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TEKSTE VARTOOJAMI LIETUVISKI IR TARPTAUTINIAI SUTRUMPINIMALI
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1. [VADAS

Pastaraisiais metais navikiniy susirgimy tyrimy kryptys daZzniausiai ivertina {vairiy
veiksniy poveiki patogeniniam procesui. Biitina prisiminti autorius [17,18], jau seniai
skelbusius, kad laisvieji radikalai vaidina svarby vaidmeni piktybin¢je lasteliu
transformacijoje. Tuo mety didesnis tyrinétoju démesys buvo skiriamas iSoriniams poveikiams,
sukeliantiems kancerogenez¢. TaCiau pastaraji deSimtmeti daugiausiai tyrinéjamas laisvyju
radikaly genotoksinis ar epigenetinis poveikis, sukeliantis lastelés transformacija ir
antioksidacinés sistemos geb¢jima Siuos procesus koreguoti.

Duomeny apie laisvyjy radikaly ir antioksidanty sukeliamus procesus ir ju sasaja su
piktybiniais navikais yra labai daug, bet jie neretai priestaringi.

Flavonoidai — tai augalinés kilmés junginiai, kurie pasizymi antioksidacinémis
savybémis. Miisy darbo tikslas buvo istirti flavonoidiniy ir kity polifenoliniy antioksidanty
citotoksiSkumo aspekta — galima juy prooksidantinio tipo -citotoksiSkuma, nes didelés
flavonoidy koncentracijos yra citotoksiskos, o citotoksiSkumo mechanizmai, nors ir labai
placiai tyrinéjami visame pasaulyje, lieka neaskds.

Kad antioksidanty panaudojimas bty veiksmingesnis, biitina geriau suprasti jy veikimo
mechanizmus, o jvertinus antioksidacinés sistemos veiklos mechanizmus, galima bus rasti
biidy juos koreguoti palankia organizmui linkme vykdant piktybiniy naviky profilaktika ir
gydant susirgusiuossius véziu.

Kompleksiniame navikiniy procesu sukelty patologiju tyrime nemaza reikSme turi
lasteliy modeliniy sistemy panaudojimas in vitro. Yra keli esminiai pozymiai leidziantys
priskirti hepatomos 22a (Hep 22a) linijos lasteles piktybinéms lasteléms. Visy pirma, tai
suaktyvéjusi proliferacija arba beribis dauginimasis; antra — tai lasteliy migracija ir trecia -
suaktyvéje lastelés prooksidaciniai procesai. Siuo metu nustatyta, kad aktyviosios deguonies
formos ne tik dalyvauja organizmo imuniniame atsake bei fagocitozéje, bet ir veikia lastelés
proliferacijos intensyvuma, o piktybinés lastelés pasizymi pagreitéjusia proliferacija. Be to,
daugelio prieSvéziniy preparaty biologinis aktyvumas yra i§ dalies susijgs su ju generuojamy
laisvyju radikaly citotoksiniu poveikiu. Todél hepatomos lasteliu kultiira, kaip modeliné
sistema, yra tinkamas objektas ir Siems tikslams.

Apoptozé arba programuota lasteliy mirtis yra fiziologinis genetiSkai reguliuojamas
lasteliy pasalinimo procesas, reikalingas audiniy homeostazei palaikyti. SumaZzéjus lasteliy
apoptozei atsiranda autoimuniniy ligy, naviky, o apoptozei did¢jant, pradeda rysketi

neurodegeneracinés, Sirdies, kraujagysliu sistemos ir kitos ligos. Apoptozes proceso valdymas



(jos slopinimas normaliuose audiniuose ir skatinimas vézio pazeistuose) leisty efektyviai
pagerinti prieSveézini gydyma.

Naviky ir apoptozés problema ypac¢ aktuali, kadangi agentai, indukuojantys apoptoze
navikinése lastelése arba navikinio proceso produktai blokuojantys apoptozeés supresija, gali

padéti atskleisti apoptotiniy procesy mechanizmus bei biiti pritaikyti naviky gydymui.

1.1. Darbo tikslas ir uZdaviniai

Darbo tikslas - istirti flavonoidy poveiki Hep 22a linijos lasteléms.

UZdaviniai:
1. Nustatyti flavonoidy kvercetino, morino ir miricetino citotoksini poveiki Hep 22a linijos
lasteléms.
2. Nustatyti apsauginj antioksidanto DPPD, desferoksamino ir katalazés poveiki Hep 22a
linijos lasteléms.
3. Nustatyti flavonoidus metabolizuojanciy fermenty inhibitoriy dikumarolo, o-
naftoflavono, izoniazido, bei 3,5-dinitropirokatechino poveiki Hep 22a linijos lasteléms.

4. [vertinti flavonoidy itaka Iasteliy apoptozei.

2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Laisvyjy radikaly dalyvavimas kancerogenezéje

Per pastaruosius 20 mety kancerogenezés tyrimai labai pazengé 1 prieki.
Kancerogenezé — daugiapakopis procesas, kuris skirstomas i inicijacijos ir promocijos stadijas.
Kiekviena i§ ty stadijy yra salygota ir genetiniy ir epigenetiniy pokyCiy, kuriuos sukelia
egzogeniniai - cheminiai (pvz. cheminiai kancerogenai), fiziniai (pvz. jonizuojancioji
spinduliuoté), biologiniai (pvz. virusai) — bei endogeniniai (pvz. laisvieji radikalai) veiksniai.
Sie veiksniai gali paZeisti DNR , modifikuoti genu raiska, sukelti genomo nestabiluma ir
sutrukdyti normaliy lasteliy proliferacija ir diferenciacija [57], bei susilpninti antioksidacinés
sistemos pajéguma [9].

Hipotez¢, kad laisvieji radikalai vaidina svarby vaidmenj kancerogenezéje, atsirado XX
amziaus viduryje. Siai hipotezei susiformuoti jtakos turéjo in vitro atlikty tyrimy rezultatai,
kurie liudijo apie DNR pazaidy galimybes, apie baltymy funkcines ir struktiirines
modifikacijas. Daugelio autoriy darbai aiskiai parodé sasaja tarp laisvyjuy radikaly ir DNR
pazaidy [42]. Nustatyta, kad daug DNR pazaidy atsiranda aktyviosioms deguonies formoms



atakuojant DNR bazes [67]. Paaiskéjo, kad laisvieji radikalai, priklausomai nuo juy
koncentracijos, atakuojamuy lasteliu tipo, genetinio fono bei aplinkos, kurioje jie veikia savo
taikinius, gali ir slopinti, ir stimuliuoti kancerogenezg. Lastelinio streso atsakas pasireiSkia ne
tik DNR pazaidomis, bet ir DNR iStaisymu, prieSingai, nepakankamas DNR iStaisymas sukelia
prokancerogenini atsaka [42].

2.1.1. Laisvieji radikalai ir fiziologiniai procesai

Laisvuoju radikalu vadinama bet kuri atomuy ar molekuliy riiSis, kurios valentiniame
sluoksnyje yra vienas ar daugiau nesuporuoty elektrony. Tokiems dariniams biidingas
ypatingai didelis cheminis aktyvumas. Jie labai nestabilts, nes linkg prisijungti arba atiduoti
elektronus, igaudami stabilesng buisena, kurioje elektronai suporuoti [66].

Laisvieji radikalai organizme susidaro ir dalyvauja daugelyje fiziologiniy procesy, kuriy
svarbiausi Sie:

1. Redukcijos — oksidacijos reakcijos. Normalaus metabolizmo metu mitochondrijose
vykstancios redukcijos — oksidacijos reakcijos. Pavyzdziui, lastelei normaliai
kvépuojant, molekulinis deguonis laipsniskai redukuojamas prisijungiant keturiems
elektronams ir susidaro vanduo. Sio proceso metu susidaro ir nedidelis kiekis laisvujy

deguonies radikaly — superoksido anijono, vandenilio peroksido bei hidroksilo radikaly

(1 pav.) [32].

/\

2

Bendra reakcijos lygtis: O, + 4~ + 4H" — 2H.O

_ H,0, ‘OH S
H* H H* u*

H,0

1 pav. Deguonies aktyvinimas ir redukuotos formos [58]

2. Fagocitozé. Fagocitozés metu neutrofiluose, vykstant ,.kvépavimo sprogimui®, susidaro
superoksido anijonas, vandenilio peroksidas, makrofaguose — azoto monooksidas, kurie
mikrobus veikia baktericidiSkai. Nustatyta, jog uzlastelini superoksida, be fagocity,
sintetina ir limfocitai [40], fibroblastai [46], bei endotelio lastelés [35].

3. Arachidono riigSties metabolizmas, vykstant prostoglandiny sintezei, veikiant

fermentui peroksidazei [21].



4. Biologiskai aktyviy medZiagy irimas autooksidacijos buidu [32].

5. Laisvieji radikalai susidaro veikiant jvairiems fermentams (oksidazéms, oksigenazéms),
svarbiems steroidiniy hormony sintezei, aminoriig§¢iy katabolizmui [32].

6. Laisvieji radikalai dalyvauja sintetinant tiroidinius hormonus. Vandenilio peroksidas,

veikiamas fermento peroksidazés, itraukiamas i skydliaukés hormony sintezg [16].
2.1.2. Aktyviosios deguonies formos

Tarp junginiy, dalyvaujanéiy kancerogenezéje, ypa¢ svarbios aktyviosios deguonies
formos.

Terminas aktyviosios deguonies formos yra vartojamas apibiidinti ne tik deguonies
radikalus — superoksido (O, °-), , hidroksilo (HO¢), peroksilo (RO;°), alkoksilo (RO¢),
hidroperoksilo (HO,*), bet ir neradikalinius deguonies darinius — vandenilio peroksida
(H03), singuletinj deguonj (102), ozonga (0O3), hipochlorito rygstji (HCIO). Siuo metu
pradedamas placiai vartoti terminas aktyviosios azoto formos, kuriuo apibiidinami ne tik azoto
radikalai — azoto oksidas (NOv¢), azoto dioksidas (NO;¢), bet ir neradikaliniai azoto junginiai
— nitrito rug$tis (HNO,), nitrozilo Kkatijonas (NO¥), nitroksilo anijonas (NO),
peroksinitritas (ONOQ), peroksinitrito rigstis (ONOOH), alkilperoksonitritai (ROONO)
[5].

2.1.3. ZeidZiantis laisvyjy radikaly poveikis

Zmogaus organizme nuolat susidaro nedidelis kiekis laisvyjy radikaly. Tuo tarpu
veikiant ivairiems egzogeniniams (jonizuojanciai radiacijai, cheminéms medziagoms,
stresams) ir endogeniniams (ivairiems patologiniams procesams — uzdegimui, navikiniam
procesui, hipoksijai, aterosklerozei, senéjimui) veiksniams ir sutrikus pusiausvyrai tarp laisvyju
radikaly formavimosi ir antioksidacinés sistemos gebé¢jimo neutralizuoti tuos radikalus,
organizmas patiria oksidacini stresa ir laisvieji radikalai veikia organizmo lasteles patogeniSkai
[32].

1. Laisvieji radikalai sukelia 1gsteliy membrany peroksiding lipidy oksidacija.

Laisvieji radikalai labiausiai pazeidzia polinesociyjy riebaly riig8¢iy dvigubas jungtis,
susidaro lipidy peroksidai, kurie patys yra reaktyvis, ir tuomet prasideda grandininé laisvyju
radikaly susidarymo reakcija. Gausus laisvyju radikaly kiekis iSsekina antioksidacinius
mechanizmus ir Zeidzia lasteliy organely ir citoplazmos membranas, trikdo lasteliy funkcijas.

