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Jvadas

Astrobiologija — tai plati tarpdisciplininé mokslo sritis, tirianti ne tik gyvybeés Visatoje kilmeg,
ankstyva evoliucija, pasiskirstyma, bet ir jos ateitj Zeméje, tirdama deterministines salygas ir atsitik-
tinius jvykius, kurie galbit lémé gyvybés atsiradima. Astrobiologija tiria galimas vietoves uz Zemés
riby, kurios galéty palaikyti gyvybe, pavyzdziui, Marsas, Europa ir egzoplanetos. Atlieckami ekstre-
mofily gyvenanéiy atSiaurioje Zemés aplinkoje tyrimai, taip pat ie§koma biopédsaky galinéiy jrodyti
esancig arba buvusia gyvybe uz Zemés riby. Vienas i§ pagrindiniy astrobiologijos tiksly yra suprasti
besikei¢iandius rysius tarp Zemés ir jos biotos ir tai, kaip gyvybé reaguoja j aplinkos poky&ius visos
planetos mastu (Prasad et al., 2021). Astrobiologija taip pat yra susijusi su gyvybés Zeméje kilmés ir
ankstyvosios evoliucijos mokslu. Yra sieckiama suprasti salygas, kurios biitinos gyvybei formuotis,
kaip gyvybé atsirado i§ negyvosios materijos ir kaip ji i§sivysté, tapdama jvairia organizmy jvairove,
kurig matome Siandien (Kumar, Steele and Wickramasinghe, 2020).

Mikrogravitacija yra gravitacijos, kuri yra viena i$ keturiy pagrindiniy fizikos jégy, lemianciy
masés pagreitj, sumazéjimas. Visi gyvieji organizmai, jskaitant zmogy, prisitaiké prie Zemés gravita-
cijos, kuri nekito nuo pat Zemés susikiirimo. Gravitacijos pokytis, bet kuria kryptimi, gali sukelti
daugybe pokyc¢iy organizmuose, pradedant metabolizmu ir baigiant konservatyvesnémis sistemomis.
Gravitacijos poveikio gyviesiems organizmams tyrimai yra labai svarbis ilgalaikéms gyvybés palai-
kymo sistemoms ir darbui kosminése stotyse arba Ménulio ir planety bazése, kur gravitacinés jégos
zenkliai skiriasi (Dubinin and Vaulina, 1974).

Pirmoji kelioné | kosmosg buvo vienas didZiausiy Zmogaus pasiekimy, kuris atvéré nauja tech-
nologijy erg. Iki pat Siy dieny projektuojami ir kuriami erdvélaiviai, kurie tikimasi, ateityje bus nau-
dojami tolimoms pilotuojamoms kelionéms ] Marsg ar kitas planetas, taciau per kelis deSimtmecius
trukusiy tyrimy, buvo pastebétas neigiamas kosmoso salygy poveikis gyviesiems organizmams. La-
biausiai kosmoso salygy neigiama poveikj pajunta astronautai, kurie Tarptautinéje kosmingje stotyje
neretai praleidzia net ir iki pusés mety. Per tiek laiko suprastéja beveik visos zmogaus organy siste-
mos. Labiausiai pastebimas pokytis, tai raumenings ir kaulinés masés sumaz¢jimas. Taip pat didZiuliu
nes mikrogravitacijos salygos lemia kai kuriy imuniniy lgsteliy aktyvumo sumaz¢jima, i organizma
pateke patogenai ne visada i$Saukia imuninés sistemos atsaka (Paulsen et al., 2010). Mikroorganizmai
pilotuojamose misijose yra neiSvengiami, nes jy galima rasti ant kosminiy skrydziy jrangos, ska-
fandry ir jie yra astronauty mikrobiotos dalis. Susirlipinimg kelia patogeniniai mikroorganizmai bei
virusai, kuriy pasikeitusi fiziologija veda prie sukeliamy ligy atsiradimo. Dabar jau yra Zinoma, kad

kosmoso salygos sukelia tam tikrus fiziologinius ir fenotipinius mikroorganizmy pokycius. Tai apima



augimo kinetikos ir antriniy metabolity gamybos pokycius bei sumazéjusj jautrumg prieSmikrobi-
niams junginiams (Perfect, 2017).
Yra zinoma, kad ilgi skrydziai keicia astronauty telomery ilgj kosminiy misijy metu. Telomery
ilgio kitimas susijes su senéjimo ir atsako j stresg procesais (Czepielewski et al., 2016; J et al., 2019),
taciau tyrimy, siejanciy telomery ilgio pokycius mikrogravitacijoje ir atsparumg prieSgrybeliniams
ting sistema, siekiama iSsiaiSkinti, kaip mikrogravitacija paveikia mieliy, turin¢iy skirtingg telomery
ilg] zutj ir atsparuma priesSgrybeliniams junginiams.
Darbo tikslas — Nustatyti mikrogravitacijos poveikj skirtingg telomery ilgj turintiems mieliy
Saccharomyces cerevisiae kamienams.
UZdaviniai:
1. Nustatyti minimalias inhibitorines koncentracijas (toliau MIK) prieSgrybeliniams junginiams
mikrogravitacijos (toliau MQ) ir jprastos gravitacijos (toliau G) salygomis.
2. lvertinti mieliy gyvybinguma laike po poveikio prieSgrybeliniais junginiais MG ir G salygo-
mis.
3. Nustatyti mieliy atsparumg reaktyvioms deguonies formoms po poveikio prieSgrybeliniais
junginiais MG ir jprastos G salygomis.
4. Ivertinti aktyvias kaspazes turin¢iy mieliy lasteliy skaic¢iaus pokytj po poveikio priesgrybeli-
niais junginiais MG ir G saglygomis.

5. Nustatyti mieliy Zities tipo poky¢ius MG ir jprastos G salygomis.



1. Literaturos apzvalga

Tolimos kosminés misijos tampa realybe. Remiantis NASA (Nacionalinés aeronautikos ir kos-
moso administracija) ir EKA (Europos kosmoso agentiira) vadovaujama Artemis programa, astronau-
tai Ménulyje turéty nusileisti iki 2026 m. Blisimomis misijomis siekiama i$plésti kosmoso tyringjimo
ribas, keliaujant toliau nei bet kada anks¢iau. NASA ir EKA kartu su keliomis komercinémis kosmoso
kompanijomis jau pradéjo ruostis ilgalaikiams jgulos skrydziams j kosmosg ir artimiausiu metu pla-
nuoja iStirti vidines Saulés sistemos planetas. (van der Meer et al., 2023).

Augant kosminiam turizmui, artimiausiais metais kelionés j kosmosg taps perspektyvia verslo,
medicinos ir technologijy nisa. Taciau dabartiniai duomenys apie zmoniy sveikata kosmose islicka
riboti, ypac apie trumpalaikiy ir ilgalaikiy misijy poveiki. Kosmoso salygas galima suskirstyti j eg-
zogeninius veiksnius, tokius kaip kosmine spinduliuoté ir mikrogravitacija, ir endogeninius veiksnius,
iskaitant natiiralaus Zmogaus cirkadinio ritmo ir psichologinés sveikatos sutrikimus, kurie gali atsi-
rasti dél uzdarumo, izoliacijos, fizinio neveiklumo ir ribotos socialinés saveikos. Sios egzogeningés ir
endogeningés jtakos vaidina pagrindinj vaidmenj keiciant astronauty imuninés sistemos funkcijg (Cru-
cian et al., 2018). Kosminiy misijy i$§tikiai yra susij¢ ne tik su techniniais sprendimais, tokiais kaip
spinduliuotés apsauga, apsauganti astronautus nuo mirtiny kosminés spinduliuotés lygiy, bet ir bio-
loginiais sprendimais. Erdvélaiviy vidus néra sterilus — mikroorganizmai patenka per jvairia jmon-
tuojamg jrangg ir pacius astronautus. Kosmoso salygos veikia astronauty mikrobiotg ir ant pavirSiy
esancius mikroorganizmus, todel gali atsirasti fiziologiniy ir fenotipiniy pokyc¢iy, dél kuriy gali padi-

déti atsparumas antimikrobinéms medziagoms (Zea et al., 2017).

1.1. Kosmoso salygy poveikis astronautams

Per pastaruosius SeSiasdeSimt mety kosmoso tyrin¢jimai padaré didele pazanga, o astronautai
dabar Tarptautinéje kosmingje stotyje (TKS) daZnai praleidzia iki SeSiy ménesiy. TKS skrieja dides-
niame nei 400 kilometry aukstyje, ja veikia atSiauri aplinka, apimanti jonizuojancigja spinduliuote,
vakuuma, ekstremalius temperatiiros svyravimus, mikrogravitacijg ir jvairius kitus pavojingus veiks-
nius zmoniy gyvybei (Thirsk et al., 2009). Tarptautiné kosminé stotis nuo 2000 mety nuolat buvo
uzimta 3—7 astronauty jguly, kurios paprastai ten praleisdavo 6 ménesiy trukmés misijoms. Pagrindi-
niai veiksniai, keiCiantys Zmogaus organizmo funkcionavimg kosmose, yra mikrogravitacija ir kos-
minés spinduliuotés poveikis. TKS, skriejanti Zema Zemés orbita, yra veikiama trijy pirminiy spin-
duliuvotés Saltiniy: galaktikos kosminiy spinduliy, saulés energijos daleliy ir jstrigusiy protony bei
elektrony Van Alleno juostose. Sie spinduliuotés altiniai sukuria sudétinga spinduliuotés aplinka tiek

TKS viduje, tiek uz jos riby (Benton and Benton, 2001).



Radiacijos lygis Zemojoje Zemés orbitoje yra mazas, lyginant su Ménuliu, Marsu ar giliuoju
kosmosu, nes Zeme saugo galingas magnetinis laukas (Zeitlin et al., 2019). Anks&iau minétos spin-
duliuotés formos gali pazeisti zmogaus lasteles, audinius ir organus. Apsisaugoti nuo $iy spinduliy
yra labai sudétinga, o jprasti fiziniai apsaugos metodai negali veiksmingai apsaugoti astronauty (Guo,
Zhou and Hu, 2022). Zemés vidutiné metiné natiirali radiacijos ap§vita yra mazdaug 2,4 milisiverto
(mSv). TKS 6 ménesiy apsvita apibréziama nuo 50 mSv iki 100 mSv. doze, o Marso misijos apSvita
yra nuo 870 mSyv iki 1200 mSv. (Tomsia et al., 2024). D¢l spar¢ios kosmoso inzinerijos ir technolo-
gijy pazangos bei augancio komerciniy kosminiy skrydziy populiarumo, svarbu nuodugniai istirti
kosminés aplinkos poveikj Zmogaus organizmui. Zinios apie atskiry audiniy ir organy prisitaikymo
prie kosmoso aplinkos, leisty sukurti metodus, uzkertancius kelig ilgy misijy kosmose neigiamiems
padariniams. I$sami rizikos analiz¢ yra pagrindinis $io proceso elementas. Tai apima dideliy pavojy,
kylanc¢iy skrydziams | kosmosa, nustatymg remiantis kosminiy misijy elementais: paskirties vieta,
trukme, gravitacine ir radiacine aplinka (Romero and Francisco, 2020).

