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SUTRUMPINIMAI

AIF — apoptoz indukuojantis faktorius;

AP-1 - transkripcijos faktoui Seima;

Apaf-1 - apoptog indukuojantis faktorius 1;

AS - genetiSkai modifikuotos MH-22/$teks, kuriosec-junraiSka i$ dalies blokuojama;
ATF - aktyvuojantis transkripcijos faktorius

Bcl-2 — apoptog reguliuojaiiy baltymy Seima;

Bcl-x s, Bax, Bad, Bid, Bak - apopteskatinantys Bcl — 2 Seimos baltymai;
Bcl-2, Bcl-x. — apoptoz slopinantys Bcl — 2 Seimos baltymai;

Cdc2 - nuo ciklim priklausoma kinagz

Cdk - nuo ciklim priklausomos kinaszs;

c-FLIP — kaspas homologas, neturintis proteészaktyvumo;

Cit c - citochromas c;

c-jun, c-fos,c-myc - protoonkogenai;

CRE - cAMP atsako elementas

CE - citochalazinas E;

DMEM - Dalbeko modifikuota Iglo (Eaglejdteliy auginimo terp;
DMSO - dimetilsulfoksidas;

DON - deoksinivalenolis;

EGF- epiderminis augimo faktorius;

EGFR - epiderminio augimo faktoriaus receptorius;

ERK - ekstradstelinio signalo reguliuojama proteino kigaz

FADD — su FAS asocijuotas mirties domeno baltymas;

FasL - Fas receptoriaus ligandas;

JNK - c-Jun N-galia kinaz;

JUN -genetiSkai modifikuotos MH-22/teks, kuriosec-jun raiSka padidinta;
MAPK - mitogen; aktyvuojamos proteino kinég,;

NDS - natrio dodecilsulfatas;

MEM — modifikuota Iglo (Eagle)asteliy kultivavimo teryg;

NF-kB - transkripcijos faktorius;

NGF - nery augimo faktorius;

PAR — parentaliés, genetiSkai nepakeistos MH-224steks;

p38 — mitogen aktyvuojama proteino kinaz

p53 - naviky augimy slopinantis baltymas, transkripcijos faktorius;
pRb — retinoblastomos baltymas;

Smac — antrasis mitochondrigpoptoz aktyvinantis baltymas;

TNF - naviky nekrozs faktorius;

TNFa - transformuojantis augimo faktorius alfa;

TNGp - transformuojantis augimo faktorius beta;

TRIS - 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis;

VEKT — genetiSkai modifikuotos MH-22/Asteks, kuriosec-jun raiSka nepakitusi.



IVADAS

Lietuvoje, kaip ir visame pasaulyje, vis daugiatmésio skiriama maisto produkt
kokybei ir saugumuiJau prajusio amziaus antrojoje péje buvo pastetia, kadijvairiy rasiy
mikromicetai, besivystydami ant augaten kilmeés Zaliawy ir iS ju pagaming produki
sintetina ir iSskiriaj aplinka jvairios chemilis sudties antrinius medziag apykaitos
produktus - mikotoksinus, kuridalis labai pablogina maisto kokylr kelia pavoy Zzmoniy
sveikatai. Jie laikomi vienu i§ svarbiamwsimoniy ir gyviny sveikatos rizikos faktogi Siuo
metu apsk&iuota, kad mikotoksinais yra utlgta daugiau nei 25% pasaulinio derliaus
produkcijos. Daugelyje Sali mikotoksiny kiekis maisto produktuose ir paSaruose yra
reglamentuojamas norminiais dokumentais. Mikotakisitspailis terminiam apdorojimui,
todel gali bati randami maisto produktuose: miltuose, duonosigamse, aluje. Siuo metu
identifikuota daugiau nei 400 mikotoksinPagrindiniai toksin producentai yraéspergillus
Penicillium Fusarium Alternaria bei kity mikromicety gertiu grybai, kuriy sintetinami
mikotoksinai (aflatoksinas, ochratoksinas, zeam@ab@s, deoksinivalenolis, fumonizinas bei
visa eik kity chemini; junginiy) kelia didZiausi pavoj gyvinu bei Zmoni sveikatai.
Daugiau nei 100 mikromicetmetabolity gali sukelti Zj, jtakoti embriom vystymasi bei
sukeltijvairiy organ fiziologiniy funkciju sutrikima.

Tiek ekonominiu, tiek sveikatos p@fiu vienas pavojingiaugi mikotoksing yra
Fusariumgenties gryh sintetinamas deoksinivalenolis, ¢k paplies gtidinése kultirose ir
i$ ju pagamintuose produktuose. Sis mikotoksinas igiioti gyvuliy vaisingum, sukelti
virskinimo, jvairius nery sistemos, imunis sistemos sutrikimus. Kitas mikotoksinas —
citochalazinas E gali inhibuotiadteks dalijimasi bei baltyny sintez, be to, kai kum
literatiros Salting teigimu, pasizymi nefrotoksiniu bei kancerogengikimu.

Pastaruoju metu vis difantis cmesys skiriamas $imedZziag veikimo mechanizmp
tyrimams tiek in vivo, tiek in vitro. Suprantama, mikotoksin veikimo molekuling
mechanizm supratimas leigt tinkamai apsaugoti Zzmones ir gywus nuo susirgimg o

susirgus pagty parinkti efektyvias gydymo strategijas.

Darbo tikslas: jvertinti mikotoksiny - citochalazino E ir deoksinivalenolio - veikimo
mechanizmus, panaudojant skirtingos kiniei genetiSkai modifikuotagsteles.

Darbo uzdaviniai:

e iStirti citochalazino E ir deoksinivalenolio poveikraujo bei kepem kilmés

lasteliy proliferacijai bei gyvybingumui;



vertinti tiriamy junginiy poveil c-Jun N-galigs (JNK) ir p38 MAP kinags

aktyvumui;

panaudojant genetiSkai modifikuotastelesjvertinti c-jun vaidmen lastekms

atsakani citochalazino E bei deoksinivalenolio povieik



1. LITERAT UROS APZVALGA

1.1. Mikotoksinai

Susidarius optimaliomsalygoms kai kurie mikroskopiniai grybai gali produku
toksiSkas zmoéms ir gyvuliams medziagas — mikotoksinus. Tai ye@zomolekulinio svorio
antriniai mikroskopini gryby apykaitos produktai. Pagrindiniayioksing produkuotojai yra
placiai paplit gamtoje Fusarium Alternaria, Aspergillus ir Penicillium gertiu grybai,
galintys augti ant pau jvairiausyy substrai [Demain., 1986]. Mikotoksimp sintez (tipas ir
kiekis) priklauso nuo mikromiceto genties, substraticties, dégmeés, pH, temperatos,
deguonies, kit esariy organizny saveikos bei kit salygu [Albricht, 2001; Bhatnagar ir kt,
2002]. Toksikologiniu ir cheminiu podiu tai labai heterogeniSka medziagrupe, kuria
gana sunku ne tik apilinti, bet ir klasifikuoti. Siuos metabolitus bamia klasifikuoti pagal
organus, kuriuos jie pazeidzia (hepatotoksinairateksinai, neurotoksinai, imunotoksinai ir
kt.), pagal klinikinius pozymius, kuriuos jie sukel(teratogenai, mutagenai, kancerogenai,
alergenai), pagal chemrstruktira (laktinai, kumarinai ir kt.), pagal kil priklausomai nuo
to, kokia mikromicei kultira juos sintetina (pvzAspergillustoksinai,Penicilliumtoksinai ir
kt.).

Mikotoksinu toksiSkumas Zmams ir gyvuliams gali pasireikStimiai ar chroniskai.
veikimo paskoje gali sutrikti nery sistemos, Sirdies ir kraujagyslsistemos, ké&pavimo
sistemos ar virskinamojo trakto veikldvairis mikotoksinai pasizymi labai skirtingais
aktyvumais: prieSvirusiniu ar prieSbakteriniu veiki, mutageniSkumu, genotoksisSkumu,
teratogeniSkumu, kancerogeniSkumu. Kai kupg net maza koncentracija yra toksisSka
gyviems organizmams. Pavyzdziui, keli miligramai fbRsino gali sukelti gyw organizny
zuti. Yra mikotoksim, pasizymigiy farmakologiniu aktyvumu, tad Sie junginiai bei y
dariniai gali Wti naudojami kaip antibiotikai, augimo stimuliat@riar kitokio poladzio
vaistai. Be to, jie yra tyrigjami kaip potencialios biologés kovos priemoés [Bennet ir kt.,
2003].

1.1.1. Citochalazinali, ju biologinis aktyvumas; citochalazinas E

Citochalazinai (gr. k. gytos - lastek; ,chalasis — suglebimas, atsipalaidavimas) — tai
ivairiy mikromicet; gertiy sintetinany mikotoksin; gruge, pasizyminti gimininga chemine
struktira bei biologiniu aktyvumu. Zinoma daugiau nei ifochalazin junginiy, Zymimy
didZiosiomis raidmis nuo A iki Z. Citochalazinai A ir B yraHelminthosporium

dematioideumcitochalazinai C ir D Metarrhizium anisopliacitochalazinas E Rosellinia
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necatrix citochalazinas F -Helminthosporium dematioideyntitochalazinai H ir J -
Phomopsis paspatnetabolitai. Pirmieji citochalazinai buvo atraséié4 m., ir jau nuo 1970
met; tapo svarbiu intensyyicitologiniy tyrimy objektu. StrukiriSkai citochalazinai sudaryti
i$ fenilalanino ar triptofano liekanos, sujungtas erhidroizoindolu, kuris, savo ruoztu,
sujungtas su {g-Cig poliketo ziedine sistemadl (pav.). Pastarasis strukinis komponentas
labiausiai varijuoja tiek sudimi, tiek dydziu, ir yra svarbus apsprendziantocitalazim
biologin; aktyvurm [Wells ir kt., 1981; Haindle ir kt., 2004].

1 pav. Citochalazin strukfiros modelis [Makioka ir kt., 2004].

Citochalazinai pasizymi citostatiniu aktyvumu: jrghibuoja hsteks judtjima, stabdo
besidalijadiy lasteliy citoplazmos, bet ne branduolio, dalifish bei indukuoja apoptez
[Peterson ir kt., 2002; Haidle ir kt., 2004]. Citadazinai gali praeiti peasteks membraair
itakoti tokius procesus kaip monosacharidmino fig&iy, jvairiy nukleozid, transportas per
lastebs membraa (citochalazinai A ir B), baltym sintez (citochalazinas D), angiogerez
(citochalazinas E), fagocitéztrombocity agregacija ar hormansekrecija [Ornelles ir kt.,
1986; Cooper, 1987]. Be to, citochalazinai gédikoti vaisingum, pasiZzymi teratogeniniu
poveikiu [Singh ir kt., 1987].

Tatiau labiausiai Zinomas citochalazimpoveikis mikrofilamentams. Sie mikotoksinai
jungdamiesi su gré&iau augatiu aktino (+)-galu stabdo mikrovamzdekusirinkiny. Viena
citochalazino molekeljungiasi su vienu aktino filamentu.eDsios priezasties citochalazinai
placiai naudojami su aktinu susijusiproces tyrimuose, analizuojant aktino filament
dinamika, lasteks ciklo kinetiky ir chromosominius pazeidimusstekse [Berger ir kt., 1997].
Literatiros duomenimis, intaktése, nepazeistosestekse, citochalazip poveikis hsteks
morfologijai, F-aktino kiekiui bei organizacijai jakirtis [Mills ir kt., 2000].

Citochalazin jtaka lzsteks ciklui. Nustatyta, kad Sie mikotoksinai gali inhibuasteliy
adhezij, saveikaudami su alsteks pavirSiaus makromolekurhis. Tokiu du jie jtakoja
membranos morfologinius pasikeitimugsteks augim bei jucjima. Tyrimy metu buvo
irodyta, kad citochalazinai depoliarizuoja aktinkarfientus sutraukiamajame Ziede teléfaz

metu, to paskoje branduolys pasidalija nevykstant citokinezéormuojasi daugiabranduss



lasteks [Giganti ir kt., 2003]. Yra duoman kad citochalazip poveikio paskoje lasteks
praranda branduolius [Goldman, 1972; Wei ir ktQ02J0 Aktino citoskeleto vientisumas turi
buti iSlaikomas visos Glasteks ciklo fazs metu, tai svarbu palaikant aukstklino D1 lygi

ir slopinant p2%"*, kuris veikia kaip neigiamas ciklino/Cdk kompleksaktyvumo
reguliatorius ir gali stabdytasteks augim pries restrikcijos arba ribos taglesant vélyvoje
G; lasteks ciklo fazje [Huang ir kt., 2002]. Mazos citochalazirkoncentracijos stabdo
lasteks cikla Go/G; fazéje. To paskoje padidja p53 raiSka, padag@a apoptoz [Rubstova ir
kt., 1998].

Citochalaziny vaidmuo apoptes indukcijoje. Aktino citoskeleto poliarizacija ir
depoliarizacija yra susijusi su ankstyvais étyvais apoptogs jvykiais [Halaby ir kt., 2003;
Veselka ir kt., 2003]. Manoma, kad su aktimweskaujantys citochalazinai gali keisti ne tik
apoptozigs lasteks morfologip, bet ir inicijuoti programuat lasteliy Zati. Skirtingi
citochalazinai apopt@zindukuoja nevienodu dazniu. Tai sgsgu ju skirtingu afiniSkumu
aktino filamentams [Suria ir kt., 1999]. Litefiads duomenimis, aktino citoskeleto ardymas
gali itakoti mitochondriy funkcijas, padidinti mitochondtj membran pralaidum. To
pagkoje iSlaisvinamas citochromas c, kasganr ju aktyvatorius Apaf-1. Visa tai susigu
apoptozs indukcija. Buvo iSkelta hipotéz kad citochalazinai Zinduali lastekse gali
inhibuoti gliukozs transporto sistean jungdamiesi su gliuk@s transporteriu GLUT1
[Gottschalk ir kt., 2000]. Peji embrionirese hstekse ir hematopoetiés kilmés lasteliy
kultarose, neturitiose GLUT1, stebima padiplisi apoptoz, neziirint to, kadcia yra kitos
GLUT izoformos (GLUTZ2, GLUT3, GLUTS8) [Heiling ir kit 2003]. Literaliros duomenimis,
aktino citoskeleto depoliarizacija yra susijusip88 ir INK MAPK signalini keliy aktyvacija
bei padidjusia c-Jun raiSka [Oren ir kt., 1999].

Citochalazinas E (CE) — tai Aspergillus clavatusr Rosellinia necatrixmetabolitas,
besiskiriantis nuo kit citochalazim epoksido grupe ir turintis strukiniy panasum su
angiogeneg slopinagiomis molekuémis [Giganti ir kt., 2003]. Té@au skirtingai nei Kiti
zinomi angiogenes inhibitoriai (mikromicei antrinis metabolitas, fumagilinas ir jo
sintetiniai analogai, taip pat turintys savo stiu@fe epoksido grug, citochalazinas E
neinhibuoja metionino aminopeptidaz2 (MetAP2) [Zhang ir kt., 2002]. Si epoksido grup
nulemia citochalazino E specifiSkgnr biologini aktyvum (2 pav.).



2 pav. Citochalazino E strukita [Makioka ir kt., 2004].

