiapoptotinio kelio 

ERK/AKT/p90Rsk/Bad iniciavimu makrofaguose [Zhou ir kt., 2005]. Šiuo atveju, ERK 

aktyvacija gali būti svarbi kaip ląstel÷s išgyvenimo signalas. Nustatyta, kad apoptoz÷s dažnis 

stipriai padid÷ja inhibavus ERK specifiniu inhibitoriumi PD98059 ir paveikus DON [Yang ir 

kt., 2000]. Tačiau kitais literatūros duomenimis, ERK inhibicija beveik neturi įtakos 

apoptoz÷s dažniui [Pestka ir kt., 2005].  
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Teigiama, kad citostatinis DON veikimas pasireiškia ląstel÷s ciklo sustabdymu G0/G1 

faz÷je [Fornelli ir kt., 2004]. 

 

1.2. Ląstel÷s ciklas 

 
Ląstel÷s ciklas yra sud÷tingas procesas, kurio metu vyksta įvairūs pokyčiai: ląstel÷ 

padvigubina savo genomą, auga ir pasidalija į dvi dukterines ląsteles. Procesai, vykstantys 

nuo vieno ląstel÷s ciklo dalijimosi iki kito, skirstomi į stadijas, kurių visuma ir vadinama 

ląstel÷s ciklu. Ląstel÷s ciklas skirstomas į keturias fazes: G1, S, G2 ir M. Po ląstel÷s 

pasidalijimo atsiradusios dukterin÷s ląstel÷s yra G1 faz÷je. Šios faz÷s metu ląstel÷s auga, 

vyksta normali medžiagų apykaita, padvigub÷ja organel÷s, sintezuojama daug ląstel÷s 

baltymų, RNR, apvalkal÷lio komponentai ir kitos makromolekul÷s. Po G1 faz÷s seka S faz÷, 

kurioje replikuojasi DNR, dvigub÷ja chromosomos. G2 stadijos metu vyksta įvairūs mitozei 

reikalingi paruošiamieji metaboliniai procesai. Prasidedanti M faz÷ (mitoz÷) susideda iš 

dviejų procesų– branduolio pasidalijimo (kariokinez÷s) ir citoplazmos dalijimosi 

(citokinez÷s). Mitoz÷s metu vyksta chromatino kondensacija, citoskeleto struktūros pokyčiai, 

chromosomų jud÷jimas vidurio plokštumos, o v÷liau ir ląstel÷s polių link, be to, branduolio 

bei visos ląstel÷s pasidalijimas. Ląstel÷s ciklo dalis be mitoz÷s vadinama interfaze. 

Ląstel÷ palaipsniui auga viso ciklo eigoje ir jos apimtis padvigub÷ja iki mitoz÷s. 

Baltymų ir mRNR sintez÷ vyksta visos interfaz÷s eigoje, o DNR replikacija – tik S faz÷s 

metu. Nesidalijančios ir ramyb÷s būkl÷je esančios ląstel÷s, laikomos „iš÷jusios iš ciklo“ ir 

esančios ramyb÷s faz÷je G0 [Cooper, 2003]. 

Ląstel÷s cikle vykstančią nuoseklią fazių kaitą kontroliuoja sud÷tinga evoliucijos eigoje 

ištobul÷jusi universali reguliacin÷ sistema. Mažiausia pažaida dalijimosi procesų metu 

sustabdo ląstel÷s slinktį ciklu tam tikrose vietose, kurios vadinamos kontrol÷s taškais. 

Pagrindin÷s ląstel÷s ciklo vietos, kuriose yra vykdoma DNR pažaidų kontrol÷, yra per÷jimai iš 

G1 į S fazę ir iš G2 į M fazę, taip pat kontrol÷s taškai S ir M faz÷se [Kastan ir kt., 2004]. 

Kontrol÷s taške ląstel÷ sustabdo slinktį ciklu ir pašalina pažaidą arba visiškai pasitraukia iš 

ciklo. 

Ląstel÷s slinktį iš vienos faz÷s į kitą reguliuoja proteinkinazių kompleksai. Tai 

heterodimeriniai baltymai. Jų reguliaciniai subvienetai vadinami ciklinais, o katalitiniai - nuo 

ciklinų priklausomomis kinaz÷mis, Cdk (ang. k. – cyclin-dependent kinases), kurios 

nepasižymi kinaziniu aktyvumu tol, kol nesusijungia su reguliaciniu subvienetu - ciklinu. 

Kiekviena Cdk gali asocijuoti su skirtingais ciklinais. Visų ciklinų koncentracija ciklo eigoje 

svyruoja, jų kiekis svarbus ląstel÷s ciklo slinkčiai.  
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Ląstelei slenkant ciklu sintetinami keturi ciklinai – D, E, A ir B. Ciklinai D ir E 

funkcionuoja G1 faz÷je, o ciklinai A ir B yra aktyvūs v÷lesn÷se ciklo faz÷se - S ir G2 (4 pav.). 

Ciklinų aktyvumai dažniausiai yra reguliuojami fosforilinimo ar ubikvitilinimo būdu. A ir B 

ciklinai N-gale turi homologines sekas, kurios sąlygoja šių ciklinų suirimą mitoz÷s pabaigoje 

(ang. k. - destruction box). Ciklinų D ir E C-galuose yra PEST sekos, sąlygojančios jų gana 

trumpą gyvenimo trukmę lstel÷je. D÷l šių priežasčių, ciklinų kiekis ir aktyvumai ląstel÷s ciklo 

eigoje nuolat kinta.  

 

4 pav. Ciklinų raiškos kitimas ląstel÷s ciklo metu: D, E, A, B – ląstel÷s ciklinai, 
ekspresuojami skirtingų ląstel÷s ciklo fazių metu; G0, G1, S, G2 ir M – ląstel÷s ciklo 
faz÷s [Sherr, 1996]. 

 

Ankstyvoje G1 faz÷je pirmiausia pradeda veikti ciklinai D, sudarantys kompleksus su 

nuo ciklinų priklausomomis kinaz÷mis Cdk4 bei Cdk6 ir, tokiu būdu, inicijuojantys ląstel÷s 

ciklo pradžią (5 pav.). Žinomi trys D tipo ciklinai: D1, D2 ir D3. Šių ciklinų raiška priklauso 

nuo mitogeninių veiksnių. Ciklino D1 ekspresija suaktyv÷ja ląstelei paliekant ramyb÷s fazę 

G0 ir pereinant į ciklo fazę G1. Tai įvyksta veikiant augimo faktoriams [Coleman ir kt., 2004]. 

Ciklino D/Cdk4 (arba Cdk6) kompleksai reikalingi ląstel÷s slinkčiai per G1 fazę ir įsijungimui 

į S fazę. Be to, ciklino D/Cdk4 (arba Cdk6) kompleksas gali fosforilinti retinoblastomos geno 

produktą pRb, kuris yra v÷žio supresorius ir vienas pagrindinių ląstel÷s ciklo reguliatorių 

[Tamrakar ir kt., 2000; Huynh ir kt., 2004]. Fosforilinus pRb, jis tampa neaktyvus ir negali 

blokuoti ląstel÷s ciklo genų transkripcijos. Šiuo atveju, yra atpalaiduojamas faktorius E2F, 

kurį nefosforilintas pRb laiko prisijungęs, inhibuodamas jį alosteriškai. Laisvas E2F atlieka 

transkripcijos faktoriaus vaidmenį, aktyvindamas ankstyvojo atsako genus, reikalingus DNR 

replikacijai bei fermentus, būtinus DNR metabolizmui ir sintezei [Coleman ir kt., 2004]. Šis 

etapas ląstel÷s cikle, kai įveikiamas baltymo pRb reguliuojamas kontrol÷s taškas, vadinamas 

ribos arba R tašku. Jį įveikusios ląstel÷s yra pasiruošusios prad÷ti DNR replikaciją. 

Hiperfosforilintoje (neaktyvioje) formoje pRb toliau palaiko ciklino A/Cdc2 ir ciklino B/Cdk1 
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kompleksai. M faz÷s pabaigoje pRb greitai defosforilinamas ir, savo ruožtu, susijungdamas su 

transkripcijos faktoriumi E2F, slopina ląstel÷s dalijimąsi.  

V÷lyvoje G1 faz÷je susidaro ciklino E/Cdk2 kompleksai. Be to, G1/S riboje pasirodo ir 

ciklino A/Cdk2 kompleksai. Šie du kompleksai yra svarbūs DNR replikacijos iniciacijai ir 

užbaigimui: ciklino E/Cdk2 kompleksas dalyvauja DNR sintez÷s iniciacijoje, o ciklino 

A/Cdk2 kompleksas skatina ląstel÷s slinktį S faze. Pastarasis ciklinas yra sintetinamas ir G2 

faz÷s metu. Šiuo atveju jis sudaro kompleksą su Cdc2. V÷liau indukuojama ciklino B 

ekspresija. Literatūros duomenimis, ciklino A/Cdc2 kompleksas gali inicijuoti chromosomų 

kondensaciją ir kitus ankstyvos profaz÷s įvykius [Takizawa ir kt., 2000].  

M faz÷s pagrindin÷ kinaz÷ Cdk1 (kitaip dar vadinama Cdc2) jungiasi su ciklinu B, 

skatindama ląstel÷s slinktį iš G2 faz÷s į M fazę. Šis kompleksas vadinamas mitozę skatinančiu 

veiksniu arba MPF (ang. k. – mitosis-promoting factor). Šis veiksnys tiesiogiai arba 

netiesiogiai katalizuoja eilę fosforilinimų: branduolio lamino, histoninių ir nehistoninių DNR 

baltymų. Be to, fosforilinimo metu yra reguliuojamas ir chromatidžių atsiskyrimas anafaz÷s 

metu. M faz÷s pabaigoje ciklinas B yra suardomas veikiant ubikvitinazei ir MPF tampa 

neaktyviu. 

 

5 pav. Ląstel÷s ciklas ir jo reguliacija; ciklinų/ Cdk kompleksų kitimas ciklo metu. G1, 
S, G2, M – ląstel÷s ciklo faz÷s; CIP/KIP ir INK4 – baltymai, inhibuojantys Cdk [Garret, 
2001]. 
 

Žinduolių ląstel÷se nuo ciklinų priklausomas kinazes inhibuoja Cdk inhibitoriai (CKI). 

Pagal struktūrą CKI skirstomi į dvi šeimas: Ink4 (ang. k. - cdk4 inhibitor) ir CIP/KIP (ang. k. 

- cdk inhibitor protein/kinase inhibitor protein) [Wainwright ir kt., 2001]. Ink4 šeimai 

priskiriami  

4 baltymai (p15INH4A, p16INH4B, p18INH4C, p19INH4D), kurie pasižymi specifine sąveika su Cdk4 

bei Cdk6 kinaz÷mis. Susidarius stabiliam inhibitoriaus/kinaz÷s kompleksui yra blokuojama 
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šių kinazių sąveika su ciklinu D. CIP/KIP šeimą sudaro p21CIP1, p27KIP1 ir p57KIP2 baltymai. 

Priešingai nei INK4 šeimos inhibitoriai, CIP/KIP baltymai jungiasi ne vietoj ciklino, o su 

ciklino/Cdk kompleksu. Nors CIP/KIP šeimos baltymai sąveikauja su platesniu Cdk ratu 

(Cdk4, Cdk6, Cdk 2, Cdc2), jie blokuoja tik Cdk2 aktyvumus [Johnson ir kt., 1999; Garret, 

2001].  

 

1.3. Apoptoz÷ ir nekroz÷ - pagrindin÷s ląstelių žūties formos 

 
Ląstelių žūtis priklausomai nuo žalojančio veiksnio stiprumo, jo veikimo trukm÷s, 

žuvimo proceso trukm÷s ir ATP atsargų ląstel÷je išsekimo laipsnio gali vykti dviem 

skirtingais mechanizmais: apoptoz÷s arba programuotos ląstelių žūties ir nekroz÷s [Burek ir 

kt., 2003]. 

Apoptoz÷ – tai aktyvi, genetiškai reguliuojama ląstel÷s žūties forma, vykstanti 

fiziologin÷mis sąlygomis. Ji gali būti apibūdinama specifiniais morfologiniais, biocheminiais, 

molekuliniais įvykiais, susijusiais su citoplazmos, plazmin÷s membranos ir branduolio 

pokyčiais. Apoptoz÷ yra svarbi daugialąsčių organizmų vystymuisi: embriogenez÷je, 

ontogenez÷je, bręstant imunin÷s sistemos ląstel÷ms ir kt. Sutrikusi apoptoz÷s iniciacija arba 

jos nebuvimas gali būti daugelio ligų - v÷žio, autoimuninių susirgimų, virusinių infekcijų - 

priežastimi [Gupta, 2003]. Apoptozei vykti būtina energija ir de novo makromolekulių 

sintez÷, o, išsekus energetiniams ląstel÷s ištekliams, įvyksta nekroz÷ [Syntichaki ir kt., 2002].  

Ankstyvos apoptoz÷s metu, ląstel÷ dehidratuoja, susitraukia, prarandami ryšiai su 

kitomis ląstel÷mis, vyksta tolygi chromatino kondensacija, o v÷liau ir branduolio DNR 

fragmentacija [Barišić ir kt., 2003]. Branduolio fragmentai su citoplazmos likučiais 

supakuojami į plazmine membrana apgaubtus apoptozinius kūnelius. In vivo šiuos kūnelius 

atpažįsta ir fagocituoja makrofagai. Uždegiminis procesas nepasireiškia, plazmin÷ membrana 

išlieka vientisa iki proceso pabaigos (6 pav.). In vitro apoptoziniai kūneliai išbrinksta ir yra 

lizuojami. Ši paskutin÷ ląstel÷s žūties forma in vitro vadinama „antrine nekroze“.   

Nekroz÷ - pasyvus procesas, kurio nekontroliuoja jokie homeostatiniai mechanizmai. 