Kita, ta¢iau ne maziau pavojinga kosminés spinduliuotés forma yra ultravioletiné (UV) spindu-
livoté, natdirali Saulés gaminama energijos dalis. Sio tipo elektromagnetinés spinduliuotés bangos
ilgis yra nuo 10 nm iki 400 nm — trumpesnis nei matoma Sviesa, bet ilgesnis nei rentgeno spinduliai.
Priklausomai nuo poveikio biologinéms sistemoms, UV spinduliuoté skirstoma j tris kategorijas: UV-
C (<280 nm), UV-B (nuo 280 nm iki 315 nm) ir UV-A (nuo 315 nm iki 400 nm). Energingiausig i$
ju, UV-C, beveik visiskai sugeria ozono sluoksnis Zemés stratosferoje, o UV-B ir UV-A sugeba pra-
siskverbti j atmosferg ir pasiekti pavirsiy (Singh et al., 2017). Nors UV-B sudaro labai nedidele¢ visos
Zeme pasiekian¢ios saulés energijos dalj — maZiau nei 0,5 %, didelé jo energija padaro Zalg lasteliy
struktiiroms, tokioms kaip DNR, RNR, baltymai ir lipidai, nes Sios molekulés lengvai sugeria UV
spindulivotg (Dai, Furness and Upadhyaya, 2004). Taciau kosmose UV-C spinduliuoté yra daug in-
tensyvesné ir gausesné, nes néra jokios apsaugos. Marse UV-B spinduliuotés lygis yra daug didesnis
nei Zeméje, todél mokslininkai daro prielaida, kad bet kokia egzistuojanti mikrobiné gyvybé turéty
gladeéti giliai po planetos uolieny pluta, kad biity i8vengta mirtinos radiacijos poveikio (Rontd et al.,
2003). Dél sios priezasties kuriant patikimas gyvybés palaikymo sistemas ilgalaikéms misijoms reikia
giliai suprasti, kaip tokia ekstremalios kosminés spinduliuotés aplinka daro jtaka ne tik Zmogaus fi-
ziologijai, bet ir kity gyvyjy organizmy, uz Zemés riby, biologijai.

Parodyta, kad iki 50 % astronauty, grjztan¢iy 1§ kosminiy misijy, susilpnéja imuniné sistema,
todél netrukus po nusileidimo jie tampa jautresni bakterinéms, grybelinéms ir virusinéms infekcijoms
(Mehta et al., 2013). Su oda susijusios buiklés, tokios kaip atopinis ir kontaktinis dermatitas, folikuli-
tas ir akné, taip pat gali pablogéti po misijos (Paulsen et al., 2010; Crucian et al., 2016). Be to, grijz-

tantiems astronautams padaznéja alerginés reakcijos, sumazéja T ir B limfocity skaicius, pakinta jy



morfologija ir aktyvacija (Crucian et al., 2008). Pastebéta, kad mazéja makrofagy aktyvumas (Mo-
reno-Villanueva et al., 2018), o interleukiny ir chemokiny i$siskyrimas tampa nereguliarus (Thiel et
al., 2017). Be to, NASA mokslininkai nustaté telomery ilgio, padidéjusj uzdegiminiy citokiny kiekij
ir su imuniniu atsaku susijusiy geny raiskos poky¢ius (Garrett-Bakelman et al., 2019). Siuo metu
triksta duomeny apie radiacijos lygj giliajame kosmose bei kitose planetose ir sunku nuspéti, kokia
jtaka tai daryty gyviesiems organizmams, nes iki Siol buvo atliktos tik kelios nepilotuojamos tarppla-

netinés misijos.

1.1.1. Kosmoso salygy poveikis mikroorganizmams

Mikroorganizmai gyveno Zeméje milijardus mety ir, evoliuciskai prisitaike, i§vysté gebéjima
18gyventi ekstremaliausioje planetos aplinkoje. PavyzdZiui, hipertermofiliné bakterija Geogemma ba-
rossii gali atlaikyti iki 130 °C temperaturg (Kashefi and Lovley, 2003), o Deinococcus geothermalis
gali augti net —25 °C temperatiiroje (Frosler ir kt., 2017). Irodyta, kad kai kurie mikroorganizmai taip
pat gali iStverti atSiaurias kosmoso salygas tiek TKS viduje, tiek uZ jos riby. Vienas 18 labiausiai i8tirty
pavyzdziy yra Deinococcus radiodurans, bakterija, turinti geny rinkinj, leidzianti jai efektyviai vyk-
dyti DNR reparacijos procesus. Tai leidzia toleruoti iki 200 karty didesne¢ radiacijos doz¢ nei jprastai
yra Zemés pavirsiuje. Ilgalaikio poveikio eksperimento metu buvo jrodyta, kad D. radiodurans geba
iSgyventi trejus metus TKS iSoréje, iSlaikydamas savo gyvybinguma (Kawaguchi et al., 2020).

Kosmings spinduliuotés ir mikrogravitacijos poveikis sukelia didelj oksidacinj ir osmosinj
stresg mikroorganizmy Igstelése, sukeldamas molekuliniy reakcijy kaskada, kuri lemia pokycius geny
raiskos lygmenyije. Sie pokyéiai gali sutrikdyti pagrindinius medziagy apykaitos procesus, susijusius
su angliavandeniais, baltymais ir lipidais (Zhang, Fang and Liu, 2015). Tai susij¢ su substrato kon-
centracijos mazéjimu, lastelés daugiau savo riboty iStekliy skiria genomo transkripcijai, reikalingai
iSplésti alternatyviy anglies Saltiniy paieSkai, net jei jie nepasiekiami. Manoma, kad bakterijos tai
daro siekdamos padidinti savo gebéjimg greitai pakeisti anglies katabolizmo kelius, atsiradus naujam
substratui (Liu et al., 2005). Taip pat buvo pastebéti reikSmingi mikroorganizmy lasteliy apvalkalo
struktiirinio vientisumo ir funkcionalumo poky¢iai kosmoso saglygomis. Tai apima plazminés memb-
ranos lipidy dvisluoksnio pertvarkymus, membranos takumo ir pralaidumo poky¢ius, taip pat su
membrana susiety fermenty aktyvumo modifikacijas, kurios yra butinos palaikant Igsteliy homeos-
taze¢ (Horneck and Rabbow, 2007). RySkus adaptyvus atsakas ] tokj stresg apima membraniniy piisle-
liy susidaryma. Sis greitas procesas pagerina mikroorganizmy prisitaikyma, nes palengvina pazeisty
ar netinkamai susilanksc¢iusiy baltymy pasalinimg ir reguliuoja baltymy kaupimasi lastelés apvalkale,
didinant Igsteliy stabilumg nepalankioje aplinkoje (Zea et al., 2016). Mielése proteominiai tyrimai
mikrogravitacijos sglygomis atskleid¢ padidéjusj ubikvitino kiekj, o tai rodo padidéjusj proteasomy

skilimo sistemos, taip pat zinomos kaip degradosoma, aktyvuma. Tai rodo, kad Iastelés, veikiamos



mikrogravitacijos, yra labiau linkusios turéti paZeistus arba netinkamai sulankstytus baltymus (Van
Mulders et al., 2011).

Bakterijos ir mielés, auginamos kosminiy misijy saglygomis, pasizymi unikaliais fiziologiniais
prisitaikymais, jskaitant pakitusig Igsteliy morfologija, augimo dinamika ir pastebimg atsparumo an-
timikrobinéms medziagoms padidé¢jimg. Parodyta, kad potencialiai patogenisky mikroorganizmy
virulentiSkumas ir patogeniSkumas gali keistis, todél kyla susiriipinimas dél infekcijy rizikos ilgalai-
kiy kosminiy misijy metu. Pastebéta, kad mielés patiria morfogenetines transformacijas, reaguoda-
mos ] aplinkos stresorius, kurie yra glaudziai susij¢ su padidéjusiu oportunistiniu virulentiSkumu (Al-
tenburg, Nielsen-Preiss and Hyman, 2008). Be to, bioplévelés susidarymas turi didele reikSme mik-
roorganizmy i§gyvenimui nepalankiomis salygomis ir yra pagrindinis veiksnys tiek mikroorganizmy
bendruomenés struktiiroje, tiek infekciniy ligy vystymuisi. Po skrydzio j kosmosa, bakterijos daznai
turi padidéjusj gebéjimg formuoti biopléveles (Ge et al., 2016), o tai Zymiai padidina jy atsparuma.
Palyginti su Zeme¢je esanciomis kontrolémis, kosminiy skrydziy paveiktos bakterijos labiau prisitaiko
prie didesnés antibiotiky koncentracijos, padidindamos geny, susijusiy su atsaku j stresg, reguliavima,
taip pat suaktyvindamos mechanizmus, susijusius su oksidaciniu stresu ir badu (Aunins et al., 2018).

Mikroorganizmai yra neiSvengiama kosminiy misijy dalis, patenkantys  erdvélaivius, prisitvir-
ting prie kosminiy technologijy, tokiy kaip skafandrai, organinés medziagos ir patys astronautai kaip
natiiralios mikrobiotos dalis. Nepaprastas jy gebéjimas iSgyventi ir prisitaikyti prie ekstremaliy kos-
moso s3lygy kelia susirlipinimg dél mikrobiologinés rizikos vertinimo po ilgy misijy. Mikroorganiz-
mai jrod¢é gebejima greitai prisitaikyti prie nepalankios aplinkos ir i$sivystyti j formas, kurios yra
atsparesnés antimikrobiniam gydymui ir Zmogaus imuninei apsaugai. Sis evoliucinis potencialas ke-
lia galimg biologinio saugumo rizika ne tik skrendant j kosmosa, bet ir grjzus j Zeme, kur tokie mik-

roorganizmai gali kelti grésme Zmoniy sveikatai.

1.1.2. Simuliuota mikrogravitacija

Gravitacija buvo vienintelis pastovus aplinkos veiksnys Zeméje evoliucijos laikotarpiu. Tagiau
ar gravitacija paveike rusiy evoliucijg ir ar jos poveikis vis dar tg¢siasi, néra Zinoma, nes tam reikia
dazny ir ilgalaikiy eksperimenty Zeméje ir pakitusios gravitacijos aplinkoje, tod¢l mikrogravitacijos
tyrimai yra biitini norint atskleisti gravitacijos poveikj evoliucijai ir biologiniams procesams. Sukur-
tos jvairios platformos, skirtos imituoti pakitusias gravitacijos salygas, kurios yra panasios ] realias
mikrogravitacijos salygas. Jos klasifikuojamos j 3 sistemas: orbitos mikrogravitacijos jrenginiai, ne-
orbitiniai mikrogravitacijos jrenginiai, antZeminiai mikrogravitacijos simuliatoriai. Kai kurios i§ jy
yra greitai reaguojanéios mikrogravitacijos platformos, kuriy poveikis méginiams yra greitas. Sios

platformos paprastai naudojamos trumpalaikiams eksperimentams. PrieSingai, léto veikimo mikrog-



ravitacinés sistemos, kuriy poveikis méginiams pasireiskia ne i§ karto, geriau tinka ilgalaikiams tyri-
mams. Orbitiniai mikrogravitacijos prietaisai apima kosmose veikiancias laboratorijas ir autonomines
mikrogravitacijos laboratorijy platformas. Neorbitinés sistemos apima kritimo bokstus, parabolinius
skrydzius ir zonduojancias raketas. Tuo tarpu antZzeminius mikrogravitacijos simuliatorius sudaro kli-
nostatai, atsitiktinio pozicionavimo jrenginiai, rotaciniai indai ir magnetinés levitacijos jtaisai (Fer-
ranti, Del Bianco and Pacelli, 2021).