Citochalazinas E yra vienas iS stipriausios grupgs toksin.. Ypa toksiSkas jis yra
pekms, ziurkkms, jiry kKiaulyttms. Histopatologimi tyrimy metu pastelia, kad didels Sio
mikotoksino koncentracijos sukelia kepeimksty, bluznies, kasos, Zarnyngsteliy nekroz,
smegen edemas, kraujagyslisieneliy pazeidimus [Glinsukon ir kt., 1975]. Mazeésn
citochalazino E koncentracijos gali slopinti angiogz ir naviky auginmg in vivo [Udagawa
ir kt., 2000]. Be to, tyrim metu nustatyta, kad Sis citochalazinas stipriasatektyviai
inhibuoja galvij; kapiliarinio endotelio (BCE) abteliy proliferacip in vitro. Siy lasteliy
proliferacijos slopinimas yra dvejopas ir vykstagabse citochalazino E koncentracijibose:
esant didelms koncentracijomsasteliy proliferacijos inhibicija susijusi su aktino ardym
tuo tarpu mazos koncentracijos slopinatéliy augimy nuo epoksido grus priklausomu

mechanizmu [Udagawa ir kt., 2000].

1.1.2. Deoksinivalenolis — paplitimas, veikimo meemizmai

Deoksinivalenolis (DON, arba vomitoksinas) — prida strukiriSkai panasi
mikotoksiny trichotecen grupei ir yra iSskiriamas igusarium genties gryh (Fusarium
culmorumir Fusarium graminearuin plaiai paplitusiy gridinése kultirose, randamas i§ |
pagamintuose produktuose (miltuose, aluje, salyk&)pav.). DON toksiSkum lemia

molekukje esantis 12, 13 epoksi Ziedas.

OH | CH3
CH20H

3 pav.Deoksinivalenolio cheminstrukfira [Eriksen ir kt., 2004].

Tai vienas toksiSkiausitrichotecen, lasteks lygmenyje galintis inhibuoti DNR, RNR,
baltymy sintez, syveikauti su dsteks organeimis. Kai kurios Europos, Azijos, Pigtr



Siaués Amerikos 3alys turi DON apribojimusiglinems kultiroms, siekiatius 100 - 2000
ug/kg [Larsen ir kt., 2004]. Yra duomenkad kvig€iuose aptikti 0,9 — 7,6g/kg DON kiekiai
gali bati pavojingi gyvuliams bei Zmogui [Maresca ir 2002]. Sis mikotoksinas gaiakoti
gyvuliy vaisinguma, sukelti virskinimo, jvairius nery sistemos, imunis sistemos
sutrikimus. Nustatyta, kad DON gali pasizim tiek imunosupresiniu, tiek
imunostimuliaciniu veikimu priklausomai nuo dszir poveikio truknés. Imunosupresinis
vaidmuo gali lati aiSkinamas baltym sintezs inhibicija, tuo tarpu imunostimuliacija gali
buti siejama suprast; reguliatorinip mechanizm sutrikdymu [Rotter ir kt., 1996]. Atlikus
tyrimus nustatyta, kad DON poveikio psje pakinta IgA gamyba peliorganizme. Sis
poveikis panasSuszmoniy, sergatiy IgA nefropatija (glomerulonefritu) [Chung ir k2P03].

DON indukuoja apoptaz jvairiose §steliy raSysein vivo ir in vitro, aktyvindamas
kaspaz-3, skatindamas DNR fragmentagijchromatino kondensagijbei aktyvindamas
MAPK (mitogen; aktyvuojamos protein kinazs) Seimos kinazes. Nustatyta, kad DON
eukariotirese hstekse inhibuoja polipeptidiltransferéz reakciy, prisijungdamas prie 60S
ribosominio subvieneto ir tuo Gdu slopina baltym sintez. Polipeptidiltrasferas
inhibitoriai gali kuti ribotoksinio streso atsako priezastimi, ébgra aktyvinamos JNK ir p38
— streso aktyvinamos MAP kingz [Shifrin ir kt., 1999]. Zinoma, kad kai kuriose
eksperimentiése sistemose JNK/p38 kinazaktyvacija reikalinga apoptéz indukcijai. Yra
duomen, kad DON gali sukelti Bax (proapoptotinio baltyntegnslokaci i mitochondrijas.
D¢l to sukeliamas citochromo c iSlaisvinimas ir apanté lasteliy Zitis, tafiau nétakojamas
mitochondriji membranos pralaidumas [Zhou ir kt., 2005]. Liteémas duomenimis, DON
poveikio metu pels RAW 264.7 makrofag lastekse gali liti aktyvinama proteinkinazR
(PKR) ir hematopoetinlasteks kinaz (Hsk). Siuo atveju vyksta MAP kaskados aktyvinignas
padictja p53 raiSka, aktyvinama kaspaz [Zhou ir kt., 2003; Pestka ir kt., 2004]. Naujiess
duomenimis, deoksinivalenolis gali indukuoti cikksigenags-2 (COX-2) gen ekspresiy
makrofaguose. Sis fermentas sgsijsu uZdegimini mediatori prostaglandin sinteze,
reguliuojama MAP kinazi lygmenyje [Moon ir kt., 2002]. Mazos DON koncertifas taip
pat gali aktyvinti ekstrabteliniy signaly reguliuojamas kinazes ERK1 ir ERK2. Litenais
duomenimis, DON sukelia ERK1/2 indukgij susijusi su antiapoptotinio kelio
ERK/AKT/p90Rsk/Bad iniciavimu makrofaguose [Zhou kt., 2005]. Siuo atveju, ERK
aktyvacija gali [ati svarbi kaip 4steks iSgyvenimo signalas. Nustatyta, kad apojgadaznis
stipriai padi@ja inhibavus ERK specifiniu inhibitoriumi PD98059paveikus DON [Yang ir
kt.,, 2000]. Tdiau kitais literairos duomenimis, ERK inhibicija beveik netujiakos
apoptozs dazniui [Pestka ir kt., 2005].
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Teigiama, kad citostatinis DON veikimas pasireisSkisteks ciklo sustabdymu G,
fazéje [Fornelli ir kt., 2004].

1.2. Lastelks ciklas

Lasteks ciklas yra sugtingas procesas, kurio metu vykstairis pokyiai: lastek
padvigubina savo genarnauga ir pasidalija dvi dukterines gsteles. Procesai, vykstantys
nuo vieno 4steks ciklo dalijimosi iki kito, skirstomii stadijas, kuk visuma ir vadinama
lasteks ciklu. Lasteks ciklas skirstomag keturias fazes: ¢ S, G ir M. Po hsteks
pasidalijimo atsiradusios dukteém lastebs yra G fazeje. Sios fazs metu stebs auga,
vyksta normali medZiag apykaita, padviguja organels, sintezuojama daugasteks
baltymy, RNR, apvalkallio komponentai ir kitos makromolekis. Po G fazés seka S faz
kurioje replikuojasi DNR, dviguja chromosomos. £stadijos metu vykst@vairis mitozei
reikalingi paruoSiamieji metaboliniai procesai. $td@danti M faz (mitoz) susideda iS
dviejy proces— branduolio pasidalijimo (kariokinég) ir citoplazmos dalijimosi
(citokinezs). Mitozs metu vyksta chromatino kondensacija, citoskedétiokiiros pokyiai,
chromosom judéjimas vidurio plokStumos, oéliau ir lasteks poliy link, be to, branduolio
bei visos dsteks pasidalijimas. 4steks ciklo dalis be mitoxs vadinama interfaze.

Lastek palaipsniui auga viso ciklo eigoje ir jos apimgmdvigulgja iki mitozés.
Baltymy ir mRNR sintez vyksta visos interfas eigoje, o DNR replikacija — tik S fex
metu. Nesidalijatios ir ramylés hikléje esanios lasteks, laikomos ,igjusios iS ciklo® ir
esartios ramyles fazje & [Cooper, 2003].

Lasteks cikle vykstania nuosekly faziy kaita kontroliuoja sudtinga evoliucijos eigoje
iStobukjusi universali reguliacin sistema. Maziausia pazaida dalijimosi pracesetu
sustabdo dsteks slinki ciklu tam tikrose vietose, kurios vadinamos kokégotaskais.
Pagrindires lasteks ciklo vietos, kuriose yra vykdoma DNR pazgkibntrok, yra pegjimai is
G111 S faz ir iS G, i M faze, taip pat kontrals taskai S ir M fagse [Kastan ir kt., 2004].
Kontrolés taske dstek sustabdo slinktciklu ir paSalina pazaidarba visiSkai pasitraukia iS
ciklo.

Lasteks slinki iS vienos fags i kita reguliuoja proteinkinami kompleksai. Tai
heterodimeriniai baltymai.yJreguliaciniai subvienetai vadinami ciklinais, adléiniai - nuo
cikliny priklausomomis kinagmis, Cdk (ang. k. —cyclin-dependent kinasgs kurios
nepasizymi kinaziniu aktyvumu tol, kol nesusijungia reguliaciniu subvienetu - ciklinu.
Kiekviena Cdk gali asocijuoti su skirtingais cildis. Vigy cikliny koncentracija ciklo eigoje

svyruoja, j1 kiekis svarbusasteks ciklo slinkiai.
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Lastelei slenkant ciklu sintetinami keturi ciklinai B, E, A ir B. Ciklinai D ir E
funkcionuoja Gfazéje, o ciklinai A ir B yra aktyus \elesrese ciklo fazse - S ir G(4 pav.).
Cikliny aktyvumai dazniausiai yra reguliuojami fosforihmp ar ubikvitilinimo kudu. A ir B
ciklinai N-gale turi homologines sekas, kuriagygoja Si cikliny suirima mitozés pabaigoje
(ang. k. -destruction box Cikliny D ir E C-galuose yra PEST sekoslygojartios ju gana
trumpa gyvenimo trukm Istekje. Del Siy priezasiy, cikliny kiekis ir aktyvumaidsteks ciklo
eigoje nuolat kinta.

Stimuliaciia mitogenu

| ]
i i

G, Gy, S GyM G S GyM G

o]
4 pav. Cikliny raiSkos kitimas dsteks ciklo metu: D, E, A, B —abteks ciklinai,

ekspresuojami skirtinglasteks ciklo faziy metu; G, G;, S, G ir M — Iasteks ciklo
fazés [Sherr, 1996].

Ankstyvoje G fazje pirmiausia pradeda veikti ciklinai D, sudarankmmpleksus su
nuo cikling priklausomomis kinagmis Cdk4 bei Cdké6 ir, tokiutwu, inicijuojantys 4steks
ciklo pradzy (5 pav.). Zinomi trys D tipo ciklinai: D1, D2 ir D3. §icikliny raiSka priklauso
nuo mitogenini veiksniy. Ciklino D1 ekspresija suaktyja lastelei paliekant ramyis faz
Goir pereinant ciklo faz G;. Taiivyksta veikiant augimo faktoriams [Coleman ir R004].
Ciklino D/Cdk4 (arba Cdk6) kompleksai reikalingsteks slinkéiai per G faz ir jsijungimui
i S faz. Be to, ciklino D/Cdk4 (arba Cdk6) kompleksas dadiforilinti retinoblastomos geno
produkt pRb, kuris yra ¥Zio supresorius ir vienas pagrindiniasteks ciklo reguliatony
[Tamrakar ir kt., 2000; Huynh ir kt., 2004]. Fosforus pRb, jis tampa neaktyvus ir negali
blokuoti lasteks ciklo gem transkripcijos. Siuo atveju, yra atpalaiduojamaktdrius E2F,
kuri nefosforilintas pRb laiko prisijurg, inhibuodamasj jalosterisSkai. Laisvas E2F atlieka
transkripcijos faktoriaus vaidmgraktyvindamas ankstyvojo atsako genus, reikalirigh®
replikacijai bei fermentus,dtinus DNR metabolizmui ir sintezei [Coleman ir K2Q04]. Sis
etapasdsteks cikle, kaijveikiamas baltymo pRb reguliuojamas kontsotaskas, vadinamas
ribos arba R taSku.iJjveikusios 4steks yra pasiruoSusios prgd DNR replikacip.

Hiperfosforilintoje (neaktyvioje) formoje pRb toligpalaiko ciklino A/Cdc? ir ciklino B/Cdk1
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kompleksai. M fags pabaigoje pRb greitai defosforilinamas ir, savaZtu, susijungdamas su
transkripcijos faktoriumi E2F, slopinasteks dalijimasi.

Vélyvoje G, fazéje susidaro ciklino E/Cdk2 kompleksai. Be to/&riboje pasirodo ir
ciklino A/Cdk2 kompleksai. Sie du kompleksai yraad¥is DNR replikacijos iniciacijai ir
uzbaigimui: ciklino E/Cdk2 kompleksas dalyvauja DNdttezs iniciacijoje, o ciklino
A/Cdk2 kompleksas skatingdteks slinki S faze. Pastarasis ciklinas yra sintetinamas;ir G
fazes metu. Siuo atveju jis sudaro komplgksu Cdc2. Mliau indukuojama ciklino B
ekspresija. Literaros duomenimis, ciklino A/Cdc2 kompleksas gali ijigti chromoson
kondensacy ir kitus ankstyvos profas jvykius [Takizawa ir kt., 2000].

M fazés pagrindig kinaz Cdkl (kitaip dar vadinama Cdc2) jungiasi su cikliB,
skatindamaadsteks slinki i$ G, fazesi M faze. Sis kompleksas vadinamas mifaskatinasiu
veiksniu arba MPF (ang. k. itosis-promoting factdr Sis veiksnys tiesiogiai arba
netiesiogiai katalizuoja eilfosforilinimy: branduolio lamino, histoniniir nehistonini DNR
baltymy. Be to, fosforilinimo metu yra reguliuojamas irrcmatidziy atsiskyrimas anafés
metu. M fazs pabaigoje ciklinas B yra suardomas veikiant ubikazei ir MPF tampa

neaktyviu.

INK4A, CIPKIP

(Cycling ) - \ /

CPKIP—| 7ogedy .~ |
Cdc:i/ /‘/ M -—---..,_fh\ l'.:jrcllnx\ Cfﬂ'lﬂ o)
/ 7 ™, '.:dh‘.‘/' ICdHE
,.; \ \
| G
(Cyclin &) Gh /
Edcz ' P
=\ L/
\_ .}‘-\.__\__\___ ___'___._.e x/ ‘ ﬂyﬂlln E‘
~~—_ 8 cdﬁ,\ CIPIKIP
(CyelinA)

CIPIKIP——| (Cdk2,

5 pav. Lasteks ciklas ir jo reguliacija; ciklio/ Cdk kompleks kitimas ciklo metu. @
S, G, M — lasteks ciklo fazs; CIP/KIP ir INK4 — baltymai, inhibuojantys Cdk §B&et,
2001].

Zinduoliy lastekse nuo ciklim priklausomas kinazes inhibuoja Cdk inhibitoriai(C
Pagal strukirag CKI skirstomij dvi Seimas: Ink4 (ang. k.cdk4 inhibito) ir CIP/KIP (ang. k.
- cdk inhibitor protein/kinase inhibitor protéinf[Wainwright ir kt., 2001]. Ink4 Seimai
priskiriami
4 baltymai (p18"**, p16VHE p18NHC p1dNH4P) kurie pasizymi specifineaseika su Cdk4
bei Cdk6 kinazmis. Susidarius stabiliam inhibitoriaus/kigazkompleksui yra blokuojama
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$iy kinaziy saveika su ciklinu D. CIP/KIP Seimsudaro p21™*, p27'* ir p57F baltymai.
PrieSingai nei INK4 Seimos inhibitoriai, CIP/KIP Iyanai jungiasi ne vietoj ciklino, o su
ciklino/Cdk kompleksu. Nors CIP/KIP Seimos baltynsveikauja su platesniu Cdk ratu
(Cdk4, Cdk6, Cdk 2, Cdc2), jie blokuoja tik Cdk2tyakumus [Johnson ir kt., 1999; Garret,
2001].

