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Įvadas 

Astrobiologija – tai plati tarpdisciplininė mokslo sritis, tirianti ne tik gyvybės Visatoje kilmę, 

ankstyvą evoliuciją, pasiskirstymą, bet ir jos ateitį Žemėje, tirdama deterministines sąlygas ir atsitik-

tinius įvykius, kurie galbūt lėmė gyvybės atsiradimą. Astrobiologija tiria galimas vietoves už Žemės 

ribų, kurios galėtų palaikyti gyvybę, pavyzdžiui, Marsas, Europa ir egzoplanetos. Atliekami ekstre-

mofilų gyvenančių atšiaurioje Žemės aplinkoje tyrimai, taip pat ieškoma biopėdsakų galinčių įrodyti 

esančią arba buvusią gyvybę už Žemės ribų. Vienas iš pagrindinių astrobiologijos tikslų yra suprasti 

besikeičiančius ryšius tarp Žemės ir jos biotos ir tai, kaip gyvybė reaguoja į aplinkos pokyčius visos 

planetos mastu (Prasad et al., 2021). Astrobiologija taip pat yra susijusi su gyvybės Žemėje kilmės ir 

ankstyvosios evoliucijos mokslu. Yra siekiama suprasti sąlygas, kurios būtinos gyvybei formuotis, 

kaip gyvybė atsirado iš negyvosios materijos ir kaip ji išsivystė, tapdama įvairia organizmų įvairove, 

kurią matome šiandien (Kumar, Steele and Wickramasinghe, 2020). 

Mikrogravitacija yra gravitacijos, kuri yra viena iš keturių pagrindinių fizikos jėgų, lemiančių 

masės pagreitį, sumažėjimas. Visi gyvieji organizmai, įskaitant žmogų, prisitaikė prie Žemės gravita-

cijos, kuri nekito nuo pat Žemės susikūrimo. Gravitacijos pokytis, bet kuria kryptimi, gali sukelti 

daugybę pokyčių organizmuose, pradedant metabolizmu ir baigiant konservatyvesnėmis sistemomis. 

Gravitacijos poveikio gyviesiems organizmams tyrimai yra labai svarbūs ilgalaikėms gyvybės palai-

kymo sistemoms ir darbui kosminėse stotyse arba Mėnulio ir planetų bazėse, kur gravitacinės jėgos 

ženkliai skiriasi (Dubinin and Vaulina, 1974). 

Pirmoji kelionė į kosmosą buvo vienas didžiausių žmogaus pasiekimų, kuris atvėrė naują tech-

nologijų erą. Iki pat šių dienų projektuojami ir kuriami erdvėlaiviai, kurie tikimąsi, ateityje bus nau-

dojami tolimoms pilotuojamoms kelionėms į Marsą ar kitas planetas, tačiau per kelis dešimtmečius 

trukusių tyrimų, buvo pastebėtas neigiamas kosmoso sąlygų poveikis gyviesiems organizmams. La-

biausiai kosmoso sąlygų neigiamą poveikį pajunta astronautai, kurie Tarptautinėje kosminėje stotyje 

neretai praleidžia net ir iki pusės metų. Per tiek laiko suprastėja beveik visos žmogaus organų siste-

mos. Labiausiai pastebimas pokytis, tai raumeninės ir kaulinės masės sumažėjimas. Taip pat didžiuliu 

iššūkiu tolimoms kosminėms kelionėms tampa nusilpusi astronautų imuninė sistema. Taip nutinka, 

nes mikrogravitacijos sąlygos lemia kai kurių imuninių ląstelių aktyvumo sumažėjimą, į organizmą 

patekę patogenai ne visada iššaukia imuninės sistemos atsaką (Paulsen et al., 2010). Mikroorganizmai 

pilotuojamose misijose yra neišvengiami, nes jų galima rasti ant kosminių skrydžių įrangos, ska-

fandrų ir jie yra astronautų mikrobiotos dalis. Susirūpinimą kelia patogeniniai mikroorganizmai bei 

virusai, kurių pasikeitusi fiziologija veda prie sukeliamų ligų atsiradimo. Dabar jau yra žinoma, kad 

kosmoso sąlygos sukelia tam tikrus fiziologinius ir fenotipinius mikroorganizmų pokyčius. Tai apima 
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augimo kinetikos ir antrinių metabolitų gamybos pokyčius bei sumažėjusį jautrumą priešmikrobi-

niams junginiams (Perfect, 2017). 

Yra žinoma, kad ilgi skrydžiai keičia astronautų telomerų ilgį kosminių misijų metu. Telomerų 

ilgio kitimas susijęs su senėjimo ir atsako į stresą procesais (Czepielewski et al., 2016; J et al., 2019), 

tačiau tyrimų, siejančių telomerų ilgio pokyčius mikrogravitacijoje ir atsparumą priešgrybeliniams 

junginiams bei ląstelių žūčiai trūksta. Todėl šiame tyrime, naudojant mieles, kaip modelinę eukario-

tinę sistemą, siekiama išsiaiškinti, kaip mikrogravitacija paveikia mielių, turinčių skirtingą telomerų 

ilgį žūtį ir atsparumą priešgrybeliniams junginiams. 

Darbo tikslas – Nustatyti mikrogravitacijos poveikį skirtingą telomerų ilgį turintiems mielių 

Saccharomyces cerevisiae kamienams. 

Uždaviniai: 

1. Nustatyti minimalias inhibitorines koncentracijas (toliau MIK) priešgrybeliniams junginiams 

mikrogravitacijos (toliau MG) ir įprastos gravitacijos (toliau G) sąlygomis. 

2. Įvertinti mielių gyvybingumą laike po poveikio priešgrybeliniais junginiais MG ir G sąlygo-

mis. 

3. Nustatyti mielių atsparumą reaktyvioms deguonies formoms po poveikio priešgrybeliniais 

junginiais MG ir įprastos G sąlygomis. 

4. Įvertinti aktyvias kaspazes turinčių mielių ląstelių skaičiaus pokytį po poveikio priešgrybeli-

niais junginiais MG ir G sąlygomis. 

5. Nustatyti mielių žūties tipo pokyčius MG ir įprastos G sąlygomis. 
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1. Literatūros apžvalga 

Tolimos kosminės misijos tampa realybe. Remiantis NASA (Nacionalinės aeronautikos ir kos-

moso administracija) ir EKA (Europos kosmoso agentūra) vadovaujama Artemis programa, astronau-

tai Mėnulyje turėtų nusileisti iki 2026 m. Būsimomis misijomis siekiama išplėsti kosmoso tyrinėjimo 

ribas, keliaujant toliau nei bet kada anksčiau. NASA ir EKA kartu su keliomis komercinėmis kosmoso 

kompanijomis jau pradėjo ruoštis ilgalaikiams įgulos skrydžiams į kosmosą ir artimiausiu metu pla-

nuoja ištirti vidines Saulės sistemos planetas. (van der Meer et al., 2023). 

Augant kosminiam turizmui, artimiausiais metais kelionės į kosmosą taps perspektyvia verslo, 

medicinos ir technologijų niša. Tačiau dabartiniai duomenys apie žmonių sveikatą kosmose išlieka 

riboti, ypač apie trumpalaikių ir ilgalaikių misijų poveikį. Kosmoso sąlygas galima suskirstyti į eg-

zogeninius veiksnius, tokius kaip kosminė spinduliuotė ir mikrogravitacija, ir endogeninius veiksnius, 

įskaitant natūralaus žmogaus cirkadinio ritmo ir psichologinės sveikatos sutrikimus, kurie gali atsi-

rasti dėl uždarumo, izoliacijos, fizinio neveiklumo ir ribotos socialinės sąveikos. Šios egzogeninės ir 

endogeninės įtakos vaidina pagrindinį vaidmenį keičiant astronautų imuninės sistemos funkciją (Cru-

cian et al., 2018). Kosminių misijų iššūkiai yra susiję ne tik su techniniais sprendimais, tokiais kaip 

spinduliuotės apsauga, apsauganti astronautus nuo mirtinų kosminės spinduliuotės lygių, bet ir bio-

loginiais sprendimais. Erdvėlaivių vidus nėra sterilus – mikroorganizmai patenka per įvairią  įmon-

tuojamą įrangą ir pačius astronautus. Kosmoso sąlygos veikia astronautų mikrobiotą ir ant paviršių 

esančius mikroorganizmus, todėl gali atsirasti fiziologinių ir fenotipinių pokyčių, dėl kurių gali padi-

dėti atsparumas antimikrobinėms medžiagoms (Zea et al., 2017). 