D¢l Siy procesy lasteliy membranose atsiranda jvairiy poky¢iy. Kinta membrany lipidy fizinés



— cheminés savybés — jose mazéja fosfolipidy, riebaly riigsciy, kaupiantis lipiduy peroksidams
susidaro membrany  struktiiriniai  defektai, vadinamieji  klasteriai, susiformuoja
transmembraniniai pralaidumo kanalai, pro kuriuos eina nekontroliuojamas katijony ir kity
molekuliy srautas i lastele ir i§ jos. Lasteléje kaupiasi natris, kalcis, vanduo, ji brinksta,
mitochondrijose sutrinka energijos gamyba, lastelé gali ziiti. Peroksidinés lipiduy oksidacijos
galutiné medziaga lastel¢je yra lipofuscinas — endogeninis pigmentas, kuri sudaro lipidai,
fosfolipidai ir baltymy polimerai. Pats lipofuscinas néra Zalingas, jo kiekis Ilasteléje rodo
laisvyju radikaly susidaryma ir peroksidinés lipidy oksidacijos intensyvuma [41].

U. N. Dasas, tyrinédamas laisvyju radikaly reakcijy intensyvuma sveikose ir navikinése
lastelése, pasteb&jo, kad, inkubuojant Iasteles su polinesociosiomis riigStimis, navikinése
lastelése, palyginti su normaliomis, formuojasi santykinai daugiau laisvyjy radikaly bei lipidy
peroksidacijos produkty [14].

Dar 1966 metais nustatyta [63], kad polinesocCiosios riebaly riigstys turi citotoksini
poveiki navikinéms lasteléms. Tgsiant Siuos tyrimus konstatuota, kad laisvieji radikalai ir
lipidy peroksidacijos produktai yra polinesoCiyjy riebaly riagsciy citotoksinio efekto
mediatoriai, o endogeniniai antioksidantai (vitaminai A, E ir kt.) gali slopinti minéty ragsciy
citotoksinj aktyvuma [14].

2. Laisvieji radikalai sukelia lastelés baltymy oksidacinius pokycius.

Laisvieji radikalai lemia aminoriigs¢iy Soniniy grandiniy oksidacija ir baltymy
fragmentacija, dél to suyra svarbiis lastelés fermentai.

3. Laisvieji radikalai sukelia DNR paZeidimus.

Laisvieji radikalai reaguoja su branduolio ir mitochondrijy DNR timinu ir sukelia jos vijos
itrukius [53]. D¢l laisvyju radikaly poveikio zinduoliy chromatine susidaro kovalentinis rysys
tarp timino ir tirozino. Tokie DNR pokyciai atsiranda lasteléms senstant bei vykstant ju
piktybinei transformacijai [52].

Laisvieji radikalai yra svarbiis ne tik onkologiniy, bet ir Sirdies ir kraujagysliu [35],

plauciy ligy [31], diabeto [62] ir kity ligu patogenezéje.
2.2. Antioksidacinés sistemos
Evoliucijos metu gyvos lastelés jgavo gebéjima apsisaugoti nuo laisvyju radikaly
pazeidimo. MedZiagos, mazinanc¢ios biologiniy molekuliy oksidacini pazeidima, vadinamos

antioksidantai, o medZziagos sukeliancios oksidacinius pazeidimus — prooksidantai. Vieni

antioksidantai trukdo laisviesiems radikalams formuotis, kiti blokuoja tolesnes laisvuyju
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radikaly reakcijas. Antioksidaciné apsauga yra trijy riiSiy — 1) fermentai; 2) mazos molekulinés
maseés gaudyklés; 3) pereinamyju metaly jonus jungiantys baltymai [52, 7].

I. Fermentai, saugantys lastele¢ nuo iSaugusios laisvyjy radikaly koncentracijos:

1. Superoksido dismutazés (SOD). Pagreitina superoksido dismutacija:

2 0; -+ 2H" — H,0; + Oy,

Zmogaus lastelése SOD yra mitochondrijose ir citozolyje. Mitochondrijy SOD
aktyviame centre yra mangano, ji vadinama mangano superoksido dismutaze. Citozolio SOD
aktyviame centre yra vario ir cinko. Ji vadinama vario, cinko-SOD (dimeras). Bakterijose yra
geleZies- SOD ir mangano-SOD (abi dimerai). Zinoma ir tarplastelineé SOD forma. Augaly
chloroplastuose yra gelezies-SOD ir vario, cinko -SOD. SOD formos atskiriamos pagal
jautruma inhibitoriams [51].

2.Katalazés, esancios peroksisomose, skaido vandenilio peroksida:

2H,0; — 2 H,0 + O,,

Siy fermenty aktyviame centre yra heminé gelezis. Katalazés labai efektyvis
katalizatoriai. Tai labai paplit¢ ir gausiis fermentai, jy biologinis vaidmuo - sunaudoti {vairiy
peroksisominiy oksidaziy katalizuojamose reakcijose susidarantj vandenilio peroksida, kad jis
negaléty pereiti | citoplazma [51].

3. Glutationo peroksidazé (GSHPX) yra svarbiausias vandenilio peroksida Salinantis
fermentas Zzmogaus ir kity zinduoliy lastelése. GSHPX yra zmogaus fermentas, kurio veikimui
bitinas selenas. Zinomos net kelios seleno glutationo peroksidazés formos. GPX-1 ir GPX-2
yra citozolyje, GPX-3- kraujo plazmoje. Sios formos svarbios neutralizuojant laisvuosius
radikalus, ypa¢ metabolizuojant fosfolipidinius hidroperoksidus [2]. GSHPX katalizuoja
reakcija:

2GSH + H,0; — G-S-S-G + 2 H,0.

GSHPX veikima papildo kitas fermentas — glutationo reduktaze. Tai yra flavofermentas
(jo molekuléje yra FAD), regeneruojantis glutationa (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, GSH) i$
jo oksiduotos formos G-S-S-G, panaudodamas reduktoriumi NADPH [7]:

G-S-S-G + NADPH + H" — 2GSH + NADP".

Kepeny lastelés citoplazmoje GSH koncentracija siekia 8 mM. Audinio GSH/GSSG
santykis atspindi antioksidanty/prooksidanty pusiausvyra lastelése. Suprantama, Siai
pusiausvyrai svarbus ir NADPH/NADP" santykis. GSH kiekis lastelése labai jautrus mitybos ir
aplinkos veiksniams.

Katalazé, veikdama kartu su glutationo peroksidaze, uztikrina, kad citoplazmoje
stacionari H,O, koncentracija likty 10™ - 10”7 M ribose (superoksido koncentracija lasteléje 10

""M). Siy fermenty aerobinése lastelése yra daug, ju koncentracija virSija juy substraty
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koncentracija 3-6 eilémis, todél jos veikia kaip efektyvios radikaly gaudyklés. Katalazé ypac
efektyvi, kai peroksisomuy viduje susidaro aukStos H,O, koncentracijos. GSHPX sunaikina
organinius hidroperoksidus, metabolizuoja H,O, citozolyje ir mitochondrijose. Katalazé ir
GSHPX gaudo H;O, skirtinguose lastelés erdvés skyriuose. Visy antioksidantiniy fermenty
aktyvumui biitini metalai - Cu, Zn, Fe, Se, Mn, kurie ieina i aktyvaus centro struktiira. Dieta,
kurioje triikksta Siy metaly, sukelia oksidacinius sutrikimus. PavyzdZziui, Naujosios Zelandijos
dirvoje yra mazai seleno. Tuo paaiSkinami gyventojy populiacijos GSHPX aktyvumo
sutrikimai, lengvai pasalinami dieta su seleno ir kity metaly jony priedais [7].

I1. MazZos molekulinés masés laisvyjy radikaly gaudyklés.

Tai dazniausiai yra fenoliniai junginiai. Laisvyjy radikaly gaudyklés skirstomos i tirpias
lipiduose ir tirpias vandenyje.

» Tirpios lipiduose (lipofilinés) laisvyjuy radikaly gaudyklés:

Tokoferoliai (vitaminas E ir jo dariniai) yra labai svarbios membraninés laisvyju
radikaly gaudyklés, kurios neutralizuoja 'O, ir peroksido radikalus, susidaran&ius skylant
organiniams peroksidams. Vitaminas E efektyviai sustabdo grandinines lipidy peroksidacijos
reakcijas. Padidinus vitamino E kiekj dietoje, pasalinami Se trikumo simptomai. Tokoferolius

sudaro dvi junginiy grupés (2 pav.): keturi tokoferoliai ir keturi tokotrienoliai [12].

l?1 H'l

H H

0 CH £
R, chs 3 Ry
CHs CHy

CHn

2 pav. Tokoferoliams (a) biidinga fitilo Soniné grandiné, o tokotrienoliams (b) — geralilgeranilo

[58]

Aromatiniam ziedui tokoferoliy molekulése budingos polinés savybés, jis iSsidésto
membranos iSoréje, o izopreninés grandinés — membranos vidinéje dalyje, tarp riebiyjuy rugsciy
acilgrandiniy. Pagrindiné tokoferoliy funkcija yra apsaugoti nesoCiyjy riebiyjy riagsciy
grandines nuo peroksidacijos. Apsauginiy reakciju metu oksiduota tokoferoli redukuoja
(atstato) askorbo rugstis, o askorbo riigsti — GSH. Efektyviausias 1§ visy tokoferoliy yra o-
tokoferolis, o kitos formos yra jo biosintezés tarpininkai. Be to, a-tokoferolis stabilizuoja
membranas, veikdamas lipidy iSsidéstyma jose, ir suriSa laisvas riebiasias riigstis. Taciau
sintetinis vitaminas E blogai isisavinamas (tik 5 proc).

Svarblis membraniniai antioksidantai in vivo yra karotenoidai — pvz., -karotinas

(vitamino A darinys). Augaluose jie veikia ne tik kaip papildomi fotosintezés pigmentai, bet ir
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kaip laisvyju radikaly gaudyklés. Nustatyta, kad jie papildo tokoferoliy poveiki peroksiradikaly
gaudyme (dalyvauja lipidy peroksidacijos terminavime). Taciau juy reciklinimo (atstatymo)
mechanizmas nezinomas [6].

Ubichinonas - kofermentas Q.

Kofermento Q randama visose lastelése bei ju membranose. Sis kofermentas yra
pagrindinis elektrony ,,neSiklis* ir svarbus mitochondriju vidinés membranos antioksidantas.
Kita vertus, kofermentas Q veikia kaip prooksidantas dalyvaudamas formuojantis superoksido
anijonui [64].

» Tirpios vandenyje laisvyjy radikaly gaudyklés:

L-Askorbo riigstis (vitaminas C) yra pagrindinis vandeningje terp¢je veikiantis

antioksidantas; jis greitai oksiduojasi iki monodehidroaskorbo (vienelektroniné oksidacija)
arba dehidroaskorbo (dvielektroniné oksidacija) riigsties (3 pav.). Tarplasteliniuose skysciuose
askorbo rugsties koncentracija yra didesné nei GSH, greiciausiai tai pagrindinis tarplastelinis

antioksidantas [20].

oS o
”‘i"'"“ €-C C=0  yo H
,q’o =0 H2C o GG ‘c—}‘;‘o —0
H C=C i 52 Hzé.,u,g.—t'i—-ﬂH
HO OH HO O H
(a) ®) (c)

3 pav. Askorbo (a), monodehidroaskorbo (b) ir dehidroaskorbo (c) ragstys [58]

Augaly lastelése askorbo riigsties kiekis yra toks pats, kaip chlorofilo. Askorbo riigstis
sintetinama augaly citoplazmoje i§ D-gliukozés ir veikiant specifiniam neSikliui patenka 1
chloroplasty vidy. Jos funkcijos néra iki galo iStirtos, tafiau viena 1§ svarbiausiy yra
antioksidantiné. Siuo pozidriu askorbo riigities veikime svarbu tai, kad ji reaguoja su
laisvaisiais radikalais grei¢iau nei kitos biomolekulés (tiesiogiai jas apsaugo) ir redukuoja
oksiduota tokoferoli (netiesiogiai apsaugo biomolekules). Dehidroaskorbo rigstis greitai
redukuojama iki askorbo rugsties, katalizuojant dehidroaskorbo reduktazei, kuri panaudoja
GSH.