1.3. Apoptoz ir nekrozeé - pagrindineés lasteliy zaties formos

Lasteliy zatis priklausomai nuo Zzaloj& veiksnio stiprumo, jo veikimo trukés,
zuvimo proceso trukés ir ATP atsarg lastekje iSsekimo laipsnio gali vykti dviem
skirtingais mechanizmais: apoptszarba programuotogsiteliy Zities ir nekrozs [Burek ir
kt., 2003].

Apoptoz — tai aktyvi, genetiSkai reguliuojamasteks zities forma, vykstanti
fiziologinémis silygomis. Ji gali lati apibadinama specifiniais morfologiniais, biocheminiais,
molekuliniais jvykiais, susijusiais su citoplazmos, plazésnmembranos ir branduolio
pokyiais. Apoptoz yra svarbi daugiakfiu organizny vystymuisi: embriogenege,
ontogenegje, brestant imunigs sistemosaktekms ir kt. Sutrikusi apopt@s iniciacija arba
jos nebuvimas galiti daugelio lig; - vézio, autoimuning susirgimy, virusiniy infekcijy -
priezastimi [Gupta, 2003]. Apoptozei vyktiaiina energija irde novo makromolekuh
sintez, o, iSsekus energetiniamsieks iStekliamsjvyksta nekroz [Syntichaki ir kt., 2002].

Ankstyvos apoptas metu, dstek dehidratuoja, susitraukia, prarandami rySiai su
kitomis Ilastebmis, vyksta tolygi chromatino kondensacija, éliau ir branduolio DNR
fragmentacija [Bari$i ir kt.,, 2003]. Branduolio fragmentai su citoplazndikuciais
supakuojamii plazmine membrana apgaubtus apoptoziniusekus. In vivo Siuos Kinelius
atpaista ir fagocituoja makrofagai. Uzdegiminis procesapasireiskia, plazminrmembrana
iSlieka vientisa iki proceso pabaigd® fav.). In vitro apoptoziniai kneliai iSbrinksta ir yra
lizuojami. Si paskutié lasteks Zities formain vitro vadinama ,antrine nekroze®.

Nekroz - pasyvus procesas, kurio nekontroliuoja jokie bostatiniai mechanizmai.
Nekrozs metu nauj baltymy sintez nevyksta [Syntichaki ir kt., 2002]. Tai dazniausia
pasireiSkiantis ities kidas, veikiantivairiems egzogeniniams dirgikliams ar tokiems
stresams, kaip iSemija bei cheminis pazeidimas.ndetsl pazeidziama membrana gstek
nesugeba palaikyti homeostaz Vanduo ir kiti ekstrakteliniai jonai skverbiasi lasteks
vidy. Nekrozs metu padiéia lasteks firis, iSbrinksta organoidai, ypamitochondrijos. To
paskoje jvyksta hsteks lizé. Citoplazmos turinys ijvairis lizosominiai fermentai iSsiskiria

ekstrajstelin skysi. In vivo nekroz daznai lydijvairais auding pazeidimai, sukeliantys
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uzdegimin atsalg [Nelson ir kt., 2004]. Branduolyje po&wi nezyntis, chromatinas islieka
nepakits, vyksta atsitiktida DNR fragmentacija. Nekroténlasteliy zatis gali vykti ir lasteliy

kultirose @l spartjancios apoptogs, kur rera fagocituojatiy lasteliy [Lawen, 2003].

otels __’f;?l;\;
& A Apoptoze
| 2;@ ‘f’ “~ P P
M ekroze / N
z—”” o) q
/ . Apoptozinis ﬂf’ =
kﬁnehs

6 pav. Pokyiai lastekje nekrozs (kaigje) ir apoptozs (deSigje) metu
[www.cred.mdanderson.org/surp/resources/Apoptatiis.p

1.4. Apoptozs reguliacija, pagrindiniai mechanizmai

Apoptoz yra genetiSkai kontroliuojamas ir evoliucijos ggoedaug tepakis procesas,
kurio dalyviai tarpusavyjeaseikauja tam tikra seka. Ankstyvos apoptomnetu vyksta tam
tikri pasikeitimai hsteks pavirSiuje: atsiranda po&wi glikoproteiny ir glikolipidu
grandirese, fosfatidilserinas translokuojamas iS véidilmembranos pés | iSorirg, 0 tai
tarnauja atpazinimo signalu fagociins hstekms [Azuma, 2002].

Daugunma morfologiny pokyiy programuotos abteks Zities metu lemia kaspég
(cisteino proteaxs). Lastekje jos saugomos kaip neaktyvios prokaspazkurios yra
aktyvinamos jas skaldant. Siuo metu Zindweludiniuose identifikuota keturiolika kaspazi
Kaspazs substratus skelia ties asparigdtimi (Asp-Xxx), esafia akiau C-galo nuo
atpazstamo fragmento. Kaspazitaikiniais tampa baltymai, dalyvaujantys trans&ijpge,
DNR replikacijoje, DNR reparacijoje [Lawen, 2008e to, kaspazi poveikio paskoje yra
aktyvinamos nuo Gair Mg?* priklausomos endonukless, kurios suskaldo branduolio DNR
i 50-200 bp fragmentus. Sis procesas vadinamasiirkieosomine DNR fragmentacija. Tai
vienas ladingiausi; apoptozs bruoz, [Barisic, 2003].

Kaspazs, dalyvaujatios apoptogs iniciacijoje, skirstomogdvi grupes: iniciatoriés ir
efektorirés. Iniciatorires kaspa&s yra aktyvinamos atsakantproapoptozin poveilf. Jos,
savo ruoztu, aktyvina efektorines kaspazes. Siudu ngeriausiai iStirti du apoptég

iniciacijos keliai: iSorinis (receptorinis) ir vidis (mitochondrinis){ pav.).
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ISorinio (receptorinio) apoptéz kelio metu paSalinamos viruso infekuotos arkaines
lasteks, o taip pat limfocitai imuninio atsako pabaigojiuo atveju yra aktyvinami
receptoriai vadinami mirties receptoriais: TNF, F&e receptoriai turi cisteino turtiag
iSorini domena, kuris reikalingas ligando prisijungimui bei intgstelinn domern DD (ang. k. -
death domai)y reikalingy apoptozinio signalo perdavimui [Rossi ir kt., 2Q0Bigandui
prisijungus prie mirties receptoriaus, pastarojdulastelinis domenas DDasgeikauja su
adapteriniais baltymais, kurie turi mirties efektasrs domenus DED (ang. k.death-effector
domain), reikalingus tolimesniam signalo perdavimui. Faseptorius, dar Zinomas kaip
CD95 arba Apo-1 yra transmembraninis glikoproteirsgyvinamas Fas ligando (FasL).
Aktyvuoty Fas receptoui vidulastelinis domenas DD riSasi su baltyradaptem - FADD
(ang. k. -Fas associated death domaiatitinkamais DD motyvais ir suformuoja trimerin
mirties signal indukuojant komplekg (DISC) (ang. k. -death inducing signaling complex
i kurio sucti dar jeina prokaspaz8 ir prokaspaz-10. Kaspagzs—8 aktyvach blokuoja
kaspazs homologas c-FLIP [Hengartner, 2000; Thorburn,420Bktyvi kaspaz—8 kerpa ir
aktyvina proapoptozin Bcl-2 Seimos baltym Bid. Gautas 15 kDa C-galo fragmentas
translokuojamag mitochondrijas ir indukuojamas citochromo c iSlasmas. To paskoje
aktyvinama kaspa&z9 [Zeiss, 2003; Papadakis ir kt., 2006]. Kitaseporius yra TNF, kur
aktyvina su TNF susig apoptoz indukuojantis ligandas (TRAIL) (ang. kumor necrosis
(TNF)-related apoptosis-inducing ligapndKuwana ir kt., 2003]. Neretai iSorinio mirties
receptony kelio nepakankaabtelei sunaikinti. Siuo atveju netiesiogiai aktyMimas vidinis
(mitochondrij;) apoptozs kelias.

Mitochondrin apoptozs iniciacijos kely aktyvina daugyd ivairiy dirgikliy —
chemoterapiés medziagos, UV radiacija, streso molékulaugimo hormantriakumas ir kt.
Mitochondriju tarpmembraniée ertneje lokalizuotosjvairios molekuts (citochromas c, kai
kurios prokaspas, adenilato ciklaz 2, endoG, Diablo/Smac, Omi/HtrA2 ir AIF), kurios

iSsilaisvinamos padigus mitochondriy iSorines membranos pralaidumui [Gupta, 2003].
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7 pav. Apoptozs keliai: iSorinis receptarikelias, prasidedantis nuo Fas/CD95 ar TNF
receptoriaus (desife) ir vidinis, nuo mitochondnj priklausantis, kelias (Kkaie)
[MacFarlane ir kt., 2004].

Citochromo c iSsiskyrimasg citozoli yra vienas pagrindini mitochondrinio apoptas kelio
etapy, kurio metu citochromas c, Apaf-1 ir kasp& formuoja apoptosomos komplgkg o
pagkoje aktyvinamos efektorés kaspaZs-3, -6, -7, paleidZziama proteolitinkaskada,
sukelianti §steliy zatj [Ott ir kt., 2002].

Apoptozs iniciacija neapsiriboja vien iSoriniu ir vidinepoptozs aktyvacijos keliais,
taciau kiti keliai dar mazai istirti. Nustatyta, kadnduoliy lastekse @&l mitochondrip
pralaidumo iSsilaisvig AIF (ang. k. -apoptosis-inducing factprir endoG nuo kaspagzi
nepriklausomu du gali sukelti DNR fragmentagijir chromatino kondensagifKuwana ir
kt., 2003]. Be to, neseniai nustatyta, kad proampts baltymas Bid galiidi aktyvinamas
tokiy proteazi, kaip granzimas B, lizosomia proteags, ir to paskoje aktyvinti vidin
apoptozs kel [Gupta, 2003].

Svarhis programuotosasteliy zaties reguliatoriai yra Bcl-2 Seimos baltymai, ggié
skatinti (Bax, Bad, Bid, Bad, Bim ir kt.) arba siop (Bcl - 2, Bcl - X_ Mcl-1, Bcl-w, A-1 ir
kt.) apoptozs proces. Bcl- 2, Bcl-X_ dazniausiai konstitutyviai yra lokalizuoti mitoatndrijy
membranose, tuo tarpu Bax, Bid, Bim randamas svisteliy citozolyje [Papadakis ir kt.,

2006]. Sie baltymai tarpusavyje sudaro homo- ietegtimerus. hsteks likimas priklauso
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nuo pro- ir antiapoptozinibaltymy santykio Siuose kompleksuose [Fesik, 2000; Oreeiu
2004].

Apoptozs reguliacijai yra svarbus p53 baltymas. T&iig supresorius ir transkripcijos
faktorius, kontroliuojantis gen susijusii su hsteks ciklo eiga, apoptoze, DNR reparacija,
angiogeneze, baltyn degradacija, raisk p53 gali inicijuoti apoptagz aktyvindamas
proapoptozinius Bcl-2 Seimos narius (Bax, Bak, PUMAoxa) ir slopindamas
antiapoptozinius Bcl-2 baltymus (Bcl-2, Bc|-)X koduojariy geny raiSky. Pakits Bcl—
2:Bax santykis aktyvina vidirapoptozs kela. p53 kontroliuoja ir PIGs Seimos, kuri susijusi
su ROS kontrole ir produkcija, gemaiSks. Padidjes ROS kiekis taip pat gali aktyvinti
mitochondrin apoptozs kell. I[domu tai, kad mitochondrijos galiath ir ROS Saltinis, ir
taikinys [Simon ir kt., 2000; Blatt ir kt., 2001Be to, p53 aktyvina CD95 ir TRAIL-R2, tuo
budu indukuodamas nuo receptprpriklausom, apoptoz [Johnstone ir kt., 2002]. &Zio
supresoriaus p53, reguliuodamas astdks cikla atsaking gen raisSka, gali stabdyti dsteks
cikla arba prieS DNR replikaaij(G; fazéje), arba prieS mitaz(G, fazéje) [Vousden, 2002].

1.5. MAPK signalo perdavimo kelias

Ivairas signaliniai keliai leidzia aktelei atitinkamai reaguoti aplinkos pokyius.
Mitogem aktyvinamy proteinkinazi (MAPK) (ang. k. -mitogen activated protein kinages
kaskada yra viena geriausiai idtigignalo perdavimo sistemTai yra dvigubo specifiSkumo
serino/treonino kinas, svarbios daugeliuiasteks proces: diferenciacijai, judjimui,
dalijimuisi ir zuc¢iai. Remiantis sek panasumu, aktyvatoriais, substrato specifiSkumaApPM
kinazs gali hiti skirstomos i maziausiai keturias grupes. Tai eksistdlio signalo
reguliucjama kinaz (ERK), c-Jun N-galia kinaz (IJNK, taip pat Zinoma, kaip streso
aktyvinama proteinkinaz SAPK), p38 MAPK ir ERKS5 § pav.). ERK kaskad aktyvina
augimo faktoriai ir ji svarbidsteliy augimui ir diferenciacijai. INK ir p38 MAPK stimubja
genotoksikds medziagos ir citokinai, tokiuadu Sios kinags lemia atsaki streg. Literafiros
duomenimis, laikina ERK aktyvacija lemia prolifeija¢ tuo tarpu pastovi -aygoja lasteliy
augimo sustabdymir diferenciaciy. PrieSingai, laikina JNK ir p38 indukcija lemigsteliy
iISgyvenimy, 0 pastovi - apopt@z[Robinson ir kt., 1997; Huh ir kt., 2004]. diau yra
duomen, kad skirtingoseabteliy linijose, Sios MAP kinags gali pasizyrati skirtingomis
funkcijomis.

MAPK signalin kelia sudaro trig kinaziy kaskada. Pirmoji Sios kinagikaskados
kinaz (MAPKKK) fosforilina ir aktyvina dvigubo specifi$kmo kinaz MAPKK, kuri, savo
ruoztu, fosforilina ir aktyvina MAPK. Visoms MAP hkazms hidinga tai, kad jos
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aktyvinamos fosforilinant Thr-X-Tyr moty (X yra Glu ERKs, Pro — JNK ir Gly — p38
MAPK) [Huh ir kt., 2004]. Svarbiausi MAPK taikinidistekje yra transkripcijos faktoriali,
reguliuojantys gew raiSka. Tik dalis aktyvi MAPK patenkai brandual, kitos lieka

citoplazmoje ir sublsteliniuose kompartmentuose. Siuo atveju, MAP kisagali reguliuoti

gen; ekspresii potranskripciniame lygmenyje, kuris apima taiksicitoplazmoje [Chang ir
kt., 2001]. Priklausomai, nuo taggteliniy signaly, lastekje vienu metu gali veikti keli MAP
kinaziy signalo perdavimo keliai. Be to, MAP kinazkelias glaudziai g/eikauja su kitais

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

1.5.1. ERK 1/2 signalinio kelio vaidmuodsteliy proliferacijoje

Ekstrahstelinio signalo reguliuojamos kingz ERK1 (42kDa) ir ERK2 (44kDa) —
pirmosios atrastos MAP kinég, apie kurias sukaupta ypatingai daug duameRaf
(MAPKKK) — MEK (MAPKK) — ERK1/2 (MAPK) signalinis kelias yra svarbussteks
proliferacijai, diferenciacijai, alsteks ciklo reguliacijai bei iSgyvenimui [Horbinski ikt.,
2005]. ERK aktyvina dvigubo specifiskumo kigazMEK1 ir MEK2. Sis signalinis kelias
dalyvauja 4stelei atsakanit augimo fakton, citokiny, virusirgs infekcijos, osmotinio streso,
kancerogen poveik [Roux ir kt., 2004]. ERK Seimos kinéz reguliuojajvairius baltymus
(p90°¥ citozoline fosfolipaz A,, EGFR ir kt.) juos fosforilindamos. Be to, aktysi&ERK
patenka; branduoj, kur fosforilina transkripcijos faktorius (Elk-Ets1, Ets2) ir tokiu #du
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reguliuoja ankstyvo atsako genus. Sie genai kodbajaymus, reikalingusasteks ciklo
pradziai.