1.1. Kosmoso sąlygų poveikis astronautams 

Per pastaruosius šešiasdešimt metų kosmoso tyrinėjimai padarė didelę pažangą, o astronautai 

dabar Tarptautinėje kosminėje stotyje (TKS) dažnai praleidžia iki šešių mėnesių. TKS skrieja dides-

niame nei 400 kilometrų aukštyje, ją veikia atšiauri aplinka, apimanti jonizuojančiąją spinduliuotę, 

vakuumą, ekstremalius temperatūros svyravimus, mikrogravitaciją ir įvairius kitus pavojingus veiks-

nius žmonių gyvybei (Thirsk et al., 2009). Tarptautinė kosminė stotis nuo 2000 metų nuolat buvo 

užimta 3–7 astronautų įgulų, kurios paprastai ten praleisdavo 6 mėnesių trukmės misijoms. Pagrindi-

niai veiksniai, keičiantys žmogaus organizmo funkcionavimą kosmose, yra mikrogravitacija ir kos-

minės spinduliuotės poveikis. TKS, skriejanti žema Žemės orbita, yra veikiama trijų pirminių spin-

duliuotės šaltinių: galaktikos kosminių spindulių, saulės energijos dalelių ir įstrigusių protonų bei 

elektronų Van Alleno juostose. Šie spinduliuotės šaltiniai sukuria sudėtingą spinduliuotės aplinką tiek 

TKS viduje, tiek už jos ribų (Benton and Benton, 2001). 
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Radiacijos lygis žemojoje Žemės orbitoje yra mažas, lyginant su Mėnuliu, Marsu ar giliuoju 

kosmosu, nes Žemę saugo galingas magnetinis laukas (Zeitlin et al., 2019). Anksčiau minėtos spin-

duliuotės formos gali pažeisti žmogaus ląsteles, audinius ir organus. Apsisaugoti nuo šių spindulių 

yra labai sudėtinga, o įprasti fiziniai apsaugos metodai negali veiksmingai apsaugoti astronautų (Guo, 

Zhou and Hu, 2022). Žemės vidutinė metinė natūrali radiacijos apšvita yra maždaug 2,4 milisiverto 

(mSv). TKS 6 mėnesių apšvita apibrėžiama nuo 50 mSv iki 100 mSv. doze, o Marso misijos apšvita 

yra nuo 870 mSv iki 1200 mSv. (Tomsia et al., 2024). Dėl sparčios kosmoso inžinerijos ir technolo-

gijų pažangos bei augančio komercinių kosminių skrydžių populiarumo, svarbu nuodugniai ištirti 

kosminės aplinkos poveikį žmogaus organizmui. Žinios apie atskirų audinių ir organų prisitaikymo 

prie kosmoso aplinkos, leistų sukurti metodus, užkertančius kelią ilgų misijų kosmose neigiamiems 

padariniams. Išsami rizikos analizė yra pagrindinis šio proceso elementas. Tai apima didelių pavojų, 

kylančių skrydžiams į kosmosą, nustatymą remiantis kosminių misijų elementais: paskirties vieta, 

trukme, gravitacine ir radiacine aplinka (Romero and Francisco, 2020). 

Kita, tačiau ne mažiau pavojinga kosminės spinduliuotės forma yra ultravioletinė (UV) spindu-

liuotė, natūrali Saulės gaminama energijos dalis. Šio tipo elektromagnetinės spinduliuotės bangos 

ilgis yra nuo 10 nm iki 400 nm – trumpesnis nei matoma šviesa, bet ilgesnis nei rentgeno spinduliai. 

Priklausomai nuo poveikio biologinėms sistemoms, UV spinduliuotė skirstoma į tris kategorijas: UV-

C (< 280 nm), UV-B (nuo 280 nm iki 315 nm) ir UV-A (nuo 315 nm iki 400 nm). Energingiausią iš 

jų, UV-C, beveik visiškai sugeria ozono sluoksnis Žemės stratosferoje, o UV-B ir UV-A sugeba pra-

siskverbti į atmosferą ir pasiekti paviršių (Singh et al., 2017). Nors UV-B sudaro labai nedidelę visos 

Žemę pasiekiančios saulės energijos dalį – mažiau nei 0,5 %, didelė jo energija padaro žalą ląstelių 

struktūroms, tokioms kaip DNR, RNR, baltymai ir lipidai, nes šios molekulės lengvai sugeria UV 

spinduliuotę (Dai, Furness and Upadhyaya, 2004). Tačiau kosmose UV-C spinduliuotė yra daug in-

tensyvesnė ir gausesnė, nes nėra jokios apsaugos. Marse UV-B spinduliuotės lygis yra daug didesnis 

nei Žemėje, todėl mokslininkai daro prielaidą, kad bet kokia egzistuojanti mikrobinė gyvybė turėtų 

glūdėti giliai po planetos uolienų pluta, kad būtų išvengta mirtinos radiacijos poveikio (Rontó et al., 

2003). Dėl šios priežasties kuriant patikimas gyvybės palaikymo sistemas ilgalaikėms misijoms reikia 

giliai suprasti, kaip tokia ekstremalios kosminės spinduliuotės aplinka daro įtaką ne tik žmogaus fi-

ziologijai, bet ir kitų gyvųjų organizmų, už Žemės ribų, biologijai. 

Parodyta, kad iki 50 % astronautų, grįžtančių iš kosminių misijų, susilpnėja imuninė sistema, 

todėl netrukus po nusileidimo jie tampa jautresni bakterinėms, grybelinėms ir virusinėms infekcijoms 

(Mehta et al., 2013). Su oda susijusios būklės, tokios kaip atopinis ir kontaktinis dermatitas, folikuli-

tas ir aknė, taip pat gali pablogėti po misijos (Paulsen et al., 2010; Crucian et al., 2016). Be to, grįž-

tantiems astronautams padažnėja alerginės reakcijos,  sumažėja T ir B limfocitų skaičius, pakinta jų 
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morfologija ir aktyvacija (Crucian et al., 2008). Pastebėta, kad mažėja makrofagų aktyvumas (Mo-

reno-Villanueva et al., 2018), o interleukinų ir chemokinų išsiskyrimas tampa nereguliarus (Thiel et 

al., 2017). Be to, NASA mokslininkai nustatė telomerų ilgio, padidėjusį uždegiminių citokinų kiekį 

ir su imuniniu atsaku susijusių genų raiškos pokyčius (Garrett-Bakelman et al., 2019). Šiuo metu 

trūksta duomenų apie radiacijos lygį giliajame kosmose bei kitose planetose ir sunku nuspėti, kokią 

įtaką tai darytų gyviesiems organizmams, nes iki šiol buvo atliktos tik kelios nepilotuojamos tarppla-

netinės misijos. 

1.1.1. Kosmoso sąlygų poveikis mikroorganizmams 

Mikroorganizmai gyveno Žemėje milijardus metų ir, evoliuciškai prisitaikę, išvystė gebėjimą 

išgyventi ekstremaliausioje planetos aplinkoje. Pavyzdžiui, hipertermofilinė bakterija Geogemma ba-

rossii gali atlaikyti iki 130 °C temperatūrą (Kashefi and Lovley, 2003), o Deinococcus geothermalis 

gali augti net –25 °C temperatūroje (Frösler ir kt., 2017). Įrodyta, kad kai kurie mikroorganizmai taip 

pat gali ištverti atšiaurias kosmoso sąlygas tiek TKS viduje, tiek už jos ribų. Vienas iš labiausiai ištirtų 

pavyzdžių yra Deinococcus radiodurans, bakterija, turinti genų rinkinį, leidžianti jai efektyviai vyk-

dyti DNR reparacijos procesus. Tai leidžia toleruoti iki 200 kartų didesnę radiacijos dozę nei įprastai 

yra Žemės paviršiuje. Ilgalaikio poveikio eksperimento metu buvo įrodyta, kad D. radiodurans geba 

išgyventi trejus metus TKS išorėje, išlaikydamas savo gyvybingumą (Kawaguchi et al., 2020). 