Nekroz÷s metu naujų baltymų sintez÷ nevyksta [Syntichaki ir kt., 2002]. Tai dažniausiai 

pasireiškiantis žūties būdas, veikiant įvairiems egzogeniniams dirgikliams ar tokiems 

stresams, kaip išemija bei cheminis pažeidimas. Jos metu pažeidžiama membrana ir ląstel÷ 

nesugeba palaikyti homeostaz÷s. Vanduo ir kiti ekstraląsteliniai jonai skverbiasi į ląstel÷s 

vidų. Nekroz÷s metu padid÷ja ląstel÷s tūris, išbrinksta organoidai, ypač mitochondrijos. To 

pas÷koje įvyksta ląstel÷s liz÷. Citoplazmos turinys ir įvairūs lizosominiai fermentai išsiskiria į 

ekstraląstelinį skystį. In vivo nekrozę dažnai lydi įvairūs audinių pažeidimai, sukeliantys 
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uždegiminį atsaką [Nelson ir kt., 2004]. Branduolyje pokyčiai nežymūs, chromatinas išlieka 

nepakitęs, vyksta atsitiktin÷ DNR fragmentacija. Nekrotin÷ ląstelių žūtis gali vykti ir ląstelių 

kultūrose d÷l spart÷jančios apoptoz÷s, kur n÷ra fagocituojančių ląstelių [Lawen, 2003]. 

 

6 pav. Pokyčiai ląstel÷je nekroz÷s (kair÷je) ir apoptoz÷s (dešin÷je) metu 
[www.cred.mdanderson.org/surp/resources/Apoptosis.pdf].  
 

1.4. Apoptoz÷s reguliacija, pagrindiniai mechanizmai 

 
Apoptoz÷ yra genetiškai kontroliuojamas ir evoliucijos eigoje nedaug tepakitęs procesas, 

kurio dalyviai tarpusavyje sąveikauja tam tikra seka. Ankstyvos apoptoz÷s metu vyksta tam 

tikri pasikeitimai ląstel÷s paviršiuje: atsiranda pokyčiai glikoproteinų ir glikolipidų 

grandin÷se, fosfatidilserinas translokuojamas iš vidin÷s membranos pus÷s į išorinę, o tai 

tarnauja atpažinimo signalu fagocitin÷ms ląstel÷ms [Azuma, 2002]. 

Daugumą morfologinių pokyčių programuotos ląstel÷s žūties metu lemia kaspaz÷s 

(cisteino proteaz÷s). Ląstel÷je jos saugomos kaip neaktyvios prokaspaz÷s, kurios yra 

aktyvinamos jas skaldant. Šiuo metu žinduolių audiniuose identifikuota keturiolika kaspazių. 

Kaspaz÷s substratus skelia ties asparto rūgštimi (Asp-Xxx), esančia arčiau C-galo nuo 

atpažįstamo fragmento. Kaspazių taikiniais tampa baltymai, dalyvaujantys transkripcijoje, 

DNR replikacijoje, DNR reparacijoje [Lawen, 2003]. Be to, kaspazių poveikio pas÷koje yra 

aktyvinamos nuo Ca2+ ir Mg2+ priklausomos endonukleaz÷s, kurios suskaldo branduolio DNR 

į 50-200 bp fragmentus. Šis procesas vadinamas internukleosomine DNR fragmentacija. Tai 

vienas būdingiausių apoptoz÷s bruožų [Barišić, 2003]. 

Kaspaz÷s, dalyvaujančios apoptoz÷s iniciacijoje, skirstomos į dvi grupes: iniciatorin÷s ir 

efektorin÷s. Iniciatorin÷s kaspaz÷s yra aktyvinamos atsakant į proapoptozinį poveikį. Jos, 

savo ruožtu, aktyvina efektorines kaspazes. Šiuo metu geriausiai ištirti du apoptoz÷s 

iniciacijos keliai: išorinis (receptorinis) ir vidinis (mitochondrinis) (7 pav.). 
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Išorinio (receptorinio) apoptoz÷s kelio metu pašalinamos viruso infekuotos arba v÷žin÷s 

ląstel÷s, o taip pat limfocitai imuninio atsako pabaigoje. Šiuo atveju yra aktyvinami 

receptoriai vadinami mirties receptoriais: TNF, Fas. Šie receptoriai turi cisteino turtingą 

išorinį domeną, kuris reikalingas ligando prisijungimui bei intraląstelinį domeną DD (ang. k. - 

death domain), reikalingą apoptozinio signalo perdavimui [Rossi ir kt., 2003]. Ligandui 

prisijungus prie mirties receptoriaus, pastarojo viduląstelinis domenas DD sąveikauja su 

adapteriniais baltymais, kurie turi mirties efektorinius domenus DED (ang. k. – death-effector 

domain), reikalingus tolimesniam signalo perdavimui. Fas receptorius, dar žinomas kaip 

CD95 arba Apo–1 yra transmembraninis glikoproteinas, aktyvinamas Fas ligando (FasL). 

Aktyvuotų Fas receptorių viduląstelinis domenas DD rišasi su baltymų adapterių - FADD 

(ang. k. - Fas associated death domain) atitinkamais DD motyvais ir suformuoja trimerinį 

mirties signalą indukuojantį kompleksą (DISC) (ang. k. – death inducing signaling complex), 

į kurio sud÷tį dar įeina prokaspaz÷–8 ir prokaspaz÷–10. Kaspaz÷s–8 aktyvaciją blokuoja 

kaspaz÷s homologas c-FLIP [Hengartner, 2000; Thorburn, 2004]. Aktyvi kaspaz÷–8 kerpa ir 

aktyvina proapoptozinį Bcl–2 šeimos baltymą Bid. Gautas 15 kDa C-galo fragmentas 

translokuojamas į mitochondrijas ir indukuojamas citochromo c išlaisvinimas. To pas÷koje 

aktyvinama kaspaz÷–9 [Zeiss, 2003; Papadakis ir kt., 2006]. Kitas receptorius yra TNF, kurį 

aktyvina su TNF susijęs apoptozę indukuojantis ligandas (TRAIL) (ang. k. tumor necrosis 

(TNF)-related apoptosis-inducing ligand) [Kuwana ir kt., 2003]. Neretai išorinio mirties 

receptorių kelio nepakanka ląstelei sunaikinti. Šiuo atveju netiesiogiai aktyvinamas vidinis 

(mitochondrijų) apoptoz÷s kelias.  

Mitochondrinį apoptoz÷s iniciacijos kelią aktyvina daugyb÷ įvairių dirgiklių – 

chemoterapin÷s medžiagos, UV radiacija, streso molekul÷s, augimo hormonų trūkumas ir kt. 

Mitochondrijų tarpmembranin÷je ertm÷je lokalizuotos įvairios molekul÷s (citochromas c, kai 

kurios prokaspaz÷s, adenilato ciklaz÷ 2, endoG, Diablo/Smac, Omi/HtrA2 ir AIF), kurios 

išsilaisvinamos padid÷jus mitochondrijų išorin÷s membranos pralaidumui [Gupta, 2003]. 
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7 pav. Apoptoz÷s keliai: išorinis receptorių kelias, prasidedantis nuo Fas/CD95 ar TNF 
receptoriaus (dešin÷je) ir vidinis, nuo mitochondrijų priklausantis, kelias (kair÷je) 
[MacFarlane ir kt., 2004]. 
 
 

Citochromo c išsiskyrimas į citozolį yra vienas pagrindinių mitochondrinio apoptoz÷s kelio 

etapų, kurio metu citochromas c, Apaf-1 ir kaspaz÷-9 formuoja apoptosomos kompleksą. To 

pas÷koje aktyvinamos efektorin÷s kaspaz÷s-3, -6, -7, paleidžiama proteolitin÷ kaskada, 

sukelianti ląstelių žūtį [Ott ir kt., 2002].  

Apoptoz÷s iniciacija neapsiriboja vien išoriniu ir vidiniu apoptoz÷s aktyvacijos keliais, 

tačiau kiti keliai dar mažai ištirti. Nustatyta, kad žinduolių ląstel÷se d÷l mitochondrijų 

pralaidumo išsilaisvinę AIF (ang. k. - apoptosis-inducing factor) ir endoG nuo kaspazių 

nepriklausomu būdu gali sukelti DNR fragmentaciją ir chromatino kondensaciją [Kuwana ir 

kt., 2003]. Be to, neseniai nustatyta, kad proapoptozinis baltymas Bid gali būti aktyvinamas 

tokių proteazių, kaip granzimas B, lizosomin÷s proteaz÷s, ir to pas÷koje aktyvinti vidinį 

apoptoz÷s kelią [Gupta, 2003]. 

Svarbūs programuotos ląstelių žūties reguliatoriai yra Bcl–2 šeimos baltymai, galintys 

skatinti (Bax, Bad, Bid, Bad, Bim ir kt.) arba slopinti (Bcl - 2, Bcl - XL, Mcl-1, Bcl-w, A-1 ir 

kt.) apoptoz÷s procesą. Bcl- 2, Bcl-XL dažniausiai konstitutyviai yra lokalizuoti mitochondrijų 

membranose, tuo tarpu Bax, Bid, Bim randamas sveikų ląstelių citozolyje [Papadakis ir kt., 

2006]. Šie baltymai tarpusavyje sudaro homo- ir heterodimerus. Ląstel÷s likimas priklauso 
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nuo pro- ir antiapoptozinių baltymų santykio šiuose kompleksuose [Fesik, 2000; Orrenius S, 

2004].  

Apoptoz÷s reguliacijai yra svarbus p53 baltymas. Tai v÷žio supresorius ir transkripcijos 

faktorius, kontroliuojantis genų, susijusių su ląstel÷s ciklo eiga, apoptoze, DNR reparacija, 

angiogeneze, baltymų degradacija, raišką. p53 gali inicijuoti apoptozę aktyvindamas 

proapoptozinius Bcl–2 šeimos narius (Bax, Bak, PUMA, Noxa) ir slopindamas 

antiapoptozinius Bcl–2 baltymus (Bcl-2, Bcl-XL), koduojančių genų raišką. Pakitęs Bcl–

2:Bax santykis aktyvina vidinį apoptoz÷s kelią. p53 kontroliuoja ir PIGs šeimos, kuri susijusi 

su ROS kontrole ir produkcija, genų raišką. Padid÷jęs ROS kiekis taip pat gali aktyvinti 

mitochondrinį apoptoz÷s kelią. Įdomu tai, kad mitochondrijos gali būti ir ROS šaltinis, ir 

taikinys [Simon ir kt., 2000; Blatt ir kt., 2001]. Be to, p53 aktyvina CD95 ir TRAIL–R2, tuo 

būdu indukuodamas nuo receptorių priklausomą apoptozę [Johnstone ir kt., 2002]. V÷žio 

supresoriaus p53, reguliuodamas už ląstel÷s ciklą atsakingų genų raišką, gali stabdyti ląstel÷s 

ciklą arba prieš DNR replikaciją (G1 faz÷je), arba prieš mitozę (G2 faz÷je) [Vousden, 2002]. 

 

1.5. MAPK signalo perdavimo kelias 

 
Įvairūs signaliniai keliai leidžia ląstelei atitinkamai reaguoti į aplinkos pokyčius. 

Mitogenų aktyvinamų proteinkinazių (MAPK) (ang. k. - mitogen activated protein kinases) 

kaskada yra viena geriausiai ištirtų signalo perdavimo sistemų. Tai yra dvigubo specifiškumo 

serino/treonino kinaz÷s, svarbios daugeliui ląstel÷s procesų: diferenciacijai, jud÷jimui, 

dalijimuisi ir žūčiai. Remiantis sekų panašumu, aktyvatoriais, substrato specifiškumu, MAP 

kinaz÷s gali būti skirstomos į mažiausiai keturias grupes. Tai ekstraląstelio signalo 

reguliuojama kinaz÷ (ERK), c-Jun N-galin÷ kinaz÷ (JNK, taip pat žinoma, kaip streso 

aktyvinama proteinkinaz÷, SAPK), p38 MAPK ir ERK5 (8 pav.). ERK kaskadą aktyvina 

augimo faktoriai ir ji svarbi ląstelių augimui ir diferenciacijai. JNK ir p38 MAPK stimuliuoja 

genotoksin÷s medžiagos ir citokinai, tokiu būdu šios kinaz÷s lemia atsaką į stresą. Literatūros 

duomenimis, laikina ERK aktyvacija lemia proliferaciją, tuo tarpu pastovi - sąlygoja ląstelių 

augimo sustabdymą ir diferenciaciją. Priešingai, laikina JNK ir p38 indukcija lemia ląstelių 

išgyvenimą, o pastovi - apoptozę [Robinson ir kt., 1997; Huh ir kt., 2004]. Tačiau yra 

duomenų, kad skirtingose ląstelių linijose, šios MAP kinaz÷s gali pasižym÷ti skirtingomis 

funkcijomis.  

MAPK signalinį kelią sudaro trijų kinazių kaskada. Pirmoji šios kinazių kaskados 

kinaz÷ (MAPKKK) fosforilina ir aktyvina dvigubo specifiškumo kinazę MAPKK, kuri, savo 

ruožtu, fosforilina ir aktyvina MAPK. Visoms MAP kinaz÷ms būdinga tai, kad jos 
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aktyvinamos fosforilinant Thr-X-Tyr motyvą (X yra Glu ERKs, Pro – JNK ir Gly – p38 

MAPK) [Huh ir kt., 2004]. Svarbiausi MAPK taikiniai ląstel÷je yra transkripcijos faktoriai, 

reguliuojantys genų raišką. Tik dalis aktyvių MAPK patenka į branduolį, kitos lieka 

citoplazmoje ir subląsteliniuose kompartmentuose. Šiuo atveju, MAP kinaz÷s gali reguliuoti 

genų ekspresiją potranskripciniame lygmenyje, kuris apima taikinius citoplazmoje [Chang ir 

kt., 2001]. Priklausomai, nuo tarpląstelinių signalų, ląstel÷je vienu metu gali veikti keli MAP 

kinazių signalo perdavimo keliai. Be to, MAP kinazių kelias glaudžiai sąveikauja su kitais 

signalo perdavimo keliais.  