Kitas vandenyje tirpus antioksidantas - $lapimo riigstis (4 pav.). Tai galutinis puriny

metabolizmo zmogaus organizme produktas.
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) OH 0
QutiSw
/L\‘ OH DJ\ a
oW -
(a) (b)
4 pav. Laktiminé (a) ir laktaminé (b) $lapimo ragsties formos [58]

Slapimo riigitis veikia kaip antioksidantas ir kaip pereinamuyju metaly chelatorius -
suriSdama Fe ir Cu, ji stabdo metaly katalizuojamas laisvyju radikaly susidarymo reakcijas.
Svarbiausia antioksidantiné Slapimo riigSties savybé yra jos sugebéjimas suristi peroksinitrita.

Redukuotas glutationas (GSH) pats tiesiogiai “gaudo” laisvuosius radikalus, jis
reaguoja su 'Oa, superoksido ir hidroksilo radikalais, dalyvauja acilperoksidy pasalinime i%
membrany, taip stabilizuoja membrany struktiira. Svarbi antioksidantiné jo savybé yra ta, kad
jis redukuoja oksiduota askorbata [44].

I11. Jungiantys pereinamyjy metaly jonus baltymai.

Baltymas feritinas veikia kaip oksidantas, tam tikru aspektu — antioksidantas, suriSantis
gelezi (Fe), baltymas ceruloplazminas — suriSa plazmos vari (Cu), taip pat svarbus
antioksidantinis jvairius metalus (Fe, Cu, Cd, Zn ir t.t.) jungian¢iy baltymy metalotioneiny
poveikis.

Antioksidantinei organizmuy apsaugai taip pat svarbiis fermentai, redukuojantys mazos
molekulinés masés laisvyjuy radikaly gaudykles, o taip pat baltymuy — SH grupes — GSH
reduktazé bei tioredoksino reduktaze.

NAD(P)H yra svarbus antioksidantinei apsaugai ne tik tuo, kad teikia redukuojancius
ekvivalentus oksiduoty antioksidantiniy molekuliy redukavimui, bet ir tuo, kad gali tiesiogiai
“gaudyti” laisvuosius radikalus, kaip ir GSH.

Pastaruoju metu isigalé¢jo nuomon¢, kad tiek véziniai audiniai, tiek transformuotos
lastelés yra labiau prooksidantinés, negu atitinkamos normalios lastelés, t.y. jose susidaro
daugiau aktyviyju deguonies formy [29]. Ko gero, tai susieta su jy proliferacijos pagreitéjimu.
Be to, aktyviosios deguonies formos dalyvauja véziniy lasteliy plitime organizme, tiesiogiai
ardydamos kraujo indy sieneles arba aktyvuodamos jas ardantj fermenta Zelatinaze [60].

Manoma, kad transformuotose lastelése, palyginus su normaliomis, yra Zemesnis
antioksidantiniy fermenty kiekis. Duomenys rodo, kad augliy lastelése beveik visada buna
zemesnis MnSOD ir CAT aktyvumas, ir, kaip taisyklé, zemesnis Cu-ZnSOD aktyvumas.
Nepaisant to, kad auglio ar transformuotos lastelés generuoja O, ir H,O, , kurie normaliose
lastelése yra superoksido dismutazés induktoriai, jie neindukuoja SOD transformuotose

lastelése [51].
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Daugeliu atveju SOD, CAT ir organiniai antioksidantai yra prieSvéziniai junginiai, t.y.
slopina ankstyvasias rentgeno spinduliy bei organiniu oksidatoriy sukeltas kancerogenines
stadijas [10].

Prooksidantiniy fermenty aktyvumo poky¢€iai transformuotose lastelése tiriami eilg
mety. Kaip vieni i§ pagrindiniy O, ir H,O, generuojanciy sistemy eukarioty lastelése, susij¢ su
ju proliferacija, intensyviai tyrinéjamos plazmos membranos NADPH oksidazés.

Nustatyta, kad vézinése lastelése zymiai (iki 20-50 karty) gali iSaugti ir citozolinis
dikumaroliui jautrios NADPH chinonreduktazés (DT — diaforazés) kiekis. Manoma, kad tai yra
lastelés atsakas i ,,0ksidacinj stresa“, nes be iprasty aktyviy Sio fermento induktoriy, jo sinteze
skatina ir H,0,. Sio fermento negalima laikyti nei antioksidantiniu nei prooksidantiniu, ta¢iau
jis svarbus chemoterapijoje, nes aktyvuoja kai kuriuos prie§vézinius chinoninius ir nitro
preparatus — diazikona, dinitrofenilaziriding CB 1954, indolochinona E09 [52].

Transformuoty lasteliy prooksidantiniy savybiu padidéjimas gali padidinti ju jautruma
vaistams ar terSalams, generuojantiems laisvuosius deguonies radikalus [23].

Gilesnis navikiniy Iasteliy savybiy tyrimas pateiks naujos informacijos apie galimus

vaistiniy junginiy veikimo mechanizmus ir padés prognozuoti naujas aktyvias struktiiras.

2.2.1. Flavonoidai

Augalai nuo seniausiy laiky yra vartojami ivairioms ligoms gydyti, kai kurie i§ ju
tinkami ir profilaktikai [54].

Flavonoidai — didelé grupé augaliniy fenolio junginiy, kurie pasiZymi
antioksidacinémis savybémis in vitro ir in vivo tyrimuose. Tyrinéjamos epigalokatechino
galato, genisteino, kvercetino [45], kurkumino [47], selibinino [70] potencialios prieSnavikinés
savybés. Pagal dabartinius duomenis identifikuota daugiau kaip 6000 flavonoidy .

Flavonoidai yra cheminé medziaga, kurios pagrinding struktiira sudaro 15 anglies

atomy (5 pav.). Jiems biidinga seka Cq-C3-Cs.

5 pav. Flavonoidy cheminés struktiiros pagrindas [19]
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Flavonoidai, kurie pireno Ziede turi C — 3 padétyje esancia hidroksilo grupeg, yra
priskiriami  3-hidroksiflavonoidams (flavonoliai, antocianidinai, leukoantocianidinai, ir
katechinai), o likusieji priskiriami 3-dezoksiflavonoidams (flavanonai ir flavonai).

Flavonoliai. Labiausiai maiste paplites flavonolis yra kvercetinas. Jis pasitaiko
daugelyje vaisiy ir darzoviy, bet didZiausia jo koncentracija yra svogtinuose [28].

Flavanonai. Flavanony beveik iSimtinai yra citrusiniuose vaisiuose. DidZiausios ju
koncentracijos, t.y., 100 mg/l randamos apelsiny, citriny ir greipfruty sultyse [19].

Katechinai. Katechinai randami obuoliuose, kriausése, vynuogése ir persikuose [3]. O
didziausia katechiny koncentracija randama arbatoje ir raudoname vyne [4].

Flavonai. Pagrindiniai maiste randami flavonai yra apigeninas ir luteolinas.
Didziausias flavony Saltinis yra raudonoji paprika ir salierai [28].

Antocianidinai. Antocianinas (antocianidino glikozidas) suteikia raudona, mélyna,
violeting spalvas valgomiems vaisiams, tokiems kaip slyvos, obuoliai, baklazanai, daugeliui
uogy.

Izoflavonoidai. Vyraujantys izoflavonoidai - izoflavonas genisteinas ir daidzeinas.
Didziausiomis koncentracijomis jie randami sojos pupeliy ir soju gaminiuose, 0 maziausiomis -

ankstiniuose augaluose [39].

2.2.1.1. Flavonoidy savybés

Flavonoidai turi prieSuzdegiminiy savybiy - kvercetinas, izokvercetinas ir rutinas
slopina uzdegimines rekcijas in Vvivo. PrieSuzdegiminis poveikis parodé S$iy flavonoliy
terapeutini efektyvuma gydant uzdegimines ligas [11].

Flavonoidai kontroliuoja kapiliary lasteles ir membrany pralaiduma, slopina trombocity

agregacija, slopindami fermento ciklooksigenazés veikluma.

Organizme  flavonoidai  dalyvauja  indukuojant  fermentines  sistemas —
mieloperoksidaze, NADPH oksidaze, ksantinoksidaze, A, fosfolipaze, ciklooksigenazeg ir kt.
Flavonoidai gali paveikti kraujo, nervy, lygiyju raumenuy, neoplastines lasteles, taip pat jie
dalyvauja metaly Fe ir Cu sukeliamose oksidacinése, taip pat oksidaciniy medziagy grandiniy
nutraukimo reakcijose [56].

Klinikiné mitybin¢ flavonoidy reikSmeé irodyta ir toliau tyrinéjama. Jy gebéjimas
sujungti laisvuosius radikalus, metaly jonus, singletini deguoni, dalyvauti vitamino C
apykaitoje, yra svarbus gydant kepenu, Sirdies kraujagysliy, onkologines ligas. Nuolatinis

maisto, kuriame gausu flavonoidy (vaisiy, darzoviy, arbatos), vartojimas aktyvina visy
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organizmo sistemy veikla, padeda apsisaugoti nuo zalingy aplinkos veiksniy [19], atitolina ligy
radimasi.

Flavonoidai rutinas, luteolinas slopina antivézinio vaisto doksorubicino sukeliama
toksini poveiki Sirdziai, kauly Ciulpy lasteléms, mazindami padidéjusi lipidy peroksiduy kieki
Sirdies audiniuose, atstato fermento gliutationperoksidazés aktyvuma [19].

Eksperimentuojant nustatyta, kad flavonoidai didina miokardo atsparuma iSemijai.
Tyrimais irodytas antitrombinis flavonoidy veikimas. Kvercetinas, rutinas slopino trombocity
agregacija labai mazos koncentracijos (0,03-0,05 uM) aktyvuoty kolageno skaidulose, be to, i

vena iSvirksti flavonoidai tirpino jau susiformavusi tromba [19].

2.2.1.2.Vitamino C (Askorbo ragsties) ir flavonoidy saveika

Biologiskai svarbi askorbo rugsties ir flavonoidu saveika biologinése sistemose.
Flavonoidai veikia kaip vitamino C skaidymo faktorius, o askorbo riigStis apsaugo flavonoidus
nuo irimo metabolizmo procesuose. In vitro nustatyta, kad flavonoidai létina askorbo rugsties
skilimo greitj. Sustabdzius askorbo riigsties skilima, dél apsauginio flavonoidu poveikio galéty
sulététi sen¢jimo procesai, nes padid€jes askorbo riigsties metabolity kiekis teoriskai gali biiti
svarbiausia mutageneziné¢ sené¢jimo prieZastis. Flavonoidai, létinantys vitamino C

metabolizma, gali sulétinti sen¢jima [19].

2.2.1.3. Kvercetino biologinis aktyvumas

Labiausiai augaliniame maiste paplitgs flavonolis yra kvercetinas (3,3',4',5,7

pentahidroksiflavonas) (6 pav.).

OH

HO i}

OH

OH 4]

6 pav. Kvercetino (3,3',4',5,7 - pentahidroksiflavono) cheminé struktiira [19]
Kvercetings turi daug biologiskai aktyviy savybiy, tokiy kaip:
» antioksidaciniy — apsaugo nuo oksidanty zalos ir neleidzia lastelei zuti, taip pat tai atskiras

mechanizmas, naikinantis deguonies radikalus. Kvercetinas yra beveik 5 kartus stipresnis
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antioksidantas uz vitaminus C ir E. Kvercetinas kaip antioksidantas gali biiti naudingas
laisvyjy radikaly paZzeistoms lasteléms (taciau kaip ir bet kuris kitas antioksidantas, esant
tam tikroms aplinkybéms, jis gali veikti kaip prooksidantas, t. y. pats tampa laisvuoju
radikalu) [11].

» prieSvézZiniy — nauju tyrimy su gyvinais duomenimis, kvercetinas slopino krities,
gaubtinés zarnos, prostatos, plauciy véziniy lasteliy augima. Keletas tyrimuy ivertino, kaip
kvercetinas veikia jvairiy formy vézinius navikus Zmogaus organizme. Buvo nustatyta, kad
jis mazina naviko apimtj, slopindamas véziniy lasteliy baltymy aktyvuma ir veikla.
Mokslininkai tikisi, kad kvercetinas ir kiti flavonoidai gali sustiprinti prie§véziniy vaisty

veikima [55].

» Kuvercetinas stabdo vézi sukelian¢iy medziagy poveiki, o maistas su dideliu kvercetino

kiekiu stipriai sumazina tikimybe susirgti véziu [19].