Kosminės spinduliuotės ir mikrogravitacijos poveikis sukelia didelį oksidacinį ir osmosinį 

stresą mikroorganizmų ląstelėse, sukeldamas molekulinių reakcijų kaskadą, kuri lemia pokyčius genų 

raiškos lygmenyje. Šie pokyčiai gali sutrikdyti pagrindinius medžiagų apykaitos procesus, susijusius 

su angliavandeniais, baltymais ir lipidais (Zhang, Fang and Liu, 2015). Tai susiję su substrato kon-

centracijos mažėjimu, ląstelės daugiau savo ribotų išteklių skiria genomo transkripcijai, reikalingai 

išplėsti alternatyvių anglies šaltinių paieškai, net jei jie nepasiekiami. Manoma, kad bakterijos tai 

daro siekdamos padidinti savo gebėjimą greitai pakeisti anglies katabolizmo kelius, atsiradus naujam 

substratui (Liu et al., 2005). Taip pat buvo pastebėti reikšmingi mikroorganizmų ląstelių apvalkalo 

struktūrinio vientisumo ir funkcionalumo pokyčiai kosmoso sąlygomis. Tai apima plazminės memb-

ranos lipidų dvisluoksnio pertvarkymus, membranos takumo ir pralaidumo pokyčius, taip pat su 

membrana susietų fermentų aktyvumo modifikacijas, kurios yra būtinos palaikant ląstelių homeos-

tazę (Horneck and Rabbow, 2007). Ryškus adaptyvus atsakas į tokį stresą apima membraninių pūsle-

lių susidarymą. Šis greitas procesas pagerina mikroorganizmų prisitaikymą, nes palengvina pažeistų 

ar netinkamai susilanksčiusių baltymų pašalinimą ir reguliuoja baltymų kaupimąsi ląstelės apvalkale, 

didinant ląstelių stabilumą nepalankioje aplinkoje (Zea et al., 2016). Mielėse proteominiai tyrimai 

mikrogravitacijos sąlygomis atskleidė padidėjusį ubikvitino kiekį, o tai rodo padidėjusį proteasomų 

skilimo sistemos, taip pat žinomos kaip degradosoma, aktyvumą. Tai rodo, kad ląstelės, veikiamos 
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mikrogravitacijos, yra labiau linkusios turėti pažeistus arba netinkamai sulankstytus baltymus (Van 

Mulders et al., 2011). 

Bakterijos ir mielės, auginamos kosminių misijų sąlygomis, pasižymi unikaliais fiziologiniais 

prisitaikymais, įskaitant pakitusią ląstelių morfologiją, augimo dinamiką ir pastebimą atsparumo an-

timikrobinėms medžiagoms padidėjimą. Parodyta, kad potencialiai patogeniškų mikroorganizmų 

virulentiškumas ir patogeniškumas gali keistis, todėl kyla susirūpinimas dėl infekcijų rizikos ilgalai-

kių kosminių misijų metu. Pastebėta, kad mielės patiria morfogenetines transformacijas, reaguoda-

mos į aplinkos stresorius, kurie yra glaudžiai susiję su padidėjusiu oportunistiniu virulentiškumu (Al-

tenburg, Nielsen-Preiss and Hyman, 2008). Be to, bioplėvelės susidarymas turi didelę reikšmę mik-

roorganizmų išgyvenimui nepalankiomis sąlygomis ir yra pagrindinis veiksnys tiek mikroorganizmų 

bendruomenės struktūroje, tiek infekcinių ligų vystymuisi. Po skrydžio į kosmosą, bakterijos dažnai 

turi padidėjusį gebėjimą formuoti bioplėveles (Ge et al., 2016), o tai žymiai padidina jų atsparumą. 

Palyginti su žemėje esančiomis kontrolėmis, kosminių skrydžių paveiktos bakterijos labiau prisitaiko 

prie didesnės antibiotikų koncentracijos, padidindamos genų, susijusių su atsaku į stresą, reguliavimą, 

taip pat suaktyvindamos mechanizmus, susijusius su oksidaciniu stresu ir badu (Aunins et al., 2018).  

Mikroorganizmai yra neišvengiama kosminių misijų dalis, patenkantys į erdvėlaivius, prisitvir-

tinę prie kosminių technologijų, tokių kaip skafandrai, organinės medžiagos ir patys astronautai kaip 

natūralios mikrobiotos dalis. Nepaprastas jų gebėjimas išgyventi ir prisitaikyti prie ekstremalių kos-

moso sąlygų kelia susirūpinimą dėl mikrobiologinės rizikos vertinimo po ilgų misijų. Mikroorganiz-

mai įrodė gebėjimą greitai prisitaikyti prie nepalankios aplinkos ir išsivystyti į formas, kurios yra 

atsparesnės antimikrobiniam gydymui ir žmogaus imuninei apsaugai. Šis evoliucinis potencialas ke-

lia galimą biologinio saugumo riziką ne tik skrendant į kosmosą, bet ir grįžus į Žemę, kur tokie  mik-

roorganizmai gali kelti grėsmę žmonių sveikatai. 

1.1.2. Simuliuota mikrogravitacija 

Gravitacija buvo vienintelis pastovus aplinkos veiksnys Žemėje evoliucijos laikotarpiu. Tačiau 

ar gravitacija paveikė rūšių evoliuciją ir ar jos poveikis vis dar tęsiasi, nėra žinoma, nes tam reikia 

dažnų ir ilgalaikių eksperimentų Žemėje ir pakitusios gravitacijos aplinkoje, todėl mikrogravitacijos 

tyrimai yra būtini norint atskleisti gravitacijos poveikį evoliucijai ir biologiniams procesams. Sukur-

tos įvairios platformos, skirtos imituoti pakitusias gravitacijos sąlygas, kurios yra panašios į realias 

mikrogravitacijos sąlygas. Jos klasifikuojamos į 3 sistemas: orbitos mikrogravitacijos įrenginiai, ne-

orbitiniai mikrogravitacijos įrenginiai, antžeminiai mikrogravitacijos simuliatoriai. Kai kurios iš jų 

yra greitai reaguojančios mikrogravitacijos platformos, kurių poveikis mėginiams yra greitas. Šios 

platformos paprastai naudojamos trumpalaikiams eksperimentams. Priešingai, lėto veikimo mikrog-
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ravitacinės sistemos, kurių poveikis mėginiams pasireiškia ne iš karto, geriau tinka ilgalaikiams tyri-

mams. Orbitiniai mikrogravitacijos prietaisai apima kosmose veikiančias laboratorijas ir autonomines 

mikrogravitacijos laboratorijų platformas. Neorbitinės sistemos apima kritimo bokštus, parabolinius 

skrydžius ir zonduojančias raketas. Tuo tarpu antžeminius mikrogravitacijos simuliatorius sudaro kli-

nostatai, atsitiktinio pozicionavimo įrenginiai, rotaciniai indai ir magnetinės levitacijos įtaisai (Fer-

ranti, Del Bianco and Pacelli, 2021). 

Vienas iš paprasčiausių ir labiausiai prieinamų įrankių manipuliuoti gravitacija Žemėje yra kli-

nostatas. Priklausomai nuo sukimosi ašių skaičiaus ir sukimosi greičio, klinostatai gali būti suskirstyti 

į skirtingus tipus ir naudojami įvairiose mokslinių tyrimų srityse (1.1 pav. a, b, c). Vienos ašies kli-

nostatuose vertikali biologinio mėginio ašis sutampa su prietaiso sukimosi ašimi. Priešingai, dviejų 

dimensijų klinostatuose mėginys pasukamas plokštumoje,  statmenoje sukimosi ašiai. Nors klinosta-

tai veiksmingai nustato gravitacinio vektoriaus kryptį, jie neatkartoja tikrųjų mikrogravitacijos sąlygų. 

Be to, svorio perskirstymas sukimosi metu gali sukelti mechaninį įtempį ir lenkimo jėgas (Dedolph 

and Dipert, 1971). Todėl eksperimentiniai rezultatai, gauti naudojant klinostatus, turėtų būti interpre-

tuojami atsižvelgiant į šiuos apribojimus. 

 

1.1 pav. Žemės mikrogravitacijos simuliatoriai. (a) vienos dimensijos, (b) dviejų dimensijų; c) trijų dimensijų klinostatai 

ir d) diamagnetinės levitacijos sistema. Magnetiniame lauke bandinys gali patirti nuo nulio (μg) iki dvigubai 

didesnės gravitacijos jėgą (xg), priklausomai nuo jo padėties magnetinio lauko gradiente. Pagal (Ferranti, Del 

Bianco and Pacelli, 2021)  

Rotaciniai indai (RWV), taip pat žinomi kaip rotacinės ląstelių kultivavimo sistemos (RCCS), 

buvo sukurti NASA ir pritaikyti ląstelių kultūroms. RWV yra horizontaliai pasuktas kultūros indas su 

silicio membrana, kuri yra pralaidi deguoniui. Šie rotaciniai bioreaktoriai sukuria mažos turbulencijos 

ir šlyties ląstelių kultūros aplinką, kurioje gausu deguonies (Schwarz, Goodwin and Wolf, 1992). 

Įprastai RWV yra nuo 5 iki 20 centimetrų skersmens ir sukasi maždaug 10–20 apsisukimų per minutę 

greičiu aplink horizontalią ašį. Sukimosi greitis kruopščiai sukalibruojamas, kad būtų atsveriamas 

suspensijos ląstelių nusėdimo greitis. Tai užtikrina, kad ląstelės išliks neutraliai plūduriuojančios ter-

pėje ir švelniai suksis aplink savo ašį, o ne nusės indo dugne (Cogoli, 1992). Sukurdamas beveik 
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nesvarią aplinką, RWV imituoja pagrindinius mikrogravitacijos aspektus ir yra plačiai naudojami ty-

rimuose, kuriuose tiriama ląstelių morfologija, diferenciacija ir signalo perdavimas. Be to, dėl savo 

paprastumo, įperkamumo ir patikimumo RWV dažniausiai naudojami tiek antžeminėse laboratorijose, 

tiek kosmose atliekamuose eksperimentuose, o tai suteikia galimybę lyginti gautus rezultatus. 