Vienas i3 paprasciausiy ir labiausiai prieinamy jrankiy manipuliuoti gravitacija Zeméje yra kli-
nostatas. Priklausomai nuo sukimosi asiy skaiciaus ir sukimosi greicio, klinostatai gali buti suskirstyti
1 skirtingus tipus ir naudojami jvairiose moksliniy tyrimy srityse (1.1 pav. a, b, ¢). Vienos aSies kli-
nostatuose vertikali biologinio méginio asis sutampa su prietaiso sukimosi aSimi. PrieSingai, dviejy
dimensijy klinostatuose méginys pasukamas plokStumoje, statmenoje sukimosi asiai. Nors klinosta-
tai veiksmingai nustato gravitacinio vektoriaus kryptj, jie neatkartoja tikryjy mikrogravitacijos salygy.
Be to, svorio perskirstymas sukimosi metu gali sukelti mechaninj jtempi ir lenkimo jégas (Dedolph
and Dipert, 1971). Todél eksperimentiniai rezultatai, gauti naudojant klinostatus, turéty biti interpre-
tuojami atsizvelgiant j Siuos apribojimus.

a b

Atraminé
struktara

1.1 pav. Zemés mikrogravitacijos simuliatoriai. (a) vienos dimensijos, (b) dviejy dimensijy; c) trijy dimensijy klinostatai
ir d) diamagnetinés levitacijos sistema. Magnetiniame lauke bandinys gali patirti nuo nulio (pg) iki dvigubai
didesnés gravitacijos jéga (xg), priklausomai nuo jo padéties magnetinio lauko gradiente. Pagal (Ferranti, Del
Bianco and Pacelli, 2021)

Rotaciniai indai (RWYV), taip pat Zinomi kaip rotacinés lgsteliy kultivavimo sistemos (RCCS),
buvo sukurti NASA ir pritaikyti lgsteliy kultiroms. RWYV yra horizontaliai pasuktas kulttiros indas su
silicio membrana, kuri yra pralaidi deguoniui. Sie rotaciniai bioreaktoriai sukuria mazos turbulencijos
ir Slyties lasteliy kulttiros aplinka, kurioje gausu deguonies (Schwarz, Goodwin and Wolf, 1992).
Iprastai RWV yra nuo 5 iki 20 centimetry skersmens ir sukasi mazdaug 10-20 apsisukimy per minute
greiCiu aplink horizontalig asj. Sukimosi greitis kruops$¢iai sukalibruojamas, kad biity atsveriamas
suspensijos lgsteliy nusédimo greitis. Tai uztikrina, kad lastelés isliks neutraliai pliiduriuojancios ter-

péje ir Svelniai suksis aplink savo asj, o ne nusés indo dugne (Cogoli, 1992). Sukurdamas beveik



nesvarig aplinkg, RWYV imituoja pagrindinius mikrogravitacijos aspektus ir yra placiai naudojami ty-
rimuose, kuriuose tiriama Igsteliy morfologija, diferenciacija ir signalo perdavimas. Be to, dél savo
paprastumo, jperkamumo ir patikimumo RWV dazniausiai naudojami tiek antZeminése laboratorijose,
tiek kosmose atlieckamuose eksperimentuose, o tai suteikia galimybe lyginti gautus rezultatus.

Kitas antzeminis mikrogravitacijos modeliavimo metodas yra diamagnetinés levitacijos naudo-
jimas (1.1 pav. d). Sis metodas kompensuoja gravitacijos poveikj molekuliniu lygmeniu, subalansuo-
damas biologiniy audiniy ar vandens pagrindu veikianciy sistemy svorj su atstumiancia jéga, kurig
sukuria stiprus magnetinis laukas. IS esmés diamagnetines medziagas, jskaitant vanden;] ir dauguma
biologiniy audiniy, atstumia magnetiniai laukai, o pakankamai stipriame gradiento lauke Sis atsttimi-
mas gali atremti gravitacing jéga ir sukelti levitacijg. Nors elektromagnetai dazniausiai naudojami
generuoti reikiamus magnetinius laukus dél didelio stiprumo ir valdomumo, jie daznai i$skiria daug
Silumos veikimo metu. Dél Sios Siluminés galios reikia naudoti auSinimo sistemas, kurios gali sukelti
antrinj poveikj biologiniams méginiams. Kita vertus, nuolatiniai magnetai yra patogesni ir nereika-
lauja iSorinio maitinimo ar au$inimo, ta¢iau jy fiksuotas magnetinio lauko stiprumas ir ribotas dydis
labai apriboja méginiy, kurie gali buti naudojami eksperimentams, tipus ir tiirj. Nepaisant Siy techni-
kultiirose, bet ir tiriant jos poveikj daugialgs€iams organizmams. Buvo atlikti sekmingi augaly, var-
liagyviy ir bestuburiy tyrimai, kuriy metu buvo tiriamas gravitacinis poveikis vystymuisi, morfoge-

nezei ir geny raiskai (Herranz et al., 2012).

1.2. Telomery vaidmuo lgsteléje

Biologiniame kontekste sené¢jimas daZnai apibiidinamas kaip laipsniSkas fiziologiniy procesy
pasikeitimas, dél kurio susilpnéja esminés biologinés funkcijos ir sumazéja organizmo gebéjimas pri-
sitaikyti prie kintanéiy aplinkos salygy. Sis laipsniskas fiziologiniy sistemy pokytis yra pagrindinis
veiksnys, skatinantis létiniy ligy vystymasi, padid€jus; mirtingumg ir reikSmingg su sveikatos prie-
ziura susijusiy iSlaidy padidéjima. Organizmams senstant, kaupiasi Igsteliy ir molekuliniy pazeidimy
kumuliacinis poveikis, kenkiantis homeostazei ir didinantis paZzeidziamuma iSoriniams stresoriams ir
ligoms (Li et al., 2023). Senéjimo procesg dazniausiai lydi audiniy kamieniniy lasteliy iSeikvojimas
ir létinio audiniy uzdegimo padidéjimas. Sie reiskiniai atspindi platesnius lasteliy ir audiniy lygio
poky¢ius, 1§ kuriy daugelis yra susij¢ su nenormaliais molekuliniais poky¢iais. Tarp jy yra genomo
nestabilumas, telomery sutrumpé¢jimas ir epigenetinés modifikacijos, kurios prisideda prie mito-
chondrijy disfunkcijos ir Igsteliy sen¢jimo. Mokslininkai tirdami jvairius su senéjimu susijusius mo-
lekulinius mechanizmus suprato, kad Sie mechanizmai atsiranda kartu ir yra tarpusavyje susije. Telo-
mery disfunkcija tapo pagrindine daugelio molekuliniy keliy, susijusiy su sen¢jimu ir su amziumi

susijusiomis ligomis, varomaja jéga (LOpez-Otin et al., 2013).
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Vienas 1§ pagrindiniy senéjimo bruozy yra laipsniskas telomery trumpéjimas. Telomeros yra
specializuotos DNR-baltymy struktiiros, esancios linijiniy chromosomy galuose. Jos sudarytos i§
trumpy, tandeminiy DNR pasikartojanciy seky ir daugiakomponentinio baltymy komplekso, zinomo
kaip $elterinas (angl. shelterin). Selterino kompleksas atlicka svarby vaidmenj palaikant genomo sta-
bilumg, nes apsaugo chromosomy galus nuo klaidingo atpazinimo kaip DNR pazaida. Konkreciai,
Selterinas neleidzia suaktyvinti DNR pazeidimo atsako keliy ir slopina dvigubos grandinés triikiy
taisymo mechanizmus, taip uzkertant kelig netinkamam chromosomy susiliejimui (Lange, 2018). Dél
linijinés DNR galy replikacijos problemos (angl. End replication problem), DNR replikacijos mecha-
nizmy nesugebéjimo uzbaigti linijiniy chromosomy galy sintezés, telomeros trumpéja po kiekvieno
lastelés pasidalijimo. Be §io su replikacija susijusio trumpé¢jimo, oksidacinis stresas dar labiau pag-
reitina telomery trumpéjima, paveikdamas tiek besidalijancias, tiek nesidalijancias Iasteles, sukelda-
mas DNR pazeidimus telomerinése srityse, kurios yra ypac jautrios oksidaciniams pazeidimams. No-
rédamos uzkirsti kelig Siam procesui, 13stelés naudoja telomerazg — specializuotg ribonukleoproteino
fermenta, kuris geba ilginti telomeras, pridedant telomerinius pasikartojimus prie chromosomy galy.
Didziausias telomerazés aktyvumas yra lytinése, kamieninése ir vézinése lastelése, o daugumoje so-
matiniy lasteliy ji apskritai néra detektuojama arba randamas labai mazas jos kiekis. Telomery kritinis
sutrumpg¢jimas, struktiiros pazeidimai arba Selterino komplekso i$stimimas i§ telomery, sukelia DNR
pazeidimo atsaka ir Iasteliy proliferacijos praradima, dél kuriy atsiranda senéjimas arba jvyksta apop-
toze (Lyu, Sang and Chai, 2021).

Telomerazé yra bitina telomery ilginimui ir funkcijos palaikymui. Sig funkcija ji atlieka pridé-
dama tandemines pasikartojancias DNR sekas prie chromosomy galy ir taip kompensuodama laips-
niska telomerinés DNR praradima, atsirandantj su kiekvienu DNR replikacijos etapu (Artandi and
DePinho, 2010). Viso Zmogaus vystymosi metu telomerazés aktyvumas yra grieztai reguliuojamas.
Daugumoje somatiniy Iasteliy telomerazés raiSka yra slopinama, todél laikui bégant telomeros trum-
péja. Manoma, kad Sios represijos veikia kaip navika slopinantis mechanizmas, ribodamas somatiniy
lasteliy proliferacinj potencialg. Taciau reguliuojamas telomerazés aktyvumas islieka suaugusiyjy ka-
mieniniy lgsteliy populiacijose, ypac tose, kurios dalyvauja audiniuose, kuriems reikalingas didelis
regeneracinis poreikis. PavyzdZiui, imunings sistemos, epidermio ir zarnyno epitelio kamieninés 13s-
telés turi iSmatuojamg telomerazés aktyvuma, kuris yra butinas norint iSlaikyti jy geb¢jima atsinau-
jinti ir palaikyti audiniy homeostaze per visg organizmo gyvenimg (Forsyth, Wright and Shay, 2002).
Vienas 1§ placiausiai iStirty veiksniy telomery trumpéjimo ir sen¢jimo kontekste yra stresas, lydintis
asmenis visg gyvenimg. Tai gali biiti psichologinis ar fizinis stresas patiriamas momentaliai ar chro-
niSkai. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad telomery ilgis yra paveldima savybe, o telomery trumpéji-
mas yra jprasta senéjimo proceso dalis (Honig et al., 2015). Telomery ilgiui jtakg daro ir jvairts kiti

veiksniai, jskaitant lyt]. Tyrimai rodo, kad motery telomeros paprastai yra ilgesnés nei vyry. Manoma,
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kad §j skirtumg jtakoja hormoniniai, genetiniai ir gyvenimo biido veiksniai, jskaitant galimg apsauginj
estrogeno poveikj, kuris gali sustiprinti telomerazés aktyvuma (Gardner et al., 2014). Gyvenimo budo
veiksniai, tokie kaip dieta, rukymas, psichologinis ir létinis stresas bei ligos, turi jtakos telomery ilgiui
(Valdes et al., 2005; Blackburn and Epel, 2012). Pastebéta, kad ne tik trumpos telomeros, bet ir per-
nelyg ilgos yra siejamos su padidé€jusia tam tikry ligy rizika, todél telomery ilgis turi biiti grieztai
reguliuojamas, kad biity islaikyta homeostaze. Ilgos telomeros gali prisidéti prie padidéjusios lasteliy
proliferacijos, o tai gali biiti naudinga audiniy regeneracijai, taciau tam tikromis saglygomis taip pat
gali paskatinti onkogeninius procesus (Protsenko et al., 2020). Per pastaruosius du deSimtmecius vis
gauséjanti moksling literatiira sieja rysj tarp streso ir telomerazés aktyvumo. Nors daugelis tyrimy
rodo sgsajas tarp psichologinio streso ir sumazéjusio telomerazés aktyvumo, taip pat telomery trum-
pé€jimo, vis dar néra iSsamaus ir vieningo modelio, kuris pilnai paaiskinty, kaip fiziologinés streso
reakcijos virsta molekuliniais telomery poky¢iais (Lin and Epel, 2022).