 

 

8 pav. MAP kinazių signalo perdavimo keliai [Jarvis ir kt., 1997]. 
 

1.5.1. ERK 1/2 signalinio kelio vaidmuo ląstelių proliferacijoje 
 
Ekstraląstelinio signalo reguliuojamos kinaz÷s ERK1 (42kDa) ir ERK2 (44kDa) – 

pirmosios atrastos MAP kinaz÷s, apie kurias sukaupta ypatingai daug duomenų. Raf 

(MAPKKK) → MEK (MAPKK) → ERK1/2 (MAPK) signalinis kelias yra svarbus ląstel÷s 

proliferacijai, diferenciacijai, ląstel÷s ciklo reguliacijai bei išgyvenimui [Horbinski ir kt., 

2005]. ERK aktyvina dvigubo specifiškumo kinaz÷s MEK1 ir MEK2. Šis signalinis kelias 

dalyvauja ląstelei atsakant į augimo faktorių, citokinų, virusin÷s infekcijos, osmotinio streso, 

kancerogenų poveikį [Roux ir kt., 2004]. ERK šeimos kinaz÷s reguliuoja įvairius baltymus 

(p90rsk, citozolinę fosfolipazę A2, EGFR ir kt.) juos fosforilindamos. Be to, aktyvios ERK 

patenka į branduolį, kur fosforilina transkripcijos faktorius (Elk-1, Ets1, Ets2) ir tokiu būdu 
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reguliuoja ankstyvo atsako genus. Šie genai koduoja baltymus, reikalingus ląstel÷s ciklo 

pradžiai.  

ERK1 ir ERK2 ekspresuojami beveik visuose žinduolių audiniuose, tačiau ERK2 

ekspresija paprastai yra didesn÷. Yra duomenų, kad ERK1 ir ERK2 gali dalinai kompensuoti 

viena kitą. ERK1-/- pel÷s yra gyvos, pasižyminčios tik nedideliais T ląstelių vystymosi 

defektais [Wolf ir kt., 2002]. Tačiau žymūs sutrikimai stebimi MEK1-/- pel÷se, kurios žūsta 

d÷l defektų, susijusių su gimdos vaskuliarizacija [Chang ir kt., 2001]. Literatūros 

duomenimis, ERK1/2 MAPK skatina neuronų, raumenų ir T ląstelių diferenciaciją.  

ERK kaskados aktyvinimas augimo faktoriais indukuoja ciklino D1 ekspresiją 

ankstyvoje G1 ląstel÷s ciklo faz÷je. Tokiu būdu skatinamas ciklino D/Cdk4 (arba Cdk6) 

kompleksų susidarymas. Susidarę kompleksai fosforilina pRB, to pas÷koje atpalaiduojamas 

faktorius E2F. Laisvas E2F atlieka transkripcijos faktoriaus vaidmenį, aktyvindamas 

ankstyvojo atsako genus. ERK kaskada taip pat supresuoja Cdk inhibitorių p27Kip1, o tai 

svarbu ląstel÷s į÷jimui į S fazę. [Zhang ir kt., 2002]. Literatūros duomenimis, ERK1/2 

stimuliuoja DNR sintezę, fosforilindamas ir pakeisdamas karbamoilfosfatsintetaz÷s II, 

dalyvaujančios pirimidinų biosintez÷je, konformaciją [Chang ir kt., 2001].  

 

1.5.2. JNK signalo perdavimo kelias 
 

c-Jun N-galin÷ms kinaz÷ms (JNK), kurios dar žinomos kaip streso aktyvinamos 

proteinkinaz÷s (SAPK) priklauso trijų kinazių (JNK1,-2,-3) šeima, aktyvinama kinazių 

kaskados, sudarytos iš mitogenų aktyvinamos/ekstraląstelinio atsako kinaz÷s 1 (MEKK1) ir 

mitogenų aktyvinamų proteino kinazių 4 ir 7 (MKK4/7). Pastarosios kinaz÷s aktyvina JNK 

fosforilindamos Thr183 ir Tyr185 in vivo ir in vitro [Jin ir kt., 2005]. JNK signalo perdavimo 

kelias dalyvauja ląstel÷s atsake į citokinų, UV spinduliuot÷s, augimo faktorių, DNR 

žalojančių agentų poveikį.  

JNK proteinkinazes koduoja trys genai: jnk-1, jnk-2 ir jnk-3. jnk-1 ir jnk-2 genai yra 

plačiai ekspresuojami daugelyje audinių, tuo tarpu jnk-3 - daugiausia neuronų audinyje ir 

širdies miocituose. Vykstant alternatyviam splaisingui susidaro daugiau kaip 12 JNK 

izoformų. Aktyvios JNK fosforilina transkripcijos faktorius c-Jun, JunD ir ATF-2, kurie 

dalyvauja AP-1 komplekso formavime ir aktyvacijoje [Sabapathy ir kt., 1999].    

Skirtingos JNK formos (JNK1, JNK2, JNK3) identiškai atsako į ekstraląstelinį stimulą, 

tačiau pasižymi nevienodu giminingu substratams in vitro [Ip ir kt., 1998]. JNK1 ir JNK2 

skiriasi geb÷jimu fosforilinti c-Jun. JNK2 pasižymi didesniu afiniškumu c-Jun bei su juo 

sudaro stabilesnį kompleksą in vitro, nei JNK1 [Minden ir kt., 1997; Sabapathy ir kt, 1999]. 

JNK1 ir JNK2 yra svarbios imuninio atsako reguliavime bei embriogenez÷je. Nustatyta, kad 
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pel÷s neturinčios JNK1 ar JNK2 yra morfologiškai normalios, tačiau stebimi T ląstelių 

funkcijų defektai.  

JNK vaidmuo ląstel÷s išgyvenimui ir žūčiai yra nevienareikšmis. Žinomas 

proapoptozinis, antiapoptozinis bei neutralus JNK veikimas. Eksperimentų metu nustatyta, 

kad JNK geba fosforilinti c-Myc, to pas÷koje indukuojamas apoptoz÷s procesas. Be to, JNK 

gali indukuoti ląstel÷s žūtį reguliuodamas Fas-L ir p53 raišką [Jin ir kt., 2005]. Literatūros 

duomenimis, JNK gali inicijuoti ir mitochondrinį apoptoz÷s kelią, slopindamas 

antiapoptozinių baltymų - Bcl-2 ir Bcl-XL – aktyvumą. To pas÷koje išlaisvinimas citochromas 

c [Papadakis ir kt., 2006]. Be to, JNK didina proapoptozinių baltymų (Bax, Bim, Bid) raišką 

ir skatina jų kaupimąsi mitochondrijose. Pel÷s embrionų fibroblastai, išskirti iš JNK1-/-  ir 

JNK2-/- embrionų, pasižymi sutrikusia mitochondrinio apoptoz÷s kelio efektorinių kaspazių 

aktyvacija, tačiau Fas indukuotoje apoptoz÷je (išorinis apoptoz÷s kelias) trūkumų nerasta. 

Naujausiais duomenimis, JNK gali skatinti ląstel÷s išgyvenimą, o tai vyksta tam tikromis 

sąlygomis: JNK fosforilina ir inaktyvina proapoptozinį Bcl-2 šeimos baltymą Bad. Šiuo 

atveju Bad inaktyvacija reikalinga IL-3 tarpininkaujamam ląstel÷s išgyvenimui [Jin ir kt., 

2005; Horbinski ir kt., 2005].  

 

1.5.3. p38 signalo perdavimo kelias 
 

p38 MAP kinazių šeima pirmiausia buvo identifikuota kaip lipopolisacharidų (LPS) 

aktyvinamos proteinkinaz÷s [Minden ir kt., 1997]. p38 kinazę aktyvina MKK3 bei MKK6. Be 

to, yra duomenų, kad p38 MAPK gali fosforilinti ir aktyvinti MKK4, kurio pagrindinis 

taikinys yra c-Jun N-galin÷ kinaz÷ (JNK). Žinduoliuose identifikuota keturios p38 izoformos: 

α, β, γ, ir δ. Iš jų tik p38α ir p38β pasižymi jautrumu specifiniams p38 MAPK inhibitoriams 

(SB202190 ir SB203580) [Sudo ir kt., 2001]. Šios MAP kinaz÷s svarbios transkripcijos 

faktorių ATF-2, CHOP, STAT1, ELK-1 reguliacijai. Jos taip pat aktyvina MAPKAP-2, -3 ir -

5 kinazes, kurios, savo ruožtu, fosforilina kitus baltymus (Hsp25, Hsp27).  

p38 MAP kinazių signalinį kelią gali aktyvinti tokie stresiniai faktoriai kaip osmosinis 

sl÷gis, priešuždegiminiai citokinai, UV spinduliuot÷, patogenų lipopolishacharidai, šiluminis 

šokas, oksidacinis stresas, genotoksin÷s medžiagos.  

Aktyvi p38 MAPK lemia diferenciacijos procesą įvairiose ląstelių rūšyse: adipocituose, 

mioblastuose, neuronuose [Zhang W. ir kt., 2002]. Literatūros duomenimis, 3T3-L1 ląstelių 

diferenciacijai į adipocitus ir PC12 ląstelių diferenciacijai į neuronus reikalinga p38α ir/arba 

p38β izoformos [Ono ir kt., 2000]. Be to, p38 MAPK yra svarbios imunin÷s sistemos ląstelių 

proliferacijai ir diferenciacijai, dalyvauja priešuždegiminių citokinų sintez÷s reguliacijoje 

[Ono ir kt., 2000; Roux ir kt., 2004].  
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Sukaupta duomenų, kad p38 MAP kinazių kelias svarbus ir apoptoz÷s procese. 

Nustatyta, kad p38 aktyvina Fas-L raišką ir tokiu būdu indukuoja apoptozę. Šios MAP 

kinaz÷s vaidmuo programuotos ląstelių žūties procese didele dalimi priklauso nuo ląstelių 

rūšies ir poveikio stiprumo. Yra duomenų, kad p38 MAPK gali apsaugoti pirminius žiurk÷s 

kardiomiocitus nuo anizomicino indukuotos apoptoz÷s, o PC12 ląstel÷se p38 aktyvacija 

sukelia apoptozę. Naujausiais duomenimis, p38 MAPK yra susijusi su transkripcijos 

faktoriaus NF-κB aktyvinimu, indukuojant antiapoptozinio geno, koduojančio FLICE-

inhibitorinį baltymą (c-FLIP) transkripciją [Grethe ir kt., 2004]. c-FLIP – tai kaspaz÷s-8 

homologas, gebantis inhibuoti pastarosios cisteino proteaz÷s aktyvaciją. To pas÷koje 

slopinama apoptoz÷. 

 

1.6. c-Jun transkripcijos faktoriaus vaidmuo signalo perdavime 
 

Baltymas c-Jun buvo identifikuotas pagal jo homologiją v-Jun. Pastarasis atrastas 

paukščių sarkomos viruse 17. c-Jun turi transkripcijos aktyvacijos domenus, esančius netoli 

N-galo. Čia esantis delta domenas (aminorūgštys 34-60) yra svarbus transkripcijos 

reguliavimui. C-gale rasti DNR surišantys ir dimerizacijos domenai. Įvykus mutacijai DNR 

surišimo domene, prarandamas onkogeniškumas [Vogt, 2001]. v-Jun nuo ląstelinio savo 

homologo skiriasi delta domeno delecija, o C-gale turi pakeistas 2-3 aminorūgštis. D÷l to jis 

negali būti fosforilinamas, tačiau yra konstitutyviai aktyvus. 

c-Jun yra transkripcijos faktoriaus AP-1, į kurio sud÷tį dar įeina Fos, ATF ir Maf šeimų 

baltymai, komponentas [Efferl, 2003]. Fos baltymų šeimą sudaro - c-Fos, ∆FosB, Fra-1, Fra-2 

baltymai; Jun šeimą - c-Jun, JunB, JunD baltymai; aktyvuojančio transkripcijos faktoriaus 

ATF šeimą - ATF2, ATF3/LFR baltymai. Visiems jiems būdinga "leucino užtrauktuko" 

struktūra. Jos d÷ka, šie baltymai dimerizuojasi ir rišasi su DNR. Jun/Jun ir Jun/Fos dimerai 

jungiasi prie forbolio 12-O-teradekanoato-13-acetato (TPA) atsako elemento (TRE), kuris turi 

konsensinę seką TGACTCA, o Jun/ATF dimerai ir ATF homodimerai jungiasi prie cAMP 

atsako elemento (CRE), turinčio konsensinę seką TGACGTCA [Karin ir kt., 1997]. AP-1 

transkripcijos faktoriaus nariai gali kontroliuoti genų, atsakingų už įvairius ląstel÷s procesus 

(proliferaciją, diferenciaciją, transformaciją, apoptozę), raišką [Komoda ir kt., 2002]. AP-1 

komplekso vaidmuo šiuose procesuose priklauso nuo baltymų, įeinančių į jo sud÷tį, 

kombinacijų.  

Pagrindinis c-Jun aktyvatorius yra c-Jun N-galin÷ kinaz÷ (JNK), kuri sąveikauja su 

baltymo delta domenu. Tokiu būdu fosforilinamos serino 73 ir serino 63; treonino 91 ir 

treonino 93 liekanos, esančios N-gale, traskripcijos aktyvacijos domene. Šio fosforilinimo 

rezultatas - padid÷jęs transkripcinis c-Jun aktyvumas [Karin ir kt., 1997]. JNK turi sritį, kuria 
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sąveikauja su c-Jun. Ši sritis ir P+1 pad÷tyje nuo fosfoakceptorin÷s srities esanti prolino 

liekana yra būtini veiksmingam c-Jun fosforilinimui (9 pav.). Manoma, kad JNK fosforilina 

c-Jun efektyviau nei JunD, o JunB JNK nefosforilina [Kaminska ir kt., 2000].  

 

9 pav. JNK sąveikos su c-Jun hipotetinis modelis [May ir kt., 1998].  