Kitas antžeminis mikrogravitacijos modeliavimo metodas yra diamagnetinės levitacijos naudo-

jimas (1.1 pav. d). Šis metodas kompensuoja gravitacijos poveikį molekuliniu lygmeniu, subalansuo-

damas biologinių audinių ar vandens pagrindu veikiančių sistemų svorį su atstumiančia jėga, kurią 

sukuria stiprus magnetinis laukas. Iš esmės diamagnetines medžiagas, įskaitant vandenį ir daugumą 

biologinių audinių, atstumia magnetiniai laukai, o pakankamai stipriame gradiento lauke šis atstūmi-

mas gali atremti gravitacinę jėgą ir sukelti levitaciją. Nors elektromagnetai dažniausiai naudojami 

generuoti reikiamus magnetinius laukus dėl didelio stiprumo ir valdomumo, jie dažnai išskiria daug 

šilumos veikimo metu. Dėl šios šiluminės galios reikia naudoti aušinimo sistemas, kurios gali sukelti 

antrinį poveikį biologiniams mėginiams. Kita vertus, nuolatiniai magnetai yra patogesni ir nereika-

lauja išorinio maitinimo ar aušinimo, tačiau jų fiksuotas magnetinio lauko stiprumas ir ribotas dydis 

labai apriboja mėginių, kurie gali būti naudojami eksperimentams, tipus ir tūrį. Nepaisant šių techni-

nių iššūkių, diamagnetinė levitacija yra puiki priemonė ne tik imituojant mikrogravitaciją ląstelių 

kultūrose, bet ir tiriant jos poveikį daugialąsčiams organizmams. Buvo atlikti sėkmingi augalų, var-

liagyvių ir bestuburių tyrimai, kurių metu buvo tiriamas gravitacinis poveikis vystymuisi, morfoge-

nezei ir genų raiškai (Herranz et al., 2012).  

1.2. Telomerų vaidmuo ląstelėje 

Biologiniame kontekste senėjimas dažnai apibūdinamas kaip laipsniškas fiziologinių procesų 

pasikeitimas, dėl kurio susilpnėja esminės biologinės funkcijos ir sumažėja organizmo gebėjimas pri-

sitaikyti prie kintančių aplinkos sąlygų. Šis laipsniškas fiziologinių sistemų pokytis yra pagrindinis 

veiksnys, skatinantis lėtinių ligų vystymąsi, padidėjusį mirtingumą ir reikšmingą su sveikatos prie-

žiūra susijusių išlaidų padidėjimą. Organizmams senstant, kaupiasi ląstelių ir molekulinių pažeidimų 

kumuliacinis poveikis, kenkiantis homeostazei ir didinantis pažeidžiamumą išoriniams stresoriams ir 

ligoms (Li et al., 2023). Senėjimo procesą dažniausiai lydi audinių kamieninių ląstelių išeikvojimas 

ir lėtinio audinių uždegimo padidėjimas. Šie reiškiniai atspindi platesnius ląstelių ir audinių lygio 

pokyčius, iš kurių daugelis yra susiję su nenormaliais molekuliniais pokyčiais. Tarp jų yra genomo 

nestabilumas, telomerų sutrumpėjimas ir epigenetinės modifikacijos, kurios prisideda prie mito-

chondrijų disfunkcijos ir ląstelių senėjimo. Mokslininkai tirdami įvairius su senėjimu susijusius mo-

lekulinius mechanizmus suprato, kad šie mechanizmai atsiranda kartu ir yra tarpusavyje susiję. Telo-

merų disfunkcija tapo pagrindine daugelio molekulinių kelių, susijusių su senėjimu ir su amžiumi 

susijusiomis ligomis, varomąja jėga (López-Otín et al., 2013). 
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Vienas iš pagrindinių senėjimo bruožų yra laipsniškas telomerų trumpėjimas. Telomeros yra 

specializuotos DNR-baltymų struktūros, esančios linijinių chromosomų galuose. Jos sudarytos iš 

trumpų, tandeminių DNR pasikartojančių sekų ir daugiakomponentinio baltymų komplekso, žinomo 

kaip šelterinas (angl. shelterin). Šelterino kompleksas atlieka svarbų vaidmenį palaikant genomo sta-

bilumą, nes apsaugo chromosomų galus nuo klaidingo atpažinimo kaip DNR pažaida. Konkrečiai, 

šelterinas neleidžia suaktyvinti DNR pažeidimo atsako kelių ir slopina dvigubos grandinės trūkių 

taisymo mechanizmus, taip užkertant kelią netinkamam chromosomų susiliejimui (Lange, 2018). Dėl 

linijinės DNR galų replikacijos problemos (angl. End replication problem), DNR replikacijos mecha-

nizmų nesugebėjimo užbaigti linijinių chromosomų galų sintezės, telomeros trumpėja po kiekvieno 

ląstelės pasidalijimo. Be šio su replikacija susijusio trumpėjimo, oksidacinis stresas dar labiau pag-

reitina telomerų trumpėjimą, paveikdamas tiek besidalijančias, tiek nesidalijančias ląsteles, sukelda-

mas DNR pažeidimus telomerinėse srityse, kurios yra ypač jautrios oksidaciniams pažeidimams. No-

rėdamos užkirsti kelią šiam procesui, ląstelės naudoja telomerazę – specializuotą ribonukleoproteino 

fermentą, kuris geba ilginti telomeras, pridedant telomerinius pasikartojimus prie chromosomų galų. 

Didžiausias telomerazės aktyvumas yra lytinėse, kamieninėse ir vėžinėse ląstelėse, o daugumoje so-

matinių ląstelių ji apskritai nėra detektuojama arba randamas labai mažas jos kiekis. Telomerų kritinis 

sutrumpėjimas, struktūros pažeidimai arba šelterino komplekso išstūmimas iš telomerų, sukelia DNR 

pažeidimo atsaką ir ląstelių proliferacijos praradimą, dėl kurių atsiranda senėjimas arba įvyksta apop-

tozė (Lyu, Sang and Chai, 2021).  

Telomerazė yra būtina telomerų ilginimui ir funkcijos palaikymui. Šią funkciją ji atlieka pridė-

dama tandemines pasikartojančias DNR sekas prie chromosomų galų ir taip kompensuodama laips-

nišką telomerinės DNR praradimą, atsirandantį su kiekvienu DNR replikacijos etapu (Artandi and 

DePinho, 2010). Viso žmogaus vystymosi metu telomerazės aktyvumas yra griežtai reguliuojamas. 

Daugumoje somatinių ląstelių telomerazės raiška yra slopinama, todėl laikui bėgant telomeros trum-

pėja. Manoma, kad šios represijos veikia kaip naviką slopinantis mechanizmas, ribodamas somatinių 

ląstelių proliferacinį potencialą. Tačiau reguliuojamas telomerazės aktyvumas išlieka suaugusiųjų ka-

mieninių ląstelių populiacijose, ypač tose, kurios dalyvauja audiniuose, kuriems reikalingas didelis 

regeneracinis poreikis. Pavyzdžiui, imuninės sistemos, epidermio ir žarnyno epitelio kamieninės ląs-

telės turi išmatuojamą telomerazės aktyvumą, kuris yra būtinas norint išlaikyti jų gebėjimą atsinau-

jinti ir palaikyti audinių homeostazę per visą organizmo gyvenimą (Forsyth, Wright and Shay, 2002). 