ERK1 ir ERK2 ekspresuojami beveik visuose zinducdiudiniuose, t8au ERK2
ekspresija paprastai yra didési¥ra duomen, kad ERK1 ir ERK2 gali dalinai kompensuoti
viena kit. ERK1" peks yra gyvos, pasizyméips tik nedideliais T dsteliy vystymosi
defektais [Wolf ir kt., 2002]. Tdau zyntus sutrikimai stebimi MEKT pekse, kurios #sta
dél defekt, susijusi su gimdos vaskuliarizacija [Chang ir kt., 2001]itetafiros
duomenimis, ERK1/2 MAPK skatina neutgmaumen ir T Iasteliy diferenciacij.

ERK kaskados aktyvinimas augimo faktoriais indukucgiklino D1 ekspresij
ankstyvoje G lasteks ciklo fazje. Tokiu midu skatinamas ciklino D/Cdk4 (arba Cdk6)
kompleks; susidarymas. Susidakompleksai fosforilina pRB, to pélsoje atpalaiduojamas
faktorius E2F. Laisvas EZ2F atlieka transkripcijogktbriaus vaidmen aktyvindamas
ankstyvojo atsako genus. ERK kaskada taip pat supj@ Cdk inhibitori p27%"*, o tai
svarbu 4steks j¢jimui 1 S faz. [Zhang ir kt., 2002]. Literatos duomenimis, ERK1/2
stimuliuoja DNR sinteg, fosforilindamas ir pakeisdamas karbamoilfosfaetames I,

dalyvaujartios pirimiding biosintezje, konformaciy [Chang ir kt., 2001].

1.5.2. JNK signalo perdavimo kelias

c-Jun N-galigms kinazms (IJNK), kurios dar zinomos kaip streso aktyvinamo
proteinkinazs (SAPK) priklauso trij kinazip (JNK1,-2,-3) Seima, aktyvinama kinazi
kaskados, sudarytos iS mitogeaktyvinamos/ekstrastelinio atsako kinas 1 (MEKK1) ir
mitogeny aktyvinamy proteino kinazi 4 ir 7 (MKK4/7). Pastarosios kinéz aktyvina JNK
fosforilindamos Thr183 ir Tyrl8 vivoir in vitro [Jin ir kt., 2005]. JNK signalo perdavimo
kelias dalyvauja alsteks atsakej citokiny, UV spinduliuotés, augimo faktoti DNR
Zalojartiy ageniy poveik.

JNK proteinkinazes koduoja trys genai: jnk-1, jnk-3nk-3. jnk-1 ir jnk-2 genai yra
placiai ekspresuojami daugelyje audinituo tarpu jnk-3 - daugiausia neutoaudinyje ir
Sirdies miocituose. Vykstant alternatyviam splagsin susidaro daugiau kaip 12 JNK
izoformy. Aktyvios JNK fosforilina transkripcijos faktorius-Jun, JunD ir ATF-2, kurie
dalyvauja AP-1 komplekso formavime ir aktyvacijfgabapathy ir kt., 1999].

Skirtingos JNK formos (JNK1, JNK2, JNK3) identiSkdsakoj ekstragstelin stimubh,
taciau pasizymi nevienodu giminingu substrataimsvitro [Ip ir kt., 1998]. JNK1 ir JNK2
skiriasi geljimu fosforilinti c-Jun. JNK2 pasizymi didesniu ai§kumu c-Jun bei su juo
sudaro stabilegrkompleks in vitro, nei JINK1 [Minden ir kt., 1997; Sabapathy ir k§9DB].

JNK1 ir INK2 yra svarbios imuninio atsako reguliaei bei embriogenége. Nustatyta, kad
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peks neturiios JNK1 ar JNK2 yra morfologiSkai normaliositau stebimi T dsteliy
funkciju defektai.

IJNK vaidmuo 4stebs iSgyvenimui ir H¢iai yra nevienareikdmis. Zinomas
proapoptozinis, antiapoptozinis bei neutralus JN#kimas. Eksperimentmetu nustatyta,
kad JNK geba fosforilinti c-Myc, to pésoje indukuojamas apoptéz procesas. Be to, JNK
gali indukuoti hsteks Zit; reguliuodamas Fas-L ir p53 raiSklin ir kt., 2005]. Literatros
duomenimis, JNK gali inicijuoti ir mitochondiin apoptozs kela, slopindamas
antiapoptozini baltymy - Bcl-2 ir Bcl-X, —aktyvum. To pagkoje iSlaisvinimas citochromas
c [Papadakis ir kt., 2006]. Be to, JNK didina propjmzini baltym; (Bax, Bim, Bid) raiSk
ir skatina j kaupimysi mitochondrijose. P&b embriom fibroblastai, isskirti i JNKT ir
IJNK2" embrion, pasizymi sutrikusia mitochondrinio apopiezkelio efektorini kaspazi
aktyvacija, téiau Fas indukuotoje apoptge (iSorinis apoptas kelias) tikumu nerasta.
Naujausiais duomenimis, JNK gali skatingsteks iSgyvenim, o tai vyksta tam tikromis
salygomis: JNK fosforilina ir inaktyvina proapoptozirBcl-2 Seimos baltym Bad. Siuo
atveju Bad inaktyvacija reikalinga IL-3 tarpiningamam §steks iSgyvenimui [Jin ir kt.,
2005; Horbinski ir kt., 2005].

1.5.3. p38 signalo perdavimo kelias

p38 MAP kinazi Seima pirmiausia buvo identifikuota kaip lipopakbaridy (LPS)
aktyvinamos proteinkin&s [Minden ir kt., 1997]. p38 kingazaktyvina MKK3 bei MKK6. Be
to, yra duometn, kad p38 MAPK gali fosforilinti ir aktyvinti MKK4,kurio pagrindinis
taikinys yra c-Jun N-galinkinaz (JNK). Zinduoliuose identifikuota keturios p38 faomos:
a, B, v, Ir 0. IS ju tik p38u ir p383 pasizymi jautrumu specifiniams p38 MAPK inhibitms
(SB202190 ir SB203580) [Sudo ir kt., 2001]. Sios RlAkinazs svarbios transkripcijos
faktoriy ATF-2, CHOP, STAT1, ELK-1 reguliacijai. Jos taiptmktyvina MAPKAP-2, -3 ir -
5 kinazes, kurios, savo ruoZztu, fosforilina kitwdtpmus (Hsp25, Hsp27).

p38 MAP kinazy signalin kelia gali aktyvinti tokie stresiniai faktoriai kaip ossinis
slégis, prieSuzdegiminiai citokinai, UV spinduliggtpatogen lipopolishacharidai, Siluminis
Sokas, oksidacinis stresas, genotodsmedziagos.

Aktyvi p38 MAPK lemia diferenciacijos procesvairiose hsteliy raSyse: adipocituose,
mioblastuose, neuronuose [Zhang W. ir kt., 200&krafiros duomenimis, 3T3-L1asteliy
diferenciacijaij adipocitus ir PC12abkteliy diferenciacijaij neuronus reikalinga pa8r/arba
p383 izoformos [Ono ir kt., 2000]. Be to, p38 MAPK ysaarbios imunias sistemosakteliy
proliferacijai ir diferenciacijai, dalyvauja priegdegiminiy citokiny sintezs reguliacijoje
[Ono ir kt., 2000; Roux ir kt., 2004].
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Sukaupta duomen kad p38 MAP kinazi kelias svarbus ir apoptéz procese.
Nustatyta, kad p38 aktyvina Fas-L raisk tokiu bidu indukuoja apoptaz Sios MAP
kinazs vaidmuo programuotogasteliy ziuties procese didele dalimi priklauso nustéliy
raSies ir poveikio stiprumo. Yra duomgrkad p38 MAPK gali apsaugoti pirminius Zigsk
kardiomiocitus nuo anizomicino indukuotos apoptyzo PC12 gstekse p38 aktyvacija
sukelia apoptoz Naujausiais duomenimis, p38 MAPK yra susijusi sanskripcijos
faktoriaus NF«B aktyvinimu, indukuojant antiapoptozinio geno, kogartio FLICE-
inhibitorini baltyma (c-FLIP) transkripci [Grethe ir kt., 2004]. c-FLIP — tai kaspsz3
homologas, gebantis inhibuoti pastarosios cisteproteazs aktyvacij. To paskoje

slopinama apopt@z

1.6. c-Jun transkripcijos faktoriaus vaidmuo signab perdavime

Baltymas c-Jun buvo identifikuotas pagal jo homglpgv-Jun. Pastarasis atrastas
pauk&iu sarkomos viruse 17. c-Jun turi transkripcijos a&tyjos domenus, esé&ns netoli
N-galo. Cia esantis delta domenas (amiigitys 34-60) yra svarbus transkripcijos
reguliavimui. C-gale rasti DNR suriSantys ir dinzagijos domenailvykus mutacijai DNR
suriSimo domene, prarandamas onkogeniSkumas [\2fifi1]. v-Jun nuo aktelinio savo
homologo skiriasi delta domeno delecija, o C-gate pakeistas 2-3 aminagstis. ¢l to jis
negali kiti fosforilinamas, t&iau yra konstitutyviai aktyvus.

c-Jun yra transkripcijos faktoriaus AP4lkurio suct; darjeina Fos, ATF ir Maf Seim
baltymai, komponentas [Efferl, 2003]. Fos balty&einy sudaro - c-Fos\FosB, Fra-1, Fra-2
baltymai; Jun Seim- c-Jun, JunB, JunD baltymai; aktyvuajan transkripcijos faktoriaus
ATF Seimy - ATF2, ATF3/LFR baltymai. Visiems jiemsubdinga "leucino uztrauktuko"
strukiira. Jos dka, Sie baltymai dimerizuojasi ir riSasi su DNRnwn ir Jun/Fos dimerai
jungiasi prie forbolio 12-O-teradekanoato-13-ace(d@tA) atsako elemento (TRE), kuris turi
konsensin seky TGACTCA, o Jun/ATF dimerai ir ATF homodimerai juagi prie CAMP
atsako elemento (CRE), tu¢io konsensin selka TGACGTCA [Karin ir kt., 1997]. AP-1
transkripcijos faktoriaus nariai gali kontroliugen;, atsaking uz jvairius hsteks procesus
(proliferacija, diferenciaciy, transformaci, apoptoz), raiSka [Komoda ir kt., 2002]. AP-1
komplekso vaidmuo Siuose procesuose priklauso nalbyrby, jeinartiy | jo sudckti,
kombinacij.

Pagrindinis c-Jun aktyvatorius yra c-Jun N-galikinaz (JNK), kuri gveikauja su
baltymo delta domenu. Tokiuatu fosforilinamos serino 73 ir serino 63; treoni@d ir
treonino 93 liekanos, es&ios N-gale, traskripcijos aktyvacijos domene. Sisférilinimo

rezultatas - padigles transkripcinis c-Jun aktyvumas [Karin ir kt., ZRQINK turi srif, kuria
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saveikauja su c-Jun. Si sritis ir P+1 g#ge nuo fosfoakceptorits srities esanti prolino
liekana yra btini veiksmingam c-Jun fosforilinimui9( pav.). Manoma, kad JNK fosforilina
c-Jun efektyviau nei JunD, o JunB JNK nefosforifidaminska ir kt., 2000].

c-Jun

9 pav. JNK gveikos su c-Jun hipotetinis modelis [May ir kt. 989.

Nustatyta, kad p38 MAPK taip pat gali aktyvinti @nl Literatiros duomenimis, p38 gali
netiesiogiai reguliuoti c-Jun transkripcimktyvuny, aktyvindama transkripcijos faktorius,
kurie jungiasi prie AP-1 srities-jun promotoriuje [Karin ir kt., 1997]. Zinoma, kad p38
fosforilina ir aktyvina MEF2A ir MEF2C, kurie savwioZtu aktyvina c-Jun per MEF atsako
elemeny, esantc-jun promotoriuje [Gupta ir kt., 2002; Pramanik ir 2Q03].

Be to, ERK MAPK gali netiesiogiai didinti c-Jun gktima, fosforilindamos ir
aktyvindamos transkripcijos faktorius MEF2, kutisigiasi priec-jun promotoriaus, bei TCF,
kuris indukuoja c-Jun partner c-Fos [Minden ir kt., 1997]. Liter@tos duomenimis, Jun/Fos
heterodimerai gali didintc-jun transkripcip. Nustatyta, kad ERK1/ERK2 aktyvina RSK ir
MSK kinazes, o pastarosios tiesiogiai fosforilin@FA, besijungiantprie c-jun promotoriaus
[Gupta ir kt., 2002].

Daugelyje 4steliy c-jun raiSka nedidel Ji padidja, atsakani jvairius iSorinius ir vidinius
veiksnius, t.y. augimo faktorius, citokinus, UV sguliavimg [Karin ir kt., 1997]. Fibroblast
tyrimai paro@, kad c-Jun gali dalyvauti proliferacijos kontj@. Lastekse, kuriose éra
funkcionuojario c-jun alelio, augimas &luoja tiekin vivo, tiek in vitro [Pérez ir kt., 1999;
Eferl ir kt., 2003]. Nustatyta, kadc-jun batinas normaliam individ vystymuisi.
Homozigotiniai ju” embrionai #va anksti dl susilpréjusios hepatogenég ir issivysiusiy
ivairiy Sirdies sutriking [Angel ir kt., 2002]. Literairos duomenimis, Jun svarbus [gsteks
ciklo fazje [Wisdom ir kt., 1999]. Aktyvus c-Jun indukuojemskripcip teigiamy lasteks
ciklo reguliatoriy (ciklino D1) ir supresuoja neigiamus reguliatoriggb3) bei nuo ciklin
priklausom, kinazs inhibitoriy INK4A [Shaulian ir kt., 2000; Eferl ir kt., 2003].
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AP-1 kompleksas svarbus ir apopi®zprocesui. Nustatyta, kad c-Jun reikalingas
apoptozei, vykstafiai simpatiniuose neuronuose, nesant geaugimo faktom (NGF).
Padigjusi c-jun raiSka stebima fibroblastuose, esant ceramido kinckai apoptozei.
Pastebtas c-Jun proapoptozinis veikimas ir Zmogaus etiddigstekse, kur Sis jo vaidmuo
siejamas su transkripciniu reguliavimu bei kaspakityvinimu.