 

Nustatyta, kad p38 MAPK taip pat gali aktyvinti c-Jun. Literatūros duomenimis, p38 gali 

netiesiogiai reguliuoti c-Jun transkripcinį aktyvumą, aktyvindama transkripcijos faktorius, 

kurie jungiasi prie AP-1 srities c-jun promotoriuje [Karin ir kt., 1997]. Žinoma, kad p38 

fosforilina ir aktyvina MEF2A ir MEF2C, kurie savo ruožtu aktyvina c-Jun per MEF atsako 

elementą, esantį c-jun promotoriuje [Gupta ir kt., 2002; Pramanik ir kt., 2003].  

Be to, ERK MAPK gali netiesiogiai didinti c-Jun aktyvumą, fosforilindamos ir 

aktyvindamos transkripcijos faktorius MEF2, kuris jungiasi prie c-jun promotoriaus, bei TCF, 

kuris indukuoja c-Jun partnerį – c-Fos [Minden ir kt., 1997]. Literatūros duomenimis, Jun/Fos 

heterodimerai gali didinti c-jun transkripciją. Nustatyta, kad ERK1/ERK2 aktyvina RSK ir 

MSK kinazes, o pastarosios tiesiogiai fosforilina ATF1, besijungiantį prie c-jun promotoriaus 

[Gupta ir kt., 2002]. 

Daugelyje ląstelių c-jun raiška nedidel÷. Ji padid÷ja, atsakant į įvairius išorinius ir vidinius 

veiksnius, t.y. augimo faktorius, citokinus, UV spinduliavimą [Karin ir kt., 1997]. Fibroblastų 

tyrimai parod÷, kad c-Jun gali dalyvauti proliferacijos kontrol÷je. Ląstel÷se, kuriose n÷ra 

funkcionuojančio c-jun alelio, augimas v÷luoja tiek in vivo, tiek in vitro [Pérez ir kt., 1999; 

Eferl ir kt., 2003]. Nustatyta, kad c-jun būtinas normaliam individų vystymuisi. 

Homozigotiniai jun-/- embrionai žūva anksti d÷l susilpn÷jusios hepatogenez÷s ir išsivysčiusių 

įvairių širdies sutrikimų [Angel ir kt., 2002]. Literatūros duomenimis, Jun svarbus G1 ląstel÷s 

ciklo faz÷je [Wisdom ir kt., 1999]. Aktyvus c-Jun indukuoja transkripciją teigiamų ląstel÷s 

ciklo reguliatorių (ciklino D1) ir supresuoja neigiamus reguliatorius (p53) bei nuo ciklinų 

priklausomą kinaz÷s inhibitorių INK4A [Shaulian ir kt., 2000; Eferl ir kt., 2003].  
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AP-1 kompleksas svarbus ir apoptoz÷s procesui. Nustatyta, kad c-Jun reikalingas 

apoptozei, vykstančiai simpatiniuose neuronuose, nesant nervų augimo faktorių (NGF). 

Padid÷jusi c-jun raiška stebima fibroblastuose, esant ceramido indukuotai apoptozei. 

Pasteb÷tas c-Jun proapoptozinis veikimas ir žmogaus endotelio ląstel÷se, kur šis jo vaidmuo 

siejamas su transkripciniu reguliavimu bei kaspazių aktyvinimu. 

Žinomas ir antiapoptozinis bei neutralus c-Jun vaidmuo. Manoma, kad c-Jun gali 

apsaugoti ląsteles nuo UV indukuojamos apoptoz÷s, be to, apsaugo ląsteles nuo TNF-α 

sukeliamos ląstelių žūties. Pastaruoju atveju, c-Jun veikia kartu su NF-κB [Eferl ir kt., 2000]. 

Literatūros duomenimis, NIH 3T3 ląstelių linijose padid÷jusi c-Jun ekspresija sukelia 

apoptozę, tačiau BALB/c 3T3 ląstelių linijose, nors c-Jun ekspresuojamas aukštu lygiu, tačiau 

apoptoz÷ neindukuojama [Vogt, 2001]. Be to, gali būti, kad AP-1 kompleksas būtinas tik tose 

apoptoz÷s formose, kur reikalinga baltymų sintez÷ de novo [Karin ir kt., 1997]. Taigi, 

vertinant c-Jun vaidmenį, svarbu žinoti genetinį foną ir ląstelinį kontekstą. 

Literatūros duomenimis, c-Jun vaidmuo ląstel÷s išgyvenimo ir žūties pusiausvyros 

reguliacijoje dažnai priklauso nuo pro- ir antiapoptozinių genų produktų: c-Jun indukuojami 

proapoptoziniai genai (10 pav., pavaizduota ovale) aktyvina apoptozę, o antiapoptozinių genų 

ekspresijos indukcija ir proapoptozinių genų ekspresijos slopinimas (10 pav., pavaizduota 

kvadrate) veda ląstelę išgyvenimo kryptimi. Šių signalų suma didele dalimi apsprendžia 

ląstel÷s išgyvenimą arba mirtį [Eferl ir kt., 2003]. 

 
10 pav. Baltymo c-Jun vaidmuo ląstel÷s išgyvenimo ir žūties pusiausvyroje [Shaulian ir 
Karin, 2002]. 
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2. DARBO METODAI 
 

2.1. Pastovių ląstelių auginimas in vitro 
 

Tyrimams buvo naudotos pel÷s hepatomos (MH-22A) ir T leukemijos (Jurkat) linijų 

pastovios ląstelių kultūros. 

MH-22A ląstelių linija - (Mouse Hepatoma, 22-as pirminis navikas, A-subkultūra) – 

ortoaminoazotoluolu indukuotos pel÷s hepatomos navikas. Kultūra išvesta 1948-1951m. 

TSRS Medicinos Mokslų Akademijos Eksperimentin÷s ir klinikin÷s onkologijos institute 

[Гелъштейн, 1954]. Linija n÷ra išlaikiusi panašumo su kepenų ląstel÷mis, neturi normaliam 

audiniui būdingų determinantų, registruotas antigeninis supaprast÷jimas, kuris leidžia 

ląstel÷ms augti genetiškai svetimame tos pačios rūšies organizme. Kultūroje vyrauja epitelin÷s 

ląstel÷s. Citogenetiškai – tai diploidin÷s ląstel÷s, chromosomų skaičius gana stabilus – 2n=40. 

Ląstel÷s gerai auga tiek in vivo, tiek in vitro. MH-22A kultūra in vitro išlaiko onkogenines 

savybes ir morfologinį tapatumą su pradiniu naviku [Алексанян и др., 1972]. Ląstel÷s 

pailgos ir išsitempusios, prisitvirtinusios prie substrato sudaro monosluoksnį. MH-22A 

ląstelių linija naudojama piktybinių ląstelių charakteristikoms bei malignacijos proceso 

organizme tyrimams.  

Jurkat  ląstelių linija – žmogaus T leukemijos ląstel÷s, gautos 1976m. Ląstelių linija 

išvesta iš 14 m. amžiaus berniuko, sergančio limfoblastine leukemija, periferinio kraujo 

pirmojo recidyvo metu. Citogeniškai – tai ląstel÷s su hipotetraploidiniu chromosomų rinkiniu, 

iš kurių 7,8% poliploidinio kariotipo. Ląstel÷s yra apvalios, suspensijoje auga pavieniui arba 

grup÷mis. Linija naudojama imunologiniuose tyrimuose bei tiriant priešv÷žinių vaistų ir 

radioaktyvios spinduliuot÷s poveikio mechanizmus. 

 

Monosluoksin÷s MH-22A linijos ląstel÷s auginamos modifikuotoje Iglo terp÷je (MEM; 

Sigma) praturtintoje 10% fetalinio veršelio serumo (FVS) bei antibiotikais – penicilinu (100 

IU/ml) ir streptomicino sulfatu (100 µg/ml), stikliniuose ir/arba plastikiniuose flakon÷liuose, 

370C termostate, esant 5% CO2. Ląstelių monosluoksnis apžiūrimas ir vertinamas invertuotu 

mikroskopu. Susiformavus monosluoksniui, ląstel÷s pers÷jamos: nupilama sena auginimo 

terp÷, monosluoksnis praplaunamas terpe be serumo arba fosfatiniu buferiu (FB) ir 

disperguojamas EDTA:tripsino (santykiu 9:1) mišiniu. 0,5 ml šio mišinio paliekama 

flakon÷lyje, inkubuojama 370C termostate 2-5 min. Kai ląstelių monosluoksnis disocijuoja, 

suspensija praskiedžiama šviežia auginimo terpe su FVS, pipetuojama ir išs÷jama į naujus 

flakon÷lius. Ląstel÷s pers÷jamos 2 kartus per savaitę. 
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Suspensin÷s Jurkat ląstel÷s auginamos RPMI 1640 terp÷je (Sigma) su 10% FVS bei 

antibiotikais (penicilino 100 IU/ml, ir streptomicino sulfato 100 µg/ml) 370C termostate, esant 

5% CO2. Ląstel÷s pers÷jamos kas 2 - 3 dienas. 

 

2.2. Augimo intensyvumo nustatymas 

 
Ląstelių augimo intensyvumas po poveikio tiriamomis medžiagomis buvo vertinamas 

ląstel÷s dažant tripano m÷liu ir skaičiuojant Goriajevo kameroje šviesiniu mikroskopu. 

Metodas pagrįstas dažo patekimu į negyvas ląsteles - negyvos ląstel÷s dažosi m÷lyna spalva.  

Tuo tikslu nupilama auginimo terp÷, ląstelių monosluoksnis disperguojamas 

EDTA:tripsino mišiniu (suspensin÷ms ląstel÷ms ši stadija praleidžiama), praskiedžiama 

auginimo terpe su 10% FVS, centrifuguojama 10 min. 1500 aps./min., supernatantas 

nupilamas, o ląstel÷s suspenduojamos šviežioje auginimo terp÷je su FVS ir suskaičiuojamos. 

Paruošiama ląstelių suspensija 3x105 ląstelių/ml. Į 24 duobučių polistirolines plokšteles 

išpilstoma suspensija po 1 ml. Į suspensinių ląstelių kultūrą tiriamos medžiagos pridedamos 

išs÷jimo dieną po 2-4 val. adaptacinio periodo. Monosluoksnin÷s kultūros ląstel÷s auginamos 

370C 5% CO2 termostate per naktį. Abiem atvejais tiriamomis medžiagomis veikiamos 

ląstel÷s turi būti intensyvaus augimo (logaritmin÷je) faz÷je.  

Ląstelių augimo intensyvumas vertinamas po 24 ir 48 tiriamų medžiagų poveikio 

valandų; ląstelių suspensija maišoma lygiomis dalimis su 0.4% tripano m÷lio tirpalu, paruoštu 

fosfatiniame buferyje (80 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4, 100 mM NaCl); ląstel÷s 

skaičiuojamos šviesiniu mikroskopu Goriajevo kameroje. 

 

2.3. Ląstelių gyvybingumo nustatymas 
 

Ląstelių gyvybingumas buvo tiriamas liuminescentin÷s mikroskopijos metodo pagalba, 

naudojant fluorescuojantį, su DNR besijungiantį akridino oranžinio (AO) – 100 µg/ml ir 

etidžio bromido (EB) – 100 µg/ml dažų mišinį [Mercille ir kt., 1994]. Tirpalai ruošti 

fosfatiniame buferyje.  

Tuo tikslu surenkama užaugusių ląstelių terp÷ bei EDTA: tripsino mišiniu disperguoto 

monosluoksnio ląstel÷s ir centrifuguojama 5-7 min. 1500 aps./min. greičiu. Supernatantas 

pašalinamas, o ląstel÷s suspenduojamos nedideliame tūryje terp÷s. 100 µl gautos suspensijos 

maišoma su 4 µl dažų mišinio. 10 µl tokio paruošto mišinio dedama ant objektinio stiklelio, 

uždengiama dengiamuoju stikleliu ir liuminescentiniu mikroskopu vertinamas gyvybingumas. 

Kiekviename pavyzdyje skaičiuojama 2 kartus po 100 ląstelių. 
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AO įjungia gyvos ir negyvos ląstel÷s. Šis dažas interkaliuoja į dvigrandę DNR ir 

branduolį nudažo žaliai, o taip pat AO jungiasi su RNR ar viengrande DNR ir dažo rausvai 

oranžine spalva, tod÷l gyvoje ląstel÷je matomas žalias branduolys ir rausva citoplazma. EB 

jungia tik negyvos ląstel÷s, nes gyvų ląstelių membranos nepraleidžia šio dažo. EB įsijungia į 

DNR, nudažydama branduolį oranžine spalva, o su RNR jungiasi silpnai ir dažo silpnai 

rausva spalva. Tai gi, negyvos ląstel÷s turi ryškiai oranžinį chromatiną, o citoplazmos likučiai 

yra tamsiai rausvi. 

Šiuo būdu nudažytų ląstelių mas÷je galima išskirti penkių rūšių ląsteles: 

� Gyvos (G - ryškiai žalias branduolys); 

� Gyvos apoptozin÷s (GA – kondensuotas ar fragmentuotas branduolys, spindi 

žalsvai); 

� Negyvos apoptozin÷s (NA - branduolys fragmentuotas, oranžin÷s spalvos); 

� Nekrozin÷s (N - branduolys vientisas, nusidažęs oranžine spalva; citoplazmos 

likučiai tamsiai rusvi); 

� Šeš÷lin÷s – ląstel÷s be chromatino (BCH - tai ląstel÷s netekusios DNR, dažosi 

šviesiai oranžine spalva citoplazmos likučiai) (11 pav.). 

 

 

         A         B       C   D 

11 pav. Diferencijuotas ląstelių dažymas AO/EB dažų mišiniu: A – gyvos, B – gyvos 
apoptozin÷s, C – negyvos apoptozin÷s, D – nekrozin÷s. 
 

 

2.4. Priešprasmin÷s c-jun sekos įvedimas 

 
1 diena: Išs÷jamos taikinin÷s MH-22A ir virusą produkuojančios PA 317 ląstel÷s (3x105 

ląstelių/ml). Šių dviejų ląstelių linijų auginimui naudojama DME (Dalbeko modifikuota Iglo) 

terp÷, su 10% FVS ir antibiotikais. 