» prieSuzdegiminiy ir antialerginiy - t. y. palengvina plau¢iy uzdegima, sinusita, astma.
Nustatytas prieSuzdegiminis kvercetino poveikis esant paausiniy liauky ir akies tinklainés
uzdegimui. Kvercetinas (kaip ir kiti flavonoidai) veikia imuning sistema, ypac gerai stabdo

alerginiy reakcijy sukeéléjus (histaminus, bradikininus, leukotreinus) [19].

» prieStrombiniy - kvercetinas veikia ir antitrombotiskai, kadangi jis stabdo kraujo
ploksteliy susitelkima ir susidaryma, taigi apsaugo kraujagysles nuo trombuy, kaip
antioksidantas stabdo cholesterolio kaupimasi kraujagyslése. Moksliniai tyrimai parode,
kad kvercetinas yra stiprus ir selektyvus lipoksigenazés inhibitorius, be to, poveikis Siam

fermentui priklauso nuo pH terpés [19].

» Kkraujagysles plefianciy [56].

» antivirusiniy. Kvercetino antivirusinis efektyvumas buvo patvirtintas bandymais su
pelémis. Kiti tyrimai parode, jog jis yra HIV-1 atvirkStinés transkriptazés inhibitorius ir
gali biiti pavartotas kaip pagalbinis vaistas Sio viruso sukeltai infekcijai gydyti [19].

Kvercetinas laikomas junginiu, neutralizuojan¢iu kenksmingy radikaly citotoksiSkuma.

Keletas tyrinétojy irod¢, kad kvercetinas, saveikaudamas su etanoliu, sumaZzina etanolio sukelta

kepeny ciroze ir lipidy peroksidacija o kvercetino gastroapsauginis poveikis susijgs su jo

antiperoksidacinémis, antioksidantinémis ir antihistamininémis savybémis [19].

Kvercetino metabolizmas ir biologinis aktyvumas buvo istirtas 1960 — 1970 m. [25], taciau

Siy tyrimy in vivo buvo paskirtos gana didelés Sio tiriamo flavonoido dozés.
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2.2.2. Flavonoidy citotoksiSkumas

Dickancaite ir kt. [15] ir Sergedien¢ ir kt. [59]. pasteb¢jo, kad flavonoidy kvercetino,
morino, hesperetino, naringenino ir kity citotoksiSkuma galviju leukemijos virusu
transformuotuose ériuko inksty fibroblastuose (FLK linija) ir Zmogaus promielocitinése
leukeminése Iastelése (HL-60 linijja) sumazina antioksidantas N,N°‘-difenil-p-
fenilendiaminas (DPPD) ir Fe-jony chelatorius desferioksaminas, inhibuojantis Fentono
reakcija. Be to, Siy flavonoidy poveikis buvo lydimas lipidy peroksidacijos. Oksiduojantis
kvercetinui susidaro laisvieji radikalai, o galutinis kvercetino oksidacijos produktas yra jo

chinometidas (7 pav.), susidarantis izomerizuojantis kvercetino chinonui.

CH
o)
HO o] /
-2e, -2H' ‘
e;—, O

OH ©O

Kvercetinas p-chinometidas
7 pav. Kvercetino oksidacinés transformacijos schema [59]

Sis junginys veikia kaip prooksidantas, nes reaguoja su antioksidantu - redukuotu
gliutationu, tuo mazindamas jo kieki lastel¢je. Visa tai rodo, kad flavonoidy ir kity
polifenoliniy antioksidanty citotoksiSkumas gali biti prooksidantinio tipo, t.y., citotoksini
poveiki gali turéti jy autooksidacijos (nattralios oksidacijos terpés deguonimi), arba
fermentinés oksidacijos, pvz., peroksidazémis produktai — chinonai arba chinoiminai [59].

Vélesni tyrimai naudojant FLK ir HL-60 lasteles [49] detalizavo flavonoidy ir kity
polifenoliniy antioksidanty prooksidantinio citotoksiSkumo mechanizma Siose linijose:

a) junginiy citotoksiSkumas did¢jo, mazéjant ju vienelektroninés oksidacijos
potencialui ir did¢jant lipofiliSkumui (oktanolio/vandens pasiskirstymo koeficientui, log
P);

b) junginiy citotoksiSkuma mazino DPPD ir desferioksaminas;

¢) junginiy citotoksiSkuma mazino katalaze, esanti lasteliy inkubacijos terpéje. Tai
rodo, kad citotoksiSkuma tam tikru laipsniu sukelia polifenoliy autooksidacija ne

lastelése, o terp¢je, kurios metu susidaro H,O, (fermentas katalazé negali patekti i$ terpés

1 lastelg);
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d) citotoksiskuma tam tikru laipsniu sukelia ir polifenoliy oksidacija lastelés
viduje, nes citotoksiSkuma sumazina citochromuy P-450 inhibitoriai a-naftoflavonas ir
izoniazidas.

Citochromai P-450 atlieka Siy junginiy hidroksilinima (iveda papildoma —OH
grupe | aromatinj zieda), o polifenoliy hidroksilinimo laipsnio iSaugimas greitina ju
autooksidacija, sudarancia prooksidantinius junginius — H,O; ir chinonus/chinometidus.
Antra vertus, citotoksiSkuma didino 3,5-dinitropirokatechinas, veikiantis kaip o-
metilkatecholtransferazés (COMT) inhibitorius. Sis fermentas atlicka o-hidrochinoniniy
grupiy metilinima (ver¢ia — OH grupes i — OCHs;), tuo mazindamas polifenoliy
autooksidacijos greit;; e€) NAD(P)H: chinonreduktazés (NQOI1, DT-diaforazés)
inhibitorius dikumarolas mazino kvercetino citotoksiSkuma FLK lastelése. Tai rodo, kad
susidariusiy chinoniniy/chinometidiniy oksidacijos produkty pakartotina redukcija NQO1
didina ju citotoksiskuma [49].

2.3. Apoptozé

2.3.1. Apoptozés fiziologinés funkcijos

Apoptoze arba programuota lasteliy mirtis yra fiziologinis genetiSkai reguliuojamas
lasteliy paSalinimo mechanizmas, reikalingas audiniy homeostazei palaikyti. Terminas
apoptoze yra kilgs 1§ graiky kalbos ir reiSkia iSkritima (graik. apoptozis — krintantys lapai).

Organizmui vystantis, apoptozés biidu naikinamos nereikalingos lasteles, pavyzdziui,
lervos, audiniai varliagyviy ir vabzdziy metamorfozés metu, ar plévés tarp pirSty, formuojantis
zinduoliy galtinéms. Apoptozé ne tik palaiko reikiama lasteliy skaiCiy organizme, bet ir Salina
zalingas lasteles. Daznai apoptozé pasalina viruso infekuotas lasteles, taip iSvengiant viruso
i$plitimo po visa organizma. Apoptozés biidu taip pat ardomos lastelés, turin¢ios DNR pazaidy
ir galincios supiktybéti. Todél apoptozé apsaugo organizma nuo infekcijy bei vézio [22].

Daugeli mety buvo manoma, kad maziau pazeista lastelé iSgyvena, o labiau pazeista
patiria nekrozg. 1972 m. Dz.Keras su bendraautoriais apra$¢ morfologiskai kitokia mirties rusj,
pavadinta apoptoze [33]. Sakoma, kad apoptozé — tai lastelés savizudybé arba programuota
mirtis, nes lastelé aktyviai dalyvauja saves pacios naikinime, sintetindama ir aktyvindama
fermentus, kurie branduolio DNR skaldo i fragmentus. Apoptozés metu lastelé praranda rySius
su kitomis lastelémis, ivyksta branduolio chromatino kondensacija, o véliau ir branduolio
fragmentacija, plazmin¢je membranoje susiformuoja puslelés, pati lastelé susitraukia ir

galiausiai suskyla | apoptotinius kiinelius, kuriuos fagocituoja aplinkinés lastelés [22]
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Apoptozé skiriasi nuo nekrozés. Nekrozé — pasyvus, katabolinis, degeneracinis
procesas. Vykstant nekrozei lastelés mirSta nuo kenksmingy veiksniy: mechaniniy pazeidimu,
nuodingy cheminiy medziagy, deguonies trikumo. Apoptozés metu nekyla uzdegiminé
reakcija, plazminé membrana iSlieka vientisa iki proceso pabaigos, ir tai neleidzia lasteliy
turiniui patekti i tarplastelini tarpa [1].

Fiziologinés apoptozés metu eliminuojamas lasteles labai sunku tyrinéti, nes jos labai
greitai fagocituojamos. Tod¢l pagrindiniai morfologiniai ir biocheminiai apoptozés bruozai
tiriami lasteliy kultiirose, dirbtinai sukeliant apoptozg ivairiais stimulais [27].

Genetiniai ir molekuliniai apoptozés mechanizmai pirmiausiai buvo istirti, naudojant
kaip eksperimentinj modelj kirmele C.elegans. Sie tyrimai parodé, kad apoptozé susideda i3
keliy nuosekliy etapy: 1) sprendimo fazés, kai vyksta daugybés pro- ir antiapoptotiniy,
ekstralasteliniy ir intralasteliniy, signaly derinimas; 2) vykdymo fazés, kai yra aktyvinama
negriztama cisteino proteaziu (kaspaziu) kaskada; 3) apoptotiniy kiineliy fagocitavimo fazés
[22].

Apoptotiniy Iasteliy Salinimas i§ organizmo yra reguliuojamas procesas. Apoptozes
eigoje lastelés susiskaido i plazmine membrana apgaubtus darinius, kurie vadinami
apoptotiniais kiineliais. Apoptozés biidu mirStancios lastelés plazminéje membranoje atsiranda
savityju molekuliy, kurias atpazista imuninés sistemos lastelés makrofagai. Jie fagocituoja
mirStancias lasteles ir jas suardo [8].

Neseniai nustatyta, kad makrofagai, fagocituodami apoptotines lasteles, ne tik saugo
organizma nuo nekrozés sukeliamo uzdegimo, bet ir aktyviai slopina uzdegiminj atsaka.
Makrofagai, fagocitavg apoptotines lasteles, sekretuoja prieSuzdegimini citokinga TGFf
(transforming growth factor ), o uzdegiminiy citokiny, tokiu kaip TNFa, sekrecija slopinama
[71].

2.3.2. Baltymai, reguliuojantys apoptozés eiga

Programuotos lastelés mirties jvykdymui biitina energija (ATP) ir specifiniy baltymy
sintez¢ . Kai kuriy i§ Siy baltymy raiska yra nuolatine, o kiti aktyvinami, esant mirties
signalams. Pagrindinés mirties molekulés yra proteazés, vadinamos kaspazémis [22].

Kaip dauguma proteaziu, kaspazés sintezuojamos kaip neaktyvios prokaspazés, kurios
suaktyvinamos, kai jas apardo kiti fermentai, arba autokatalizés biudu [43].

Kaspazes, aktyvinancios kitas kaspazes ir paleidziancios kaspaziy kaskada, vadinamos
aktyvinanciomis kaspazémis. Budingiausios ju atstovés yra kaspazé-8 (casp-8) ir kaspaze-9

(casp-9). Jos, ardydamos kitas prokaspazes, jas aktyvina [61]. Taip susidaro kaspaziy
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aktyvinimo kaskada, stiprinanti apoptotinio signalo perdavima i mitochondrijas, branduolj ir
kitas lasteliy struktiras [27].

Substratus hidrolizuojancios kaspazés vadinamos veikliosiomis kaspazémis, kurios
aktyvinamos, veikiant kaspaziy kaskadai. Siuo metu Zinoma per Simta veikliujy kaspaziy
substraty, tac¢iau nuosekli apoptotinio skaidymo eiga dar néra nustatyta. Veikliosios kaspazés
aktyvina gelzoling ir keiCia kity aktino filamenty bei mikrotubuliy dinamika reguliuojanciuy
baltymy aktyvuma, sukeldamos citoskeleto irima, membraniniy pusleliy susidaryma ir Iastelés
fragmentacija.