Zinomas ir antiapoptozinis bei neutralus c-Jun maid. Manoma, kad c-Jun gali
apsaugoti dsteles nuo UV indukuojamos apopisz be to, apsaugadteles nuo TNFe:
sukeliamosdsteliy Zaties. Pastaruoju atveju, c-Jun veikia kartu sud8HEferl ir kt., 2000].
Literatiros duomenimis, NIH 3T3asteliy linijose padidjusi c-Jun ekspresija sukelia
apoptoz, tatiau BALB/c 3T3 hsteliy linijose, nors c-Jun ekspresuojamas auksStu lygiiau
apoptoz neindukuojama [Vogt, 2001]. Be to, gatith kad AP-1 kompleksasikinas tik tose
apoptozs formose, kur reikalinga baltymsintez de novo[Karin ir kt., 1997]. Taigi,

vertinant c-Jun vaidmensvarbu Zinoti genetirfona ir lasteling konteksi.

Literatiros duomenimis, c-Jun vaidmuasieks iSgyvenimo ir #ties pusiausvyros
reguliacijoje daznai priklauso nuo pro- ir antiafaginiu geny produkty: c-Jun indukuojami
proapoptoziniai genailQ pav.,pavaizduota ovale) aktyvina apopipp antiapoptozimi geny
ekspresijos indukcija ir proapoptozingen; ekspresijos slopinimasl@ pav, pavaizduota
kvadrate) vedaaktek iSgyvenimo kryptimi. Sj signali suma didele dalimi apsprendzia

lasteks iSgyvenim arba miri [Eferl ir kt., 2003].

\ E / Apoptoze

i\,‘ Bcl3 | —* \* Iigyvenimas
— _

Fas

10 pav. Baltymo c-Jun vaidmuamsteks iSgyvenimo ir ities pusiausvyroje [Shaulian ir
Karin, 2002].
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2. DARBO METODAI
2.1. Pastovy Iasteliy auginimasin vitro

Tyrimams buvo naudotos sl hepatomos (MH-22A) ir T leukemijos (Jurkat) linij
pastoviosdsteliy kultiros.

MH-22A lasteliy linija - (Mouse Hepatoma, 22-as pirminis navikas, A-suldka)t —
ortoaminoazotoluolu indukuotos psl hepatomos navikas. Kt iSvesta 1948-1951m.
TSRS Medicinos Moksl Akademijos Eksperimentés ir klinikinés onkologijos institute
[Cemsmreiin, 1954. Linija néra iSlaikiusi panaSumo su kepehistekmis, neturi normaliam
audiniui lndingy determinant, registruotas antigeninis supapégstas, kuris leidZia
lastebms augti genetiSkai svetimame tosipa riSies organizme. Kultoje vyrauja epiteligs
lasteks. CitogenetiSkai — tai diploidés lasteks, chromosom skatius gana stabilus — 2n=40.
Lasteks gerai auga tiekn vivo, tiekin vitro. MH-22A kultira in vitro iSlaiko onkogenines
savybes ir morfologintapatum su pradiniu naviku Anekcansu u ngp., 1972]. lasteks
pailgos ir iSsitempusios, prisitvirtinusios prie bstrato sudaro monosluoksnMH-22A
lasteliy linija naudojama piktybimi lasteliy charakteristikoms bei malignacijos proceso
organizme tyrimams.

Jurkat lasteliy linija — Zmogaus T leukemijosadteks, gautos 1976m. asteliy linija
iSvesta iS 14 m. amziaus berniuko, setgarimfoblastine leukemija, periferinio kraujo
pirmojo recidyvo metu. CitogeniSkai — tasteks su hipotetraploidiniu chromosaminkiniu,

IS kuriy 7,8% poliploidinio kariotipo. hsteks yra apvalios, suspensijoje auga pavieniui arba
grupemis. Linija naudojama imunologiniuose tyrimuose Iielant prieSeziniy vaist ir

radioaktyvios spinduliués poveikio mechanizmus.

Monosluoksias MH-22A linijos lasteks auginamos modifikuotoje Iglo tefp (MEM;
Sigma) praturtintoje 10% fetalinio verSelio seru(R¥'S) bei antibiotikais — penicilinu (100
IU/ml) ir streptomicino sulfatu (10@g/ml), stikliniuose ir/arba plastikiniuose flakdiuose,
37°C termostate, esant 5% @Qasteliy monosluoksnis apd@iimas ir vertinamas invertuotu
mikroskopu. Susiformavus monosluoksniuisteks persjamos: nupilama sena auginimo
terp:, monosluoksnis praplaunamas terpe be serumo abfatihiu buferiu (FB) ir
disperguojamas EDTA:tripsino (santykiu 9:1) misiniQ,5 ml Sio miSinio paliekama
flakorelyje, inkubuojama 3%C termostate 2-5 min. Kaigteliy monosluoksnis disocijuoja,
suspensija praskiedziama Sviezia auginimo terp&\&B, pipetuojama ir iggamai naujus

flakor¢lius. Lasteks pergjamos 2 kartus per savait
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Suspensigs Jurkatlasteks auginamos RPMI 1640 tefje (Sigma) su 10% FVS bei
antibiotikais (penicilino 100 1U/ml, ir streptomim sulfato 10qug/ml) 37°C termostate, esant
5% CQ. Lasteks pergjamos kas 2 - 3 dienas.

2.2. Augimo intensyvumo nustatymas

Lasteliy augimo intensyvumas po poveikio tiiamomis meddm buvo vertinamas
lasteks dazant tripano @éhu ir skakiuojant Goriajevo kameroje Sviesiniu mikroskopu.
Metodas pagstas dazo patekimunegyvasdsteles - negyvosisteks dazosi rlyna spalva.

Tuo tikslu nupilama auginimo te¥p lasteliy monosluoksnis disperguojamas
EDTA:tripsino miSiniu (suspenstms hstekms Si stadija praleidZziama), praskiedziama
auginimo terpe su 10% FVS, centrifuguojama 10 niiBO0 aps./min., supernatantas
nupilamas, odsteks suspenduojamos Sviezioje auginimo & su FVS ir suskadiuojamos.
ParuoSiama abteliy suspensija 3xf0lasteliy/ml. | 24 duobdiy polistirolines ploksteles
iSpilstoma suspensija po 1 nilsuspensini lasteliy kultiira tiriamos medziagos pridedamos
iSstjimo diem po 2-4 val. adaptacinio periodo. MonosluokssiRultiros hsteks auginamos
37°C 5% CQ termostate per naktAbiem atvejais tiriamomis medZiagomis veikiamos
lasteks turi kiti intensyvaus augimo (logaritmije) fazje.

Lasteliy augimo intensyvumas vertinamas po 24 ir 48 tiiamedZiag poveikio
valandy; lasteliy suspensija maiSoma lygiomis dalimis su 0.4% tmpamlio tirpalu, paruostu
fosfatiniame buferyje (80 mM NHPO, 20 mM NaHPQ, 100 mM NaCl); dsteks

skatiuojamos Sviesiniu mikroskopu Goriajevo kameroje.

2.3. Lasteliy gyvybingumo nustatymas

Lasteliy gyvybingumas buvo tiriamas liuminescegimmikroskopijos metodo pagalba,
naudojant fluorescuojanptsu DNR besijungiaptakridino oranzinio (AO) — 100 pg/ml ir
etidzio bromido (EB) — 100 pg/ml dazmiSini [Mercille ir kt., 1994]. Tirpalai ruosti
fosfatiniame buferyje.

Tuo tikslu surenkama uzZaugudasteliy terpe bei EDTA: tripsino miSiniu disperguoto
monosluoksnio dsteks ir centrifuguojama 5-7 min. 1500 aps./min. grei Supernatantas
paSalinamas, aisteks suspenduojamos nedidelianieyfe terges. 100 pl gautos suspensijos
maiSoma su 4l daz; miSinio. 10 pl tokio paruosto misinio dedama apjektinio stiklelio,
uzdengiama dengiamuoju stikleliu ir liuminescentimikroskopu vertinamas gyvybingumas.

Kiekviename pavyzdyje skauojama 2 kartus po 10@dteliy.
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AO jjungia gyvos ir negyvosastebs. Sis dazas interkaliuoja dvigrand DNR ir
branduol nudazo Zzaliai, o taip pat AO jungiasi su RNR a@angrande DNR ir dazo rausvai
oranzine spalva, t@tl gyvoje lastekje matomas zalias branduolys ir rausva citoplazBia.
jungia tik negyvosadsteks, nes gyy lastely membranos nepraleidzia Sio dazo. SRungiai
DNR, nudazydama branduobranzine spalva, o su RNR jungiasi silpnai ir dadpnai
rausva spalva. Tai gi, negyvasteks turi rysSkiai oranzipchromatin, o citoplazmos likgiai
yra tamsiai rausvi.

Siuo lidu nudazyi lasteliy masje galima iSskirti penki rasiy lasteles:

=  Gyvos (G - ryskiai Zalias branduolys);

= Gyvos apoptozies (GA — kondensuotas ar fragmentuotas branduolgsdis

Zalsvai);

= Negyvos apoptozits (NA - branduolys fragmentuotas, orarsispalvos);

= Nekrozires (N - branduolys vientisas, nusidazoranzine spalva; citoplazmos

likuciai tamsiai rusvi);

= Seglinés — hstebs be chromatino (BCH - tahdteks netekusios DNR, daZosi

Sviesiai oranzine spalva citoplazmos @lai) (11 pav).

A B C D

11 pav. Diferencijuotas gsteliy dazymas AO/EB dagZmiSiniu: A — gyvos, B — gyvos
apoptozirs, C — negyvos apoptozs) D — nekrozisés.

2.4. PrieSprasmirés c-jun sekosjivedimas

1 diena: 15gamos taikinits MH-22A ir virus; produkuojatiios PA 317 4steks (3x16
lasteliy/ml). Siy dviejy lasteliy linijy auginimui naudojama DME (Dalbeko modifikuota Iglo)
terpe, su 10% FVS ir antibiotikais.

2 diena: PA 317akteliy terp paketiamaj DMEM terpe su 3 % FVS ir ir inkubuojama
37°C 5% CQ termostate. Po 8-12 val. térpurenkama, pridedama g/ml polibreno ir
filtruojama per 0,4qum sterilinant filtr a.

2 ml paruostos terp pridedama taikininiy MH-22A lasteliy flakom (pries tai nupilama

auginimo terp), inkubuojama 1 val. 1-2 kartus pajudinant, kadabkteks neiSdzity. Po

27



inkubacijos pridedama 2-3 ml DME tégsu 10%. FVS ir 4g/ml polibreno. Inkubuojanama
24 val.

3 diena: Infekuat taikininiy lasteliy flakorelyje paketiama terg. Naudojama DME
terpe su 10% FVS ir 10Qug/ml geniticino. Tuéty augti tik infekuotos, geniticinui atsparios

kolonijos. Geniticinas toksiSkas augarms parentaliems hstekms.

2.5. Lasteliy lizavimas

ParuoSiamaghkteliy suspensija, kurios tankis 3xl@steliy/ml. Si suspensija ispilstonia
6 (arba 12) duohiiy polistirolines ploksteles po 3 (arba 2) ml. Kitdierm paketiama
auginimo terp (monosluoksniems kstekms), tam tikrais momentais pridedamas reikiamas
kKiekis tiriamy medziag.

ParuoSiamas lis buferis: 10 mM TrisHCI, pH 7,4; 50 mM NaCl; 5 mN&aF; 0,1%.
BSA; 1% Triton X-100. PrieS buferio naudojnpridedama 2Qug/ml aprotinino, 1 mM
PMSF, 2 mM NgVO,, Tirpalo pH turi lti 7,2. 1 mIn. monosluoksmiir 6 min. suspensini
lasteliy imamas 1 ml lizs buferio.

Ant lasteliy monosluoksnio arba nucentrifuguotsuspensini lasteliy nuo$dy
(centrifuguojama 10 min. 1500 aps./min. gna&i uzpilamas reikiamas kiekis &g buferio.
Laikoma lede apie 20 min. Tuomet turinys perkeliama atSaldytus ependorfinius
mégintuvelius ir centrifuguojama 0 —°€ 20 000 g 15 mintiy. Supernatantas lygiomis
dalimis sumaiSomas su pavyzdzio buferiu. Baltymamadiruojami inkubuojant 5 minutes
verdargiame vandenyje.

Pavyzdzio buferiui sumaiSoma 2,5 ml 4x TrisHCl/matlodecilsulfato buferio (NDS)
pH 6,8; 2 ml glicerolio; 0,2 mB-merkaptoetanolio; 0,1 mg bromfenolioé¢i dazo ir

pripilama dejonizuoto vandens iki 10 ml. Laikoma@C temperatroje.

2.6. Baltymo kiekio nustatymas Bradford metodu

Metodas pagstas specifine baltymoageika su dazu Kumasi briliantinio éiu ir
susidariusios komplekso koncentracijos matavimikispftometriSkai, esant 595 nm bangos
ilgiui.

Kalibracines tiegs sudarymast 6 mégintuveélius pilama po 0, 1, 2, 5, 10, 151ir 20 pl 1
mg/ml jawio serumo albumino (Sigma-Aldrich) tirpalo bei digbto vandens iki 1 ml. Tada
i visus ntgintuwelius pilama po 500 ul Bradford reagentoédihiai skubiai sumaiSomi. Po

15-20 min. optinis tankis matuojamas spektrofotomeesant bangos ilgiui 595 nm.
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Remiantis optinio tankio reik&mis brziamas grafikas — Sviesos sugerties priklaus@mnyb
nuo baltymo priklausomys. Gaunama kalibracirbaltymy kiekio nustatymo ties

Nezinomos baltymo koncentracijos matavimasama 1-5 pl tiriamojo baltymo tirpalo,
pripilama HO iki 1 ml ir atliekamos visos an&su paraSytos operacijos. Gautieji rezultatai

lyginami su kalibracine tiese.

2.7. Baltym elektroforezé

ParuoSiami tirpalai

1. 4x Akrilamido/Bis-akrilamido tirpalas:

e 30% akrilamido

e 0,8% bisakrilamida

100 ml tirpalo reikia 30 g akrilamido ir 0,8 g agrilamido.

2. 4x TrisHCI/NDS tirpalas:

e 1,5M TrisHCI, pH 8,8;

e 0,4% NDS.

500 ml tirpalo reikia 91g Tris bazinio, 2 g NDS, @B®nl bidistiliuoto
vandens. 1N HCI nustatoma tirpalo pH 8,8 ir pripisavandens iki 500 ml,
filtruojama per 0,45um pom dydZio filtra. Laikoma 4C temperatroje.

3. 4xTrisHCI/NDS tirpalas:

e 0,5MTrisHCI, pH 6,8;

e 0,4% NDS.

I 80 ml bidistiliuoto vandens pridedama 12,1 g bazinio; 0,8 g NDS. 1N
HCI nustatoma tirpalo pH 6,8 ir pripilama vandekis200 ml. Filtruojama
ir laikoma 4C temperatroje.

4. 4x elektrodinis buferis:
e 5000 ml buferio reikia 15,1 g Tris bazinio, 72 ¢cglo, 5 g NDS.
Buferio pH 8,3.

5. 10% (NH4)}S,05 (AP) — 1 ml.
6. Tetrametiletilendiaminas (TEMED).