Vienas iš plačiausiai ištirtų veiksnių telomerų trumpėjimo ir senėjimo kontekste yra stresas, lydintis 

asmenis visą gyvenimą. Tai gali būti psichologinis ar fizinis stresas patiriamas momentaliai ar chro-

niškai. Moksliniais tyrimais įrodyta, kad telomerų ilgis yra paveldima savybė, o telomerų trumpėji-

mas yra įprasta senėjimo proceso dalis (Honig et al., 2015). Telomerų ilgiui įtaką daro ir įvairūs kiti 

veiksniai, įskaitant lytį. Tyrimai rodo, kad moterų telomeros paprastai yra ilgesnės nei vyrų. Manoma, 
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kad šį skirtumą įtakoja hormoniniai, genetiniai ir gyvenimo būdo veiksniai, įskaitant galimą apsauginį 

estrogeno poveikį, kuris gali sustiprinti telomerazės aktyvumą (Gardner et al., 2014). Gyvenimo būdo 

veiksniai, tokie kaip dieta, rūkymas, psichologinis ir lėtinis stresas bei ligos, turi įtakos telomerų ilgiui 

(Valdes et al., 2005; Blackburn and Epel, 2012). Pastebėta, kad ne tik trumpos telomeros, bet ir per-

nelyg ilgos yra siejamos su padidėjusia tam tikrų ligų rizika, todėl telomerų ilgis turi būti griežtai 

reguliuojamas, kad būtų išlaikyta homeostazė. Ilgos telomeros gali prisidėti prie padidėjusios ląstelių 

proliferacijos, o tai gali būti naudinga audinių regeneracijai, tačiau tam tikromis sąlygomis taip pat 

gali paskatinti onkogeninius procesus (Protsenko et al., 2020). Per pastaruosius du dešimtmečius vis 

gausėjanti mokslinė literatūra sieja ryšį tarp streso ir telomerazės aktyvumo. Nors daugelis tyrimų 

rodo sąsajas tarp psichologinio streso ir sumažėjusio telomerazės aktyvumo, taip pat telomerų trum-

pėjimo, vis dar nėra išsamaus ir vieningo modelio, kuris pilnai paaiškintų, kaip fiziologinės streso 

reakcijos virsta molekuliniais telomerų pokyčiais (Lin and Epel, 2022). 

Skirtingai nuo žmogaus ląstelių, mielių ląstelės puikiai toleruoja telomerų ilgio svyravimus. Jos 

gali išlaikyti telomeras, kurios yra iki penkių kartų ilgesnės, neparodydamos jokių reikšmingų augimo 

ar ląstelių funkcijos pokyčių. Tai rodo, kad mielių telomerų ilgis nėra glaudžiai susijęs su ląstelių 

proliferacija ar chronologine gyvenimo trukme. Be to, tyrimai parodė, kad mielių ląstelės, turinčios 

neįprastai ilgas telomeras, sensta panašiu greičiu kaip ir mielės turinčios standartinio ilgio telomeras. 

Be to, atrodo, kad telomerų ilgis neturi reikšmingo poveikio replikacinio ar genotoksinio streso sąly-

gomis, tačiau kritiškai trumpas telomerų ilgis yra siejamas su sumažėjusiu gyvybingumu (Harari, 

Zadok-Laviel and Kupiec, 2017). 

1.2.1. Telomerų ilgio pokyčiai mikrogravitacijoje 

Astronautai dirba išskirtinai ekstremalioje aplinkoje, kur juos veikia daugybė stresorių, įskai-

tant kosminę spinduliuotę, mikrogravitaciją, psichologinę izoliaciją ir mitybos bei mikrobiotos poky-

čius (Afshinnekoo et al., 2020). Įrodyta, kad toks fizinių ir psichologinių stresinių veiksnių derinys, 

net atliekant misijas žemoje Žemės orbitoje TKS, daro neigiamą poveikį daugeliui fiziologinių sis-

temų. Tarp dažniausiai stebimų poveikių yra susilpnėjęs imuninis atsakas, padidėjęs uždegiminis ak-

tyvumas ir padidėjęs jautrumas infekcijoms. Pastaruoju metu dėmesys buvo nukreiptas į astronautų 

telomerų ilgio dinamikos tyrimus. Telomeros dabar tiriamos kaip astronautų sveikatos biožymuo kos-

minių misijų metu ir po jų. Telomerų ilgio dinamika ir DNR pažaidų atsakai buvo įvertinti vienuolikos 

astronautų grupėje prieš įvairios trukmės misijas, jų metu ir po jų – nuo kelių mėnesių iki pilnų metų 

TKS. Nors astronautai paprastai yra puikios fizinės sveikatos, mokslininkai išsiaiškino, kad jų telo-

meros buvo trumpesnės, o telomerazės aktyvumas mažesnis, nei pagal amžių ir lytį atitinkančių as-

menų Žemėje prieš ir po skrydžio į kosmosą. Buvo pastebėta, kad nepaisant misijos trukmės, kosmose 

esantys astronautai turėjo ilgesnes telomeras, o sugrįžus į Žemę, jų ilgis greit sutrumpėjo ir po misijos 
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astronautai turėjo trumpesnes telomeras nei prieš skrydį į kosmosą. Atrodo, kad vienas iš pagrindinių 

veiksnių yra oksidacinis stresas, kurį patyrė visi įgulos nariai ir buvo nustatyta, kad jis koreliuoja su 

telomerų ilgio svyravimais. Be to, astronautai parodė reikšmingą chromosomų inversijų dažnio padi-

dėjimą, dar labiau pabrėždami genomo nestabilumą, susijusį su ilgesniu kosmoso aplinkos poveikiu 

(Luxton, McKenna, Lewis, et al., 2020). Manoma, kad oksidacinis stresas, kurį sukelia kosmoso są-

lygos, vaidina svarbų vaidmenį pažeidžiant arba kritiškai sutrumpinant telomeras, galiausiai sukelda-

mas ląstelių senėjimą arba apoptozę. Oksidacinis stresas, kurį pirmiausia sukelia padidėjęs kosminės 

spinduliuotės poveikis, sukuria reaktyvias deguonies formas (ROS), kurios gali sukelti dvigubos 

grandinės DNR trūkius ir telomerų trumpėjimą, ypač somatinėse ląstelėse. Somatinėse ląstelėse įsi-

jungia trumpalaikis alternatyvus ir nuo telomerazės nepriklausomas telomerų ilginimo mechanizmas. 

Šis mechanizmas palengvina ląstelės išgyvenamumą. Šis alternatyvus kelias priklauso nuo homolo-

ginių rekombinacijos procesų, kai telomerinė DNR prailginama naudojant kitas telomerines sekas 

kaip šablonus. Nors šis mechanizmas nėra toks efektyvus ar reguliuojamas kaip telomerazės sukeltas 

ilginimas, jis gali suteikti laikiną išgyvenamumo pranašumą ląstelėms, stabilizuodamas kritiškai 

trumpas telomeras užkertant kelią tiesioginei ląstelių žūčiai (Luxton, McKenna, Taylor, et al., 2020). 

1.3. Mielės – modeliniai organizmai mikrogravitacijos tyrimuose 

Mielės Saccharomyces cerevisiae yra plačiai naudojamas modelinis organizmas tiriant įvairius 

eukariotinių ląstelių procesus ir sistemas ir yra puikus modelinis organizmas senėjimo tyrimuose 

(Kaeberlein, Burtner and Kennedy, 2007). Mielių modelinės sistemos taip pat gali suteikti informa-

cijos apie eukariotų prisitaikymą prie kosmoso sąlygų. Pagrindinės savybės, dėl kurių mielės naudo-

jamos kosmoso tyrimuose yra šios:  

1. Jos išlieka visiškai gyvybingos kosminių misijų metu (Walther et al., 1996). 

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

3. Mielių auginimo sąlygos suderinamos su žmogaus gyvenimo sąlygomis (Walther et al., 

1996). 

4. Mielės gali būti auginamos kaip laisvai plaukiojantys organizmai skystose mitybinėse terpėse 

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

5. Jos kelia minimalų pavojų žmonėms ir gali būti auginamos laikantis minimalių saugumo 

reikalavimų (Hammond and Birdsall, 2022). 

6. Mielės lengvai prisitaiko prie temperatūrų skirtumų, toleruoja šaldymą, džiovinimą, yra leng-

vai kultivuojamos (Nislow et al., 2015). 

1.3.1. Mikrogravitacijos poveikis S. cerevisiae ląstelėms 

S. cerevisiae dėl savo gerai apibūdintos genetinės sistemos, lengvo auginimo ir plataus pritai-

komumo yra idealus modelinis organizmas tiriant kosminių skrydžių ir simuliuotos mikrogravitacijos 
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poveikį eukariotinėms ląstelėms. Atlikti simuliuotos mikrogravitacijos tyrimai, leido išsiaiškinti, kad 

S. cerevisiae lyginant su kontrole, mikrogravitacijos sąlygose sutrumpėja latentinė fazė ir poliškumas. 

Tai rodo atsitiktinis mielių pumpuravimas, palyginti su įprastu, bipoliniu kontrolinių mielių pumpu-

ravimu. Nenormalų pumpuravimą dažnai lydėjo padidėjęs ląstelių polinkis formuoti agregatus, kai 

kuriose grupėse buvo penkios ar daugiau ląstelių. Nepaisant šių morfologinių pokyčių, mielių ląstelės 

neturėjo reikšmingų augimo greičio, ląstelių dydžio, formos ar gyvybingumo skirtumų, lyginant su 

kontrolinėmis grupėmis. Taip pat buvo nustatyti reikšmingi genų raiškos pokyčiai, susiję su poliš-

kumu, bipoliniu pumpuravimu ir motininių-dukterinių ląstelių atskyrimu (Purevdorj-Gage, Sheehan 

and Hyman, 2006). Šie rezultatai rodo, kad mikrogravitacija gali keisti pagrindinius mielių ląstelių 

ciklo ir morfogenezės aspektus transkripcijos lygmeniu, o tai gali atspindėti, kaip gravitacinė jėga 

daro įtaką tarpląsteliniams signaliniams keliams eukariotinėse ląstelėse. Mielių telomerų tyrimai kos-

moso ar simuliuotos mikrogravitacijos sąlygomis dar mažai tiriami, todėl kol kas mikrogravitacijos 

poveikis telomerų ilgiui nėra žinomas. 