Skirtingai nuo Zmogaus lasteliy, mieliy lastelés puikiai toleruoja telomery ilgio svyravimus. Jos
gali i§laikyti telomeras, kurios yra iki penkiy karty ilgesnés, neparodydamos jokiy reik§mingy augimo
ar lasteliy funkcijos pokyciy. Tai rodo, kad mieliy telomery ilgis néra glaudziai susij¢s su lasteliy
proliferacija ar chronologine gyvenimo trukme. Be to, tyrimai parode, kad mieliy lastelés, turincios
nejprastai ilgas telomeras, sensta panasiu greiciu kaip ir mielés turincios standartinio ilgio telomeras.
Be to, atrodo, kad telomery ilgis neturi reikSmingo poveikio replikacinio ar genotoksinio streso saly-
gomis, taciau kritiSkai trumpas telomery ilgis yra siejamas su sumaZzéjusiu gyvybingumu (Harari,

Zadok-Laviel and Kupiec, 2017).

1.2.1. Telomery ilgio pokyciai mikrogravitacijoje

Astronautai dirba i$skirtinai ekstremalioje aplinkoje, kur juos veikia daugybé stresoriy, jskai-
tant kosming spinduliuote, mikrogravitacija, psichologing izoliacijg ir mitybos bei mikrobiotos poky-
¢ius (Afshinnekoo et al., 2020). Jrodyta, kad toks fiziniy ir psichologiniy stresiniy veiksniy derinys,
net atliekant misijas Zemoje Zemés orbitoje TKS, daro neigiama poveikj daugeliui fiziologiniy sis-
temy. Tarp daZniausiai stebimy poveikiy yra susilpnéj¢s imuninis atsakas, padidéjes uzdegiminis ak-
tyvumas ir padidéjes jautrumas infekcijoms. Pastaruoju metu démesys buvo nukreiptas | astronauty
telomery ilgio dinamikos tyrimus. Telomeros dabar tiriamos kaip astronauty sveikatos bioZymuo kos-
miniy misijy metu ir po jy. Telomery ilgio dinamika ir DNR paZaidy atsakai buvo jvertinti vienuolikos
astronauty grupéje pries§ jvairios trukmés misijas, jy metu ir po jy — nuo keliy ménesiy iki pilny mety
TKS. Nors astronautai paprastai yra puikios fizinés sveikatos, mokslininkai iSsiaiSkino, kad jy telo-
meros buvo trumpesnés, o telomerazes aktyvumas mazesnis, nei pagal amziy ir lytj atitinkanciy as-
meny Zeméje pries ir po skrydZio j kosmosg. Buvo pastebéta, kad nepaisant misijos trukmés, kosmose

esantys astronautai turéjo ilgesnes telomeras, o sugrjzus j Zeme, jy ilgis greit sutrumpéjo ir po misijos
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astronautai turé¢jo trumpesnes telomeras nei pries skrydj j kosmosg. Atrodo, kad vienas 1§ pagrindiniy
veiksniy yra oksidacinis stresas, kurj patyré visi jgulos nariai ir buvo nustatyta, kad jis koreliuoja su
telomery ilgio svyravimais. Be to, astronautai parodé reikSmingg chromosomy inversijy daznio padi-
déjima, dar labiau pabrézdami genomo nestabiluma, susijusj su ilgesniu kosmoso aplinkos poveikiu
(Luxton, McKenna, Lewis, et al., 2020). Manoma, kad oksidacinis stresas, kurj sukelia kosmoso s3-
lygos, vaidina svarby vaidmenj pazeidziant arba kritiSkai sutrumpinant telomeras, galiausiai sukelda-
mas lgsteliy sen¢jima arba apoptozg. Oksidacinis stresas, kurj pirmiausia sukelia padidéjes kosminés
spinduliuotés poveikis, sukuria reaktyvias deguonies formas (ROS), kurios gali sukelti dvigubos
grandinés DNR triikius ir telomery trumpéjima, ypa¢ somatinése lastelése. Somatinése lgstelése jsi-
jungia trumpalaikis alternatyvus ir nuo telomerazés nepriklausomas telomery ilginimo mechanizmas.
Sis mechanizmas palengvina lastelés i$gyvenamuma. Sis alternatyvus kelias priklauso nuo homolo-
giniy rekombinacijos procesy, kai telomeriné DNR prailginama naudojant kitas telomerines sekas
kaip Sablonus. Nors §is mechanizmas néra toks efektyvus ar reguliuojamas kaip telomerazés sukeltas

ilginimas, jis gali suteikti laiking iSgyvenamumo pranasumg lasteléms, stabilizuodamas kritiskai

Vo= v

1.3. Mielés — modeliniai organizmai mikrogravitacijos tyrimuose

Mielés Saccharomyces cerevisiae yra placiai naudojamas modelinis organizmas tiriant jvairius
eukariotiniy lasteliy procesus ir sistemas ir yra puikus modelinis organizmas senéjimo tyrimuose
(Kaeberlein, Burtner and Kennedy, 2007). Mieliy modelinés sistemos taip pat gali suteikti informa-
cijos apie eukarioty prisitaikyma prie kosmoso salygy. Pagrindinés savybeés, dél kuriy mielés naudo-
jamos kosmoso tyrimuose yra §ios:

1. Jos iSlieka visiskai gyvybingos kosminiy misijy metu (Walther et al., 1996).

2. Mikrogravitacijos aplinkoje, pakinta jy metabolizmas ir fenotipas (Walther et al., 1996).

3. Mieliy auginimo salygos suderinamos su zmogaus gyvenimo saglygomis (Walther et al.,
1996).

4. Mielés gali buti auginamos kaip laisvai plaukiojantys organizmai skystose mitybinése terpése

arba kaip kolonijos ant agaro (Hammond and Birdsall, 2022).

5. Jos kelia minimaly pavojy zmonéms ir gali biiti auginamos laikantis minimaliy saugumo

reikalavimy (Hammond and Birdsall, 2022).

6. Mieles lengvai prisitaiko prie temperattry skirtumy, toleruoja Saldyma, dziovinima, yra leng-

vai kultivuojamos (Nislow et al., 2015).

1.3.1. Mikrogravitacijos poveikis S. cerevisiae lgsteléms

S. cerevisiae dél savo gerai apibiidintos genetinés sistemos, lengvo auginimo ir plataus pritai-

komumo yra idealus modelinis organizmas tiriant kosminiy skrydziy ir simuliuotos mikrogravitacijos
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poveikj eukariotinéms lgsteléms. Atlikti simuliuotos mikrogravitacijos tyrimai, leido iSsiaiskinti, kad
S. cerevisiae lyginant su kontrole, mikrogravitacijos salygose sutrumpéja latentiné faz¢é ir poliskumas.
Tai rodo atsitiktinis mieliy pumpuravimas, palyginti su jprastu, bipoliniu kontroliniy mieliy pumpu-
ravimu. Nenormaly pumpuravimg daznai lydéjo padidéjes Iasteliy polinkis formuoti agregatus, kai
kuriose grupése buvo penkios ar daugiau Igsteliy. Nepaisant Siy morfologiniy poky¢iy, mieliy Igstelés
neturéjo reikSmingy augimo greicio, lasteliy dydzio, formos ar gyvybingumo skirtumy, lyginant su
kontrolinémis grupémis. Taip pat buvo nustatyti reikSmingi geny raiskos pokyciai, susij¢ su polis-
kumu, bipoliniu pumpuravimu ir motininiy-dukteriniy Igsteliy atskyrimu (Purevdorj-Gage, Sheehan
and Hyman, 2006). Sie rezultatai rodo, kad mikrogravitacija gali keisti pagrindinius mieliy lasteliy
ciklo ir morfogenezés aspektus transkripcijos lygmeniu, o tai gali atspindéti, kaip gravitaciné jéga
daro jtaka tarplasteliniams signaliniams keliams eukariotinése lastelése. Mieliy telomery tyrimai kos-
moso ar simuliuotos mikrogravitacijos sglygomis dar mazai tiriami, todél kol kas mikrogravitacijos

poveikis telomery ilgiui néra Zinomas.

1.4. Priesgrybeliniy junginiy poveikis mieléms

Per pastaruosius kelis deSimtmecius patogeninés mielés tapo vis didéjancia pasauline grésme
zmoniy sveikatai. Sie ligas sukeliantys mieliagrybiai paprastai klasifikuojami kaip oportunistiniai pa-
togenai, o tai reiskia, kad jie pirmiausia sukelia infekcijas asmenims, kuriy imuniné sistema yra pa-
Zeista arba susilpnéjusi. Toks pazeidziamumas gali atsirasti dél ligy, jskaitant ZIV/AIDS, vézj taip
pat dél organy transplantacijos ar kity imunosupresijos formy. Oportunistinés mieliy riisys, ypac prik-
lausancios Candida, Cryptococcus ir Malassezia gentims, yra atsakingos uz platy infekcijy spektra,
nuo lengvy iki pavojingy gyvybei. Viename spektro gale jie sukelia pavirSines infekcijas, pazeidzian-
¢ias oda, gleivines ir nagus. Tokio tipo infekcijos yra labai paplitusios, paveikian¢ios mazdaug 1,7
milijardo Zmoniy visame pasaulyje ir daZnai pasikartojancios arba létinés. Kita vertus, patogeniniy
mieliagrybiy sukeltos invazinés grybelinés infekcijos yra sunkesnés ir susijusios su dideliu ser-
gamumu ir mirtingumu. Sios infekcijos gali paZeisti vidaus organus, patekti j krauja ir sukelti siste-
mines ligas. Remiantis pasauliniais sveikatos skai¢iavimais, invazinés grybelinés infekcijos kasmet
sukelia mazdaug 3,8 milijono miréiy (Bongomin et al., 2017; Denning, 2024). Kadangi eukariotinés
grybelinés lgstelés turi glaudzius evoliucinius rySius su savo Seimininkais zmonémis, prieSgrybeliniy
nukreipti j grybelines lasteles, tuo padiu sumazinant Zalg mogaus lasteliy funkcijoms. Sie vaistai
paprastai skirstomi ] fungistatinius — slopinanc¢ius mieliy lgsteliy augima — arba fungicidinius — suke-
lian¢ius lasteliy mirtj. Si klasifikacija yra labai svarbi norint suprasti vaisty veikimo mechanizmus ir
nustatyti tinkamas gydymo strategijas bei numatomus rezultatus. Siuo metu klinikingje praktikoje

naudojamos keturios pagrindinés prieSgrybeliniy vaisty klasés: polienai, azolai, pirimidino analogai
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ir echinokandinai. Kiekviena klasé nukreipta j skirtingus mieliy struktiirinius komponentus, pavyz-
dziui, lasteliy membrang ar sienel¢ (Perfect, 2017).

Nistatinas yra polieno makrolidinis prieSgrybelinis vaistas, kuris fungicidinj poveikj daro spe-
cifine sgveika su ergosteroliu. Jo veikimo mechanizmas pirmiausia susij¢s su prisijungimu prie er-
gosterolio molekuliy mieliy membranoje ir susidaro transmembranines poras. Sios poros sutrikdo
selektyvy membranos pralaiduma, leisdamos nekontroliuojamai istekéti kalio ir magnio jonams, taip
pat mazoms organinéms molekuléms. Sis joninés ir metabolinés homeostazés sutrikdymas galiausiai
lemia lgsteliy mirtj. Nistatino veikimo specifiSkumas kyla dél jo stipraus afiniSkumo ergosteroliui,
bet ne zinduoliy lgstelése, kur cholesterolis atlieka panasy struktiirinj vaidmenj. Ta¢iau esant dideléms
koncentracijoms nistatinas taip pat gali sgveikauti su cholesteroliu ir sukelti citotoksinj poveikj, o tai
yra viena i§ priezasc¢iy, kodél jis néra tinkamas sisteminiam vartojimui (Chen, Chou and Feingold,
1978; Carrillo-Mufioz et al., 1999; Sousa et al., 2023).