10% skiriamojo gelidl0 ml gamybai imame: Akril/Bis — 3,3 ml; 4x TristiNDS pH
8,8 — 2,5 ml; HO — 42 ml; AP — 10Qul; TEMED - 15,6ul. Viskas gerai iSmaiSoma,
supilama | aparad ir polimerinama poliakrilamido gelio paruoSimo dekje. Kad
poliakrilamido gelio pavirSius iy lygus, prieS polimerizacij uzsluoksniuojama
izopropanoliu, kuris po polimerizacijos nupilamaglaunamas distiliuotu vandeniu.

4% koncentuojamojo gelid,08 ml gamybai imame: Akril/Bis — 0,65 ml; 4x
TrisHCI/NDS pH — 1,27 ml; bD— 3,1 ml; AP — 5Qul; TEMED — 10ul. Gerai iSmaiSoma ir
uzpilama ant skiriamojo 10% poliakrilamido geliovpdiaus. [dedamos “Sukos”. Geliui

susipolimerinus “Sukos” atsargiai iSimamos.
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I elektroforezs aparat pripilame elektrodinio buferiol “kiSenes”ineSama po 3@l
paruoSt zinomos baltymo koncentracijogsteliy lizaty. Jjungiama elektros sr@v Srows
stiprumas padidinamas, kai bromfenolio daigasai skiriamji geli. Kai bromfenolio nilio

dazas iSeina i$ gelio, sr@isjungiama.

2.8. Imunoblotingas

Baltymai iS poliakrilamido gelio perneSami ant adeliuliozzs membranos. Tuo tikslu
gelis dedamas ant nitroceliuliz membranos, iS abigjpusy uzdedama po 4 sluoksnius
vatmano ir suspaudziama. DedaimgernesSimo aparat pilamas pernesimo buferis (500 ml
buferio paruoSimui reikia: 1,5 g Tris bazinio; galicino; 100 ml metanolio; 0,5 g NDS ir
vandens iki 500 ml)jungiama 80 mA/h sray laikoma 3 valandas.

Po perneSimo membranos merkianidbloto” tirpala (1% neriebaus pieno milteliai;
0,05% Tween 20; 0,01% NaN3) ir laikoma 1 vaéms$is iS Sio tirpalo plaunama tris kartus po
5 min. plovimo tirpalu (10 mM TrisHCI, pH 7,5; 50NMhNaCl; 0,1% Tween 20). Tada
paveikiama pirminiais antilnais ir inkubuojama % temperatroje per nakt Po to,
nusiurbus pirminius antikaus, plaunama plovimo tirpalu 3 kartus po 5 miglidu uzpilami
antriniai antikinai, konjuguoti su kriem peroksidaze, ir inkubuojama 1 val. kambario
temperairoje. Po inkubacijos plaunama tris kartus po 5 miovimo tirpalu. Imunoblotas

iSrySkinamas ECL (sustiprinta chemoliuminescensijajodu.

Imunoblotingas atliktas pagAimersham pharmacia Bioteginotokokh.

2.9. Naudotos medziagos

Citochalazinas E (Sigma-Aldrigh iStirpintas dimetilsulfokside (DMSO). Gauta
koncentracija 2 mg/ml. Iki galutés, eksperimentuose naudotos, koncentracijos skiesta
auginimo terpe.

Deoksinivalenolis(Sigma-Aldrich), iStirpintas etanolyje. Gauta kotraeija 2 mg/ml.

Iki galutinés, eksperimentuose naudotos, koncentracijos slkaesfiaimo terpe.

JNK inhibitorius — SP600125 (A.G. Scientific, Inc., San Diego, CA)tirmntas
dimetilsulfokside (DMSO). Gauta koncentracija 20 mMi galutinés, eksperimentuose
naudotos, koncentracijos skiesta auginimo terpe.

p38 inhibitorius — SB203580 (Sigma-Aldrich), iStmfas dimetilsulfokside (DMSO).
Gauta koncentracija 20 mM. Iki galutsy eksperimentuose naudotos, koncentracijos skiesta

auginimo terpe.

30



2.10. Statistire duomemny analizé

Statistiniai vidurkiai ir pasikliauties intervalauvo apskaiuoti naudojant kompiuterin

prograna Mikrosoft Exel.
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3. REZULTATAIIR J U APTARIMAS

Sio darbo tikslas buvavertinti citochalazino E (CE) ir deoksinivalenoli@®ON)
veikimo mechanizmus, panaudojant skirtingos kéinbei genetiSkai modifikuotagsteles.
Zinoma, kad gyvame organizme pagrindiniai mikotokstaikiniai yra pladiai, kepenys,
inkstai. Savo darbe modeline sistema pasirinkorpas?oviasdsteliy linijas: kepem kilmés
peks hepatomos MH-22A bei kraujo kit® pre-T limfocity Jurkat liniy lasteles. Literatros
duomenimis, mikotoksintoksiSkumas, skirtingais mechanizmais pasireilgdasteliniame
lygmenyje, yra susip su ji chemine strukira [Duxbury, 2004]. Citochalazino E veikimo
mechanizmas sugg su epoksido dariniu, kuris, manoma, yra svarbusksiskumui. Gautus
duomenis lyginome su mikotoksino - deoksinivalemgdoveikiu, kurio veikimas literatoje
Zymiai pl&iau iSnagrigtas, ir kurio toksiSkumas taip pat yra siejamasepaksido dariniu
[Eriksen ir kt., 2004]. Naujausiais duomenimis, gumai, turintys savo strulitoje epoksido
grupes, gali pasizyéti prieSwziniu aktyvumu modeliese sistemoseén vitro [Xie ir kt.,
2005].

3.1. Augimo intensyvumo ir gyvybingumo tyrimas skitingos kilmés Iasteliy

populiacijose

Literatiros duomenimis, jau pikomoks citochalazino E koncentracijos priklausomai
nuo hsteliy tipo, galiitakoti juy proliferacip in vitro. Esant didessms koncentracijoms, yra
stebimas dsteliy augimo ir dauginimosi slopinimas, sgsijsu j ziatimi [Udagawa ir kt.,
2000]. Toc! pirmojoje darbo dalyje tyme citochalazino E ir deoksinivalenolio povielkH-
22A bei Jurkatdsteliy augimo intensyvumui ir gyvybingumui. Tyrimams bupasirinktos
0.1 pg/ml, 1 ug/ml, 10ug/ml CE ir DON koncentracijos. Tiriamos medziagasuspensimj
lasteliy kultara buvo pridedamos tuoj po &sno, o i monosluoksni lasteliy populiacip —
pragjus 24 val. nuo i&§imo, lasteEms esant aktyvios proliferacijos logaritrjia (log) fazje.
Visos hsteks augintos terge, praturtintoje 10% FVS. UZaugusilasteliy kieki ir
gyvybingunmy vertinome po 24 bei 48 mikotoksinpoveikio valand. Lastely augimo
intensyvumas po poveikio tiriamais mikotoksinaistveas hsteles dazant tripanodfu ir
skatiuojant Goriajevo kameroje Sviesiniu mikroskopu.

Lasteliy gyvybingumas buvo tiriamas liuminescersinmikroskopijos metodo pagalba.
Buvo naudotas fluorescuojantis, su DNR besijungsagtidzio bromido ir akridino oranzinio

daz; misSinys. Pagal §i daz; isijungima, lasteles galima suskirstyti penkias grupes: G —
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gyvos; GA — gyvos apoptotis; NA — negyvos apoptotis; N — nekrotias; BCH — §steks
be chromatino [Mercille ir kt., 1994].

3.1.1. Augimo intensyvumo ir gyvybingumo tyrimas Jukat | asteliy populiacijoje

Pradzioje vertinome citochalazino E ir deoksinivaleo (0.1 pg/ml, 1 pg/ml ir 10
ug/ml) poveik kraujo pre-T limfocity (Jurkat) 4steliy proliferacijai ir gyvybingumui. hsteliy
augimo intensyvumas buvo sétds po 24 ir 48 tirianju medZiag poveikio valand.
Proliferacip slopinantis tiriam mikotoksin; veikimas jau iSrys§o po 24 poveikio valand
(12 pav). Poveikio laikui ilgjant, ksteliy augimy stabdantis efektas stipo. Nustatme, kad
Siy mikotoksiny poveikis priklauso nuo deésg.

Stipriausiu antiproliferaciniu poveikiu pasizgjo DON. Ypa efektyviai Si medziaga
veiké esant didZiausiai tirtai - 10g/ml - koncentracijai. Siuo atveju, po 24 DON pdiei
valand, lasteliy skatius sumagjo 2 kartus, o po 48 poveikio valapd net 7 kartus, lyginant
su kontroliremis lasteliy populiacijomis, t. y. atitinkamai nuo 550 iki 28ikst.lasteliw/ml (po
24 val.) ir nuo 70@ki 250 tikst.lasteliw/ml (po 48 val.).

Kiek silpniau Jurkat dsteliy augimy jtakojo CE. Ta&iau poveikio laikui ilgjant ir
didéjant CE koncentracijai, antiproliferacinis veikimasprjo. Jau po 48 CE (1@g/ml)
poveikio valand, gyw liko tik 200 tikst. ksteliy/ml, t. y. mazdaug 3,5 karto maziasteliy
nei kontroliréje populiacijoje.
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12 pav. Jurkat jsteliy augimo intensyvumo kitimas po 24 (A) ir 48 (B)idmy
mikotoksiny poveikio valand.

Tolesrgje darbo dalyje tyime Jurkat dsteliy gyvybinguna po CE ir DON poveiki.

Gauti duomenys parédkad abi tirtos medziagos indukavo pre-T limfadititj ir Sis efektas

stiprejo didéjant CE ir DON koncentracijoms bei dgnt poveikio laikui.13 paveiksle
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matome, kad DON ne tik stabdiriamy lasteliy daugininasi, bet ir stipriaiijtakojo u
gyvybinguma: po 24 10ug/ml DON poveikio valang gywu lasteliy populiacijoje buvo rasta
apie 30%, o po 48 poveikio val. — maziau nei 10%o Tarpu CE citotoksiSkumas Jurkat
lastebkms buvo daug maZesnis: po 24 poveikio valgandet esant didziausiai CE
koncentracijai, gyw lasteliy dalis populiacijoje sudarkiek maziau nei 90%, o po 48 poveikio
valand; sumazjo iki 55%. Palygir apoptozing lasteliy daf Jurkat steliy populiacijoje po
CE ir DON poveiki, matome, kad 24 DON poveikio valangaskoje palaipsniui didinant
koncentracy, apoptozini lasteliy dalis dictja ir, esant didziausiai - 10g/ml koncentracijali,
pasiekia net 60%; po 48 poveikio valand apoptozini lasteliy dalis sumaga dvigubai ir
atsiranda didel dalis (apie 40%) nekrozipi lastely. Tuo tarpu po CE poveikio,
nepriklausomai nuo veikimo trukis, buvo rasta ir apoptozipiir nekroziny lasteliy dalis.
Nemaz dalj, Siuo atveju, sudarir lasteks be chromatino (nuo 5 iki 10%, atitinkamai po 24 i

48 poveikio valandl).
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13 pav. Jurkat steliy gyvybingumo palyginimas po 24 (A) ir 48 (B) tirianmikotoksing
poveikio valand.

3.1.2. Augimo intensyvumo ir gyvybingumo tyrimas MH22A lasteliy populiacijoje

Tokie patys tyrimai buvo atlikti kepankilmés peés hepatomos (MH-22A) linijos
lasteles paveikus citochalazinu E ir deoksinivalanoliTyrimuose naudojome tokias
mikotoksiny koncentracijas: 0..ig/ml, 1 pg/ml ir 10 pg/ml. Skirtingai nei kraujo kilrés
Jurkat hsteks, kurios auga suspensijoje, Sios linijgstéks turi prisitvirtinti prie pavirSiaus ir
augdamos formuoja monosluoksnMH-22A lasteks buvo paveikiamos tiriamomis

medziagomis pkgus parai nuoy iSs:jimo, t.y. lastekms esant aktyvios proliferacijos fge.
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Misu gauti duomenys rodo, DON priklausomai nuodolei poveikio laiko stalkdVIH-
22A lasteliy augimy (14 pav.) Tik 0.1 ug/ml DON koncentracija po 24 poveikio valand
neitakojo Sip lasteliy augimo intensyvumo ir netgi nezymiai stimuliaveciiu jau po 48
poveikio val. tokia p&a DON doze paveiktoje populiacijoje rasta beveikkédrtus maziau
lasteliy nei kontrolirgje populiacijoje.

Idomesni duomenys buvo gauti po CE poveikio. Sivejatrykiausiai peks hepatomos
lasteliy augimo intensyvum itakojo 1ug/ml CE: po 24 poveikio valamdlasteliy skatius
sumazjo 50 tikst. hsteliy/ml, po 48 poveikio val. — net daugiau nei 30Rst. lsteliw/ml t.y.
2,5 karto lyginant su kontrolinedteliy populiacija. Tuo tarpu 0.fig/ml ir 10 ug/ml CE
koncentracijos po 24 poveikio valapde tik neslopino MH-22A ateliy augimo, bet ir
nezymiai skatino. Po 48 poveikio valandjauti rezultatai rodo antiproliferagirsiy CE
koncentraciy poveik.
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14 pav. MH-22A lasteliy augimo intensyvumo kitimas po 24 (A) ir 48 (B)idmny
mikotoksiny poveikio valand.

Tirdami peks hepatomosasteliy gyvybinguma, nustatme, kad Siosakteks yra gana
atsparios trumpalaikiam - 24 val. - citochalazinar Beoksinivalenolio poveikiu{15 pav.)
Siuo atveju, tiek po CE, tiek po DON poveikio gylsteliy rasta apie 90%. Poveikio laikui
ilgéjant abu tirti mikotoksinai stipriaitakojo MH-22A hsteliy gyvybingum. PrieSingai nei
augimo intensyvumo tyrimo metu, kuomet rySkesnigima slopinagiu veikimu pasizymjo
DON, Siuo atveju stipresniu poveikiu pasigjm CE. Po 48 CE poveikio valandyyvos
lastebs sudaé: 85%, 55% ir 65% atitinkamai paveikus Qu@/ml, 1 ug/ml ir 10 pg/ml CE
koncentracijomis. Daugiausia apoptaiiniasteliy rasta 1ug/ml CE paveiktoje dsteliy
populiacijoje. Poveikio laikui ilgant Sis CE poveikis stipjo: apoptoziny lasteliy kiekis
padictjo nuo 6% (po 24 poveikio val.) iki 28% (po 48 pdie val.). Taigi, 1ug/ml CE
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koncentracija pasiZzy&o stipriausiu auginp slopinagiu bei programuaet lasteliy Zatj
indukuojargiu poveikiu.

DON silpniaujtakojo tirty lasteliy gyvybingum. Net po ilgesnio 48 valandpoveikio
didziausiomis tirtomis DON koncentracijomis j&y/ml ir 10 ug/ml) paveiktose populiacijose
gywvu lasteliy rasta 75%. Taigi, poveikio laikui kgant bei didjant koncentracijai, Sio
mikotoksino efektas mazai sustijw. PrieSingas poveikis buvo st¢hs kraujo kilnés Jurkat
lasteliy populiacijoje, kai po 48 poveikio valamndyw lasteliy dalis buvo vos 10%.
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15 pav. MH-22A lasteliu gyvybingumo palyginimas po 24 (A) ir 48 (B) tiriam
mikotoksiny poveikio valand.