1.4. Priešgrybelinių junginių poveikis mielėms 

Per pastaruosius kelis dešimtmečius patogeninės mielės tapo vis didėjančia pasauline grėsme 

žmonių sveikatai. Šie ligas sukeliantys mieliagrybiai paprastai klasifikuojami kaip oportunistiniai pa-

togenai, o tai reiškia, kad jie pirmiausia sukelia infekcijas asmenims, kurių imuninė sistema yra pa-

žeista arba susilpnėjusi. Toks pažeidžiamumas gali atsirasti dėl ligų, įskaitant ŽIV/AIDS, vėžį taip 

pat dėl organų transplantacijos ar kitų imunosupresijos formų. Oportunistinės mielių rūšys, ypač prik-

lausančios Candida, Cryptococcus ir Malassezia gentims, yra atsakingos už platų infekcijų spektrą, 

nuo lengvų iki pavojingų gyvybei. Viename spektro gale jie sukelia paviršines infekcijas, pažeidžian-

čias odą, gleivines ir nagus. Tokio tipo infekcijos yra labai paplitusios, paveikiančios maždaug 1,7 

milijardo žmonių visame pasaulyje ir dažnai pasikartojančios arba lėtinės. Kita vertus, patogeninių 

mieliagrybių sukeltos invazinės grybelinės infekcijos yra sunkesnės ir susijusios su dideliu ser-

gamumu ir mirtingumu. Šios infekcijos gali pažeisti vidaus organus, patekti į kraują ir sukelti siste-

mines ligas. Remiantis pasauliniais sveikatos skaičiavimais, invazinės grybelinės infekcijos kasmet 

sukelia maždaug 3,8 milijono mirčių (Bongomin et al., 2017; Denning, 2024). Kadangi eukariotinės 

grybelinės ląstelės turi glaudžius evoliucinius ryšius su savo šeimininkais žmonėmis, priešgrybelinių 

vaistų kūrimas yra unikalus iššūkis farmacijos pramonei. Priešgrybeliniai vaistai turi būti selektyviai 

nukreipti į grybelines ląsteles, tuo pačiu sumažinant žalą žmogaus ląstelių funkcijoms. Šie vaistai 

paprastai skirstomi į fungistatinius – slopinančius mielių ląstelių augimą – arba fungicidinius – suke-

liančius ląstelių mirtį. Ši klasifikacija yra labai svarbi norint suprasti vaistų veikimo mechanizmus ir 

nustatyti tinkamas gydymo strategijas bei numatomus rezultatus. Šiuo metu klinikinėje praktikoje 

naudojamos keturios pagrindinės priešgrybelinių vaistų klasės: polienai, azolai, pirimidino analogai 
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ir echinokandinai. Kiekviena klasė nukreipta į skirtingus mielių struktūrinius komponentus, pavyz-

džiui, ląstelių membraną ar sienelę (Perfect, 2017). 

Nistatinas yra polieno makrolidinis priešgrybelinis vaistas, kuris fungicidinį poveikį daro spe-

cifine sąveika su ergosteroliu. Jo veikimo mechanizmas pirmiausia susijęs su prisijungimu prie er-

gosterolio molekulių mielių membranoje ir susidaro transmembranines poras. Šios poros sutrikdo 

selektyvų membranos pralaidumą, leisdamos nekontroliuojamai ištekėti kalio ir magnio jonams, taip 

pat mažoms organinėms molekulėms. Šis joninės ir metabolinės homeostazės sutrikdymas galiausiai 

lemia ląstelių mirtį. Nistatino veikimo specifiškumas kyla dėl jo stipraus afiniškumo ergosteroliui, 

bet ne žinduolių ląstelėse, kur cholesterolis atlieka panašų struktūrinį vaidmenį. Tačiau esant didelėms 

koncentracijoms nistatinas taip pat gali sąveikauti su cholesteroliu ir sukelti citotoksinį poveikį, o tai 

yra viena iš priežasčių, kodėl jis nėra tinkamas sisteminiam vartojimui (Chen, Chou and Feingold, 

1978; Carrillo-Muñoz et al., 1999; Sousa et al., 2023). 

Klotrimazolas yra azolo klasės priešgrybelinis junginys, kuris visų pirma veikia slopindamas 

ergosterolio biosintezę. Šio junginio taikinys yra fermentas lanosterolio 14α-demetilazė (CYP51). 

Fungistatinis poveikis pasireiškia sutrikdant membranos struktūrą ir pralaidumą, o tai pažeidžia mie-

lės vientisumą ir funkciją ir galiausiai sukelia jos mirtį. Klotrimazolas ne tik slopina membranos sin-

tezę, bet ir sukelia oksidacinį stresą. Veikiant vaistui, ląstelės turi padidėjusių reaktyvių deguonies 

formų (ROS), įskaitant superoksido anijonus ir vandenilio peroksidą, lygius. Klotrimazolo priešgry-

belinis veiksmingumas yra dvejopo mechanizmo rezultatas: ergosterolio biosintezės slopinimas ir 

oksidacinio streso sukėlimas, kurie kartu stabdo ląstelių augimą ir dauginimąsi bei sukelia apoptozę 

(Trivedi et al., 2005; Kavakçıoğlu and Tarhan, 2018; Yardımcı and Tarhan, 2024). 

1.5. Mielių ląstelių žūties tipai 

Gyvūninių ląstelių mirtis pasireiškia makroskopiniais morfologiniais pokyčiais. Dažniausiai 

skirstomos į tris skirtingas grupes: I tipo ląstelių mirtis arba apoptozė, pasireiškianti citoplazmos su-

sitraukimu, chromatino kondensacija, branduolio fragmentacija mitochondrijų fragmentacija, fosfa-

tidilserino padėties pasikeitimu į išorinę plazminės membranos pusę ir plazminės membranos susit-

raukimu į mažas pūsleles dar žinomas kaip apoptotiniai kūneliai, kurias gali pasisavinti gretimos ląs-

telės, turinčios fagocitinį aktyvumą. II tipo ląstelių mirtis arba autofagija, pasireiškianti citoplazmine 

vakuolizacija ir besibaigianti fagocitų degradacija lizosomose. III tipo ląstelių mirtis arba nekrozė, 

neturinti išskirtinių I ar II tipo ląstelių mirties požymių ir pasibaigianti mirusių ląstelių suardimu, 

nesant akivaizdaus fagocitų ir lizosomų įsitraukimo (Schweichel and Merker, 1973; Galluzzi et al., 

2007). 

Tyrimai, skirti aptikti ir kiekybiškai įvertinti mirštančių mielių ląstelių požymius apima kas-

pazės / proteazės aktyvumą, dažymą aneksinu V, siekiant nustatyti fosfatidilserino eksternalizaciją ir 
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DNR fragmentacijos tyrimus. Nors tokių žinduolių ląstelių mirties tyrimų naudojimas mielėse yra 

šiek tiek prieštaringas dėl ląstelių biologijos skirtumų ir klaidingo interpretavimo galimybės, jie iš-

lieka vertingi apibūdinant mielių apoptozės tipo reguliuojamą ląstelių žūtį (Chaves et al., 2025).  

Nekrozė apibūdinama kaip gana atsitiktinė, nekontroliuojama ląstelių mirties forma. Nekrotinė 

ląstelių mirtis morfologiškai apibūdinama ląstelių tūrio padidėjimu, organelių patinimu ir plazminės 

membranos plyšimu. Sutrikdoma energijos gamyba, vyksta atsitiktinis DNR skaidymas, kuris  sukelia 

veiksnių, susijusių su imuninio atsako stimuliavimu arba aktyviu žaizdų taisymu, išsiskyrimą (Zong 

and Thompson, 2006). Mielių nekrozė, kažkada laikyta nereguliuojama ir atsitiktine ląstelių žūties 

forma, dabar pripažįstama, kad ji apima ir atsitiktinius, ir reguliuojamus procesus. Atsitiktinė nekrozė 

paprastai atsiranda dėl ekstremalių stresinių veiksnių, tokių kaip didelė vandenilio peroksido arba 

acto rūgšties koncentracija, dėl kurios greitai plyšta plazmos membrana ir įvyksta nekontroliuojama 

ląstelių lizė. Priešingai, reguliuojama nekrozė apima genetiškai kontroliuojamus kelius ir gali būti 

sukelta vidutinio sunkumo streso sąlygų. Pagrindiniai mielių nekrozę įtakojantys veiksniai yra mito-

chondrijų disfunkcija, senėjimas ir rūgštinis pH. Mitochondrijų pažaidos didina reaktyvių deguonies 

formų gamyba, o tai prisideda prie nekrozinių ląstelių žūties (Ludovico et al., 2001; Alexandrov et 

al., 2021). 