Klotrimazolas yra azolo klasés prieSgrybelinis junginys, kuris visy pirma veikia slopindamas
ergosterolio biosinteze. Sio junginio taikinys yra fermentas lanosterolio 140-demetilazé (CYP51).
Fungistatinis poveikis pasireiskia sutrikdant membranos struktiirg ir pralaiduma, o tai pazeidzia mie-
1és vientisumg ir funkcija ir galiausiai sukelia jos mirtj. Klotrimazolas ne tik slopina membranos sin-
teze, bet ir sukelia oksidacinj stresg. Veikiant vaistui, lgstelés turi padidéjusiy reaktyviy deguonies
formy (ROS), iskaitant superoksido anijonus ir vandenilio peroksida, lygius. Klotrimazolo priesgry-
belinis veiksmingumas yra dvejopo mechanizmo rezultatas: ergosterolio biosintezés slopinimas ir
oksidacinio streso sukélimas, kurie kartu stabdo lasteliy augimg ir dauginimasi bei sukelia apoptoze

(Trivedi et al., 2005; Kavakgioglu and Tarhan, 2018; Yardimc1 and Tarhan, 2024).

1.5. Mieliy lasteliy Zuties tipai

Gyviininiy lgsteliy mirtis pasireiSkia makroskopiniais morfologiniais poky¢iais. Dazniausiai
skirstomos ] tris skirtingas grupes: I tipo lasteliy mirtis arba apoptoze, pasireiskianti citoplazmos su-
sitraukimu, chromatino kondensacija, branduolio fragmentacija mitochondrijy fragmentacija, fosfa-
tidilserino padéties pasikeitimu j iSoring plazminés membranos pus¢ ir plazminés membranos susit-
raukimu | mazas pusleles dar Zinomas kaip apoptotiniai kiineliai, kurias gali pasisavinti gretimos 13s-
telés, turincios fagocitin} aktyvuma. II tipo lgsteliy mirtis arba autofagija, pasireiskianti citoplazmine
vakuolizacija ir besibaigianti fagocity degradacija lizosomose. III tipo lasteliy mirtis arba nekroze,
neturinti i§skirtiniy I ar II tipo Igsteliy mirties poZymiy ir pasibaigianti mirusiy lasteliy suardimu,
nesant akivaizdaus fagocity ir lizosomy jsitraukimo (Schweichel and Merker, 1973; Galluzzi et al.,
2007).

Tyrimai, skirti aptikti ir kiekybiSkai jvertinti mir§tanciy mieliy Iasteliy poZymius apima kas-

pazés / proteazés aktyvuma, dazyma aneksinu V, siekiant nustatyti fosfatidilserino eksternalizacijg ir
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DNR fragmentacijos tyrimus. Nors tokiy zinduoliy lgsteliy mirties tyrimy naudojimas mielése yra
Siek tiek priestaringas dél lasteliy biologijos skirtumy ir klaidingo interpretavimo galimybés, jie iS-
lieka vertingi apibudinant mieliy apoptozés tipo reguliuojama lasteliy zatj (Chaves et al., 2025).

Nekrozé apibtidinama kaip gana atsitiktiné, nekontroliuojama Igsteliy mirties forma. Nekrotiné
lasteliy mirtis morfologiskai apibuidinama lgsteliy tiirio padidé¢jimu, organeliy patinimu ir plazminés
membranos plySimu. Sutrikdoma energijos gamyba, vyksta atsitiktinis DNR skaidymas, kuris sukelia
veiksniy, susijusiy su imuninio atsako stimuliavimu arba aktyviu zaizdy taisymu, i$siskyrimg (Zong
and Thompson, 2006). Mieliy nekroze, kazkada laikyta nereguliuojama ir atsitiktine lgsteliy ztties
forma, dabar pripazjstama, kad ji apima ir atsitiktinius, ir reguliuojamus procesus. Atsitiktiné nekrozé
paprastai atsiranda dél ekstremaliy stresiniy veiksniy, tokiy kaip didelé vandenilio peroksido arba
acto rugsties koncentracija, dél kurios greitai plysta plazmos membrana ir jvyksta nekontroliuojama
lasteliy lizé. PrieSingai, reguliuojama nekroz¢ apima genetiSkai kontroliuojamus kelius ir gali buti
sukelta vidutinio sunkumo streso salygy. Pagrindiniai mieliy nekroze jtakojantys veiksniai yra mito-
chondrijy disfunkcija, sené¢jimas ir riigstinis pH. Mitochondrijy pazaidos didina reaktyviy deguonies
formy gamyba, o tai prisideda prie nekroziniy lgsteliy Zities (Ludovico et al., 2001; Alexandrov et
al., 2021).

Autofagija yra grieztai reguliuojamas, katabolinis procesas, stebimas jvairiuose eukariotuose,
nuo mieliy iki sudétingesniy organizmy palaikantis 1gsteliy homeostaze, reaguojant j aplinkos poky-
&ius ir maistiniy medziagy prieinamuma. Sio proceso metu lastelés skaido ir perdirba baltymus ir
organeles, kad iSlaikyty tarplasteling homeostaze. Paprastai autofagija atlieka apsauginj vaidmenyj las-
telése, o $iy mechanizmy sutrikimas arba per didelis autofaginis aktyvumas sukelia lasteliy mirtj.
Nors normaliomis sglygomis autofagija pasireiskia baziniu lygiu, maistiniy medziagy bado saglygomis
ji zymiai padidéja (Metur et al., 2023). Autofagija svarbi skaidant ir perdirbant senus baltymus, dide-
lius baltymy kompleksus ir organeles. Sis procesas apima tris pagrindinius autofagijos tipus: mikro-
autofagija, makroautofagija ir Saperony sukelta autofagija. Autofagija skirstoma j skirtingus etapus:
fagoforo indukcijg ir branduolio susidaryma, vélesn; fagoforo i$siplétimg ir brendima iki visiskai uz-
daros, dvigubos membranos autofagosomos, autofagosomos susiliejimg su vakuole ir galiausiai ski-

limo produktus (Metur and Klionsky, 2024).

1.6. Mikrogravitacijos poveikis lgsteliy Zuciai

Simuliuotos mikrogravitacijos ir jonizuojanciosios spinduliuotés sinergistinis poveikis Zmo-
gaus bronchy epitelio 1asteléms tyrimas parodé¢, kad Sie du su kosmosu susij¢ stresoriai sumazino
lasteliy gyvybinguma ir proliferacija, tuo paciu paskatindami apoptoze ir DNR dviguby grandiniy
trikius. Padidéjusi RAC2 geno raiska, padidino NADPH oksidazés aktyvuma, tai lémé padidéjusj
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reaktyviy deguonies formy lygj. Tai parodo, kad mikrogravitacijos ir spinduliuotés poveikis kosmi-
néje aplinkoje gali sustiprinti Iasteliy pazeidimus (Tan et al., 2020). Tyrimai rodo, kad mikrogravita-
cija gali sustiprinti ir slopinti apoptoze, priklausomai nuo lgstelés tipo, poveikio trukmés ir specifiniy
stresoriy. Pavyzdziui, limfocitai ir su imunitetu susijusios lgstelés daznai pasizymi padidéjusia apop-
toze. PrieSingai, kai kurios vézinés Igstelés ir kamieninés lgstelés rodo sumazéjusj apoptotinj akty-
vuma, priezastys dar néra pilnai iSaiskintos, ta¢iau numanoma priezastis mechanotransdukcijos sig-
nalinio kelio, citoskeleto remodeliavimo ir mitochondrijy disfunkcijos mikrogravitacijos aplinkoje
pokyciai. Mikrogravitacija veikia pagrindinius apoptotinius reguliatorius, tokius kaip kaspazés, Bcl-
2 Seimos baltymai ir mitochondrijy membranos potencialas. Turi poveikj signalams, susijusiems su
oksidaciniu stresu ir DNR pazeidimu (Prasad et al., 2020).

Mielés, augintos tikroje mikrogravitacijoje TKS buvo palygintos su mielémis, kurios buvo au-
gintos simuliuotoje mikrogravitacijoje. Tyrimas parodé¢, kad tiek tikros, tiek simuliuotos mikrogra-
vitacijos salygos padidino Iasteliy redokso atsakg ir paskatino apoptozes indukeija, taip pat skirtingos
salygos 1émé unikalius geny raiskos profilius, susijusius su slyties stresu ir amoniako signaliniu keliu

(Hammond et al., 2018a).
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2. Maedziagos ir metodai

2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai, buferiai ir rinkiniai

Reagentai:

Siame darbe naudotos medziagos: nistatino dihidratas (Carl Roth), klotrimazolas (Alfa Aesar),
acto rugstis (Merck), D(+)-gliukozés monohidratas (Carl Roth), peptonas (Carl Roth), mieliy ekstrak-
tas (Carl Roth), mieliy azotiné bazé¢ be aminoriigsciy (Carl Roth), agaras (Carl Roth), L-leucinas
(Serva), uracilas (Carl Roth), adeninas (Merck), L-histidinas (Merck), L-triptofanas (Carl Roth), D-
sorbitolis (Carl Roth), DMSO (Carl Roth), KH2PO4 (Merck), Na2HPO4 (Merck), Natrio chloridas
(Merck), zymoliazé (Carl Roth).

Buferiai:

e 1X PBS, pH 7.4: 8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 2,68 g/L Na;HPOs, 0,24 g/L. KH>PO4. Gauto tirpalo
pH reikSmé privedama iki pH 7,4 naudojant 1 M HCI.

e 1 M sorbitolio tirpalas: 182,2 g/L sorbitolio iStirpinama distiliuotame vandenyje.

e Sferoplasty skyrimo buferis: 1,2 M sorbitolis, 0,5 mM MgCl,, 35 mM KoHPO4, pH 6,8)

Rinkiniai:

e ROS susidarymo analizei naudotas ,,DCFDA/H2DCFDA-Cellular ROS Assay* rinkinys
(ab113851, abcam).

e Aktyviy kaspaziy nustatatymui naudotas ,,Generic Caspase Activity Assay — Fluorometric
Green® rinkinys (ab112130, abcam).

e Fosfatidilserino lokalizacijos nustatymui naudotas ,,ROTITEST®Annexin V” rinkinys (Art.
No. 7735.1, Carl Roth).

2.1.2. Prietaisai

Darbe naudoti prietaisai ir pasirinkti parametrai: rotacing Igsteliy kultivavimo sistema (RLKS),
21,5 aps/min., 30 °C (Synthecon), termopurtykle, 130 rpm, 30 °C (CERTOMAT U), termostatas,
30 °C (Binder), Saldytuvas, 4 °C (Snaig¢), biofotometras, OD 600 nm (Eppendorf), stalin¢ centrifuga
(Eppendorf), laminarinis boksas, II saugumo klasé (ScanLAF), fluorescencinis mikroskopas (Olym-

pus [X83).

2.1.3. Mitybinés terpés ir priedai
Terpiy sudétis nurodoma 2.1 lentel¢je, pateikiamas reikalingas medziagy kiekis, kuris yra i8tir-

pinamas 1 L dejonizuoto vandens. Mikrobiologinio genotipavimo eksperimentams SC terpéje naudo-

jami priedai — 100 mM leucinas (20 mL/L), 20 mM uracilas (10 mL/L), 10 mM adeninas (15 mL/L),
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100 mM histidinas (3 mL/L), 40 mM triptofanas (10 mL/L), pridedami po autoklavavimo pries is-

pilstant j Petri I¢kSteles. Agaras dedamas tik gaminant kietas terpes.

2.1 lentelé. Mitybinés terpés ir jy sudétis.

YPD SC

D(+)-gliukozés monohidratas, 20 g/L ‘ ‘
D(+)-gliukozés monohidratas, 20 g/L
Peptonas, 20 g/L

Mieliy ekstraktas, 10 g/L

Agaras, 20 g/L

Mieliy azotiné bazé be aminortigsciy, 6,7 g/L

Agaras, 20 g/L.

2.2. Metodai

2.2.1. Tyrimo objektas

Siame tyrime buvo naudojami trys S. cerevisiae kamienai — DLY 641 (laukinio tipo telomeros),
DLY 1479 (trumpos telomeros) ir DLY 5396 (ilgos telomeros). Kamieny genotipai nurodomi 2.2 len-
tel¢je.