Bcl-2 Seimos apoptozés reguliatoriai. Svarbia apoptozés reguliatoriy grupe sudaro
Bcl-2 Seimos baltymai, kurie gali skatinti arba slopinti apoptozés procesa. Pirmasis §ios Seimos
atstovas baltymas Bcl-2 buvo aptiktas vézinése lastelése. Siam baltymui Bcl-2 biidingas
antiapoptotinis poveikis, ypac¢ svarbus véziniy limfocity i$plitimui limfomos atveju [61].

Pagal struktiira ir funkcijas Bcl-2 $eimos baltymai skirstomi i 3 grupes. Pirmosios
grupés baltymai pasizymi antiapoptotiniu veikimu, o antros ir treCios grupés baltymai skatina
apoptoz¢ (proapoptotinis aktyvumas). Dauguma Bcl-2 Seimos baltymy turi hidrofobines C-
galo sekas ir gali jomis jisiterpti { membranas. Antiapoptotinis baltymas Bcl-2 yra vidin¢je
mitochondrijy membranoje, kur jis dalyvauja palaikant mitochondriju membranos jtampa. Si jo
savybe labai svarbi, nes mitochondrijos tiesiogiai dalyvauja tam tikruose apoptozés aktyvinimo
keliuose [34].

Mitochondrijy proapoptotiniai baltymai. Apoptoze skatina tam tikry baltymy peré¢jimas
1§ mitochondrijy { citozoli. Svarbiausias i§ ju yra baltymas citochromas c, kurio funkcija yra
elektrony pernasa mitochondriju kvépavimo grandinéje, jis yra svarbus oksidacinio
fosforilinimo procesui. Apoptozés metu citochromas c i§ mitochondrijuy iSeina i citozolj, kur
saveikauja su baltymu Apaf-1, prokaspazé-9 ir kitais baltymais, i§ kuriy susidaro
makromolekulinis kompleksas apoptosoma, aktyvinantis veikliasias kaspazes [26].

Kartu su citochromu c¢ i§ mitochondriju iSeina kiti proapoptotiniai junginiai, tarp ju
oksidoreduktaz¢ AIF, kuri nuo kaspaziy nepriklausomu btudu sukelia DNR skaidyma 1
atkarpas, taciau tikslus jo veikimo mechanizmas néra nustatytas. Kitas proapoptotinis
mitochondrijy baltymas Smac slopina kaspaziy slopikliy veikla [26].

Kaspaziy slopikliai. Grupé baltymy, vadinamy IAP ( inhibitors of apoptosis proteins),
jungiasi prie kaspaziy kataliziniy domeny ir taip slopina ju aktyvuma [22].
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2.3.3. Pagrindiniai apoptozés mechanizmai

Siuo metu geriausiai istirti du apoptozés keliai: iSorinis arba receptoriy kelias ir vidinis
arba mitochondrijy kelias [69].

Apoptozeg aktyvinancio signalo perdavimas lasteliy mirties receptoriais, priklausanciais
TNF receptoriy Seimai, prasideda po ligando prisijungimo prie lasteliy mirties receptoriaus (R),
jo molekulés polimerizuojasi. Receptoriy vidulasteliné sritis prijungia vadinamasias FADD
(Fas-asociate death domain protein) pritaikymo (adaptor) molekules. Sis kompleksas pritraukia
ir sukaupia prokaspazes-8 molekules. Padidéjus Siy molekuliy koncentracijai, jos pradeda
skaidyti viena kita ir taip aktyvuojasi - susidaro kaspazé-8, kuri véliau aktyvuoja veikliasias
kaspazes, kurios lemia Iastelés mirti [61]. ISorinis apoptozés kelias yra biidingas imuninés
sistemos lasteléms. Siuo biidu pasalinamos viruso uzkréstos arba vézinés lastelés, taip pat
limfocitai imuninio atsako pabaigoje [26].

Daznai iSorinio kelio nepakanka lastelei sunaikinti. Tokiu atveju kaspazés-8 ne tik
tiesiogiai aktyvina veikliasias kaspazes, bet kartu ir vidini apoptozeés kelia.. IS mitochondriju
atsipalaidaves citochromas c citoplazmoje susijungia su apoptozés proteazes aktyvinanciu
veiksniu (Apaf) ir prokaspaze-9, sudarydami apoptosoma, kur prokaspaze-9 virsta aktyvia
kaspaze. Kaspazé-9 aktyvina kitas kaspazes ir taip prasideda apoptoze. IS mitochondriju gali
atsipalaiduoti ir apoptoze indukuojantis veiksnys (AIF) [26].

Abu apoptozés mechanizmus sujungia baltymas Bid. Citoplazmoje esantis Bid yra
neaktyvus tol, kol jo nepaveikia kaspaze-8. Paveiktas Bid jsiterpia | mitochondrijy membrang ir
didina jos nespecifinj laiduma (7 pav.) [69].

Apoptozé aktyvinama mirties receptoriais Apoptozé aktyvinama mitochondrijomis
R-ligandas Signalas
FADD Mitochondrijos

Prokaspazé-8 | Prokaspaze-8
/ Citochromas ¢ AlIF
Kaspaze 8 Apaf
——— 1 Bud

i Apoplosoma su prokaspaze-9
Veikliosios kaspazés l
Veikliosios | kaspazés

7 pav. Dviejy apoptoze sukelian¢iy mechanizmy tarpusavio saveika [38]
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2.3.4. Apoptozés sutrikimy lemiamos ligos

Normaliam daugialas¢io organizmo egzistavimui bitina pusiausvyra tarp lasteliy
dauginimosi ir mirties, kuri lemia lasteliy kaupimasi, jei dalijimosi greitis vir§ija naikinimo
greit], normaly audinj, kai abu procesai subalansuoti, ir audinio degeneracija, jei apoptozes
greitis virSija lasteliy dalijimosi greiti. Pazeidus §ia pusiausvyra, vystosi jvairios ligos.

Sulétéjus lasteliu apoptozei atsiranda autoimuniniy ligy (pvz. sisteminis lupus
erythrematosus, imuninés kilmés glomerulonefritas) [33]; naviky (pvz. folikuliné limfoma,
karcinoma su p53 mutacijomis, hormoninés kilmés augliai [43]; virusinés infekcijos.
Apoptozei pagreitéjus pradeda ryskéti neurodegeneracinés (pvz. Alzheimerio, Parkinsono
liga), Sirdies ir kraujagysliy ligos (pvz. miokardo infarktas, reperfuzija) [30].

Ypatinga susidoméjima apoptozés tyrimai kelia todél, kad apoptozés molekulinio
mechanizmo ir reguliacijos iSaiSkinimas gali suteikti galimybe koreguoti tokiu ligy eiga [1].

Apoptoze visiSkai nevyksta arba yra slopinama vézinése lastelése. Tai leidzia
genetiSkai nestabilioms vézinéms lasteléms daugintis ir plisti organizme net ir esant
nepalankiomis salygoms, pavyzdziui veikiant prieSvéziniams vaistams. Véziniy lasteliy
atsparumas prieSvézinei terapijai neretai biina susijgs su apoptozés procesy sutrikimais.
Daugiau kaip 50% veéziniy lasteliy aptinkama geno TP53 mutacija. Baltymas TP53 indukuoja
apoptozg lastelése, turiniose daug genetiniy pazaidy. Jis skatina proapoptotiniy Bcl-2 Seimos
baltymy ir kity apoptozés veiksniy transkripcija. Tuo tarpu vézinése lastelése, iprastai
turinCiose daug genetiniy pazaidy, defektyvus baltymas TP53 apoptozés aktyvuoti nesugeba.
Salia to, véZinése lastelése apoptozé gali nevykti ir dél per didelio antiapoptotiniy Bcl-2 $eimos

baltymy aktyvumo.

2.3.5. Apoptozés nustatymas

Apoptoze i§ pradziy buvo nustatoma remiantis morfologiniais kriterijais. Taciau
klaidos ir galima subjektyvi interpretacija paskatino ieSkoti biocheminiy metody. Kai kurie
metodai nustato ankstyvus poky¢ius, tokius kaip fosfatidilserino iSsivertima i§ vidinés i iSoring
plazminés membranos puse: prie Sio neigiama kruvi turincio fosfolipido yra prijungiamas
zymétas baltymas aneksinas V. Kitais metodais nustatomas vélyvas apoptozés pozymis — DNR
skilimas (apoptozés metu veikiant endonukleazéms, DNR yra suskaldoma i fragmentus po 180

nukleotidy). Apoptozé gali biiti nustatyta atliekant DNR elektroforezg. Naudojant $i metoda,
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nustatoma, { kokio dydzio fragmentus yra suskilusi DNR. DNR elektroforezé rekomenduojama
tiriant vienos rusies lasteles.

Siuo metu pladiausiai atliekami dvi in situ fermentinés reakcijos. Viena reakcija
apoptozei nustatyti yra TUNEL (angl. TdT mediated dUTP- biotin nick end labeling). Siuo
metodu yra pazymimos DNR dvigubos grandinés nutriikimo vietos, prijungiant zZymétus
nukleotidus. Toks Zenklinimas iSryskina pla¢ius DNR grandziy triikius ir laisvus 3°-OH galus.
Jis gali biiti pritaikomas ir atskiroms lasteléms, ir audiniams. TUNEL yra jautrus metodas,
taciau neseniai buvo suabejota jo specifiSkumu. TUNEL privalumas yra tai, kad tuo paciu metu
gali buti jvertinta branduolio ir lastelés morfologija. Siekiant kiekybiSkai ivertinti izoliuoty
lasteliy ar viso audinio apoptoze¢, yra nustatomas apoptotinis indeksas — tai TUNEL teigiamy
branduoliy ir visy tiriamo audinio branduoliy skai¢iaus santykis, iSreikStas procentais (Yaoita
et al., 1995). Kita reakcija yra ISEL (In situ end labeling). Atliekant Sig reakcija, naudojama
DNR polimeraz¢ I, kuri pritvirtina zymétuosius nukleotidus prie DNR laisvyjy galy, véliau Sis
prisijungimas vizualizuojamas naudojant jvairius metodus [68]. DNR polimerazé I prijungia
nukleotidus prie nutrauktos DNR 3’- hidroksilinty galy, taip grandiné pailgéja nuo 5'- link 3'-
galo Kad biity gauti tikslesni rezultatai, reikia derinti tris keturis metodus. Taciau visi Sie
metodai pritaikyti audiniams ir lasteliy kultiroms. Dabar siekiama sukurti tokius metodus,
kurie leisty nustatyti apoptozés lygi neatliekant biopsijos, tik tiriant krauja (jau dabar galima
nustatyti Fas ligando ir Fas receptoriy koncentracija kraujo serume) [38].

Apoptozé yra palyginti neseniai atrastas ir todeél ne iki galo iStirtas procesas. Taciau,

kaip rodo tyrimai, apoptoze yra svarbi daugelio ligy patogenezéje.
3. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI
Darbas atlickamas Vilniaus Universiteto Imunologijos institute, Biomodeliy laboratorijoje.
3.1. Tyrimo medziaga
Eksperimentai buvo atlikti naudojant monosluoksning hepatomos 22a lasteliu linija
(Mouse Hepatoma, 22-asis pirminis navikas, A-subkulttira) gauta i§ Biochemijos instituto dr.
Virginijos Bukelskienés. Tai indukuotos pelés hepatomos lastelés, neislaikiusios panasumo su

kepeny lastelémis. Vyrauja epitelinio tipo lastelés, kurias ivedus peléms po oda susidaro

navikai. Lastelés pasizymi greita proliferacijan ir lasteliy migracija.
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3.2. Tyrimo metodai

3.2.1. Lasteliy kultivavimas, ju proliferacijos tyrimas

Hepatomos 22a lasteliy linija tradiciSkai auginame DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) terpéje (su 0,3 pg/ml gliutamino), pridedant 10% inaktyvuoto (30 min., 56°C
temp.) karviy embriono kraujo serumo (Biological industres, Izraelis), 100 vien/ml penicilino
ir 100 pg/ml streptomicino. Pradiné lasteliy pasélio koncentracija 3 x 10% Iast./ml. Lastelés
auginamos 37 °C temp. stiklo flakonuose 3 — 4 paras iki pilno monosluoksnio susidarymo.
Ivertinamas perséjimui skirty lasteliy monosluoksnis bei terpés spalva (augant lasteléms terpé
rugstéja, todél indikatorius — fenolio raudonasis keicia spalva i§ raudonos i geltona) ir terpés
drumstumas, kuri gali sukelti nuslenkanCios nuo substrato lastelés arba infekcija. Lasteliy
monosluoksnis apZzitirimas invertuotu mikroskopu. Augimo terpé nupilama, lasteliy
monosluoksnis praplaunamas terpe be serumo ir suardomas veikiant ji 3 — 5 min. 0,25 %
tripsino ir 0,02 % Verseno misiniu (1 :9) termostate 37°C temperatiroje. Kai lasteliy
sluoksnis disocijuoja, suspensija praskiedziama Sviezia terpe su fetaliniu verSelio serumu ir
lastelés ir perséjamos i naujus flakonélius.