2 diena: PA 317 ląstelių terp÷ pakeičiama į DMEM terpę su 3 % FVS ir ir inkubuojama 

370C 5% CO2 termostate. Po 8-12 val. terp÷ surenkama, pridedama 4 µg/ml polibreno ir 

filtruojama per 0,45 µm sterilinantį filtr ą. 

        2 ml paruoštos terp÷s pridedama į taikininių MH-22A ląstelių flakoną (prieš tai nupilama 

auginimo terp÷), inkubuojama 1 val. 1-2 kartus jį pajudinant, kad ląstel÷s neišdžiūtų. Po 
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inkubacijos pridedama 2-3 ml DME terp÷s su 10%. FVS ir 4 µg/ml polibreno. Inkubuojanama 

24 val. 

3 diena: Infekuotų taikininių ląstelių flakon÷lyje pakeičiama terp÷. Naudojama DME 

terp÷ su 10% FVS ir 100 µg/ml geniticino. Tur÷tų augti tik infekuotos, geniticinui atsparios 

kolonijos. Geniticinas toksiškas augančioms parentalin÷ms ląstel÷ms. 

 

2.5. Ląstelių lizavimas 

 
Paruošiama ląstelių suspensija, kurios tankis 3x105 ląstelių/ml. Ši suspensija išpilstoma į 

6 (arba 12) duobučių polistirolines plokšteles po 3 (arba 2) ml. Kitą dieną pakeičiama 

auginimo terp÷ (monosluoksnin÷ms ląstel÷ms), tam tikrais momentais pridedamas reikiamas 

kiekis tiriamų medžiagų. 

Paruošiamas liz÷s buferis: 10 mM TrisHCl, pH 7,4; 50 mM NaCl; 5 mM NaF; 0,1%. 

BSA; 1% Triton X-100. Prieš buferio naudojimą pridedama 20 µg/ml aprotinino, 1 mM 

PMSF, 2 mM Na3VO4. Tirpalo pH turi būti 7,2. 1 mln. monosluoksnių ir 6 mln. suspensinių 

ląstelių imamas 1 ml liz÷s buferio. 

Ant ląstelių monosluoksnio arba nucentrifuguotų suspensinių ląstelių nuos÷dų 

(centrifuguojama 10 min. 1500 aps./min. greičiu) užpilamas reikiamas kiekis liz÷s buferio. 

Laikoma lede apie 20 min. Tuomet turinys perkeliamas į atšaldytus ependorfinius 

m÷gintuv÷lius ir centrifuguojama 0 – 40C 20 000 g 15 minučių. Supernatantas lygiomis 

dalimis sumaišomas su pavyzdžio buferiu. Baltymai denatūruojami inkubuojant 5 minutes 

verdančiame vandenyje. 

Pavyzdžio buferiui sumaišoma 2,5 ml 4x TrisHCl/natrio dodecilsulfato buferio (NDS) 

pH 6,8; 2 ml glicerolio; 0,2 ml β-merkaptoetanolio; 0,1 mg bromfenolio m÷lio dažo ir 

pripilama dejonizuoto vandens iki 10 ml. Laikoma – 200C temperatūroje. 

 

2.6. Baltymo kiekio nustatymas Bradford metodu 

 
Metodas pagrįstas specifine baltymo sąveika su dažu Kumasi briliantinio m÷liu ir 

susidariusios komplekso koncentracijos matavimu spektrofotometriškai, esant 595 nm bangos 

ilgiui.  

Kalibracin÷s  ties÷s sudarymas: į 6 m÷gintuv÷lius pilama po 0, 1, 2, 5, 10, 15 ir 20 µl 1 

mg/ml jaučio serumo albumino (Sigma-Aldrich) tirpalo bei distiliuoto vandens iki 1 ml. Tada 

į visus m÷gintuv÷lius pilama po 500 µl Bradford reagento. M÷giniai skubiai sumaišomi. Po 

15-20 min. optinis tankis matuojamas spektrofotometru, esant bangos ilgiui 595 nm. 
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Remiantis optinio tankio reikšm÷mis br÷žiamas grafikas – šviesos sugerties priklausomyb÷ 

nuo baltymo priklausomyb÷s. Gaunama kalibracin÷ baltymų kiekio nustatymo ties÷. 

Nežinomos baltymo koncentracijos matavimas: Imama 1-5 µl tiriamojo baltymo tirpalo, 

pripilama H20 iki 1 ml ir atliekamos visos anksčiau parašytos operacijos. Gautieji rezultatai 

lyginami su kalibracine tiese. 

 

2.7. Baltymų elektroforez÷ 

 
Paruošiami tirpalai: 

 
1. 4x Akrilamido/Bis-akrilamido tirpalas: 
• 30% akrilamido; 
• 0,8% bis-akrilamido.  
100 ml tirpalo reikia 30 g akrilamido ir 0,8 g bis-akrilamido. 

 
2. 4x TrisHCl/NDS tirpalas: 
• 1,5 M TrisHCl, pH 8,8; 
• 0,4% NDS. 
500 ml tirpalo reikia 91g Tris bazinio, 2 g NDS, 300 ml bidistiliuoto 
vandens. 1N HCl nustatoma tirpalo pH 8,8 ir pripilama vandens iki 500 ml, 
filtruojama per 0,45 µm porų dydžio filtrą. Laikoma 40C temperatūroje. 

 
3. 4xTrisHCl/NDS tirpalas: 
• 0,5 M TrisHCl , pH 6,8; 
• 0,4% NDS. 
Į 80 ml bidistiliuoto vandens pridedama 12,1 g Tris bazinio; 0,8 g NDS. 1N 
HCl nustatoma tirpalo pH 6,8 ir pripilama vandens iki 200 ml. Filtruojama 
ir laikoma 40C temperatūroje. 

 
4. 4x elektrodinis buferis: 
• 5000 ml buferio reikia 15,1 g Tris bazinio, 72 g glicino, 5 g NDS. 

Buferio pH 8,3. 

5. 10% (NH4)2S2O8 (AP) – 1 ml. 

6. Tetrametiletilendiaminas (TEMED). 
 

10% skiriamojo gelio 10 ml gamybai imame: Akril/Bis – 3,3 ml; 4x TrisHCl/NDS pH 

8,8 – 2,5 ml; H2O – 4,2 ml; AP – 100 µl; TEMED – 15,6 µl. Viskas gerai išmaišoma, 

supilama į aparatą ir polimerinama poliakrilamido gelio paruošimo gardel÷je. Kad 

poliakrilamido gelio paviršius būtų lygus, prieš polimerizaciją užsluoksniuojama 

izopropanoliu, kuris po polimerizacijos nupilamas ir plaunamas distiliuotu vandeniu. 

4% koncentuojamojo gelio 5,08 ml gamybai imame: Akril/Bis – 0,65 ml; 4x 

TrisHCl/NDS pH – 1,27 ml; H2O– 3,1 ml; AP – 50 µl; TEMED – 10 µl. Gerai išmaišoma ir 

užpilama ant skiriamojo 10% poliakrilamido gelio paviršiaus. Įdedamos “šukos”. Geliui 

susipolimerinus “šukos” atsargiai išimamos. 
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Į elektroforez÷s aparatą pripilame elektrodinio buferio. Į “kišenes” įnešama po 30 µl 

paruoštų žinomos baltymo koncentracijos ląstelių lizatų. Įjungiama elektros srov÷. Srov÷s 

stiprumas padidinamas, kai bromfenolio dažas įeina į skiriamąjį gelį. Kai bromfenolio m÷lio 

dažas išeina iš gelio, srov÷ išjungiama. 

 

2.8. Imunoblotingas 

 
Baltymai iš poliakrilamido gelio pernešami ant nitroceliulioz÷s membranos. Tuo tikslu 

gelis dedamas ant nitroceliulioz÷s membranos, iš abiejų pusių uždedama po 4 sluoksnius 

vatmano ir suspaudžiama. Dedama į pernešimo aparatą, pilamas pernešimo buferis (500 ml 

buferio paruošimui reikia: 1,5 g Tris bazinio; 7,2 g glicino; 100 ml metanolio; 0,5 g NDS ir 

vandens iki 500 ml). Įjungiama 80 mA/h srov÷, laikoma 3 valandas. 

Po pernešimo membranos merkiamos į “bloto” tirpalą (1% neriebaus pieno milteliai; 

0,05% Tween 20; 0,01% NaN3) ir laikoma 1 val. Iš÷mus iš šio tirpalo plaunama tris kartus po 

5 min. plovimo tirpalu (10 mM TrisHCl, pH 7,5; 50 mM NaCl; 0,1% Tween 20). Tada 

paveikiama pirminiais antikūnais ir inkubuojama 40C temperatūroje per naktį. Po to, 

nusiurbus pirminius antikūnus, plaunama plovimo tirpalu 3 kartus po 5 min. V÷liau užpilami 

antriniai antikūnai, konjuguoti su krienų peroksidaze, ir inkubuojama 1 val. kambario 

temperatūroje. Po inkubacijos plaunama tris kartus po 5 min. plovimo tirpalu. Imunoblotas 

išryškinamas ECL (sustiprinta chemoliuminescensija) metodu.  

Imunoblotingas atliktas pagal Amersham pharmacia Biotech protokolą. 

 

2.9. Naudotos medžiagos 

 
Citochalazinas E (Sigma-Aldrich), ištirpintas dimetilsulfokside (DMSO). Gauta 

koncentracija 2 mg/ml. Iki galutin÷s, eksperimentuose naudotos, koncentracijos skiesta 

auginimo terpe. 

Deoksinivalenolis (Sigma-Aldrich), ištirpintas etanolyje. Gauta koncetracija 2 mg/ml. 

Iki galutin÷s, eksperimentuose naudotos, koncentracijos skiesta auginimo terpe. 

JNK inhibitorius – SP600125 (A.G. Scientific, Inc., San Diego, CA), ištirpintas 

dimetilsulfokside (DMSO). Gauta koncentracija 20 mM. Iki galutin÷s, eksperimentuose 

naudotos, koncentracijos skiesta auginimo terpe. 

p38 inhibitorius – SB203580 (Sigma-Aldrich), ištirpintas dimetilsulfokside (DMSO). 

Gauta koncentracija 20 mM. Iki galutin÷s, eksperimentuose naudotos, koncentracijos skiesta 

auginimo terpe. 
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2.10. Statistin÷ duomenų analiz÷ 
 

Statistiniai vidurkiai ir pasikliauties intervalai buvo apskaičiuoti naudojant kompiuterinę 

programą Mikrosoft Exel. 
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3. REZULTATAI IR J Ų APTARIMAS 

 
Šio darbo tikslas buvo įvertinti citochalazino E (CE) ir deoksinivalenolio (DON) 

veikimo mechanizmus, panaudojant skirtingos kilm÷s bei genetiškai modifikuotas ląsteles. 

Žinoma, kad gyvame organizme pagrindiniai mikotoksinų taikiniai yra plaučiai, kepenys, 

inkstai. Savo darbe modeline sistema pasirinkome 2 pastovias ląstelių linijas: kepenų kilm÷s 

pel÷s hepatomos MH-22A bei kraujo kilm÷s pre-T limfocitų Jurkat linijų ląsteles. Literatūros 

duomenimis, mikotoksinų toksiškumas, skirtingais mechanizmais pasireiškiantis ląsteliniame 

lygmenyje, yra susijęs su jų chemine struktūra [Duxbury, 2004]. Citochalazino E veikimo 

mechanizmas susijęs su epoksido dariniu, kuris, manoma, yra svarbus jo toksiškumui. Gautus 

duomenis lyginome su mikotoksino - deoksinivalenolio poveikiu, kurio veikimas literatūroje 

žymiai plačiau išnagrin÷tas, ir kurio toksiškumas taip pat yra siejamas su epoksido dariniu 

[Eriksen ir kt., 2004]. Naujausiais duomenimis, junginiai, turintys savo struktūroje epoksido 

grupes, gali pasižym÷ti priešv÷žiniu aktyvumu modelin÷se sistemose in vitro [Xie ir kt., 

2005]. 

 
 
3.1. Augimo intensyvumo ir gyvybingumo tyrimas skirtingos kilm÷s ląstelių 

populiacijose 

 
Literatūros duomenimis, jau pikomolin÷s citochalazino E koncentracijos priklausomai 

nuo ląstelių tipo, gali įtakoti jų proliferaciją in vitro. Esant didesn÷ms koncentracijoms, yra 

stebimas ląstelių augimo ir dauginimosi slopinimas, susijęs su jų žūtimi [Udagawa ir kt., 

2000]. Tod÷l pirmojoje darbo dalyje tyr÷me citochalazino E ir deoksinivalenolio poveikį MH-

22A bei Jurkat ląstelių augimo intensyvumui ir gyvybingumui. Tyrimams buvo pasirinktos 

0.1 µg/ml, 1 µg/ml, 10 µg/ml CE ir DON koncentracijos. Tiriamos medžiagos į suspensinių 

ląstelių kultūrą buvo pridedamos tuoj po išs÷jimo, o į monosluoksnių ląstelių populiaciją – 

pra÷jus 24 val. nuo išs÷jimo, ląstel÷ms esant aktyvios proliferacijos logaritmin÷je (log) faz÷je. 

Visos ląstel÷s augintos terp÷je, praturtintoje 10% FVS. Užaugusių ląstelių kiekį ir 

gyvybingumą vertinome po 24 bei 48 mikotoksinų poveikio valandų. Ląstelių augimo 

intensyvumas po poveikio tiriamais mikotoksinais vertintas ląsteles dažant tripano m÷liu ir 

skaičiuojant Goriajevo kameroje šviesiniu mikroskopu.  

Ląstelių gyvybingumas buvo tiriamas liuminescensin÷s mikroskopijos metodo pagalba. 