Autofagija yra griežtai reguliuojamas, katabolinis procesas, stebimas įvairiuose eukariotuose, 

nuo mielių iki sudėtingesnių organizmų palaikantis ląstelių homeostazę, reaguojant į aplinkos poky-

čius ir maistinių medžiagų prieinamumą. Šio proceso metu ląstelės skaido ir perdirba baltymus ir 

organeles, kad išlaikytų tarpląstelinę homeostazę. Paprastai autofagija atlieka apsauginį vaidmenį ląs-

telėse, o šių mechanizmų sutrikimas arba per didelis autofaginis aktyvumas sukelia ląstelių mirtį. 

Nors normaliomis sąlygomis autofagija pasireiškia baziniu lygiu, maistinių medžiagų bado sąlygomis 

ji žymiai padidėja (Metur et al., 2023). Autofagija svarbi skaidant ir perdirbant senus baltymus, dide-

lius baltymų kompleksus ir organeles. Šis procesas apima tris pagrindinius autofagijos tipus: mikro-

autofagiją, makroautofagiją ir šaperonų sukeltą autofagiją. Autofagija skirstoma į skirtingus etapus: 

fagoforo indukciją ir branduolio susidarymą, vėlesnį fagoforo išsiplėtimą ir brendimą iki visiškai už-

daros, dvigubos membranos autofagosomos, autofagosomos susiliejimą su vakuole ir galiausiai ski-

limo produktus (Metur and Klionsky, 2024). 

1.6. Mikrogravitacijos poveikis ląstelių žūčiai 

Simuliuotos mikrogravitacijos ir jonizuojančiosios spinduliuotės sinergistinis poveikis žmo-

gaus bronchų epitelio ląstelėms tyrimas parodė, kad šie du su kosmosu susiję stresoriai sumažino 

ląstelių gyvybingumą ir proliferaciją, tuo pačiu paskatindami apoptozę ir DNR dvigubų grandinių 

trūkius. Padidėjusi RAC2 geno raiška, padidino NADPH oksidazės aktyvumą, tai lėmė padidėjusį 



 
 

17 

reaktyvių deguonies formų lygį. Tai parodo, kad mikrogravitacijos ir spinduliuotės poveikis kosmi-

nėje aplinkoje gali sustiprinti ląstelių pažeidimus (Tan et al., 2020). Tyrimai rodo, kad mikrogravita-

cija gali sustiprinti ir slopinti apoptozę, priklausomai nuo ląstelės tipo, poveikio trukmės ir specifinių 

stresorių. Pavyzdžiui, limfocitai ir su imunitetu susijusios ląstelės dažnai pasižymi padidėjusia apop-

toze. Priešingai, kai kurios vėžinės ląstelės ir kamieninės ląstelės rodo sumažėjusį apoptotinį akty-

vumą, priežastys dar nėra pilnai išaiškintos, tačiau numanoma priežastis  mechanotransdukcijos sig-

nalinio kelio, citoskeleto remodeliavimo ir mitochondrijų disfunkcijos mikrogravitacijos aplinkoje 

pokyčiai. Mikrogravitacija veikia pagrindinius apoptotinius reguliatorius, tokius kaip kaspazės, Bcl-

2 šeimos baltymai ir mitochondrijų membranos potencialas. Turi poveikį signalams, susijusiems su 

oksidaciniu stresu ir DNR pažeidimu (Prasad et al., 2020).  

Mielės, augintos tikroje mikrogravitacijoje TKS buvo palygintos su mielėmis, kurios buvo au-

gintos simuliuotoje mikrogravitacijoje. Tyrimas parodė, kad tiek tikros, tiek simuliuotos mikrogra-

vitacijos sąlygos padidino ląstelių redokso atsaką ir paskatino apoptozės indukciją, taip pat skirtingos 

sąlygos lėmė unikalius genų raiškos profilius, susijusius su šlyties stresu ir amoniako signaliniu keliu 

(Hammond et al., 2018a).  

  



 
 

18 

2. Medžiagos ir metodai 

2.1. Medžiagos 

2.1.1. Reagentai, buferiai ir rinkiniai 

Reagentai: 

Šiame darbe naudotos medžiagos: nistatino dihidratas (Carl Roth), klotrimazolas (Alfa Aesar), 

acto rūgštis (Merck), D(+)-gliukozės monohidratas (Carl Roth), peptonas (Carl Roth), mielių ekstrak-

tas (Carl Roth), mielių azotinė bazė be aminorūgščių (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), zymoliazė (Carl Roth). 

Buferiai: 

• 1X PBS, pH 7,4: 8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 2,68 g/L Na2HPO4, 0,24 g/L KH2PO4. Gauto tirpalo 

pH reikšmė privedama iki pH 7,4 naudojant 1 M HCl. 

• 1 M sorbitolio tirpalas: 182,2 g/L sorbitolio ištirpinama distiliuotame vandenyje. 

• Sferoplastų skyrimo buferis: 1,2 M sorbitolis, 0,5 mM MgCl2, 35 mM K2HPO4, pH 6,8) 

Rinkiniai: 

• ROS susidarymo analizei naudotas „DCFDA/H2DCFDA-Cellular ROS Assay“ rinkinys 

(ab113851, abcam). 

• Aktyvių kaspazių nustatatymui naudotas „Generic Caspase Activity Assay – Fluorometric 

Green“ rinkinys (ab112130, abcam). 

• Fosfatidilserino lokalizacijos nustatymui naudotas „ROTITEST®Annexin V” rinkinys (Art. 

No. 7735.1, Carl Roth). 

2.1.2. Prietaisai 

Darbe naudoti prietaisai ir pasirinkti parametrai: rotacinė ląstelių kultivavimo sistema (RLKS), 

21,5 aps/min., 30 °C (Synthecon), termopurtyklė, 130 rpm, 30 °C (CERTOMAT U), termostatas, 

30 °C (Binder), šaldytuvas, 4 °C (Snaigė), biofotometras, OD 600 nm (Eppendorf), stalinė centrifuga 

(Eppendorf), laminarinis boksas, II saugumo klasė (ScanLAF), fluorescencinis mikroskopas (Olym-

pus IX83). 

2.1.3. Mitybinės terpės ir priedai 

Terpių sudėtis nurodoma 2.1 lentelėje, pateikiamas reikalingas medžiagų kiekis, kuris yra ištir-

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

jami priedai – 100 mM leucinas (20 mL/L), 20 mM uracilas (10 mL/L), 10 mM adeninas (15 mL/L), 



 
 

19 

100 mM histidinas (3 mL/L), 40 mM triptofanas (10 mL/L), pridedami po autoklavavimo prieš iš-

pilstant į Petri lėkšteles. Agaras dedamas tik gaminant kietas terpes. 

2.1 lentelė. Mitybinės terpės ir jų sudėtis. 

YPD SC 

D(+)-gliukozės monohidratas, 20 g/L 

Peptonas, 20 g/L 

Mielių ekstraktas, 10 g/L 

Agaras, 20 g/L 

D(+)-gliukozės monohidratas, 20 g/L 

Mielių azotinė bazė be aminorūgščių, 6,7 g/L 

Agaras, 20 g/L 

2.2. Metodai 

2.2.1. Tyrimo objektas 

Šiame tyrime buvo naudojami trys S. cerevisiae kamienai – DLY 641 (laukinio tipo telomeros), 

DLY 1479 (trumpos telomeros) ir DLY 5396 (ilgos telomeros). Kamienų genotipai nurodomi 2.2 len-

telėje. 

2.2 Lentelė Tyrime naudoti S. cerevisiae kamienų genotipai ir telomerų fenotipai. 

Kamienas Atitinkamas genotipas ir telomerų fenotipas 

DLY 641 
MATα ade2-1 trp1-1 can1-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL+ psi+ ssd1-d2 

RAD5 (laukinio tipo); laukinio tipo telomeros 

DLY 1479 MATα mre11::hisG::URA3; trumpos telomeros 

DLY 5396 MATα exo1::LEU2 pif1::NATMX; ilgos telomeros 

Visi kamienai gauti iš Mančesterio Metropoliteno universiteto Dr. Mikhajlo Zubko. Visiems 

kamienams atliekamas mikrobiologinis genotipavimas. 