Tiriant proliferacini aktyvuma misy bandymuose, lastelés aukSCiau apraSytomis
salygomis séjamos | flakonus po 10 ml lasteliy suspensijos. Pradin¢ pas¢lio koncentracija -
300001000 last./ml. Toliau 3 - 4 paras, vidutiniSkai kas 24 h, supernatantas biidavo
nupilamas, lasteliy monosluoksnis suardomas.

Lastelés skaiCiuojamos Goriajevo kameroje, pagamintoje i§ storo stiklo poksteles,
kurioje iSbraizytas tinklelis. Aplink tinkleli yra dvi skersinés ploksteles, iSkilusios vir$
skaiciavimo tinklelio. Ant $iy ploksteliy uzdedamas dengiamasis stiklelis.

Ant Goriajevo kameros tinklelio dedamas Svarus dengiamasis stiklelis. Jo krastai
pritrinami prie Soniniy laukeliy pavirSiaus taip, kad susidaryty vaivorykstés ziedai. Pipete
uzlaSinama tiriamoji medziaga. Palaukiama, kol turinys pasklis po visa tinklelj, grioveliuose
esantis perteklius nusausinamas. Lastelés skai¢iuojamos penkiuose dideliuose kvadratuose. Ju
koncentracija apskai¢iuojamo pagal formule

X =a/b ¢ 10%

X — lasteliy skaiCius 1 ml; a — bendras Igsteliy skai¢ius; b — suskaiciuoty kvadraty
skaicius; ¢ — praskiedimo laipsnis.

Nustatomas lasteliy skaiCius ir pakartojus bandyma 3 — 5 kartus, sudaroma augimo

kreive.
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3.2.2. Lasteliy gyvybingumo ir citotoksiSkumo tyrimas

Gyvy lasteliy procentas juy populiacijoje nustatomas prie§ lasteliy iSséjima
eksperimentui, o taip pat po eksperimentiniy medziagy poveikio. Kontroliné¢ kultiira

kultivuojama be eksperimentiniy medziagy.

Lastelées buvo sé¢jamos i flakonus su dengiamaisiais stikeliais po 5 ml Iasteliy
suspensijos ir auginamos standartinémis salygomis DMEM terpéje su 10 % fetalinio galvijuy
serumu ir antibiotikais. Lastelés buvo veikiamos kvercetinu, miricetinu ir morinu ir
kultivuojamos 24 val.

Po 24 val. poveikio stikleliai iSimami, plaunami fosfatiniame buferyje, dazomi vitaliniu
dazu (0,4% tripano méliu) ir vertinami $viesiniu mikroskopu (Carl Zeiss Jena, Vokietija).
Gyvy lasteliu membrana nepralaidi dazui ir jos lieka nenusidaziusios, o zuvusios lastelés
nusidazo mélyna spalva.

Kiekviename pavyzdyje lastelés skai¢iuojamos standartiniame ploto vienete, viename
pavyzdyje skai¢iuojami 5-10 plotai [49].

Gywvu lasteliy procentas nustatomas pagal formule:

gyvos lastelés (%) = gyvos lastelés / visos lastelés x 100.

Kartu patikrinamas lasteliy gyvybingumas augimo terpéje.

Eksperimentui naudojama tik ta lasteliy kultiira, kurios gyvybingumas yra vir§ 95%.

Buvo nustatoma CLsg (koncentracija, sukelianti apie 50 % lasteliy zuvima) po skirtingy
koncentracijy kvercetino, miricetino ir morino poveikio. [vertinus lasteliy skaiciy ir pakartojus

bandyma 3 — 5 kartus, sudaroma kvercetino, miricetino ir morino citotoksinio poveikio kreivé.

3.2.3. Apoptozés tyrimas fluorescencinés mikroskopijos principu

Apoptozés nustatymui naudojami jvairis metodai (2.3.7.). Vienas i§ apoptozés
nustatymo biidu yra fluorescenciné mikroskopija.

Fluorescenciné mikroskopija — $iuo metu pati populiariausia Sviesinés mikroskopijos
rusis. [prastinés Sviesinés mikroskopijos atveju pavyzdys yra apSvieCiamas balta Sviesa, o
naudojant fluorescencing mikroskopija — tam tikro bangos ilgio Sviesa. Dazai, vartojami
atliekant fluorescencing mikroskopija, vadinami fluorochromais. ApsSviestos fluorochromo

molekulés sugeria Sviesa. Suzadinti ju elektronai pereina { aukstesnj lygmenj. Suzadinta biisena
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néra energetiskai naudinga, todél elektronai greitai grizta | pradini lygmeni, pertekling energija

18spindulivodami Silumos ir Sviesos pavidalu.

Fluorescencinés mikroskopijos atveju mégini apSviecianti Sviesa nepatenka i okuliara
(8 pav.). dél to, fluorescuojancios lastelés sritys matomos kaip Svytintys objektai tamsiame
fone. Daug gamtiniy junginiy gali fluorescuoti, pvz., chlorofilas, vitaminai ir kt. Savaime
nesSvytin¢iu objekty tyrimams naudojami fluorescuojantieji dazai, pvz., fluoresceinas,
rodaminas. Fluorescenciné mikroskopija yra labai jautrus metodas, tinkamas Iastelés

organ¢léms tirti.

A

Okuliaras

Antrasis filtras, praleidziantis
tik $vytéjimo bangas, pvz.,
520-560 nm

Sviesos
Saltinis Spindulf skaidantis veidrodis:
1 atspindi trumpesnes kaip510 nm,

bet praleidia ilgesnes bangas

Pirmasis filtras, praleidziantis
Svptéfimg suZadinandiq Sviesq

Objektyvo lgsis
fpve.. 450-490 nm bangas)

Méginys

8.pav. Sviesos spinduliy sklidimas fluorescenciniame mikroskope

Dél trijy filtro komponenty saveikos gaunami kontrastingi ryskiis fluorescenciniai
vaizdai ant tamsaus bandinio fono.
Eksperimentiniy medziagy poveikis Hep 22a linijos lasteliy apoptozés procesui buvo
vertinamas po 24 val. dazant akridino oranziniy ir etidzio bromidu (AO/EB).
» Darbe buvo naudojami §ie junginiai:
1. Kvercetinas. Koncentracija 160 uM.
2. Miricetinas. Koncentracija 60 uM.
3. DPPD (N,N‘ — difenil-p-fenilendiaminas). Tai yra antioksidantas, slopinantis lipidy
peroksidy susidaryma.
4. Desferoksaminas (Desf). Tai gelezies jony suriséjas.
5. Dikumarolas (Dic). Dikumarolas yra DT—diaforazés inhibitorius.

6. Katalazé — antioksidacinis fermentas.
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7. a-naftoflavonas — citochromo P-450 1A1/1A2 inhibitorius.
8. Izoniazidas — citochromo P-450 2E1 inhibitorius.
9. 3.5 - dinitropirokatechinas — o-metilkatecholamintransferazés (COMT) inhibitorius.
» Darbe buvo naudojami keli fluorochromai:
Akridino oranzas (AO). (C;7;H;oN3; " HCl - ZnCl,)

[3,6-bis(dimetilamino)akridino cinko chlorido dviguba druska].

9 pav. AKkridino oranZo cheminé struktiira

AO patenka | gyvas ir negyvas lasteles. Jis jungiasi prie natyvios (dvigrandés) DNR
kaip monomeras, todé¢l stebint fluorescenciniu mikroskopu, matoma Zalia spalva. Taip pat jis
gali prisijungti ir prie denatiruotos struktiiros. Nudazo nuo zalios iki geltonos spalvos
priklausomai nuo pH. AO gali jungtis ir prie viengrandés DNR, tada bus matoma raudona
spalva. Taip pat jungiasi prie viengrandziy RNR ir nudazo jas oranzine spalva. Gyvy lasteliu

branduolys Svyti Zalia spalva, o citoplazma gali biti gelsva.

Po patekimo i rugstines granules AO protonizuojasi ir lokalizuojasi vidingje granulés
membranoje. Taip granulése susidaro didel¢ protonizuoto AO koncentracija. Jei granulés
pasarme¢ja, AO neutralizuojamas ir egzocitozés biidu gali pereiti granuliy membrana.

Etidzio bromidas (EB). (C,;H,oN3Br)

[2,7-diamino-10-etil-9-fenilfenantridin bromidas].

10 pav. EtidZio bromido cheminé struktiira

EB - policiklinis fluorescencinis dazas. Jis patenka i negyvas lasteles, nes gyvu lasteliu
membrana jam nepralaidi. Jis interkaliuoja 1 dvigrand¢ DNR (tarp daugybés baziy poru) ir
matymo lauke Svyti oranzine spalva. EB Siek tiek gali jungtis prie antriniy struktiiry
viengrandziy RNR molekuliy ir Svytéti raudonai, todél negyvos lastelés turi oranZzini

chromatina, o citoplazma biina rausva.
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Gywvy, apoptotiniy ir nekrotiniy lasteliu procentas buvo nustatomas dazant AO/EB:
naudojamas dazy miSinys: 100 pg/ml akridino oranZzinio ir 100 pyg/ml etidzio bromido. 15 pl
dazy miSinio dedama ant objektyvinio stiklelio uzdengiama dengiamuoju stikleliu.
Analizuojama fluorescenciniu mikroskopu (bangos ilgis 500 nm). Siuo biidu nudazyty lasteliy

mase¢je iSskyréme dveju rusiy lasteles:

1) gyvas neapoptotines (G — rySkiai Zalias chromatinas);
2) apoptotines:
» gyvas apoptotines (GA — kondensuotas ar fragmentuotas ryskiai Zalias
chromatinas);
» mnegyvas apoptotines (NA — kondensuotas ar fragmentuotas ryskiai oranzinis
chromatinas);
kitas:
» nekrotines (N — oranzinis chromatinas);
> be chromatino (S — lastelés netekusios DNR dazosi silpnai oranZine spalva),
taciau Siy lasteliy skaicius nesieké 1%, todél statistiniam jvertinimui jtakos
netur¢jo.
Kiekviename pavyzdyje skaiCiuojama 2 kartus ar daugiau karty po 100 Iasteliy.
Lasteliy pavyzdziai buvo stebimi x100 ir x400 N-PLAN objektyvu ir fotografuojami Leica
DMLB mikroskopine sistema.

3.2.4. Statistinis duomeny jvertinimas

Statistinis duomeny apdorojimas atliktas programomis Microsoft Excel ir Sigma Plot
versija 1.02. Duomenys pateikti apskaic¢iavus aritmetini vidurki ir standarting paklaida. Atliktas

Stjudento T-testas, pagal ji rezultatai reikSmingi ir patikimi, kai p<0,05.

4. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4.1. Hep 22a lgsteliy linijos morfologija

Morfologiniu poziiiriu §ios linijos lastelés yra apvalios ar ovalios formos, Hep 22a
linijos lastelés yra smulkios, sudaro trabekulines struktiiras, auga formuodamos monosluoksni
(11, 12, 13, 14 pav.).