Buvo naudotas fluorescuojantis, su DNR besijungiantis etidžio bromido ir akridino oranžinio 

dažų mišinys. Pagal šių dažų įsijungimą, ląsteles galima suskirstyti į penkias grupes: G – 



 33 

gyvos; GA – gyvos apoptotin÷s; NA – negyvos apoptotin÷s; N – nekrotin÷s; BCH – ląstel÷s 

be chromatino [Mercille ir kt., 1994].  

 
 
3.1.1. Augimo intensyvumo ir gyvybingumo tyrimas Jurkat l ąstelių populiacijoje 

 
Pradžioje vertinome citochalazino E ir deoksinivalenolio (0.1 µg/ml, 1 µg/ml ir 10 

µg/ml) poveikį kraujo pre-T limfocitų (Jurkat) ląstelių proliferacijai ir gyvybingumui. Ląstelių 

augimo intensyvumas buvo steb÷tas po 24 ir 48 tiriamųjų medžiagų poveikio valandų. 

Proliferaciją slopinantis tiriamų mikotoksinų veikimas jau išryšk÷jo po 24 poveikio valandų 

(12 pav.). Poveikio laikui ilg÷jant, ląstelių augimą stabdantis efektas stipr÷jo. Nustat÷me, kad 

šių mikotoksinų poveikis priklauso nuo doz÷s.  

Stipriausiu antiproliferaciniu poveikiu pasižym÷jo DON. Ypač efektyviai ši medžiaga 

veik÷ esant didžiausiai tirtai - 10 µg/ml - koncentracijai. Šiuo atveju, po 24 DON poveikio 

valandų ląstelių skaičius sumaž÷jo 2 kartus, o po 48 poveikio valandų - net 7 kartus, lyginant 

su kontrolin÷mis ląstelių populiacijomis, t. y. atitinkamai nuo 550 iki 250 tūkst. ląstelių/ml (po 

24 val.) ir nuo 700 iki 250 tūkst. ląstelių/ml (po 48 val.).  

Kiek silpniau Jurkat ląstelių augimą įtakojo CE. Tačiau poveikio laikui ilg÷jant ir 

did÷jant CE koncentracijai, antiproliferacinis veikimas stipr÷jo. Jau po 48 CE (10 µg/ml) 

poveikio valandų, gyvų liko tik 200 tūkst. ląstelių/ml, t. y. maždaug 3,5 karto mažiau ląstelių 

nei kontrolin÷je populiacijoje.  
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A                                                                     B 
12 pav. Jurkat ląstelių augimo intensyvumo kitimas po 24 (A) ir 48 (B) tiriamų 
mikotoksinų poveikio valandų. 

 
 

Tolesn÷je darbo dalyje tyr÷me Jurkat ląstelių gyvybingumą po CE ir DON poveikių. 

Gauti duomenys parod÷, kad abi tirtos medžiagos indukavo pre-T limfocitų žūtį ir šis efektas 

stipr÷jo did÷jant CE ir DON koncentracijoms bei ilg÷jant poveikio laikui. 13 paveiksle 
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matome, kad DON ne tik stabd÷ tiriamų ląstelių dauginimąsi, bet ir stipriai įtakojo jų 

gyvybingumą: po 24 10 µg/ml DON poveikio valandų gyvų ląstelių populiacijoje buvo rasta 

apie 30%, o po 48 poveikio val. – mažiau nei 10%. Tuo tarpu CE citotoksiškumas Jurkat 

ląstel÷ms buvo daug mažesnis: po 24 poveikio valandų, net esant didžiausiai CE 

koncentracijai, gyvų ląstelių dalis populiacijoje sudar÷ kiek mažiau nei 90%, o po 48 poveikio 

valandų sumaž÷jo iki 55%. Palyginę apoptozinių ląstelių dalį Jurkat ląstelių populiacijoje po 

CE ir DON poveikių, matome, kad 24 DON poveikio valandų pas÷koje palaipsniui didinant 

koncentraciją, apoptozinių ląstelių dalis did÷ja ir, esant didžiausiai - 10 µg/ml koncentracijai, 

pasiekia net 60%; po 48 poveikio valandų – apoptozinių ląstelių dalis sumaž÷ja dvigubai ir 

atsiranda didel÷ dalis (apie 40%) nekrozinių ląstelių. Tuo tarpu po CE poveikio, 

nepriklausomai nuo veikimo trukm÷s, buvo rasta ir apoptozinių, ir nekrozinių ląstelių dalis. 

Nemažą dalį, šiuo atveju, sudar÷ ir ląstel÷s be chromatino (nuo 5 iki 10%, atitinkamai po 24 ir 

48 poveikio valandų). 
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A                                                                        B 

13 pav. Jurkat ląstelių gyvybingumo palyginimas po 24 (A) ir 48 (B) tiriamų mikotoksinų 
poveikio valandų. 

 
 

3.1.2. Augimo intensyvumo ir gyvybingumo tyrimas MH-22A ląstelių populiacijoje 

 
Tokie patys tyrimai buvo atlikti kepenų kilm÷s pel÷s hepatomos (MH-22A) linijos 

ląsteles paveikus citochalazinu E ir deoksinivalenoliu. Tyrimuose naudojome tokias 

mikotoksinų koncentracijas: 0.1 µg/ml, 1 µg/ml ir 10 µg/ml. Skirtingai nei kraujo kilm÷s 

Jurkat ląstel÷s, kurios auga suspensijoje, šios linijos ląstel÷s turi prisitvirtinti prie paviršiaus ir 

augdamos formuoja monosluoksnį. MH-22A ląstel÷s buvo paveikiamos tiriamomis 

medžiagomis pra÷jus parai nuo jų išs÷jimo, t.y. ląstel÷ms esant aktyvios proliferacijos faz÷je. 
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Mūsų gauti duomenys rodo, DON priklausomai nuo doz÷s bei poveikio laiko stabd÷ MH-

22A ląstelių augimą (14 pav.). Tik 0.1 µg/ml DON koncentracija po 24 poveikio valandų 

neįtakojo šių ląstelių augimo intensyvumo ir netgi nežymiai stimuliavo. Tačiau jau po 48 

poveikio val. tokia pačia DON doze paveiktoje populiacijoje rasta beveik du kartus mažiau 

ląstelių nei kontrolin÷je populiacijoje. 

Įdomesni duomenys buvo gauti po CE poveikio. Šiuo atveju ryškiausiai pel÷s hepatomos 

ląstelių augimo intensyvumą įtakojo 1 µg/ml CE: po 24 poveikio valandų ląstelių skaičius 

sumaž÷jo 50 tūkst. ląstelių/ml, po 48 poveikio val. – net daugiau nei 300 tūkst. ląstelių/ml t.y. 

2,5 karto lyginant su kontroline ląstelių populiacija. Tuo tarpu 0.1 µg/ml ir 10 µg/ml CE 

koncentracijos po 24 poveikio valandų ne tik neslopino MH-22A ląstelių augimo, bet ir 

nežymiai skatino. Po 48 poveikio valandų gauti rezultatai rodo antiproliferacinį šių CE 

koncentracijų poveikį.  
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A                                                                        B 
14 pav. MH-22A ląstelių augimo intensyvumo kitimas po 24 (A) ir 48 (B) tiriamų 
mikotoksinų poveikio valandų. 

 
 

Tirdami pel÷s hepatomos ląstelių gyvybingumą, nustat÷me, kad šios ląstel÷s yra gana 

atsparios trumpalaikiam - 24 val. - citochalazino E ir deoksinivalenolio poveikiui (15 pav.). 

Šiuo atveju, tiek po CE, tiek po DON poveikio gyvų ląstelių rasta apie 90%. Poveikio laikui 

ilg÷jant abu tirti mikotoksinai stipriau įtakojo MH-22A ląstelių gyvybingumą. Priešingai nei 

augimo intensyvumo tyrimo metu, kuomet ryškesniu augimą slopinančiu veikimu pasižym÷jo 

DON, šiuo atveju stipresniu poveikiu pasižym÷jo CE. Po 48 CE poveikio valandų gyvos 

ląstel÷s sudar÷: 85%, 55% ir 65% atitinkamai paveikus 0.1 µg/ml, 1 µg/ml ir 10 µg/ml CE 

koncentracijomis. Daugiausia apoptotinių ląstelių rasta 1 µg/ml CE paveiktoje ląstelių 

populiacijoje. Poveikio laikui ilg÷jant šis CE poveikis stipr÷jo: apoptozinių ląstelių kiekis 

padid÷jo nuo 6% (po 24 poveikio val.) iki 28% (po 48 poveikio val.). Taigi, 1 µg/ml CE 
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koncentracija pasižym÷jo stipriausiu augimą slopinančiu bei programuotą ląstelių žūtį 

indukuojančiu poveikiu.  

DON silpniau įtakojo tirtų ląstelių gyvybingumą. Net po ilgesnio 48 valandų poveikio 

didžiausiomis tirtomis DON koncentracijomis (1 µg/ml ir 10 µg/ml) paveiktose populiacijose 

gyvų ląstelių rasta 75%. Taigi, poveikio laikui ilg÷jant bei did÷jant koncentracijai, šio 

mikotoksino efektas mažai sustipr÷jo. Priešingas poveikis buvo steb÷tas kraujo kilm÷s Jurkat 

ląstelių populiacijoje, kai po 48 poveikio valandų gyvų ląstelių dalis buvo vos 10%.  
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15 pav. MH-22A ląstelių gyvybingumo palyginimas po 24 (A) ir 48 (B) tiriamų 
mikotoksinų poveikio valandų. 

 
 

Apibendrinus, tirtų mikotoksinų poveikio kraujo kilm÷s Jurkat ir kepenų kilm÷s MH-22A 

ląstelių augimo intensyvumui bei gyvybingumui rezultatus, galima teigti, kad tiek CE, tiek 

DON pasižym÷jo citostatiniu veikimu. Efektyviausiai abiejų linijų ląstelių augimą slopino 

DON, o Jurkat ląstelių kultūroje ir CE po ilgesnio poveikio laiko. Šis CE bei DON veikimas 

stipr÷jo didinant mikotoksinų koncentracijas bei ilginant poveikio laiką. Literatūros 

duomenimis, tiek CE, tiek DON citostatinis veikimas pasireiškia ląstel÷s ciklo sustabdymu 

G0/G1 faz÷je [Rubstova ir kt., 1998; Fornelli ir kt., 2004].  

 

3.2. Citochalazino E ir deoksinivalenolio poveikio mitogenų aktyvinamų 

proteinkinazių JNK ir p38 aktyvumui tyrimas 

 
Mitogenų aktyvinamų proteinkinazių (MAPK) kaskada yra viena iš svarbiausių ir 

geriausiai ištirtų signalinių kelių, leidžiančių ląstelei tinkamai reaguoti į aplinkos pokyčius. 

Šis signalinis kelias priklausomai nuo ląstelių tipo, medžiagų koncentracijos, poveikio laiko 

gali lemti ląstelių žūtį ar išgyvenimą [Finley ir kt., 2003]. Dvi MAPK kaskados kinaz÷s – 
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JNK ir p38 –dar yra vadinamos streso aktyvinamomis kinaz÷mis (SAPK) (16 pav.). Yra 

žinoma, kad laikina šių proteinkinazių indukcija lemia ląstelių išgyvenimą, o pastovi - 

apoptozę [Robinson ir kt., 1997; Huh ir kt., 2004]. Tačiau yra duomenų, kad skirtingose 

ląstelių linijose, JNK ir p38 MAP kinaz÷s gali pasižym÷ti skirtingomis funkcijomis. 

Nurodoma, kad mažos DON koncentracijos aktyvina JNK ir p38, to pas÷koje yra slopinima 

baltymų sintez÷ bei indukuojama apoptoz÷ [Pestka ir kt., 2004].  

 
16 pav. Streso aktyvinamų proteinkinazių – JNK ir p38 – signaliniai keliai [Liebermann 
ir kt., 1998]. 

 
 
3.2.1. Citochalazino E ir deoksinivalenolio poveikio c-Jun N-galin÷s kinaz÷s (JNK) 

aktyvumui tyrimas 

 
Šioje darbo dalyje tyr÷me CE ir DON poveikį JNK aktyvumui. Tuo tikslu Jurkat ir MH-

22A linijų ląstel÷s buvo veikiamos vienoda - 1 µg/ml - CE ir DON koncentracija. Ši CE 

koncentracija pasižym÷jo ryškiausiu antiproliferaciniu veikimu Jurkat ir MH-22A ląstelių 

populiacijose. Be to, pastarojoje ląstelių linijoje 1 µg/ml CE gana efektyviai indukavo 

programuotą ląstelių žūtį. Baltymo raiška buvo tiriama imunoblotingo pagalba po 0.25, 0.5, 1, 

2, 4 ir 8 poveikio valandų. Vertinome JNK aktyvaciją, t.y. analizavome fosforilintą JNK 

baltymo lygį. Yra duomenų, kad DON indukuoja greitą, tačiau trumpalaikę (0.25 – 1 val.) 
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JNK1/2 aktyvaciją [Moon ir kt., 2002]. Kitais duomenimis JNK aktyvacija DON poveikio 

pas÷koje gali tęstis ilgiau - iki 4 valandų. V÷liau stebimas aktyvacijos sumaž÷jimas [Pestka ir 

kt., 2004]. 

Savo darbe nustat÷me, kad CE labai nežymiai įtakojo JNK aktyvaciją kraujo kilm÷s T-

leukemijos ląstel÷se. Kiek didesnis c-Jun N-galin÷s kinaz÷s fosforilinimas registruotas po 1 

CE poveikio valandos, kuris jau po 2 valandų sumaž÷ja ir pasiekia kontrolinių ląstelių fosfo-

JNK1/2 lygį. Įdomesni rezultatai buvo gauti kepenų kilm÷s MH-22A ląstel÷se. Šiuo atveju po 

0.5 valandos CE indukavo ilgalaikę JNK aktyvaciją, kuri nesumaž÷jo net po 8 poveikio 

valandų (17 pav).  

 

 

 

 

 

 

 

 

17 pav. Fosfo-JNK lygis CE paveiktose Jurkat ir MH-22A ląstel÷se. 
 