2.2 Lentelé Tyrime naudoti S. cerevisiae kamieny genotipai ir telomery fenotipai.

Kamienas Atitinkamas genotipas ir telomery fenotipas

MATo ade2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL+ psi+ ssd1-d2

DLY 641 : .

RADS (laukinio tipo); laukinio tipo telomeros
DLY 1479 MATo mrell::hisG::URA3; trumpos telomeros
DLY 5396 MATo exol::LEU? pifl::NATMX; ilgos telomeros

Visi kamienai gauti i§ Mancesterio Metropoliteno universiteto Dr. Mikhajlo Zubko. Visiems

kamienams atliekamas mikrobiologinis genotipavimas.

2.2.2. Mikrobiologinis genotipavimas

Pries atliekant eksperimentus S. cerevisiae kamienams atlieckamas mikrobiologinis genotipavi-
mas. Pirmiausia atliekamas mikrobiologinis klonavimas, po kurio atrenkamos pavienés kolonijos,
kurios véliau auginamos termostate ant agarizuotos YPD terpés 2 paras 30 °C temperatiiroje. Uzau-
gusios mielés antspaudy metodu perkeliamos ant selektyviy terpiy: teigiamos kontrolés SC*, turin¢ios
leucino, uracilo, histidino, adenino ir triptofano bei terpiy, neturin¢iy vieno i§ minéty junginiy ir SC”
terpés neturinios né vieno i§ minéty junginiy. Tokios 1€kStelés auginamos 2 paras 30 °C temperatii-

roje, véliau atrenkamos tinkamos kolonijos.
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2.2.3. Minimaliy inhibitoriniy koncentracijy nustatymas

Minimaliy inhibitoriniy koncentracijy (MIK) nustatymui pasirinktiems prieSgrybeliniams jun-
giniams klotrimazolui bei nistatino dihidratui buvo pasirinktas laSeliy testas. Tiriamieji kamienai au-
ginami termostate 2 paras 30 °C, pasirinkta viena kolonija perkeliama j 5 mL skystg terpe, auginama
12 val. jprastoje rotacing€je purtykléje 30 °C, 130 RPM salygomis. OT600 = 1 Igsteliy suspensijos
kiekis perkeliamas j 5 ml tirio mégintuvelj ir | 5 ml tirio RLKS indg su skysta YPD terpe taip, kad
OT600 biity 0,06, auginama 24 val. 1 x 10° Iasteliy suspensijos 3 kartus plaunama YPD terpe, cent-
rifuguojams 3000 aps/min. 3 minutes ir resuspenduojamos joje. Paruostos lgstelés iSpilstomos po
100 ul j mikroplokstelés Sulinélius ir pridedama po 100 ul skirtingy koncentracijy klotrimazolo tir-
palo (16 pg/mL, 14 pg/mL, 12 pg/mL, 10 pg/mL, 8 pg/mL, 6 pg/mL), bei nistatino tirpalo
(1,2 pg/mL, 1,0 pg/mL, 0,8 pg/mL, 0,6 ug/mL, 0,4 ng/mL, 0,2 pg/mL) kontrolei 100 ul YPD terpés.
Plokstel¢ inkubuojama 30 °C 24 val. Po inkubacijos i§ kiekvieno Sulin¢lio po 5 pl perkeliama ant
agarizuotos YPD terpés. Agarizuota YPD terpé su tiriamomis suspensijomis auginama 48 val. Verti-
namas geb¢jimas formuoti kolonijas. MIK laikoma maziausia junginio koncentracija, kurioje lastelés

nebegeba formuoti kolonijy.

2.2.4. Mieliy lasteliy gyvybingumo jvertinimas

Mieliy lasteliy gyvybingumas po poveikio priesgrybeliniais junginiais skirtingais laiko mo-
mentais jvertinamas atliekant klonogeninj testg. Po 24 val. auginimo 1 x 10° lIasteliy plaunamos 3
kartus YPD terpe, centrifuguojant 3000 aps/min 3 min. ir resuspenduojamos joje. Suspensija padali-
nama ] keturis mégintuvélius po 200 pL. Kiekvienam mégintuvéliui pridedama 200 pL prieSgry-
belinio junginio, atskiesto iki atitinkamos koncentracijos, kad galutiniame tliryje junginiy koncent-
racija buty MIK, 2 kartus sumazinta MIK (MIK/2) ir 4 kartus sumazinta MIK (MIK/4). Kontroli-
niam meéginiui vietoje junginio pridedama 200 uL YPD terpés. Méginiai inkubuojami 30 °C tempe-
ratiroje 1, 2 ir 4 valandas. Po inkubacijos 1§ kiekvieno méginio 10 pL Igsteliy suspensijos s¢jama
ant agarizuotos YPD terpés. Lekstelés inkubuojamos 30 °C termostate 48 val., po inkubacijos sus-

kai¢iuojamos uzaugusios kolonijos.

2.2.5. Reaktyviy deguonies formy jvertinimas

ROS susidarymo analizei naudojamas ,,DCFDA/H2DCFDA-Cellular ROS Assay Kit*“ rinkinys.
Po 2 valandy MIK/2 ir MIK/4 prieSgrybeliniy junginiy poveikio, 1gstelés surenkamos ir plaunamos 2
kartus dejonizuotu vandeniu ir PBS buferiu, lgstelés suspenduojamos PBS buferyje. Lastelés inku-
buojamos PBS buferyje skiestu DCFDA tirpalu iki galutinés 10 uM koncentracijos ir inkubuojamos
45 min. 30 °C temperatiiroje tamsoje. Po inkubacijos lastelés 2 kartus plaunamos PBS buferiu.

100 pL lasteliy suspensijos pilama j mikroplokstelés Sulinélius. Fluorescenciné mikroskopija atlie-
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kama VU GMC Atviros prieigos centre su fluoresceino izotiocianatui (FITC) biidingu filtru, naudo-
jantis Olympus IX83 fluorescenciniu mikroskopu. Fluoresuojanciy Igsteliy kiekybiniam jvertinimui

naudojama ImageJ programin¢ jranga.

2.2.6. Aktyviy kaspaziy nustatymas

Aktyvios kaspazes mieliy lgstelése nustatomos naudojant ,,Generic Caspase Activity Assay Kit
— Fluorometric Green* rinkinj. Po 2 valandy MIK/2 ir MIK/4 priesgrybeliniy junginiy poveikio,
lastelés surenkamos ir plaunamos 3 kartus PBS buferiu ir suspenduojamos jame. Lastelés inkubuoja-
mos 500 pL PBS buferyje i kurj ipilamas 1 pL 500X TF2-VAD-FMK junginio ir inkubuojama 2 val.
30 °C temperatiiroje tamsoje. Po inkubacijos lgstelés 3 kartus plaunamos PBS buferiu. 100 pL Igsteliy
suspensijos pilama | mikroplokstelés Sulin¢lius. Fluorescenciné mikroskopija atlieckama VU GMC
Atviros prieigos centre su fluoresceino izotiocianatui (FITC) budingu filtru, naudojantis Olympus
IX83 fluorescenciniu mikroskopu. Fluoresuojanciy lasteliy kiekybiniam jvertinimui naudojama Ima-

gel programiné jranga.

2.2.7. Fosfatidilserino lokalizacijos nustatymas

Fosfatidilserino iSsidéstymas iSoriniame membranos sluoksnyje nustatomas FITC Zymeétu a-
neksinu V, naudojant ,,ROTITEST®Annexin V" rinkinj. Po 2 valandy MIK/2 ir MIK/4 priesgrybe-
liniy junginiy poveikio, lastelés surenkamos ir plaunamos 2 kartus mieliy sferoplasty skyrimo buferiu
ir suspenduojamos jame. Mieliy sienelé dalinai degraduojama naudojant 5 U/mL zymoliazes fer-
mento, inkubuojama 10 min. 30 °C temperatiiroje tamsoje. Po inkubacijos lastelés plaunamos 2 kar-
tus rinkinyje esan¢iu 10X buferiu, skiestu 10 karty 1,2 M sorbitoliu, centrifuguojant 800 aps/min
10 min. ir suspenduojamos jame. 1 pL Aneksino V-FITC konjugato ir PI jpilama j 18 pL Igsteliy sus-
pensijos ir inkubuojama 15 min. 30 °C temperatiiroje tamsoje. Po inkubacijos ] lgsteliy suspensija
pilama 80 pL rinkinio buferio ir visas tiiris perkeliamas j mikroplokstelés Sulinélj. Fluorescenciné
mikroskopija atlieckama VU GMC Atviros prieigos centre su fluoresceino izotiocianatui (FITC) bu-
dingu filtru, naudojantis Olympus IX83 fluorescenciniu mikroskopu. Fluoresuojanciy lasteliy kieky-

biniam jvertinimui naudojama ImagelJ programiné jranga.

2.2.8. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analizé buvo atlikta naudojant ,,Microsoft Excel* programing¢ jranga. Re-
zultaty apibendrinimui, duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartiné paklaida (SE). Visi kieky-
biniai eksperimentai buvo atlikti trijy biologiniy pakartojimy pagrindu. Statistiniam reikSmingumui

jvertinti buvo naudojamas Stjudento (Student's) t-testas.
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3. Rezultataiir jy aptarimas

3.1. PrieSgrybeliniy junginiy MIK nustatymas

Siame tyrime buvo nustatytos prie$grybeliniy junginiy: nistatino dihidrato bei klotrimazolo mi-
nimalios inhibitorinés koncentracijos. Buvo jvertinta ar skirtingas telomery ilgis turi jtakos MIK ki-
timui G ir MG salygomis. Rezultatai pateikiami 3.1 lentelé¢je. MG poveikis DLY 1479 kamienui tu-
rinCiam trumpas telomeras 1émé sumazéjusj atsparuma klotrimazolui, o nistatino dihidratui MIK ne-
pakito. MG poveikis DLY 641 kamienui turiniam normalias telomeras 1émé sumazéjusj atsparuma
klotrimazolo ir nistatino dihidrato MIK. MG poveikis ilgas telomeras turin¢iam kamienui, prieSgry-
beliniy junginiy MIK poky¢iy nebuvo pastebéta.

MIK pokytis stebimas ne tik tarp gravitacijoje ir mikrogravitacijoje auginty lasteliy, bet ir tarp
atskiry kamieny. Nistatino dihidrato MIK pakito tik normalias telomeras turin¢iose mielése augintose
G salygomis. Klotrimazolo MIK visuose kamienuose augintuose G saglygomis nekito, taciau MG sg-

lygose lyginant su ilgas telomeras turin¢iomis mielémis, kituose kamienuose MIK sumazgjo.

3.1 lentelé. Tyrimo metu nustatytos skirtingg telomery ilgj turin¢iy kamieny MIK reik§més prieSgrybeliniams junginiams.

DLY 641 DLY 1479 DLY 5396
Priesgrybeliniai (normalios telomeros) | (trumpos telomeros) (ilgos telomeros)
junginiai
G MG G MG G MG
MIK Nistatinas 1,0 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
pg/mL
Klotrimazolas 12,0 10,0 12,0 10,0 12,0 12,0

Kity autoriy duomenimis buvo parodyta, kad nistatino dihidrato ir klotrimazolo MIK ribos yra
atitinkamai 1-4 pg/mL ir 0,06-0,25 pg/mL (Richter et al., 2005). Sio tyrimo nustatytas nistatino
dihidrato MIK sutampa su prie§ tai minétomis MIK ribomis nepriklausomai nuo auginimo salygy ir
telomery ilgio, taciau klotrimazolo MIK visiSkai neatitinka literattiroje esanciy MIK reikSmiy. Tai
gali biiti dél to, kad Siame tyrime buvo naudota kita mitybiné terpé, auginimo temperatiira bei inku-

bacijos laikas.