Optimalus lasteliy pasélio tankis — 3 x 10 last./ml, pers¢jimo koeficientas 1:2 — 1:4.
Lastelés pasizymi labai greita proliferacija ir pilng monosluoksnj lastelés suformuoja per 3

paras.
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11 pav. Hep 22a lasteliy linijos 1 paros monosluoksnis (100X). Lastelés daZytos Kklasikiniu

Romanovskio metodu

12 pav. Hep 22a lasteliy linijos 1 paros monosluoksnis (400X). Lastelés daZytos Kklasikiniu

Romanovskio metodu
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13 pav. Hep 22a lasteliy linijos 2 pary monosluoksnis (100X). Lastelés daZzytos Kklasikiniu

Romanovskio metodu

14 pav. Hep 22a lasteliy linijos 2 pary monosluoksnis (400X). Lastelés daZytos Kklasikiniu

Romanovskio metodu
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4.2. Hep 22a Igsteliy linijos augimo dinamika

Sekanciame tyrimo etape stebéjome lasteliy populiacijos augimo dinamika. Séjome
lasteles standartinémis apraSytomis salygomis ir kiekviena para skai¢iavome lasteliy skaiciy.
Lasteliy pasélio tankis 30000 = 1000 last./ml. Statistiniam jvertinimui bandyma kartojome 3
kartus.

Norédami sudaryti augimo kreive, lasteles auginome 4 paras. Kiekviena para buvo
skaic¢iuojamas gyvu lasteliy kiekis ir sudaroma lasteliy augimo kreivé (15 pav.).

Pasteb¢jome, kad 1-a para lasteliy koncentracija praktiSkai nepadidéjo arba kito
nezymiai, 2 — a para lastelés proliferavo aktyviausiai, augimo tempas buvo santykinai
pastovus, o 3 — g para lastelés pasieké maksimuma ir ju pradéjo mazéti (1 lentel¢). GreiCiausiai
taip atsitiko dél to, kad truksta maisto komponenty ( mitybinés terpés), o taip pat uzpildomas
plotas ant kurio lastelés yra prisitvirtinusios. Todél, kai lastelés nebeturi, kur pléstis ir pradeda

ziti, jas biitina perséti.

120

100 -

80

60

—

40 -

20

Iasteliy skaicius x 10 / ml

paros

15 pav. Hep 22a linijos lasteliy augimo dinamika

33



1 lentelé. Hep 22a lasteliy linijos augimo ir proliferacijos tyrimo rezultatai, visais atvejais

p <0,05
Paros | Lasteliy skai€ius (vidurkis) ir standartiné paklaida / ml
M+tm
1 31,66 £ 4,71
2 60,41 £+ 8,28
3 85,00 + 14,88
4 53,63 + 13,80

4.3. Kvercetino, miricetino ir morino citotoksiSkumas Hep 22a lasteliy linijai

Literatiirinéje apzvalgoje (2.2.) atkreipéme démesj, kad prooksidantiniy savybiy
padidéjimas yra vienas 1S svarbiausiy transformuotos lastelés pozymiuy. Transformuotose
lastelése Zymiai iSauga prooksidantiniy fermenty aktyvumas, zinant laisvyjy radikaly vaidmeni
proliferacijoje, iSaugusi oksidacini aktyvuma galima susieti su padidéjusiu proliferaciniy
transformuoty lasteliy aktyvumu.

Siuolaikinéje chemoterapijoje naudojami jvairdis antioksidantai. Pastaraisiais metais
atkreiptas démesys 1 tai, kad junginiai turintys savo struktiiroje B ziede hidroksilo grupes
pasizymi stipriomis antioksidantinémis sqvybémis. Taciau, tam tikromis salygomis, tie patys
junginiai tampa prooksidantais, ir prooksidantinémis savybémis, ir yra toksiSki navikinéms
Iasteléms.

Augalai nuo seniausiy laiky yra vartojami jvairioms ligoms gydyti. Flavonoidai — tai
augalinés kilmés junginiai, randami vaisiuose, darZovése, arbatose, kurie pasizymi
antioksidacinémis savybémis. Sintetiniai antioksidantai polifenoliai labai placiai naudojami
maisto pramonéje kaip ivairts priedai ir konservantai.

Misy darbo tikslas buvo istirti flavonoidiniy ir kity polifenoliniy antioksidanty
citotoksiSkumo aspekta — galima ju prooksidantinio tipo citotoksiSkuma, nes atitinkamos
flavonoidy koncentracijos yra citotoksiskos, o citotoksiSkumo mechanizmai, nors ir labai
placiai tyrin¢jami visame pasaulyje, licka neaSkds.

CitotoksiSkumas kiekybiskai buvo vertinamas po 24 val. auginimo ( 15 pav. ). Kadangi
Hep 22a lasteliy kiekis per 24 val augimo padidéja nezymiai, t.y. 15-25 %, laikoma, kad

flavonoidy poveikis Hep 22a lasteléms atspindi ju citotoksiskuma, bet ne augimo inhibicija.
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Lasteliy kontrolé — 100 %, o negyvu lasteliy visuose méginiuose buidavo iki 1 %, todél
Sio darbo statistikai jtakos nedaro.

Hep 22a linijos lastelés buvo veikiamos skirtingos koncentracijos ( 6,25; 12,5; 25; 50;
100; 150; 200 uM) kvercetinu, morinu ir miricetinu (2 lentel¢).

16 pav. duomenys rodo, kad 24 wval. laikotarpiu kvercetino cLsy, t.y.,
koncentracija, sukelianti 50 % lasteliy ziiti, lygi 15747 pM, morino cLso = 190+15 uM, o
miricetino cLsp = 60+£3 uM. Panasi citotoksiSkumo tendencija — miricetinas > kvercetinas

> morinas pastebéta ir FLK bei HL-60 lastelese [49].

2 lentelé. Kvercetino, miricetino ir morino citotoksinio poveikio Hep22 a lasteliy linijai

tyrimas, visais atvejais p < 0,05

Junginiai arba medZziagos | Koncentracija (uM) Lasteliy gyvybingumas
(procentais)
Kontrolé 98,02 + 1,98
Dimetilsulfoksidas (DMSO) 94,19+ 1,98
Kvercetinas 200 uM 40,44 + 3,68
Kvercetinas 150 uM 53,21 +3,73
Kvercetinas 100 uM 70,78 +4,59
Kvercetinas 50 uM 87,36 £ 3,16
Kvercetinas 25 uM 95,77 £ 3,01
Miricetinas 200 uM 17,29 £ 2,13
Miricetinas 150 uyM 27,67 + 3,86
Miricetinas 100 uM 39,45 +3,86
Miricetinas 50 uM 55,71 £ 3,36
Miricetinas 25 uM 77,78 £ 4,14
Miricetinas 12,5 uM 88,11 £3,79
Miricetinas 6,25 95,32 +3,49
Morinas 250 uM 33,69 £4,21
Morinas 200 uM 46,99 +4.,42
Morinas 150 uM 59,41 +3,53
Morinas 100 uM 80,54 £3,91
Morinas 50 uM 90,39 +4,11
Morinas 25 uM 95,52 +£3,57
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16 pav. Kvercetino, miricetino ir morino citotoksiSkumo nustatymas
SekanCiame darbo etape iStirtas antioksidanty poveikis kvercetino ir miricetino
citotoksiSkumui. Nustatyta, kad DPPD, desferoksaminas ir katalaz¢ statistiSkai patikimai

mazina Siy flavonoidy citotoksiskuma (3 lentelé).

3 lentelé. Antioksidanty jtaka flavonoidy citotoksiSkumui, n > 3, visais atvejais p < 0,05

Junginiai arba medZiagos Gyvuy lasteliy skaicius procentais
(vidurkis)

Kontrolé 98,32 + 1,68

Kvercetinas, 160 uM 48,65 +4,23

Kvercetinas, 160 uM + DPPD, 2,5 uyM 65,32 +4,23

Kvercetinas, 160 uM +desferoksaminas, 300 uM | 78,92 + 4,32

Kvercetinas, 160 uM + katalaz¢, 100 vien/ml 90,34 + 3,40

Miricetinas, 60 uM 46,64 + 3,41
Miricetinas, 60 uM + DPPD, 2,5 uM 69,67 £ 3,47
Miricetinas, 60 uM + desferoksaminas, 300 uM | 71,68 + 2,65
Miricetinas, 60 uM + katalaz¢, 100 vien/ml 73,24 £ 3,25
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Junginiai

17 pav. 2 pM DPPD, 300 uM desferoksamino ir 100 vien/ml katalazés poveikis
polifenoliy citotoksiSkumui. Hep 22a lasteliy gyvybingumas flavonoidy poveikyje

pagal tripano mélio jjungimag

Tai rodo, kad analogiskai FLK ir HL-60 lasteliy atvejui, flavonoidu citotoksiSkumas
hepatomoje irgi yra prooksidantinis.

Lasteliy skaiCiaus padid¢jima nulémé aktyvuotyju deguonies formu poveikio
neutralizavimas.

Galima padaryti iSvada, kad tirty flavonoidy citotoksiSkumo mechanizmas yra
prooksidantinis, nes procesa apsaugojo antioksidantai DPPD ir desferoksaminas.

Kadangi kepeny lastelése paprastai yra daug DT-diaforazes ir citochromy P-450, buvo
iStirtas ir Siy fermenty inhibitoriy poveikis flavonoidy citotoksiSkumui hepatomoje. Buvo tirti
dikumarolas — DT-diaforazés inhibitorius, a-naftoflavonas — citochromo P-450 1A1/1A2
inhibitorius, izoniazidas — citochromo P-450 2E1 inhibitorius. Duomenys pateikti 4 lenteléje
rodo, kad $ie junginiai statistiSkai patikimai apsaugo nuo flavonoidy citotoksiSkumo. Be to,
katechol-o-metiltransferazés inhibitorius 3,5-dinitropirokatechinas statistiSkai patikimai didina

flavonoidy citotoksiskuma.
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4 lentelé. Fermenty inhibitoriy jtaka flavonoidy citotoksiSkumui, n > 3, visais atvejais p <
0,05

Junginiai arba medziagos Gyvy lasteliy skaicius procentais
(vidurkis)

Kontrolé 97,93 £2,07
Kvercetinas (160 uM) 50,32 + 3,66
Kvercetinas, (160 uM) + dikumarolas (20 pM) 75,65 + 4,29
Kvercetinas, (160 uM) +o—naftoflavonas (5 uM) 77,65 + 4,36
Kvercetinas, (160 pM) + izoniazidas (1 mM) 70,32 + 4
Kvercetinas, (160 uM) + 3,5-dinitropirokatechinas (5| 29,15 3,65
uM)
Miricetinas (60 uM) 49,56 +£3,99
Miricetinas, (60 uM) + dikumarolas (20 pM) 61,54 +5,6
Miricetinas (60 uM) +o—naftoflavonas (5 uM) 69,97 + 4,36
Miricetinas (60 uM) + izoniazidas (1 mM) 64,47 + 4,18
Miricetinas (60 uM) + 20,65 + 3,54
3,5-dinitropirokatechinas (5 uM)

120

80 - % %
T ERNEY B
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Gyvy Igsteliy skaic¢ius procentais

20 —

Kontrolé (K) Kvercetinas (Q) Q + dikumarolas Q + izoniazida® + a—naftoflavonas. Q+3,5- Miricetinas (M) M+ dikumarolas M+ izoniazida® + a—naftoflavonas M+ 3,5

dinitrokatechinas dinitropirokatechinas

Junginiai

18 pav. Fermenty inhibitoriy jtaka flavonoidy citotoksiSkumui, n = 3, visais atvejais p <
0,05
38



DT-diaforazés vaidmens mechanizmas flavonoidy ir kity polifenoliu citotoksiSkume
néra aiskus, nes jos inhibitorius dikumarolas mazina kvercetino citotoksiSkuma FLK lastelése,
neveikia p-metoksifenolio citotoksiSkumo [49], bet didina 5,8-dihidroksikumarino
citotoksiSkuma [50]. Antra vertus, citochromy P-450 ir COMT inhibitoriy poveikis flavonoidy
citotoksiSkumui hepatomoje yra analogiskas duomenims, gautiems su FLK lastelémis.
Kvercetinas ir miricetinas néra citochromy P-450 substratai, taciau COMT efektyviai metilina
Siy junginiy B-Ziedo hidroksilus. Todél Sio fermento poveikyje susidaro sunkiau
besioksiduojantys flavonoidy produktai, t.y., turi sumazéti prooksidantinis juy toksiSkumas.
Todél Sio fermento inhibicija didina flavonoidy citotoksisSkuma. Citochromai P-450 gali
demetilinti kvercetino ir miricetino metilinimo produktus, t.y., regeneruoti ju pradines formas,
kurios toliau lengvai oksiduojasi, t.y., didinti ju prooksidantini citotoksiSkuma. Todel Siy

fermenty inhibicija mazina flavonoidy citotoksiSkuma.