 
Tokie patys tyrimai buvo atlikti Jurkat ir MH-22A ląstelių populiacijas paveikus 1 

µg/ml DON. Nustat÷me, kad kraujo ir kepenų kilm÷s ląstel÷se DON jau po 0.25 poveikio 

valandos fosforilina ir aktyvina JNK. Tačiau Jurkat ląstel÷se tai yra trumpalaik÷ aktyvacija, 

trunkanti iki 2 šio mikotoksino poveikio valandos. V÷liau fosfo-JNK1/2 lygis ryškiai 

sumaž÷ja. Tuo tarpu MH-22A ląstel÷se DON indukuoja ilgalaikę JNK aktyvaciją (18 pav.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

18 pav. Fosfo-JNK lygis DON paveiktose Jurkat ir MH-22A ląstel÷se. 
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Streso aktyvinama c-Jun N-galin÷ kinaz÷ yra atsakinga ne tik už apoptoz÷s indukciją, 

bet ir, priklausomai nuo ląstelinio konteksto, gali lemti ląstel÷s išgyvenimą [Jin ir kt., 2005]. 

Siekdami įvertinti JNK vaidmenį Jurkat ir MH-22A ląstel÷se po poveikio tiriamais 

mikotoksinais, mes šią proteinkinazę inhibavome. Tuo tikslu naudojome specifinį JNK 

inhibitorių SP600125. Tai yra konkurentinis inhibitorius. Jis sudaro vandenilines jungtis su 

ATP surišančia JNK sritimi ir priklausomai nuo doz÷s gali efektyviai inhibuoti visas tris JNK 

izoformas (JNK 1, -2 ir -3) [Bennett ir kt., 2001]. Tyrimams naudojome 20 µM SP600125 

koncentraciją. Tiriamos medžiagos buvo dedamos pra÷jus 30 min. nuo JNK inhibitoriaus 

prid÷jimo. Inhibitorius buvo tirpintas dimetilsulfokside (DMSO), kuris gali įtakoti 

mikotoksinų veikimą ir būti toksiškas proliferuojančioms ląstelių kultūroms. Tod÷l pradžioje 

palyginome CE ir DON poveikį prid÷jus DMSO ir be DMSO. Nustat÷me, kad DMSO 

neįtakojo mūsų tiriamų mikotoksinų veikimo. Tod÷l tolesniuose tyrimuose naudojome vieną 

kontrolę - DMSO+CE (arba+DON). Efektas buvo registruojamas po 24 poveikio valandų 

Kaip matome 19 paveiksle, kraujo kilm÷s Jurkat bei kepenų kilm÷s MH-22A ląstelių 

jautrumas CE, inhibavus streso kinazę JNK, kiek padid÷jo.  
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19 pav. Jurkat (A) ir MH-22A (B) ląstelių augimo intensyvumo kitimas po 24 1 µg/ml 
CE poveikio valandų. 

 
 

Tolesn÷je darbo dalyje tyr÷me JNK vaidmenį po 24 1 µg/ml DON poveikio valandų. 

Gauti duomenys rodo, kad JNK inhibicija DON poveikiui įtakos netur÷jo abiejose tirtose -

Jurkat ir MH-22A - linijų ląstelese (20 pav). 
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20 pav. Jurkat (A) ir MH-22A (B) ląstelių augimo intensyvumo kitimas po 24 1 µg/ml 
DON poveikio valandų.  
 
 
Taigi, JNK MAPK vaidmuo šiuo atveju priklauso nuo atitinkamo mikotoksino poveikio: 

veikiant tiriamas Jurkat ir MH-22A ląsteles citochalazinu E, JNK vaidmuo – silpnas 

antiapoptozinis, o deoksinivalenolio poveikio atveju – neutralus.  

 
 
3.2.2. Citochalazino E ir deoksinivalenolio poveikio p38 MAP kinaz÷s aktyvumui 

tyrimas  

 
Šioje darbo dalyje nagrin÷jome CE ir DON poveikį kitos streso aktyvinamos kinaz÷s - 

p38 - aktyvumui. Imunoblotingo pagalba po 0.25, 0.5, 1, 2, 4 ir 8 tiriamų mikotoksinų 

poveikio valandų Jurkat ir MH-22A ląstel÷se buvo vertintas fosfo-p38 lygis.  

Gauti rezultatai parod÷, kad CE neįtakojo fosfo-p38 lygio MH-22A ląstel÷se, tačiau 

Jurkat ląstel÷se buvo registruota nežymi ilgalaik÷ šios MAP kinaz÷s aktyvacija (21 pav). 

 

 

 

 

 

 

 

 

21 pav. Fosfo-p38 lygis CE paveiktose Jurkat ir MH-22A ląstel÷se. 
 
 

Tuo tarpu DON jau po 0.25 poveikio valandos abiejų tirtų linijų ląstel÷se indukavo p38 

fosforilinimą bei aktyvaciją. Jurkat ląstel÷se didžiausias fosfo-p38 lygis buvo registruojamas 
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po 0,5 bei po 1 poveikio val. ir palaipsniui maž÷jo, o MH-22A ląstel÷se išliko pastovus visą 

tyrimo laiką (22 pav.)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

22 pav. Fosfo-p38 lygis DON paveiktose Jurkat ir MH-22A ląstel÷se. 
 
 
Yra duomenų, kad p38 MAPK gali būti reikalinga ląstel÷s ciklo slinkčiai: ląsteles 

paveikus specifiniu p38 MAPK inhibitoriumi SB203580, yra stebimas mažesnis ląstelių 

augimo intensyvumas [Ono ir kt., 2000]. Kaip ir JNK inhibitorius - SP600125, šis p38 

inhibitorius konkuruoja su ATP d÷l susirišimo su ATP jungiančia p38 baltymo dalimi. 

SB203580 selektyviai inhibuoja dvi p38 MAPK izoformas - p38α ir p38β [Ambrosino ir kt., 

2001]. Mes savo darbe šį inhibitorių panaudojame p38 MAP kinaz÷s vaidmens tyrimams. 

Tiriami mikotoksinai buvo pridedami pra÷jus 30 min. nuo 20 µM SB203580 prid÷jimo. Po 24 

val. buvo registruojamas tokiu būdu paveiktų Jurkat ir MH-22A ląstelių augimo 

intensyvumas. Gauti rezultatai buvo lyginami su kontrolinių bei DMSO+CE (arba+DON) 

paveiktų ląstelių augimo intensyvumu.  

Nustat÷me, kad p38 MAP kinaz÷s inhibicija beveik neįtakojo Jurkat ląstelių jautrumo CE, 

bei nežymiai didino MH-22A ląstelių jautrumą šiam mikotoksinui (23 pav). 
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23 pav. Jurkat (A) ir MH-22A (B) ląstelių augimo intensyvumo kitimas po 24 1 µg/ml 
CE poveikio valandų.  
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Šios kinaz÷s inhibicija labai nežymiai padidina Jurkat ir MH-22A ląstelių jautrumą DON 

(24 pav.). Duomenų apie tai, kad p38 MAPK inhibicija iš dalies gali būti susijusi su DON 

indukuojama Jurkat ląstelių apoptoze randama ir literatūroje [Pestka ir kt., 2005]. 
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24 pav. Jurkat (A) ir MH-22A (B) ląstelių augimo intensyvumo kitimas po 24 1 µg/ml 
DON poveikio valandų.  
 
 

JNK ir p38 MAPK vaidmens, panaudojus specifinius šių kinazių inhibitorius, tyrimas 

parod÷, kad c-Jun N-galin÷s kinaz÷s inhibicija didino abiejų tirtų ląstelių jautrumą CE, tačiau 

beveik neįtakojo jų jautrumo DON. Galima teigti, kad padid÷jęs JNK aktyvumas apsaugo 

ląsteles nuo CE indukuojamos programuotos ląstelių žūties. Mūsų duomenimis, p38 MAPK 

inhibicija didino MH-22A ląstelių jautrumą CE ir DON, tuo tarpu, Jurkat ląstel÷s po šios 

kinaz÷s inhibicijos buvo gana atsparios abiems tirtiems mikotoksinams.  

Taigi, MAP kinazių vaidmuo tirtose Jurkat ir MH-22A ląstel÷se yra nevienareikšmis ir 

priklauso tiek nuo mikotoksino rūšies, tiek nuo ląstelių tipo.  

 
 

3.3. Protoonkogeno c-jun vaidmens tyrimas citochalazino E ir deoksinivalenolio 

indukuojamuose tiriamųjų ląstelių žūties procesuose  

 
Pagrindinis c-Jun N-galin÷s kinaz÷s (JNK) taikinys ląstel÷je, kurį ši kinaz÷ fosforilina ir 

aktyvina, yra protoonkogenas c-jun. Šio protoonkogeno koduojamas baltymas yra pagrindinis 

transkripcijos faktoriaus AP-1 komponentas. Taigi, signalai aktyvinantys JNK MAP kinazę, 

taip pat gali indukuoti fosforilinimą ir stimuliuoti transkripcinį c-Jun baltymo aktyvumą 

[Minden ir kt., 1997]. Yra duomenų apie tai, kad šį protoonkogeną gali netiesiogiai aktyvinti 

ir kita SAPK – p38 [Karin ir kt., 1997]. 

c-Jun yra žinomas kaip galimas apoptoz÷s induktorius [Kim ir kt., 2002]. Tod÷l šioje 

darbo dalyje ir siek÷me įvertinti protoonkogeno c-jun, kaip vieno iš galimų programuotos 



 43 

ląstelių žūties induktorių vaidmenį. Daugelyje ląstelių c-jun raiška yra nedidel÷, tačiau ji ypač 

padid÷ja, ląstel÷ms atsakant į įvairius išorinius ir vidinius veiksnius (augimo faktorius, 

citokinus, UV spinduliavimą) [Karin ir kt., 1997]. Yra nustatytas ir antiapoptotinis bei 

neutralus c-jun vaidmuo. Literatūros duomenimis, c-jun vaidmuo ląstelių proliferacijoje ir 

apoptoz÷s procesuose priklauso nuo ląstelių rūšies, poveikio stiprumo bei trukm÷s [Komoda ir 

kt., 2002].  

 
 

3.3.1. Protoonkogeno c-jun raiškos tyrimas po citochalazino E ir deoksinivalenolio 

poveikio  

 
Nor÷dami įvertinti tiriamų mikotoksinų įtaką c-jun raiškai in vitro, šio geno koduojamo 

baltymo lygį Jurkat ir MH-22A ląstel÷se vertinome paveikę jas vienoda - 1 µg/ml - 

citochalazino E ir deoksinivalenolio koncentracija. Baltymo raiška imunoblotingo pagalba 

buvo vertinta po 0.25, 0.5, 1, 2, 4, ir 8 poveikio valandų.  

Mūsų gauti rezultatai parod÷, kad CE Jurkat ląstel÷se indukuoja gana v÷lyvą (po 2 

poveikio valandų) ir ilgalaikį c-Jun baltymo lygio padid÷jimą. Tuo tarpu, MH-22A ląstel÷se 

c-jun raiškos padid÷jimas išryšk÷ja jau po 0.25 val. ir poveikio laikui ilg÷jant palaipsniui 

did÷ja (25 pav.). Yra nustatyta, kad panašiu poveikiu c-jun raiškai pasižymi ir kiti citoskeletą 

ardantys junginiai. Pavyzdžiui, citochalazinas B ir kolchicinas po 30 poveikio min. indukuoja 

c-jun ekspresiją [Oren ir kt., 1999].  

 

 

 

 

 

 

 

 

25 pav. c-jun raiškos palyginimas Jurkat ir MH-22A ląstel÷se po CE poveikio. 
 
 

Toliau vertinome kito mūsų tiriamo mikotoksino - DON poveikį c-jun raiškai Jurkat ir 

MH-22A ląstel÷se. Gauti duomenys rodo, kad Jurkat ląstel÷se DON indukuoja c-jun raišką tik 

po ilgesnio – 4 val. - poveikio laiko, tačiau tai yra ilgalaik÷ c-jun indukcija. Pel÷s hepatomos 

MH-22A ląstel÷se yra registruojama konstitutyviai aukšta c-jun raiška. Po DON poveikio 
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stebimas šios raiškos slopinimas. Ilg÷jant DON poveikio laikui c-Jun baltymo lygis pradeda 

did÷ti ir pasiekia kontrolinių ląstelių lygį (26 pav.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

26 pav. c-jun raiškos palyginimas Jurkat ir MH-22A ląstel÷se po DON poveikio. 

 
 
3.3.2. c-jun vaidmens tyrimas panaudojant parentalines ir genetiškai modifikuotas 

MH-22A ląsteles 

 
Literatūroje yra nemažai duomenų apie tai, kad c-jun gali skatinti ląstelių proliferaciją. 

Nustatyta, kad ląstel÷se, kuriose trūksta funkcionuojančio c-jun, v÷luoja augimas tiek in vivo, 

tiek in vitro [Wetzel ir kt., 1997]. Yra žinomas ir proapoptotinis bei neutralus c-jun vaidmuo. 

Išsamesni c-jun vaidmens tyrimai po citochalazino E ir deoksinivalenolio poveikio buvo 

atlikti su MH-22A linijos ląstel÷mis. Tuo tikslu buvo gautos trys genetiškai modifikuotos c-

jun atžvilgiu pel÷s hepatomos ląstelių linijos.  

Pirmajai jų gauti buvo panaudotas tuščias vektorius, t.y. c-jun raiška šioje vektorin÷je 

ląstelių linijoje (VEKT), nekito ir ji buvo naudojama kaip papildoma kontrol÷ (30 pav.). 

Antroje – antisensin÷je ląstelių linijoje (AS) buvo siekiama dalinai blokuoti c-jun raišką. 

Tuo tikslu, buvo panaudotas konstruktas su protoonkogeno c-jun seka atvirkštin÷je 

orientacijoje citomegalus viruso enhancerio promotoriaus atžvilgiu, kuris paruoštas 

Vystymosi biologijos laboratorijoje (Biochemijos Institutas) (27 pav.). Gautose 

transfekuotose ląstelių linijose c-jun raiška dalinai blokuojama (30 pav.). 