Apibendrinus, tinh mikotoksin; poveikio kraujo kilnés Jurkat ir kepankilmés MH-22A
lasteliy augimo intensyvumui bei gyvybingumui rezultatualimga teigti, kad tiek CE, tiek
DON pasizyngjo citostatiniu veikimu. Efektyviausiai abigjliniju lasteliy auginy slopino
DON, o Jurkatdsteliy kultiroje ir CE po ilgesnio poveikio laiko. Sis CE beDN veikimas
stiprejo didinant mikotoksin koncentracijas bei ilginant poveikio laik Literatiros
duomenimis, tiek CE, tiek DON citostatinis veikimpasireiSkia dsteks ciklo sustabdymu
Go/G; fazéje [Rubstova ir kt., 1998; Fornelli ir kt., 2004].

3.2. Citochalazino E ir deoksinivalenolio poveikio mitogeny aktyvinamy
proteinkinaziy JNK ir p38 aktyvumui tyrimas

Mitogeny aktyvinamy proteinkinazi (MAPK) kaskada yra viena iS svarbiausr
geriausiai iSting signalinyy keliy, leidZiartiy lastelei tinkamai reaguoii aplinkos pokyius.
Sis signalinis kelias priklausomai nugsteliy tipo, medziag koncentracijos, poveikio laiko

gali lemti ksteliy zuti ar iSgyvenim [Finley ir kt., 2003]. Dvi MAPK kaskados kinéz —
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JNK ir p38 —dar yra vadinamos streso aktyvinamohkmnmazmis (SAPK) (6 pav). Yra
zinoma, kad laikina 8i proteinkinazi indukcija lemia dsteliy iSgyvenim, o pastovi -
apoptoz [Robinson ir kt., 1997; Huh ir kt., 2004]. diau yra duome, kad skirtingose
lasteliy linijose, JNK ir p38 MAP kinas gali pasizyréti skirtingomis funkcijomis.
Nurodoma, kad mazos DON koncentracijos aktyvina JNB38, to pa&koje yra slopinima
baltymy sintez bei indukuojama apoptézPestka ir kt., 2004].

Augimo/iglikimo faktoriai (NOF, serumas)

Ekstralastelirial veiksniai = Genotoksinial agentad (UV, [K)
Uzdegitnirtaifap optotindad citokine (THF, Fas)

1
Cera&tﬁdas l
SIC
GTP suriSantis baltymas = Rfu: - I
MAPKKK(ser/thr) = MEKK1 MlEI{I{
MAPKEK thrityr) = INKE/REKL/MEK4 Mlm{z
SPad01zs SBI03580
MAPK (serith) = INK/SAPK v pEE-.c/
Transkripcijos faktoriai = CHOPA3DD155 » Branduclys
| |
Siresas
Lastelés atsakas = Augimo sustojimas
Apoptozé

16 pav. Streso aktyvinamproteinkinazi — JNK ir p38 — signaliniai keliai [Liebermann
ir kt., 1998].

3.2.1. Citochalazino E ir deoksinivalenolio poveiki c-Jun N-galines kinazés (JNK)
aktyvumui tyrimas

Sioje darbo dalyje tgme CE ir DON poveikJNK aktyvumui. Tuo tikslu Jurkat ir MH-
22A linijy lasteks buvo veikiamos vienoda - 1 pg/ml - CE ir DON kemizacija. Si CE
koncentracija pasizy&o rySkiausiu antiproliferaciniu veikimu Jurkat MH-22A lasteliy
populiacijose. Be to, pastarojojgsteliy linijjoje 1 pg/ml CE gana efektyviai indukavo
programud lasteliy zatj. Baltymo raiSka buvo tiriama imunoblotingo pagatime0.25, 0.5, 1,
2, 4 ir 8 poveikio valangd Vertinome JNK aktyvaci t.y. analizavome fosforiliat JINK
baltymo lyg. Yra duomen, kad DON indukuoja greif tafiau trumpalaik (0.25 — 1 val.)
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JNK1/2 aktyvacig [Moon ir kt., 2002]. Kitais duomenimis JNK aktyvgc DON poveikio
pagkoje gali tstis ilgiau - iki 4 valand. Véliau stebimas aktyvacijos sunéimas [Pestka ir
kt., 2004].

Savo darbe nustahe, kad CE labai nezymi@iakojo JNK aktyvacy kraujo kilmes T-
leukemijos 4stekse. Kiek didesnis c-Jun N-gads kinazs fosforilinimas registruotas po 1
CE poveikio valandos, kuris jau po 2 valarglimagja ir pasiekia kontrolinj lasteliy fosfo-
JINK1/2 lyg. [domesni rezultatai buvo gauti kepekilmés MH-22A kstebse. Siuo atveju po
0.5 valandos CE indukavo ilgalaikINK aktyvacij, kuri nesumago net po 8 poveikio
valand; (17 pav).

CE poveikio laikas, val.
K 025 05 1 2 4 8

o« fosfo-INK?2
Jurkat <« fosfo-INK1

«— Tosfo-TNK?2
MH-224 . «— fosfo-JNK1

17 pav. Fosfo-JNK lygis CE paveiktose Jurkat ir MH-225&tekse.

Tokie patys tyrimai buvo atlikti Jurkat ir MH-22Aadteliy populiacijas paveikus 1
png/ml DON. Nustaime, kad kraujo ir kepenkilmés lastekse DON jau po 0.25 poveikio
valandos fosforilina ir aktyvina JNK. T@au Jurkat dstekse tai yra trumpalakaktyvacija,
trunkanti iki 2 Sio mikotoksino poveikio valando¥.éliau fosfo-JNK1/2 lygis ryskiai
sumazja. Tuo tarpu MH-22Adstekse DON indukuoja ilgalaikJNK aktyvaciy (18 pav.).

DON poveikio laikas, val.
K 02505 1 2 4 8

« fosfo-INK2
Jurkat <« fosfo-INK1

+—— fosfo-JNK2
MH-224 « fosto-JNK1

18 pav. Fosfo-JNK lygis DON paveiktose Jurkat ir MH-224stekse.
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Streso aktyvinama c-Jun N-galikinaz yra atsakinga ne tik uz apopészindukcip,
bet ir, priklausomai nuastelinio konteksto, gali lemtasteks iSgyvenim [Jin ir kt., 2005].
Siekdami jvertinti JNK vaidmen Jurkat ir MH-22A #4stekse po poveikio tiriamais
mikotoksinais, mes i proteinkinaz inhibavome. Tuo tikslu naudojome spedifidNK
inhibitoriy SP600125. Tai yra konkurentinis inhibitorius. Sigdaro vandenilines jungtis su
ATP suriSagia JNK sritimi ir priklausomai nuo dég gali efektyviai inhibuoti visas tris INK
izoformas (JNK 1, -2 ir -3) [Bennett ir kt., 200Iyrimams naudojome 20M SP600125
koncentracyg. Tirlamos medziagos buvo dedamosépra 30 min. nuo JNK inhibitoriaus
pridéjimo. Inhibitorius buvo tirpintas dimetilsulfoksidgDMSO), kuris gali jtakoti
mikotoksiny veikima ir buti toksiSkas proliferuojatioms hsteliy kultiroms. Todl pradzioje
palyginome CE ir DON poveijkpridéjus DMSO ir be DMSO. Nustamne, kad DMSO
netakojo sy tiriamy mikotoksing veikimo. Toal tolesniuose tyrimuose naudojome \gen
kontrok - DMSO+CE (arba+DON). Efektas buvo registruojampag4 poveikio valand

Kaip matomel9 paveiksle kraujo kilmés Jurkat bei kepenkilmés MH-22A ksteliy
jautrumas CE, inhibavus streso kin@\K, kiek padidjo.
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19 pav. Jurkat (A) ir MH-22A (B) 4steliy augimo intensyvumo kitimas po 24 1 pg/ml
CE poveikio valang.

Tolesrgje darbo dalyje tyyime JNK vaidmepnpo 24 1 ug/ml DON poveikio valand

Gauti duomenys rodo, kad JNK inhibicija DON povaikitakos netujo abiejose tirtose -
Jurkat ir MH-22A - liniy lasteles€20 pav).
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20 pav. Jurkat (A) ir MH-22A (B) 4steliy augimo intensyvumo kitimas po 24 1 pg/mi
DON poveikio valand.

Taigi, INK MAPK vaidmuo Siuo atveju priklauso nuiitinkamo mikotoksino poveikio:
veikiant tiriamas Jurkat ir MH-22Aasteles citochalazinu E, JNK vaidmuo - silpnas

antiapoptozinis, o deoksinivalenolio poveikio atvejneutralus.

3.2.2. Citochalazino E ir deoksinivalenolio poveild p38 MAP kinazés aktyvumui
tyrimas

Sioje darbo dalyje nagrijome CE ir DON poveikkitos streso aktyvinamos Kings-
p38 - aktyvumui. Imunoblotingo pagalba po 0.25,,A5 2, 4 ir 8 tiriam mikotoksin
poveikio valand Jurkat ir MH-22A &stekse buvo vertintas fosfo-p38 lygis.

Gauti rezultatai pardgd kad CE ngakojo fosfo-p38 lygio MH-22A gstekse, tdiau

Jurkat hstekse buvo registruota nezymi ilgalaikios MAP kinazs aktyvacija21 pav).

CE poveikio laikas, val.
K 02505 1 2 4 8

Turkat « fosfo-p38
‘:.-
MH-22A 8« fosfo-p38

21 pav. Fosfo-p38 lygis CE paveiktose Jurkat ir MH-224tEEse.

Tuo tarpu DON jau po 0.25 poveikio valandos abtefu liniju lastekse indukavo p38

fosforilinima bei aktyvacij. Jurkat 4stekse didziausias fosfo-p38 lygis buvo registruojamas
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po 0,5 bei po 1 poveikio val. ir palaipsniui Mg, 0 MH-22A kstekse iSliko pastovus vis
tyrimo laika (22 pav.)

DON poveikio laikas, val.
K 025 05 1 2 4 8

Jurkat +«—— fosfo-p38

MH-22A ' -— f05f0-p38

22 pav. Fosfo-p38 lygis DON paveiktose Jurkat ir MH-22AtkEse.

Yra duomen, kad p38 MAPK gali bti reikalinga hsteks ciklo slinkiai: lasteles
paveikus specifiniu p38 MAPK inhibitoriumi SB20358@ra stebimas mazesnigsieliy
augimo intensyvumas [Ono ir kt., 2000]. Kaip ir JN#Khibitorius - SP600125, Sis p38
inhibitorius konkuruoja su ATP él susiriSimo su ATP jungiata p38 baltymo dalimi.
SB203580 selektyviai inhibuoja dvi p38 MAPK izofaam- p38 ir p383 [Ambrosino ir kt.,
2001]. Mes savo darbg #hibitoriy panaudojame p38 MAP king vaidmens tyrimams.
Tiriami mikotoksinai buvo pridedami piais 30 min. nuo 2@M SB203580 pridjimo. Po 24
val. buvo registruojamas tokiu atbu paveiky Jurkat ir MH-22A jsteliy augimo
intensyvumas. Gauti rezultatai buvo lyginami su tkalimiy bei DMSO+CE (arba+DON)
paveiki lasteliy augimo intensyvumu.

Nustatme, kad p38 MAP kinas inhibicija beveik ngakojo Jurkatdsteliy jautrumo CE,
bei nezymiai didino MH-22Aaksteliy jautruny Siam mikotoksinu{23 pav).
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23 pav. Jurkat (A) ir MH-22A (B) 4steliy augimo intensyvumo kitimas po 24 1 pg/mi
CE poveikio valang.
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Sios kinazs inhibicija labai nezymiai padidina Jurkat ir M2/ Iasteliy jautruny DON
(24 pav.).Duomem apie tai, kad p38 MAPK inhibicija iS dalies galitbsusijusi su DON
indukuojama Jurkatsteliy apoptoze randama ir litef@bje [Pestka ir kt., 2005].

600 600
£ 500 = g 500 _
2 400 - B 400
2 =]
5 300 § 300 &L T
2 200 2 200 | I I
2 T == 2 I
& 100 2 100 |
0 ‘ ‘ 0 ‘ ‘
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24 pav. Jurkat (A) ir MH-22A (B) 4steliy augimo intensyvumo kitimas po 24 1 pg/mi
DON poveikio valand.

JNK ir p38 MAPK vaidmens, panaudojus specifinius §haziy inhibitorius, tyrimas
paroct, kad c-Jun N-galiés kinazs inhibicija didino abiej tirty lasteliy jautruny CE, t&iau
beveik ngtakojo u jautrumo DON. Galima teigti, kad padjds JNK aktyvumas apsaugo
lasteles nuo CE indukuojamos programuotgsdly zities. Miasy duomenimis, p38 MAPK
inhibicija didino MH-22A hsteliy jautrumy CE ir DON, tuo tarpu, Jurkatdteks po Sios
kinazes inhibicijos buvo gana atsparios abiems tirtienisoboksinams.

Taigi, MAP kinazi; vaidmuo tirtose Jurkat ir MH-22/dtekse yra nevienareikSmis ir
priklauso tiek nuo mikotoksinaigies, tiek nuoalsteliy tipo.

3.3. Protoonkogenoc-jun vaidmens tyrimas citochalazino E ir deoksinivalenko

indukuojamuose tiriamyjy lasteliy ziities procesuose

Pagrindinis c-Jun N-galés kinazs (JNK) taikinys dstekje, kuij Si kinaz fosforilina ir
aktyvina, yra protoonkogenasjun. Sio protoonkogeno koduojamas baltymas yra paipigd
transkripcijos faktoriaus AP-1 komponentas. Tagygnalai aktyvinantys JNK MAP kinaz
taip pat gali indukuoti fosforilinimp ir stimuliuoti transkripcin c-Jun baltymo aktyvum
[Minden ir kt., 1997]. Yra duomenapie tai, kad iSprotoonkogea gali netiesiogiai aktyvinti
ir kita SAPK — p38 [Karin ir kt., 1997].

c-Jun yra zinomas kaip galimas apopgtomduktorius [Kim ir kt., 2002]. Tad Sioje

darbo dalyje ir siekme jvertinti protoonkogena:-jun, kaip vieno iS galim programuotos
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lasteliy Zaties induktony vaidmer. Daugelyje dsteliy c-jun raiSka yra nedidé) tciau ji ypa
padictja, lastebms atsakanti jvairius iSorinius ir vidinius veiksnius (augimo fakius,
citokinus, UV spinduliavim) [Karin ir kt.,, 1997]. Yra nustatytas ir antiapophis bei
neutralusc-jun vaidmuo. Literairos duomenimisc-jun vaidmuo #steliy proliferacijoje ir
apoptozs procesuose priklauso nugteliy risies, poveikio stiprumo bei trukis [Komoda ir
kt., 2002].

3.3.1. Protoonkogena-jun raiSkos tyrimas po citochalazino E ir deoksinivalaolio

poveikio

Norédamijvertinti tiriamy mikotoksing jtaka c-jun raiSkaiin vitro, Sio geno koduojamo
baltymo lyg Jurkat ir MH-22A jstekse vertinome pavegk jas vienoda - lug/ml -
citochalazino E ir deoksinivalenolio koncentracialtymo raiSka imunoblotingo pagalba
buvo vertinta po 0.25, 0.5, 1, 2, 4, ir 8 poveikaland,.