3.2. Mieliy Igsteliy gyvybingumo jvertinimas

Siame tyrime buvo jvertinta ar skirtingas telomery ilgis turi jtakos mieliy gyvybingumui po
poveikio prieSgrybeliniais junginiais skirtingais laiko momentais jprastos gravitacijos (G) ir mikrog-
ravitacijos (MQ) salygomis, siekiant nustatyti optimalig mieliy inkubacijos su prieSgrybeliniu jungi-
niu trukme. Mieliy Igsteliy gyvybingumas buvo vertinimas po 1, 2 ir 4 val. inkubacijos YPD terpéje
su prieSgrybeliniy junginiy MIK/4, MIK/2 bei MIK.
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Atlikus tyrimus nustatyta, kad mikrogravitacijos salygos reikSmingai padidino DLY 1479 ka-
mieno lasteliy gyvybinguma, kai buvo veikiamos skirtingomis priesgrybeliniy junginiy — klotri-
mazolo ir nistatino — koncentracijomis. Po 2 ir 4 valandy poveikio klotrimazolo MIK/2 ir MIK, gy-
vybingumas padidéjo atitinkamai 1,38; 1,55 karto ir 2,55; 4,53 karto lyginant su G augintomis laste-
lémis. Nistatino poveikio metu, mikrogravitacija taip pat turéjo teigiama poveik] Igsteliy i§gyvena-
mumui — po 1 val. MIK/4 ir MIK/2 gyvybingumas padidé¢jo atitinkamai 1,61 ir 3,91 karto, po 2 val.
— 1,32 ir 2,71 karto, o po 4 val. esant MIK/2 koncentracijai — net 3,00 karto (zr. 3.1 pav.).
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3.1 pav. S. cerevisiae DLY 1479 kamieno klonogeninio tyrimo rezultatai. p reik§mé: * <0,05; ** < 0,005; *** <0,0005.
Statistiniam reik§mingumui nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné pak-
laida.

Po poveikio nistatino MIK/2 ir MIK MG poveikis lémé atitinkamai 1,55; 1,86 —po 1 val., 2,48;
1,60 — po 2 val. bei 1,57 karto MIK/4 po 4 val. padidéjusj DLY 641 kamieno gyvybinguma (zr. 3.2
pav.).
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3.2 pav. S. cerevisiae DLY 641 kamieno klonogeninio tyrimo rezultatai. p reik§mé: * < 0,05; ** < 0,005. Statistiniam
reik§mingumui nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida.

Po poveikio nistatino MIK/4 ir MIK/2 MG poveikis 1émé atitinkamai 1,19 — po 1 val., 4,24 —
po 2 val. bei 1,37 karto MIK/4 po 4 val. padidéjusi DLY 5396 kamieno gyvybinguma (zr. 3.3 pav.).
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3.3 pav. S. cerevisiae DLY 5396 kamieno klonogeninio tyrimo rezultatai. p reik§mé: * <0,05. Statistiniam reikSmingumui
nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida

DidZiausias gyvybingumo pokytis (4,53 karto) nustatytas tarp G ir MG auginty, trumpas telo-
meras turin€iy lasteliy. Yra moksliniy duomeny, kad trumpesnés telomeros lemia ilgesne S. cerevisiae
lasteliy chronologing gyvenimo trukme. Pailgéjusi mieliy gyvenimo trukmé galéjo lemti ir didesnj
atsparumg (Austriaco and Guarente, 1997). Remiantis (Nielsen et al., 2021), oportunistinés patoge-
ninés mielés geba padidinti prieSgrybelinj atsparuma mikrogravitacijos salygose dél fiziologiniy a-
daptacijy, tokiy kaip pakitusi morfologija, padidéjes augimas ir galimo atsako i stresg keliy aktyva-
vimo. Tokie ar panasiis pokyc¢iai galé€jo jvykti ir S. cerevisiae mielése. Padidéjes gyvybingumas MG
salygose nustatytas ir kituose tirtuose kamienuose, tokig tendencija galima paaiskinti remiantis
(Crabbé et al., 2013) mokslininky duomenimis. Nustatyta, kad genai, susij¢ su prieSgrybeliniais vais-
tais ir atsparumu stresui, buvo skirtingai regulivojami skrydZzio j kosmosa metu, jskaitant ABC per-
nes¢jy indukeija taip pat sumazejusia ergosterolj koduojanciy geny raiska, o geny, susijusiy su ats-

parumu oksidaciniam stresui — sumazéjusig raiska.

3.3. ROS susidarymo nustatymas

Siame tyrime buvo jvertinta, ar skirtingas telomery ilgis turi jtakos mieliy oksidaciniam stresui
po 2 val. poveikio MIK/4 ir MIK/2 prieSgrybeliniais junginiais jprastos gravitacijos (G) ir mikrogra-
vitacijos (MG) salygomis. Reaktyvios deguonies formos (ROS) yra chemiskai reaktyvios molekulés,
gaminamos lgstelése, patirianciose stresa, jy kaupimasis gali signalizuoti apie oksidacinius pazeidi-
mus arba aktyvuoti lgsteliy ztties signalinius kelius. DCFDA (2°,7’-dichlorofluoresceino diacetatas)
yra jautrus fluorochromas, kurio oksidacija vidulasteliniuose procesuose leidZia detektuoti ROS kau-
pimasi, tod¢l $is metodas laikomas patikimu oksidacinio streso bioZzymeniu. Lastelés, nusidazancios
zaliai, rodo padidéjusj ROS lygj déel DCFDA zondo oksidacijos, o nesidazancios lastelés parodo maza
arba neaptinkama ROS aktyvuma (Zr. 3.4 pav.). Si analiz¢ leidZia jvertinti, kaip skirtingo ilgio telo-
meros gali daryti jtaka lasteliy atsakui | stresa, nepalankiomis salygomis, iskaitant mikrogravitacijos

salygas.
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3.4 pav. ROS teigiamy mieliy lasteliy identifikavimas. 1. Zaliai nusidazo ROS teigiamos Igstelés. 2. ROS neigiamos
lastelés nesidazo.

MG poveikis 1émé atitinkamai 2,70 bei 3,68 karto sumazéjusji DLY 1479 kamieno ROS tei-
giamy lasteliy skaiciy, po poveikio MIK/4 ir MIK/2 klotrimazolu, o po poveikio MIK/4 nistatinu —
2,91 karto sumazéjusj ROS teigiamy lasteliy skaiCiy (zr. 3.5 pav.).
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3.5 pav. S. cerevisiae DLY 1479 kamieno ROS tyrimo rezultatai. p reikSmeé: * < 0,05. Statistiniam reikSmingumui nusta-
tyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida.

MG poveikis 1émé atitinkamai 2,60 ir 2,22 karto sumazejusj DLY 641 kamieno ROS teigiamy
lasteliy skaiciy, po poveikio MIK/4 ir MIK/2 klotrimazolu, po poveikio MIK/4 ir MIK/2 nistatinu
MG poveikis lémé¢ atitinkamai 2,05; 1,21 karto padidéjusi ROS teigiamy lasteliy skaiciy (Zr. 3.6 pav.).
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3.6 pav. S. cerevisiae DLY 641 kamieno ROS tyrimo rezultatai. p reik§mé: * < 0,05. Statistiniam reikSmingumui nustatyti
naudotas stjudento t-testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida.

MG poveikis 1émé atitinkamai 2,76 ir 1,71 karto sumazéjusi DLY 5396 kamieno ROS teigiamy
lasteliy skaiciy, po poveikio MIK/4 ir MIK/2 klotrimazolu (zr. 3.7 pav.).
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3.7 pav. S. cerevisiae DLY 5396 kamieno ROS tyrimo rezultatai. p reikSmé: * < 0,05. Statistiniam reik§mingumui nusta-
tyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida.

Sio tyrimo rezultatai rodo, kad MG aplinka visuose tirtuose kamienuose nepriklausomai nuo
telomery ilgio salygojo mazesnj ROS teigiamy lasteliy skai¢iy nei G aplinkoje. Kiti tyrimai atlikti
simuliuotos mikrogravitacijos kontekste rodo tendencija, kad jprastai MG aplinka salygoja didesn; S.
cerevisiae lasteliy oksidacinj stresg. Simuliuota mikrogravitacija kaip nustat¢ (Hammond, Allen and
Birdsall, 2015) sukelia reikSmingus poky¢ius mieliy redokso balanse — padidéjus] ROS kiekj bei su-
mazéjusj vidulastelinj glutationo lygj. Sie poky&iai yra panasis j tuos, kuriuos sukelia tam tikri che-
moterapiniai junginiai, todél manoma, kad mikrogravitacija salygoja mitochondrijy funkcijos poky-
¢ius bei susijusius signalinius kelius, turin¢ius jtakos ne tik Igsteliy stresui, bet ir atsakui j vaisty
poveikij. Nors tyrimo rezultatai skiriasi nuo literatiiroje apraSomy, ROS kiekio sumazéjimas tiesiogiai

koreliuoja su klonogeninio testo rezultatais — lgsteliy gyvybingumas buvo didziausias ten, kur ROS
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lygis buvo maziausias. (Pyatrikas et al., 2015) tyrime pastebéta stipri koreliacija tarp ROS gamybos
padidéjimo ir mitochondrijy membranos potencialo praradimo, kurie abu buvo susije¢ su lgsteliy mir-
ties progresavimu. Lastelés, kuriy ROS lygis buvo didesnis, prarado didesnj membranos potencialg,
ir Sios lagstelés buvo labiau linkusios progresuoti | apoptoze arba nekroze. Skirtumai tarp Sio ir kity
mokslininky tyrimy rezultaty taip pat galéjo atsirasti dél skirtingy mieliy kamieny, auginimo salygy

bei inkubacijos laiko mikrogravitacijos aplinkoje.

3.4. Aktyviy kaspaziy identifikavimas

Siame tyrime buvo jvertinta, ar skirtingas telomery ilgis turi jtakos mieliy kaspaziy aktyvacijai
po 2 valandy poveikio MIK/4 ir MIK/2 koncentracijos prieSgrybeliniais junginiais, taikant jprastos
gravitacijos (G) ir mikrogravitacijos (MG) salygas. Kaspazés yra cisteino tipo proteazés, kurios at-
lieka esminj vaidmenj vykdant programuota lasteliy mirtj (apoptoze), reaguodamos j vidulastelinius
pazeidimus ir streso signalus. Jy aktyvacija lemia strukttrinius ir funkcinius pokycius lasteléje, pa-
vyzdZziui, branduolio fragmentacija, DNR skaidyma bei citoplazminiy baltymy skilima, todé¢l laikoma
vienu svarbiausiy apoptozés rodikliy. Zaliai nusidaZzanéios lastelés turi aktyvias kaspazes, o nesida-

zanciose lastelése kaspaziy aktyvumo nenustatyta (zr. 3.8 pav.).

3.8 pav. Aktyviy kaspaziy identifikavimas mieliy lastelése. 1. Zaliai nusidazo aktyvias kaspazes turincios Igstelés. 2. Las-
telés, neturincios aktyviy kaspaziy, nesidazo.

Nustatyta, kad DLY 1479 kamieno lgsteliy poveikis MIK/2 nistatinu mikrogravitacijos aplin-
koje salygojo 1,40 karto didesne kaspaziy aktyvacija nei G aplinkoje augintose lastelése (zr. 3.9 pav.).
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3.9 pav. S. cerevisiae DLY 641 kamieno aktyviy kaspaziy tyrimo rezultatai. p reikme: * < 0,05. Statistiniam reik§min-
gumui nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida.