 

27 pav. Eukariotinio ekspresijos vektoriaus su protoonkogeno c-jun seka atvirkštin÷je 
orientacijoje konstruktas. 
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Trečioji l ąstelių linijoja (JUN) buvo gauta, įvedus į ląsteles pcDNR-Hajun plazmidę 

sukurtą, pcDNA3 (Invitrogen) vektoriaus (28 pav.), kuris turi CMV ankstyvąjį greitą 

promotorių su enhanceriu, atsparumus ampicilinui ir geneticinui (G418), taip pat jaučio 

augimo hormono poliadenilinimo seką, prailginančią mRNR gyvavimo laiką, įklonavus 

konstruktą, nešantį su HA sulietą c-jun geną. HA - hemagliutininas yra gripo viruso baltymas, 

sukeliantis stiprų imuninį atsaką, tod÷l antikūnai prieš HA lengvai gaunami, o nedidelį 

epitopą koduojanti seka s÷kmingai pritaikyta genų žym÷jimui. Imunoblotingo pagalba 

patikrinę HA ekspresiją, vertinome c-jun įvedimo laipsnį (29 pav.). Šioje gautoje ląstelių 

linijoje registruota padid÷jusi c-jun raiška (30 pav.). 

 

 

 

 

 

 

 

28 pav. pcDNA3 vektorius. 
 

 

 

 

29 pav. HA raiška parentalin÷se (1) bei transfekuotose (JUN) (2) MH-22A ląstel÷se.  

 
 
 
 
 
 
 

30 pav. c-jun raiška parentalin÷se ir genetiškai modifikuotose MH-22A ląstel÷se: PAR – 
parentalin÷s, t.y. genetiškai nepakeistos ląstel÷s; AS – genetiškai modifikuotos ląstel÷s, 
kuriose c-jun raiška dalinai blokuota; JUN - genetiškai modifikuotos ląstel÷s, kuriose c-
jun raiška padidinta; VEKT - genetiškai modifikuotos ląstel÷s, kuriose c-jun raiška 
nepakitusi. 

 
 

Kadangi mūsų tiriamose parentalin÷se ir genetiškai modifikuotose MH-22A ląstel÷se 

yra skirtingas c-jun ekspresijos lygis, tod÷l galima vertinti šio geno koduojamo baltymo 

vaidmenį ląstelių atsake į CE ir DON poveikį in vitro. Tolimesn÷je darbo dalyje, 

panaudodami gautas ląstelių linijas, analizavome protoonkogeno c-jun vaidmenį, atsakant į 1 

µg/ml CE poveikį.  
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Nustat÷me, kad atspariausios CE poveikiui buvo ląstel÷s, kuriose yra žemesnis c-Jun 

baltymo lygis, t.y. AS ląstelių linija. Ląstelių linijose, kuriose registruota padid÷jusi c-jun 

raiška, steb÷tas priešingas efektas – jos buvo jautresn÷s CE poveikiui nei parentalin÷s MH-

22A ląstel÷s (31 pav.). Ypatingai JUN ląstelių jautrumas išaugo po 48 val. poveikio. Beje, AS 

ląstelių atsparumas taip pat labiau išryšk÷jo po 48 val. poveikio. 
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A                                                                         B 

31 pav. Parentalinių ir genetiškai modifikuotų ląstelių augimo intensyvumo kitimas 
kontrolin÷se bei CE paveiktose ląstelių populiacijose po 24 (A) ir 48 (B) poveikio 
valandų. 
 

Analogiškas efektas buvo registruotas parentalin÷se ir genetiškai modifikuotose MH-

22A ląstel÷se po 24 ir 48 DON poveikio valandų: jautriausios DON buvo ląstel÷s, kuriose yra 

padidinta c-jun raiška; AS ląstelių linijoje buvo stebimas priešingas efektas – jos buvo 

atsparesn÷s DON poveikiui (32 pav.). c-Jun vaidmuo, šiuo atveju, taip pat labiau išryšk÷jo po 

48 veikimo tiriamuoju DON mikotoksinu valandų. 
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A                                                                         B 
32 pav. Parentalinių ir genetiškai modifikuotų ląstelių augimo intensyvumo kitimas 
kontrolin÷se bei DON paveiktose ląstelių populiacijose po 24 (A) ir 48 (B) poveikio 
valandų. 
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Taigi, mūsų gauti duomenys parod÷, kad c-Jun baltymas dalyvauja MH-22A linijos 

ląstelių atsake į tiriamų mikotoksinų - CE ir DON - poveikį.  

 

 

 

Šiame darbe buvo analizuota dviejų mikotoksinų - citochalazino E ir deoksinivalenolio - 

vaidmuo skirtingos kilm÷s ląstelių proliferacijos bei žūties procesuose ir galimų signalinių 

kelių aktyvacija atsakant į CE ir DON poveikį. Yra žinoma, kad mikotoksinų sukeliamas 

toksiškumas, ląsteliniame lygyje gali pasireiškti skirtingais mechanizmais ir tai yra susiję su 

jų chemine struktūra [Duxbury, 2004]. Abu tirti mikotoksinai savo struktūroje turi epoksido 

grupes, kurios, manoma, lemia jų toksiškumą. Deoksinivalenolio veikimas literatūroje yra 

žymiai plačiau išnagrin÷tas. Nustatyta, kad 4.5 - 41 µM šio mikotoksino koncentracijos 50% 

gali slopinti ląstelių proliferaciją. Šiuo atveju DON veikimas priklauso nuo ląstelių rūšies. Yra 

duomenų, kad mažos DON koncentracijos indukuoja mitogenų aktyvinamas kinazes - p38, 

JNK1/2 ir ERK [Pestka ir kt., 2005]. Šių MAP kinazių vaidmuo ląstel÷je yra nevienareikšmis 

ir gali varijuoti priklausomai nuo poveikio ar ląstelių tipo. Apie tai byloja daug literatūros 

šaltinių [Minden ir kt, 1997; Finley ir kt, 2003; Huh ir kt., 2004]. 

Savo darbe modeline sistema pasirinkome dvi skirtingos kilm÷s ląstelių linijas: kepenų 

kilm÷s pel÷s hepatomos MH-22A ląstelių linij ą ir kraujo kilm÷s Jurkat ląstelių linij ą. 

Tyrimams naudojome 0.1 µg/ml, 1 µg/ml, 10 µg/ml CE ir DON koncentracijas. Stipriausiu 

antiproliferaciniu poveikiu tirtose ląstelių kultūrose pasižym÷jo DON. Ypač stipriai Jurkat ir 

MH-22A ląstelių augimą slopino didžiausia tirta DON koncentracija. CE kiek silpniau įtakojo 

tirtų ląstelių proliferaciją. Tačiau poveikio laikui ilg÷jant ir did÷jant CE koncentracijai, 

antiproliferacinis veikimas sustipr÷jo. Įdomūs rezultatai buvo gauti paveikus MH-22A ląstel÷s 

1 µg/ml CE. Ši CE koncentracija pasižym÷jo stipriausiu antiproliferaciniu bei programuotą 

ląstelių žūtį indukuojančiu veikimu. 0.1 µg/ml ir 10 µg/ml CE koncentracijos nebuvo tokios 

efektyvios. 

Mitogenų aktyvinamų proteinkinazių kinazių kaskada yra viena iš svarbiausių signalinių 

kelių, leminačių ląstelių atsaką į įvairius išorinius ir vidinius poveikius. Mūsų darbe buvo 

analizuojamas tiriamų mikotoksinų poveikis dviejų MAP kinazių - p38 ir JNK - aktyvumui. 

Nustat÷me, kad tiek CE, tiek DON mūsų tirtose ląstel÷se aktyvino JNK, o inhibavus JNK, 

Jurkat ir MH-22A ląstelių jautrumas CE padid÷jo. Gautus rezultatus lyginome su 

duomenimis, gautais paveikus tiriamas ląsteles DON. Šiuo atveju JNK aktyvacija nekeit÷ 

Jurkat ir MH-22A ląstelių jautrumo DON. Panašių duomenų apie DON poveikį kitoms 

ląstel÷ms randama ir literatūroje [Pestka ir kt., 2005].  
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Abi šios tirtos MAP kinaz÷s gali tiesiogiai ar netiesiogiai aktyvinti protoonkogeną c-jun, 

kuris yra pagrindinis transkripcijos faktoriaus AP-1 komponentas. Tod÷l panaudojus 

genetiškai modifikuotas c-jun atžvilgiu MH-22A ląstelių linijas, buvo vertintas c-Jun vaidmuo 

po CE ir DON poveikio. Jautresn÷s CE ir DON buvo tos genetiškai modifikuotos ląstel÷s, 

kuriose yra padidinta c-jun raiška. Tuo tarpu dalinis c-jun raiškos slopinimas didino ląstelių 

atsparumą tiriamiems mikotoksinams, o po CE poveikio netgi steb÷tas didesnis tiriamų 

ląstelių augimo intensyvumas. Taigi, c-Jun yra svarbus pel÷s hepatomos linijos ląstel÷ms 

atsakant į tirtų mikotoksinų poveikį. Šiuo atveju, c-Jun vaidmuo yra proapoptozinis. 
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IŠVADOS 
 

 
1. Įvertinus citochalazino E ir deoksinivalenolio, turinčių savo struktūroje epoksido 

grupes, poveikį eukariotinių ląstelių gyvybingumui, nustatytas skirtingas MH-22A ir 

Jurkat linijų ląstelių jautrumas tirtiems mikotoksinams. 

 

2. Nutatyta, kad stipriausiu proliferaciją slopinančiu aktyvumu tirtose ląstelių kultūrose 

pasižym÷jo deoksinivalenolis. Citochalazinas E silpniau įtakojo abiejų linijų ląstelių 

proliferaciją, nors poveikio laikui ilg÷jant ir did÷jant mikotoksino koncentracijai, 

antiproliferacinis jo veikimas stipr÷jo. 

 

3. Citochalazinas E neįtakojo fosfo-p38 lygio MH-22A ląstel÷se, bet nežymiai 

aktyvino šią MAP kinazę Jurkat ląstel÷se. Tuo tarpu deoksinivalenolis indukavo 

greitą ir ilgalaikę p38 MAPK aktyvaciją abiejose tirtose ląstelių linijose. 

 

4. JNK MAPK vaidmuo priklaus÷ nuo atitinkamo mikotoksino poveikio: veikiant 

tiriamas Jurkat ir MH-22A ląsteles citochalazinu E, JNK vaidmuo – silpnas 

antiapoptozinis, o deoksinivalenolio poveikio atveju – neutralus. 

 

5. MH-22A linijos ląstel÷s, kuriose yra padidinta c-jun raiška buvo žymiai jautresn÷s 

citochalazino E ir deoksinivalenolio poveikiui, tuo tarpu – c-jun raiškos dalinis 

slopinamas, didino šių ląstelių atsparumą tirtiems mikotoksinams. Tai rodo, kad c-

Jun dalyvauja MH-22A linijos ląstelių atsake į citochalazino E ir deoksinivalenolio 

poveikį. 

 

 
 
 
 
 
Darbą atliko: 
 
 
Darbo vadov÷: 
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SUMMARY 
 

Study of mechanisms underlying cytochalasin E and deoxynivalenol effects in 
MH-22A and Jurkat cell lines 

 
In recent years, a great deal of interest has been generated regarding the study food 

safety. The Food and Agriculture Organization estimates that at least 5-10% of the world 

food supply is lost annually to fungi and mycotoxins – poisonous chemicals produced by 

microfungi during their growth on food, feeds and various agricultural commodities. The 

effects of mycotoxins on humans and animals are dose-related and include acute and chronic 

effects, in the case of some mycotoxins, carcinogenicity, mutagenicity and supression of the 

immune system. Deoxynivalenol, one of mycotoxines, is produced by several Fusarium 

genus. It can be found as natural contaminant in variuos cereal crops and in processed grains. 

Besides its acute and chronic toxicity and effects on immune function, deoxynivalenol 

contribute to gastrointestinal diseases in exposed humans. Cytochalasin E – a toxin 

synthesized by Aspergillus clavatus, that inhibit cell division and protein synthesis, is 

nephrotoxic and considered carcinogenic.  

The aim of this study was to assess the effects of deoxynivalenol and cytochalasin E on 

cell viability and to relate apoptosis to activation of signaling molecules of stress activated 

MAPK pathway. 

In our study we determined, that cytochalasin E and deoxynivalenol mechanism of 

action depends on cell type, concentration and time of exposure. Deoxynivalenol was marked 

the most potent cytotoxicity in both cell lines at greatest concentration. Meanwhile 

cytochalasin E showed weaker influence on cell proliferation.  

The activation and role of c-Jun N-terminal kinase (JNK) and p38 kinase, members of 

the mitogen-activated protein kineses (MAPK) family, was studied, also. Our results suggest 

a possible involvement of JNK in cytochalasin E induced apoptosis in Jurkat and MH-22A 

cells, but in deoxynivalenol treated cells this effect was inappreciable. The study of p38 

MAPK activation in Jurkat and MH-22A cells after deoxynivalenol treatment revealed a 

markedly induced phosphorylation of this kinase that correlated with and preceded apoptosis. 

Our results showed that cytochalasin E didn’t provoke the activation of p38 in Jurkat cells 

and weak increase of phospho-p38 level in MH-22A cell line. 

 Study of the role of protooncogene c-jun was carried out by using genetically 

modified MH-22A cells. The results indicated proapoptotic effect of c-jun after studied 

mycotoxins treatment in this cell line. 
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Nuoširdžiai d÷koju už pagrindines id÷jas ir vertingus patarimus Vystymosi biologijos 

skyriaus doktorantei Daivai Baltriukienei; už linksmą nuotaiką, supratimą ir pagalbą 

Vivariumo skyriaus darbuotojoms: biologei - tyr÷jai Audronei Packevičienei ir Elenutei 

Šeduikienei.  

 