Misuy gauti rezultatai parad kad CE Jurkatabtekse indukuoja ganaélyva (po 2
poveikio valand) ir ilgalaiki c-Jun baltymo lygio padiima. Tuo tarpu, MH-22A 4stekse
c-jun raiSkos padiéjimas iSrysSkja jau po 0.25 val. ir poveikio laikui ikgant palaipsniui
didéja (25 pav). Yra nustatyta, kad panaSiu poveikiun raiSkai pasizymi ir kiti citoskelet
ardantys junginiai. Pavyzdziui, citochalazinas Rotchicinas po 30 poveikio min. indukuoja

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

CE poveikio laikas, val.
1 2 4
v i

8

Jurkat «— c-Jun

I\'H{-ZZA& . » l._'. : u ﬂ +«— ¢-Jun
25 pav. c-junraiskos palyginimas Jurkat ir MH-22Astekse po CE poveikio.
Toliau vertinome kito rasy tiiamo mikotoksino - DON povejkc-jun raiSkai Jurkat ir
MH-22A lastekse. Gauti duomenys rodo, kad Jurkatékse DON indukuoj&-jun raiSka tik

po ilgesnio — 4 val. - poveikio laiko,dau tai yra ilgalaik c-jun indukcija. Pels hepatomos

MH-22A lastekse yra registruojama konstitutyviai auk&tgun raiSka. Po DON poveikio
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stebimas Sios raiskos slopinimas.¢jant DON poveikio laikui c-Jun baltymo lygis praded

didéti ir pasiekia kontrolin Iasteliy lygi (26 pav.).

DON poveikio laikas, val.
K 025 05 1 2 4 8

Jurkat . | «—— c-Jun

Y

26 pav.c-junraiskos palyginimas Jurkat ir MH-22Askekse po DON poveikio.

3.3.2.cjun vaidmens tyrimas panaudojant parentalines ir gené$kai modifikuotas
MH-22A | asteles

Literatiiroje yra nemazai duomerapie tai, kadc-jun gali skatinti §steliy proliferacip.
Nustatyta, kadalstekse, kuriose tiksta funkcionuoja&io c-jun, véluoja augimas tiekn vivo,
tiek in vitro [Wetzel ir kt., 1997]. Yra zinomas ir proapoptasitoei neutralug-jun vaidmuo.
ISsamesnic-jun vaidmens tyrimai po citochalazino E ir deoksineradlio poveikio buvo
atlikti su MH-22A linijos hstekmis. Tuo tikslu buvo gautos trys genetiSkai modifitosc-
jun atzvilgiu pets hepatomosbteliy linijos.

Pirmajai j3 gauti buvo panaudotas tigs vektorius, t.yc-jun raiSka Sioje vektorije
lasteliy linijoje (VEKT), nekito ir ji buvo naudojama kaimapildoma kontra (30 pav.).

Antroje — antisensije lasteliy linijoje (AS) buvo siekiama dalinai blokuatijun raiSka.
Tuo tikslu, buvo panaudotas konstruktas su protogeko c-jun seka atvirkstige
orientacijoje citomegalus viruso enhancerio promates atzvilgiu, kuris paruoStas
Vystymosi biologijos laboratorijoje (Biochemijos shitutas) 27 pav). Gautose

transfekuotoseabteliy linijose c-jun raiSka dalinai blokuojam@O0 pav.).

—

+

neao

SLTR L TonvH aun | 31TR

27 pav. Eukariotinio ekspresijos vektoriaus su protoorémmc-jun seka atvirkstigje
orientacijoje konstruktas.
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Trecioji lasteliy linijoja (JUN) buvo gautajvedusi lasteles pcDNR-Hajun plaznyd
sukurt, pcDNA3 (Invitrogen) vektoriaus2@ pav.), kuris turi CMV ankstywji greita
promotoriy su enhanceriu, atsparumus ampicilinui ir genaticifG418), taip pat jatio
augimo hormono poliadenilinimo sgkprailginadia mRNR gyvavimo laik, jklonavus
konstrukt, neSantsu HA suliet c-jun gera. HA - hemagliutininas yra gripo viruso baltymas,
sukeliantis stipgr imunin; atsaly, toctl antikinai prieS HA lengvai gaunami, o nedidel
epitom koduojanti seka émingai pritaikyta gen zymgjimui. Imunoblotingo pagalba
patikring HA ekspresij, vertinomec-jun jvedimo laipsp (29 pav). Sioje gautoje asteliy

linijoje registruota padigusi c-junraiSka 80 pav.).

28 pav. pcDNA3 vektorius.

29 pav.HA raiSka parentalitse (1) bei transfekuotose (JUN) (2) MH-224tekse.

PAR AS JUN VEKT

e

30 pav. c-junraiSka parentalgse ir genetiSkai modifikuotose MH-22Askekse: PAR —
parentaligs, t.y. genetiSkai nepakeistasteks; AS — genetiSkai modifikuotogsiteks,
kuriosec-jun raiSka dalinai blokuota; JUN - genetiSkai modibkos hsteks, kuriosec-
jun raiSka padidinta; VEKT - genetiSkai modifikuotassteks, kuriosec-jun raiSka
nepakitusi.

Kadangi ntisy tiriamose parentalise ir genetiSkai modifikuotose MH-22Asktekse
yra skirtingasc-jun ekspresijos lygis, t@tl galima vertinti Sio geno koduojamo baltymo
vaidmen lasteliy atsakej CE ir DON poveik in vitro. Tolimesreje darbo dalyje,
panaudodami gautassteliy linijas, analizavome protoonkogergun vaidmen, atsakani 1

ug/ml CE poveik.
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Nustatme, kad atspariausios CE poveikiui buwstéks, kuriose yra Zzemesnis c-Jun
baltymo lygis, t.y. AS dsteliy linija. Lasteliy linijose, kuriose registruota padjdsi c-jun
raiSka, stettas prieSingas efektas — jos buvo jautéesSBE poveikiui nei parentaks MH-
22A lasteks (31 pav.).Ypatingai JUN 4steliy jautrumas iSaugo po 48 val. poveikio. Beje, AS

lasteliy atsparumas taip pat labiau iSr§gkpo 48 val. poveikio.
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31 pav. Parentalini ir genetiSkai modifikuat lasteliy augimo intensyvumo kitimas
kontrolinese bei CE paveiktoseadteliy populiacijose po 24 (A) ir 48 (B) poveikio
valand;.

AnalogiSkas efektas buvo registruotas parenisdinir genetiSkai modifikuotose MH-
22A lastekse po 24 ir 48 DON poveikio valamdiautriausios DON buvasteks, kuriose yra
padidinta c-jun raiSka; AS dsteliy linijoje buvo stebimas prieSingas efektas — joydou
atsparesés DON poveikiui(32 pav.).c-Jun vaidmuo, Siuo atveju, taip pat labiau iSéyEko

48 veikimo tiriamuoju DON mikotoksinu valand
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32 pav. Parentalini ir genetiSkai modifikuat lasteliy augimo intensyvumo kitimas
kontrolinese bei DON paveiktoseadteliy populiacijose po 24 (A) ir 48 (B) poveikio
valandj.
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Taigi, misy gauti duomenys paréd kad c-Jun baltymas dalyvauja MH-22A linijos
lasteliy atsakg tiriamy mikotoksing - CE ir DON - poveik

Siame darbe buvo analizuota dviejikotoksin; - citochalazino E ir deoksinivalenolio -
vaidmuo skirtingos kilras lasteliy proliferacijos bei #ties procesuose ir galimsignaliniy
keliy aktyvacija atsakant CE ir DON poveik Yra Zzinoma, kad mikotoksinsukeliamas
toksiSkumas,asteliniame lygyje gali pasireiskti skirtingais macizmais ir tai yra susijsu
ju chemine strukira [Duxbury, 2004]. Abu tirti mikotoksinai savo sktiroje turi epoksido
grupes, kurios, manoma, lemia fjoksiSkum. Deoksinivalenolio veikimas literatoje yra
Zymiai plaiau iSnagrigtas. Nustatyta, kad 4.5 - 41 uM Sio mikotoksino denmtracijos 50%
gali slopinti hsteliy proliferacij. Siuo atveju DON veikimas priklauso nugteliy rasies. Yra
duomen, kad mazos DON koncentracijos indukuoja mitagektyvinamas kinazes - p38,
JINK1/2 ir ERK [Pestka ir kt., 2005]. $MAP kinazi vaidmuo 4stekje yra nevienareikdmis
ir gali varijuoti priklausomai nuo poveikio afisteliy tipo. Apie tai byloja daug literatos
Saltiniy [Minden ir kt, 1997; Finley ir kt, 2003; Huh ir.k2004].

Savo darbe modeline sistema pasirinkome dvi sigognkilmés lasteliy linijas: kepem
kilmés peks hepatomos MH-22Aasteliy linija ir kraujo kilmés Jurkat dsteliy linija.
Tyrimams naudojome 0.fg/ml, 1 pg/ml, 10 ug/ml CE ir DON koncentracijas. Stipriausiu
antiproliferaciniu poveikiu tirtoseasteliy kultarose pasizyrgjo DON. Ypa& stipriai Jurkat ir
MH-22A lasteliy auginy slopino didziausia tirta DON koncentracija. CEkks#lpniauijtakojo
tirty lasteliy proliferacip. Tatiau poveikio laikui ilgjant ir didjant CE koncentracijali,
antiproliferacinis veikimas sustigo. [domis rezultatai buvo gauti paveikus MH-224steks
1 ug/ml CE. Si CE koncentracija pasizgjo stipriausiu antiproliferaciniu bei programaot
lasteliy zati indukuojaiu veikimu. 0.1ug/ml ir 10 pg/ml CE koncentracijos nebuvo tokios
efektyvios.

Mitogeny aktyvinamy proteinkinazi kinaziy kaskada yra viena i$ svarbiausignaliniy
keliy, lemin&iy lasteliy atsalg | jvairius iSorinius ir vidinius poveikius. %y darbe buvo
analizuojamas tirian mikotoksiny poveikis dviej MAP kinaziy - p38 ir INK - aktyvumui.
Nustaéme, kad tiek CE, tiek DON aisy tirtose hstekse aktyvino JNK, o inhibavus JNK,
Jurkat ir MH-22A 4stely jautrumas CE padib. Gautus rezultatus lyginome su
duomenimis, gautais paveikus tiriamastéles DON. Siuo atveju JNK aktyvacija nekeit
Jurkat ir MH-22A jsteliy jautrumo DON. Panagiduomem apie DON poveik kitoms
lastekms randama ir literatoje [Pestka ir kt., 2005].
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Abi Sios tirtos MAP kinags gali tiesiogiai ar netiesiogiai aktyvinti protdagery c-jun,
kuris yra pagrindinis transkripcijos faktoriaus AP-komponentas. T@étl panaudojus
genetiSkai modifikuotas-jun atzvilgiu MH-22A bsteliy linijas, buvo vertintas c-Jun vaidmuo
po CE ir DON poveikio. Jautregn CE ir DON buvo tos genetiSkai modifikuotasteks,
kuriose yra padidinta-jun raiSka. Tuo tarpu dalinis-jun raisSkos slopinimas didinadteliy
atsparum tiriamiems mikotoksinams, o po CE poveikio nettgbstas didesnis tiriam
lasteliy augimo intensyvumas. Taigi, c-Jun yra svarbugsplkepatomos linijjosastekms

atsakant tirty mikotoksin; poveiki. Siuo atveju, c-Jun vaidmuo yra proapoptozinis.
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ISVADOS

1. Ivertinus citochalazino E ir deoksinivalenolio, twiiy savo strukiroje epoksido
grupes, poveikeukariotini lasteliy gyvybingumui, nustatytas skirtingas MH-22A ir

Jurkat liniy lasteliy jautrumas tirtiems mikotoksinams.

2. Nutatyta, kad stipriausiu proliferagiglopinartiu aktyvumu tirtoseasteliy kultarose
pasizyntjo deoksinivalenolis. Citochalazinas E silpnigakojo abiey liniju lasteliy
proliferacij, nors poveikio laikui ilgjant ir didjant mikotoksino koncentracijai,

antiproliferacinis jo veikimas stipjo.

3. Citochalazinas E ntakojo fosfo-p38 lygio MH-22A dstekse, bet nezymiai
aktyvino S MAP kinaz Jurkat 4stekse. Tuo tarpu deoksinivalenolis indukavo

greita ir ilgalaike p38 MAPK aktyvach abiejose tirtosesbteliy linijose.

4. JNK MAPK vaidmuo priklaus nuo atitinkamo mikotoksino poveikio: veikiant
tiiamas Jurkat ir MH-22A asteles citochalazinu E, JNK vaidmuo - silpnas

antiapoptozinis, o deoksinivalenolio poveikio atvejneutralus.
5. MH-22A linijos lasteks, kuriose yra padidinte-jun raiSka buvo Zymiai jautress
citochalazino E ir deoksinivalenolio poveikiui, tuarpu —c-jun raiskos dalinis

slopinamas, didino §ilasteliy atsparum tirtiems mikotoksinams. Tai rodo, kad c-
Jun dalyvauja MH-22A linijosabkteliy atsake citochalazino E ir deoksinivalenolio

poveik.

Darly atliko:

Darbo vado¥:
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SUMMARY

Study of mechanisms underlying cytochalasin E and deoxynivalenol effectsin
MH-22A and Jurkat cell lines

In recent years, a great deal of interest has lpeeerated regarding the study food
safety. The Food and Agriculture Organization eates that at least 5-10% of the world
food supply is lost annually to fungi and mycotasxin poisonous chemicals produced by
microfungi during their growth on food, feeds anarigus agricultural commodities. The
effects of mycotoxins on humans and animals are-gelsted and include acute and chronic
effects, in the case of some mycotoxins, carcin@ggnmutagenicity and supression of the
immune system. Deoxynivalenol, one of mycotoxinesproduced by severdtusarium
genus. It can be found as natural contaminant ilues cereal crops and in processed grains.
Besides its acute and chronic toxicity and effemts immune function, deoxynivalenol
contribute to gastrointestinal diseases in expobathans. Cytochalasin E — a toxin
synthesized byAspergillus clavatusthat inhibit cell division and protein synthesis,
nephrotoxic and considered carcinogenic.

The aim of this study was to assess the effectieokynivalenol and cytochalasin E on
cell viability and to relate apoptosis to activatiof signaling molecules of stress activated
MAPK pathway.

In our study we determined, that cytochalasin E dadxynivalenol mechanism of
action depends on cell type, concentration and tiexposure. Deoxynivalenol was marked
the most potent cytotoxicity in both cell lines gteatest concentration. Meanwhile
cytochalasin E showed weaker influence on cellifamaition.

The activation and role of c-Jun N-terminal kind3§K) and p38 kinase, members of
the mitogen-activated protein kineses (MAPK) familyas studied, also. Our results suggest
a possible involvement of JNK in cytochalasin Euoeld apoptosis in Jurkat and MH-22A
cells, but in deoxynivalenol treated cells thiseetfwas inappreciable. The study of p38
MAPK activation in Jurkat and MH-22A cells after akgnivalenol treatment revealed a
markedly induced phosphorylation of this kinase timarelated with and preceded apoptosis.
Our results showed that cytochalasin E didn’'t pkavthe activation of p38 in Jurkat cells
and weak increase of phospho-p38 level in MH-22IAlice.

Study of the role of protooncogerejun was carried out by using genetically
modified MH-22A cells. The results indicated propfmtic effect ofc-jun after studied

mycotoxins treatment in this cell line.
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