StatistiSkai reikSmingas kaspaziy aktyvacijos teigiamas pokytis buvo nustatytas tik normalias
telomeras turin¢io kamieno lastelése. Sis rezultatas koreliuoja su kity mokslininky atliktais tyrimais.
(Hammond et al., 2018b) nustate, kad kaspaziy aktyvumas S. cerevisiae mielése simuliuotos mikrog-
ravitacijos salygomis padidéjo 1,50 karto, o skrydzio | kosmosg salygos lémé dar didesnj, mazdaug
2,00 kartus iSaugusj kaspaziy aktyvuma. Sie duomenys rodo, kad mikrogravitacija veikia kaip stre-
sorius, kuris gali paskatinti Igsteles jsijungti ] programuotos mirties procesus, o tai yra svarbu anali-
zuojant lasteliy atsparumg ar pazeidziamuma nepalankiose aplinkose, tokiose kaip kosmosas. Auto-
riai pabrézia kaspazés aktyvumo tyrimag kaip vertingg lasteliy streso mikrogravitacijoje bioZymen;.
Toks pozitiris atveria galimybes taikyti kaspaziy aktyvumo vertinimg kaip jautry metoda tiriant mik-
roorganizmy atsaka j ekstremalias sglygas, bei vertinant genetiniy veiksniy, tokiy kaip telomery ilgis,

jtaka Siam atsakui.

3.5. Fosfatidilserino lokalizacijos nustatymas

Siame tyrime buvo jvertinta ar skirtingas telomery ilgis turi jtakos mieliy fosfatidilserino loka-
lizacijos poky¢iams po 2 val. poveikio MIK/4 ir MIK/2 prieSgrybeliniais junginiais jprastos gravita-
cijos (G) ir mikrogravitacijos (MG) salygomis. Fosfatidilserino translokacija i§ vidinio j iSorinj plaz-
minés membranos sluoksnio yra vienas pirmyjy ir labiausiai charakteringy apoptozés pradzios Zy-
meny. Siam reigkiniui aptikti buvo panaudotas aneksinas V, kuris selektyviai jungiasi prie fosfatidil-
serino, kai §is tampa pasiekiamas membranos iSoréje. Tuo tarpu propidzio jodidas, prasiskverbia tik
i lasteles, kuriy membrana jau paZeista, ir interkaliuoja su DNR. Zalia fluorescencija, kai lastelés

dazosi tik aneksinu V, rodo ankstyvas apoptozines lasteles (Aneksinas® / PI), geltona fluorescencija
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rodo nekrozines lgsteles (Aneksinas* / PI*), o nesidazancios lgstelés yra gyvybingos (zr. 3.10 pav.).

3.10 pav. Dvigubas lasteliy dazymas. Ankstyvosios apoptozés fenotipai (Aneksinas®/ PI") (1) identifikuojami pagal fosfa-
tidilserino atsiradima plazminés membranos iSoréje, tokios lastelés nusidazo aneksinu (Zaliai) bet ne propidzio
jodidu (raudonai). Lasteliy dazymasis abiem daZais rodo nekroze¢ (Aneksinas* / PI') (2), pazeista plazminé
membrana tampa laidi ir dazai lengvai patenka j Igstelés vidy.

Nustatyta, kad MG poveikis 1éme atitinkamai 2,59 ir 2,25 karto sumaZzéjus; DLY 1479 kamieno
Aneksinas” / PI" fenotipg turinciy lgsteliy skaiciy, po poveikio MIK/4 ir MIK/2 nistatinu (zr. 3.11

pav.).
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3.11 pav. S. cerevisiae DLY 1479 kamieno Ziities tipo tyrimo rezultatai. p reiksmé: * < 0,05. Statistiniam reik§mingumui
nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida.

MG poveikis lémé 1,28 karto padidéjusj Aneksinas® / PI" fenotipa turin¢iy DLY 641 kamieno
Igsteliy skai¢iy ir 1,95 karto padidéjusj Aneksinas® / PI" fenotipg turinciy Igsteliy skaiciy, po poveikio
MIK/2 nistatinu (zr. 3.12 pav.).
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3.12 pav. S. cerevisiae DLY 641 kamieno Ziities tipo tyrimo rezultatai. p reikSmé: * < 0,05; ** <0,005. Statistiniam
reik§mingumui nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida.

Tiek tikros, tiek simuliuotos mikrogravitacijos poveikis reik§mingai padidina apoptoziniy ir
nekroziniy Igsteliy populiacijas S. cerevisiae mielése, kaip rodo (Hammond et al., 2018b) moksli-
ninky atliktas aneksino / PI dazymas. Ankstyvyjy apoptoziniy lasteliy (Aneksino® / PI") padaugéjo
mazdaug 2 kartus simuliuotos mikrogravitacijos ir daugiau nei 2,5 karto skrydzio i kosmosg metu, o
veélyvyjy apoptoziniy/nekroziniy Igsteliy (Aneksino V*/ PI*) skaicius padidéjo iki 2 karty. Laiko eigos
analizé parodé, kad ankstyva apoptozé atsirado per 24 valandas, o dominuojanti vélyvoji apoptoziné
/ nekroziné populiacija per 48—72 valandas. Miisy tyrimo metu nustatyta, kad MG poveikis sumazino
Aneksinas” / PI" fenotipg trumpas ir normalias telomeras turin¢iy Igsteliy kiekj bei padidino Aneksi-
nas' / PT.

Tyrimai rodo, kad didelé mieliy genomo dalis anksti reaguoja | imituojamg mikrogravitacijg, o
poky¢iai iSlieka net 25 kartas. Yra nustatyti genai, kurie dalyvauja lgsteliy signaliniuose keliuose,
leidZiantys lasteléms aptikti ir reaguoti j simuliuotag mikrogravitacija (Sheehan et al., 2007). Nors ir
mieliy telomery ilgis yra grieztai kontroliuojamas, jy homeostazéje dalyvauja daug geny ir yra stabi-
lus vidutinis dydis, kuris rodo santykinai mazg kintamumg. Nepaisant to, mieliy lgstelés yra labai
tolerantiskos telomery ilgio svyravimams (Harari, Zadok-Laviel and Kupiec, 2017). Gauti rezultatai
leidzia daryti prielaida, kad MG salygos ir telomery ilgis daro jtaka lasteliy atsparumui prieSgrybeli-
skirtingy Igsteliy kamieny, pasirinkto metodo, dé¢l pleotropinio mikrogravitacijos poeveikio paliecian-
¢io daugybe skirtingy Iastelés fiziologijos aspekty, todél biisimi tyrimai turéty biiti skirti molekuliniy
keliy lemianciy lasteliy pokycius iSaiSkinimui simuliuotos mikrogravitacijos salygose. Tai gali padeéti

atrasti sudétingus mechanizmus, leidZian¢ius gyvybei egzistuoti ekstremaliose aplinkose.

30



IsSvados

1.

Mikrogravitacijos poveikis Iémé atitinkamai 1,66 ir 1,2 karto sumazéjusj DLY 641 kamieno ats-
parumg klotrimazolui bei nistatinui. DLY 1479 kamieno atsparumas klotrimazolui sumazéjo 1,2

karto.

. Mikrogravitacijos aplinka lémé padidéjusj visy kamieny lasteliy gyvybinguma po poveikio klotri-

mazolu ir nistatinu.

Mikrogravitacijos sglygos 1émé sumazéjusj visy kamieny ROS teigiamy Iasteliy skai¢iy po povei-
kio klotrimazolu, o paveikus nistatinu — sumaz¢jusi DLY 1479 bei padidéjusj DLY 641 kamieno
ROS teigiamy Igsteliy skaiciy.

DLY 641 kamieno lIasteliy poveikis nistatinu mikrogravitacijos aplinkoje salygojo kaspaziy akty-
vacijg.

Nistatino poveikis lémé padidéjusj DLY 641 Aneksinas® / PI" fenotipg bei sumazéjusj DLY 1479
ir DLY 641 Aneksinas® / PI" fenotipg turinciy lgsteliy skai¢iy mikrogravitacijos salygose.
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Mikrogravitacijos poveikis skirtingg telomery ilgj turinciy mieliy Zaciai bei atsparumui
priesgrybeliniams junginiams
SANTRAUKA

Tolimos kosminés misijos, ateityje taps realybe, ta¢iau neigiamas kosmoso salygy poveikis gy-
viesiems organizmams yra akivaizdus, bet dar néra pilnai suprastas. Néra zinoma kaip ilgalaikéje
perspektyvoje tai paveiks astronauty sveikatg. Eukariotiniy Igsteliy chromosomy galus nuo skilimo
apsaugo telomeros, kurios yra paveikiamos, kai lgstelés patiria jvairy aplinkos sukelta stresg. Tyrimai
rodo, kad po trumpalaikiy kosminiy misijy, astronautai turi trumpesnes telomeras, o trumpesnés te-
lomeros yra susijusios su lasteliy sen¢jimu ir ilgaamziskumu. Siame darbe tiriamas mikrogravitacijos
niams junginiams lyginant lasteles augintas jprastos gravitacijos ir simuliuotos mikrogravitacijos sa-
lygomis.

Tyrime buvo jvertinti tokie cheminai veiksniai kaip atsparumas priesgrybeliniams junginiams
— klotrimazolui bei nistatino dihidratui. Mikrogravitacija simuliuojama pasitelkiant rotacine lasteliy
kultivavimo sistema, atsparumas cheminiams junginiams buvo jvertintas nustatant MIK bei jvertinant
klonogeninio testo rezultatus, o lasteliy Ziities analizé vertinama nustatant ROS formavimasj, kas-
paziy aktyvacija bei fosfatidilserino lokalicacijg.

Remiantis gautais rezultatais, galima daryti iSvada, kad MG poveikis, priklausomai nuo ka-
mieno ir pasirinkto metodo, gali lemti padidéjusj arba sumaz¢jusj atsparuma cheminiams junginiams.
Vertinant 13Seliy testo rezultatus MG poveikis lémé sumazejusi DLY 1479 ir DLY 641 kamieny ats-
parumag nistatinui ir klotrimazolui. Klonogeninio testo rezultatai rodo, kad MG poveikis 1émé padi-
déjusj atsparumg prieSgrybeliniams junginiams. Stebimas ROS formavimosi sumazéjimas MG aplin-
koje augintose visy kamieny lgstelése, taip pat stebima ir kaspaziy aktyvacija DLY 641 kamieno 1as-
telése. Nistatino poveikis lémé padidéjusj DLY 641 Aneksinas® / PI" fenotipg bei sumazéjusj DLY
1479 ir DLY 641 Aneksinas® / PI" fenotipa turin¢iy lasteliy skai¢iy mikrogravitacijos salygose.
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ABSTRACT

Long-distance space missions will become a reality in the future, but the negative effects of
space conditions on living organisms are obvious but not yet fully understood. It is not known how
this will affect astronauts' health in the long term. The ends of eukaryotic cell chromosomes are
protected from degradation by telomeres, which are affected when cells are exposed to various en-
vironmental stresses. Studies show that after short-term space missions, astronauts have shorter
telomeres, and shorter telomeres are associated with cell aging and longevity. This work investigates
the effect of microgravity on the death and resistance to antifungal agents of S. cerevisiae strains
with different telomere lengths by comparing cells grown in normal gravity and simulated micro-
gravity.

The study evaluated chemical factors such as resistance to antifungal compounds - clotrima-
zole and nystatin. Microgravity was simulated using a rotary cell culture system, resistance to chem-
ical compounds was assessed by determining MIC and evaluating the results of the clonogenic test,
and cell death analysis was assessed by determining ROS formation, caspase activation and phos-
phatidylserine localization.

Based on the results obtained, it can be concluded that the effect of MG, depending on the
strain and the chosen method, can lead to increased or decreased resistance to chemical compounds.
When evaluating the results of the MIC test, the effect of MG led to a decrease in the resistance of
DLY 1479 and DLY 641 strains to nystatin and clotrimazole. The results of the clonogenic test show
that the effect of MG led to increased resistance to antifungal compounds. A decrease in ROS for-
mation was observed in cells of all strains grown in the MG environment, and caspase activation was
also observed in cells of the DLY 641 strain. The effect of nystatin led to an increase in the DLY 641
Annexin* / PI" phenotype and a decrease in the number of cells with the DLY 1479 and DLY 641

Annexin* / PI* phenotype under microgravity conditions.
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