4.4 Apoptozés indukcijos tyrimas flavonoidy poveikyje.

Paskutiniame darbo etape buvo tirta prooksidacinio apoptozés sukélimo mechanizmo
galimybé, veikiant hepatoma flavonoidais.

Po 24 val. poveikio, stiklelius su lasteliy monosluoksniu plovéme fosfatiniu buferiniu
tirpalu ir dazéme akridino oranziniu ir etidzio bromidu (AO/EB) ir analizavome
liuminiscenciniu mikroskopu. Preparatuose skaifiuotos gyvos, apoptotinés ir nekrotinés
lastelés (19 pav.).

Steb¢jome, kad 24 val. inkubuojant hepatomos lasteles su junginiy koncentracijomis
atitinkanCiomis cLsp, t.y. 160 uM kvercetino ar 60 uM miricetino, gyvu lasteliy frakcijose
rastas apoptotiniy lasteliy kiekis sieké 30 % (20 pav.).

Vadinasi abu flavonoidai patikimai indukuoja apoptozg. Pastebéjome, kad miricetino
koncentracija, sukelianti apoptozg 30 % lasteliy buvo mazesné, vadinasi $is junginys sukelia
apoptoze stipriau. Nuotraukoje (21 pav.) matome, kad hepatomos lastelése, veikiant 160 uM
kvercetino, atsiranda nemazai apoptotiniy lasteliy.

Antioksidanto DPPD poveikis labai sumazino apoptotiniy lasteliy skaiciy. Ta pati
steb&jome ir jvedus desferoksaming. Todél galima teigti, kad apoptozés sukélimui Siy junginiy

poveikyje turi jtakos oksidacinis stresas ( 5 lentel¢).
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B 1

19 pav. Hep 22a lasteliy linijos monosluoksnis (kontrolé¢) po nusidaZzymo akridino

oranZiniu ir etidZio bromidu . A - (100x); B — (400x). 1 — gyva Igstelé, 2 — apoptotiné
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5 lentelé. Flavonoidy sukelta Hep 22a lasteliy apoptozé: antioksidantinis poveikis, visais

atvejais p < 0,05

Lasteliy skaicius procentais (vidurkis)

MedzZiagos arba junginiai | Gyvos lastelés Apoptotinés 1gstelés
Kontrolé 95,92 £2,12 2+1,01

Kvercetinas 75,00 £3,44 24,75 +£3,68
Kvercetinas + DPPD 89,25 +1,11 10,50 £1,26
Kvercetinas + Desf 87,66 £0,49 12,33 +0,49
Kvercetinas + Dic. 89,75 £1,31 10,25 +1,31
Miricetinas 69,50 2,19 30,33 +£2,30
Miricetinas + DPPD 91,00 £1,29 8,50 £1,71
Miricetinas + Desf 94,00 £2,58 6,00 £2,58
Miricetinas + Dic. 94,40 +0,51 5,60 £0,51

o Gywos lastelés m Apoptotinés Igstelés
®
S 120
®
o 100 -
g- = — - = = = ==
0 80 +
5 007
S 40 +
(7]
2 20 -
[
w» 0
S < 3
0(\\‘0\8 6"\\(\6‘5 0??0 X e%‘\ XO‘\G‘ . ¢ \\(\6 x()?? er% %*0\0‘
\l\ w@‘o &\(\6‘5* %(\6% &\(\‘3% \N\ “‘\'b% ’{\(\(6‘5 . c}é{.\(\a
FES W W W
Junginiai

20 pav. Kvercetino (160 pM) ir miricetino (60 pM) sukelta Hep 22a lasteliy apoptozé:

antioksidantinis poveikis
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B 1 2

21 pav. Hep 22a linijos lastelés po kvercetino (160 pM) poveikio. Kvercetino sukelta
apoptozé. A - (100x); B — (400x). 1 — gyva lastelé, 2 — apoptotiné.
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Analogiskame eksperimente dikumarolas Zenkliai sumazino apoptotiniy lasteliy
skai¢iy. Tai jrodo, kad apoptozés indukcijai reikSmés turi ne tik oksidacinis stresas , bet ir
fermento DT — diaforazés veikla. DT-diaforazé nepriklauso nei antioksidantinéms nei
prooksidantinéms lastelés sistemos fermentams, bet ji aktyvuoja kai kuriuos prieSvézinius

preparatus ir vykdo dvielektroning redukcija.

5. APIBENDRINIMAS

Lastelés metabolizme svarbuy vaidmenj vaidina oksidacijos — redukcijos reakcijos,
kuriose deguonis yra elektrony akceptorius. Ivairiy cheminiy reakcijy metu gali susidaryti ir
aktyviosios deguonies formos — superoksido anijonas, vandenilio peroksidas, hidroksilo
radikalas, singletinis deguonis, kurios pazeidzia ivairias biomolekules.

Augalai nuo seniausiy laiky yra vartojami jvairioms ligoms gydyti. Flavonoidai — tai
augalinés kilmés junginiai, randami vaisiuose, darzovése arbatose, kurie pasizymi
antioksidacinémis savybémis. Sintetiniai antioksidantai polifenoliai labai pla¢iai naudojami
maisto pramongje, kaip jvairlis priedai ir konservantai. Vienas ju - kvercetinas. Kvercetino
antioksidacinis poveikis priklauso nuo to, kad jis reaguoja su laisvaisiais radikalais,
sudarydamas fenoksradikalus, kurie yra ne tokie aktyviis. Taciau aukStos kvercetino
koncentracijos yra citotoksiSkos, o citotoksiSkumo mechanizmai, nors ir labai placiai
tyrinéjami visame pasaulyje, lieka neaiskis.

Misy darbo tikslas ir buvo istirti kvercetino ir kity flavonoidy poveiki Hep 22a linijos
lIasteléms.

Hep 22a lasteliy linija pasirinkta neatsitiktinai. Tai peliy hepatomos lasteliy kultiira,
kuri pasizymi navikinéms lasteléms budingomis savybémis — neribota proliferacija ir lasteliy
migracija. Vyrauja epitelinio tipo lastelés, kurias perséjus po oda susidaro navikai. Lastelés
gerai auga tiek in vivo, tiek in vitro. Lastelés pailgos, prisitvirtinusios prie substrato, sudaro
monosluoksnj.

Tirty flavonoidy citotoksiSkumo mechanizmas yra prooksidantinis, nes nuo
citotoksiSkumo apsaugojo procesa apsaugojo antioksidantas DPPD, desferoksaminas ir
antioksidatorinis fermentas katalaz¢.

DPPD ir Desf jvedimas patikimai padidino lasteliy skaic¢iy. Dikumarolo - DT —
diaforazés inhibitoriaus ivedimas i kultiiring aplinka taip pat padidino lasteliy skaiciy.

Citochromy P-450 inhibitoriy oa-naftoflavono ir izoniazido, bei katechol-o-

metiltransferazés (COMT) inhibitoriaus 3,5-dinitropirokatechino poveikis rodo, kad COMT
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metilina kverceting ir miriceting, tuo mazindama ju citotoksiSkuma hepatomoje. Citochromai

P-450 demetilina metilinimo produktus, tuo didindami flavonoidu citotoksiSkuma. DT-

diaforazé¢ didina kvercetino ir miricetino citotoksiSkuma hepatomoje, taciau Sio reiskinio

mechanizmas néra aiskus.

Sekanciame darbo etape nustatéme, kad abi medziagos (kvercetinas ir miricetinas)

patikimai indukuoja apoptoze.

DPPD ir desferoksamino poveikis rodo, kad tam itakos tur¢jo oksidacinis stresas.

Analogiskame eksperimente dikumarolas taip pat sumazino apoptotiniy lasteliy skaiciy. Tai

irodo, kad apoptozés indukcijai reikSmés turi ne tik oksidacinis stresas , bet ir fermento DT —

diaforazés veikla.

1.

4.

6. ISVADOS

Kvercetino cLsy (koncentracija, sukelianti apie 50 % Hep 22a linijos lasteliy Zuvima)
yra 157 = 7 uM., morino cLsy = 190£15 uM, o miricetino cLsy = 60+3 uM.

Tirty flavonoidy citotoksiSkumo mechanizmas yra prooksidantinis, nes nuo
citotoksiSkumo procesa apsaugojo antioksidantas DPPD, desferoksaminas ir
fermentas katalazé.

Citochromy P-450 inhibitoriy a-naftoflavono ir izoniazido, bei Kkatechol-o-
metiltransferazés (COMT) inhibitoriaus 3,5-dinitropirokatechino poveikis rodo, kad
COMT metilina kverceting ir miriceting, tuo mazindama ju -citotoksiSkuma
hepatomoje. Citochromai P-450 demetilina metilinimo produktus, tuo didindami
flavonoidy citotoksiSkuma. DT-diaforazé didina kvercetino ir miricetino
citotoksiSkuma hepatomoje, taciau §io reiSkinio mechanizmas néra aiskus.

Nustatyta, kad kvercetino ir miricetino sukelta apoptozeé Hep 22a linijos lastelése yra
prooksidantinio pobiidzio. Apoptozés indukcijai reikSmés turi ne tik oksidacinis

stresas , bet ir fermento DT-diaforazés veikla.
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7. ABSTRACT

Flavonoids are widely distributed in edible plants, and considered to be dietary
antioxidants. Flavonoids can protect cell from ,,oxidative stress®, but the same flavonoids
compound could behave as both antioxidant and prooxidants, depending on concentration and
free radical sourse. Among the flavonoids, quercetin is one of the most widely studied
flavonoids and had biological, pharmocological, and medicinal properties. Besides the
chemopreventive effects, other biological function of quercetin are believed to improve
antioxidant defence systems in living organizms.

The aim of this work was to analise the effects of flavonoids (quercetin, myricetin and
morin) in Hep 22a cells.

Materials and methods:
e Cell culture cytotoxicity studies;

Flavonoids and the other components were obtained from Sigma, and used as
received.

e Study with fluorescence microscope
e Statistical analysis
Results and discusion:

Hep 22a cell line is the a mouse hepatoma cell line, which is posses of unlimited
proliferation and migration features.

Quercetin concentration for 50 % death of Hep 22a cells (cLsp) was 160 uM, myricetin
concentration was 60 pM, and morin concentration was 190 uM,.

The citotoxity of flavonoids in Hep 22a cells was partly inhibited by catalase, by the
antioxidant N,N*-diphenyl-p-phenylene diamine DPPD, desferrioxamine and by dicumarol, an
inhibitor of DT-diaphorase thus showing its prooxidant character.

Inhibitors of cytochromes P-450, a-naphthoflavone and izoniazide, decreased the
cytotoxicity of flavonoids, whereas 3,5-dinitrocatechol, an inhibitor of catechol-o-
methyltransferase (COMT), increase it.

Next, we examined the effects of the antioxidant on cytotoxicity and apoptosis
induction. Quercetis is a dietary anticancer chemical that is capible of inducing apoptosis in
tumor cells. We also investigated the effects of quercetin and myricetin on apoptosis of Hep
22a cells. Quercetin and myricetin induced apoptosis in 30 % of cells.

The antioxidant N,N‘-diphenyl-p-phenylene diamine DPPD, desferrioxamine and the
inhibitor of NQO1 by dicumarol, protect against apoptosis induction by all compounds of
investigation, but to a different extent. This shows that for all compounds investigated, there

exists a common apoptosis and cytotoxity mechanism, oxidative stress.
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