2.2.2. Mikrobiologinis genotipavimas 

Prieš atliekant eksperimentus S. cerevisiae kamienams atliekamas mikrobiologinis genotipavi-

mas. Pirmiausia atliekamas mikrobiologinis klonavimas, po kurio atrenkamos pavienės kolonijos, 

kurios vėliau auginamos termostate ant agarizuotos YPD terpės 2 paras 30 °C temperatūroje. Užau-

gusios mielės antspaudų metodu perkeliamos ant selektyvių terpių: teigiamos kontrolės SC+, turinčios 

leucino, uracilo, histidino, adenino ir triptofano bei terpių, neturinčių vieno iš minėtų junginių ir SC- 

terpės neturinčios nė vieno iš minėtų junginių. Tokios lėkštelės auginamos 2 paras 30 °C temperatū-

roje, vėliau atrenkamos tinkamos kolonijos. 
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2.2.3. Minimalių inhibitorinių koncentracijų nustatymas 

Minimalių inhibitorinių koncentracijų (MIK) nustatymui pasirinktiems priešgrybeliniams jun-

giniams klotrimazolui bei nistatino dihidratui buvo pasirinktas lašelių testas. Tiriamieji kamienai au-

ginami termostate 2 paras 30 °C, pasirinkta viena kolonija perkeliama į 5 mL skystą terpę, auginama 

12 val. įprastoje rotacinėje purtyklėje 30 °C, 130 RPM sąlygomis. OT600 = 1 ląstelių suspensijos 

kiekis perkeliamas į 5 ml tūrio mėgintuvėlį ir į 5 ml tūrio RLKS indą su skysta YPD terpe taip, kad 

OT600 būtų 0,06, auginama 24 val. 1 × 106 ląstelių suspensijos 3 kartus plaunama YPD terpe, cent-

rifuguojams 3000 aps/min. 3 minutes ir resuspenduojamos joje. Paruoštos ląstelės išpilstomos po 

100 µl į mikroplokštelės šulinėlius ir pridedama po 100 µl skirtingų koncentracijų klotrimazolo tir-

palo (16 µg/mL, 14 µg/mL, 12 µg/mL, 10 µg/mL, 8 µg/mL, 6 µg/mL), bei nistatino tirpalo 

(1,2 µg/mL, 1,0 µg/mL, 0,8 µg/mL, 0,6 µg/mL, 0,4 µg/mL, 0,2 µg/mL) kontrolei 100 µl YPD terpės. 

Plokštelė inkubuojama 30 °C 24 val. Po inkubacijos iš kiekvieno šulinėlio po 5 µl perkeliama ant 

agarizuotos YPD terpės. Agarizuota YPD terpė su tiriamomis suspensijomis auginama 48 val. Verti-

namas gebėjimas formuoti kolonijas. MIK laikoma mažiausia junginio koncentracija, kurioje ląstelės 

nebegeba formuoti kolonijų. 

2.2.4. Mielių ląstelių gyvybingumo įvertinimas 

Mielių ląstelių gyvybingumas po poveikio priešgrybeliniais junginiais skirtingais laiko mo-

mentais įvertinamas atliekant klonogeninį testą. Po 24 val. auginimo 1 × 106 ląstelių plaunamos 3 

kartus YPD terpe, centrifuguojant 3000 aps/min 3 min. ir resuspenduojamos joje. Suspensija padali-

nama į keturis mėgintuvėlius po 200 µL. Kiekvienam mėgintuvėliui pridedama 200 µL priešgry-

belinio junginio, atskiesto iki atitinkamos koncentracijos, kad galutiniame tūryje junginių koncent-

racija būtų MIK, 2 kartus sumažinta MIK (MIK/2) ir 4 kartus sumažinta MIK (MIK/4). Kontroli-

niam mėginiui vietoje junginio pridedama 200 µL YPD terpės. Mėginiai inkubuojami 30 °C tempe-

ratūroje 1, 2 ir 4 valandas. Po inkubacijos iš kiekvieno mėginio 10 µL ląstelių suspensijos sėjama 

ant agarizuotos YPD terpės. Lėkštelės inkubuojamos 30 °C termostate 48 val., po inkubacijos sus-

kaičiuojamos užaugusios kolonijos.  

2.2.5. Reaktyvių deguonies formų įvertinimas 

ROS susidarymo analizei naudojamas „DCFDA/H2DCFDA-Cellular ROS Assay Kit“ rinkinys. 

Po 2 valandų MIK/2 ir MIK/4 priešgrybelinių junginių poveikio, ląstelės surenkamos ir plaunamos 2 

kartus dejonizuotu vandeniu ir PBS buferiu, ląstelės suspenduojamos PBS buferyje. Ląstelės inku-

buojamos PBS buferyje skiestu DCFDA tirpalu iki galutinės 10 µM koncentracijos ir inkubuojamos 

45 min. 30 °C temperatūroje tamsoje. Po inkubacijos ląstelės 2 kartus plaunamos PBS buferiu. 

100 µL ląstelių suspensijos pilama į mikroplokštelės šulinėlius. Fluorescencinė mikroskopija atlie-
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kama VU GMC Atviros prieigos centre su fluoresceino izotiocianatui (FITC) būdingu filtru, naudo-

jantis Olympus IX83 fluorescenciniu mikroskopu. Fluoresuojančių ląstelių kiekybiniam įvertinimui 

naudojama ImageJ programinė įranga. 

2.2.6. Aktyvių kaspazių nustatymas 

Aktyvios kaspazės mielių ląstelėse nustatomos naudojant „Generic Caspase Activity Assay Kit 

– Fluorometric Green“ rinkinį. Po 2 valandų MIK/2 ir MIK/4 priešgrybelinių junginių poveikio, 

ląstelės surenkamos ir plaunamos 3 kartus PBS buferiu ir suspenduojamos jame. Ląstelės inkubuoja-

mos 500 µL PBS buferyje į kurį ipilamas 1 µL 500X TF2-VAD-FMK junginio ir inkubuojama 2 val. 

30 °C temperatūroje tamsoje. Po inkubacijos ląstelės 3 kartus plaunamos PBS buferiu. 100 µL ląstelių 

suspensijos pilama į mikroplokštelės šulinėlius. Fluorescencinė mikroskopija atliekama VU GMC 

Atviros prieigos centre su fluoresceino izotiocianatui (FITC) būdingu filtru, naudojantis Olympus 

IX83 fluorescenciniu mikroskopu. Fluoresuojančių ląstelių kiekybiniam įvertinimui naudojama Ima-

geJ programinė įranga. 

2.2.7. Fosfatidilserino lokalizacijos nustatymas 

Fosfatidilserino išsidėstymas išoriniame membranos sluoksnyje nustatomas FITC žymėtu a-

neksinu V, naudojant „ROTITEST®Annexin V” rinkinį. Po 2 valandų MIK/2 ir MIK/4 priešgrybe-

linių junginių poveikio, ląstelės surenkamos ir plaunamos 2 kartus mielių sferoplastų skyrimo buferiu 

ir suspenduojamos jame. Mielių sienelė dalinai degraduojama naudojant 5 U/mL zymoliazės fer-

mento, inkubuojama 10 min. 30 °C temperatūroje tamsoje. Po inkubacijos ląstelės plaunamos 2 kar-

tus rinkinyje esančiu 10X buferiu, skiestu 10 kartų 1,2 M sorbitoliu, centrifuguojant 800 aps/min 

10 min. ir suspenduojamos jame. 1 µL Aneksino V-FITC konjugato ir PI įpilama į 18 µL ląstelių sus-

pensijos ir inkubuojama 15 min. 30 °C temperatūroje tamsoje. Po inkubacijos į ląstelių suspensija 

įpilama 80 µL rinkinio buferio ir visas tūris perkeliamas į mikroplokštelės šulinėlį. Fluorescencinė 

mikroskopija atliekama VU GMC Atviros prieigos centre su fluoresceino izotiocianatui (FITC) bū-

dingu filtru, naudojantis Olympus IX83 fluorescenciniu mikroskopu. Fluoresuojančių ląstelių kieky-

biniam įvertinimui naudojama ImageJ programinė įranga. 

2.2.8. Statistinė duomenų analizė 

Statistinė duomenų analizė buvo atlikta naudojant „Microsoft Excel“ programinę įrangą. Re-

zultatų apibendrinimui, duomenys pateikiami kaip vidurkis ± standartinė paklaida (SE). Visi kieky-

biniai eksperimentai buvo atlikti trijų biologinių pakartojimų pagrindu. Statistiniam reikšmingumui 

įvertinti buvo naudojamas Stjudento (Student's) t-testas. 
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3. Rezultatai ir jų aptarimas 

3.1. Priešgrybelinių junginių MIK nustatymas 

Šiame tyrime buvo nustatytos priešgrybelinių junginių: nistatino dihidrato bei klotrimazolo mi-

nimalios inhibitorinės koncentracijos. Buvo įvertinta ar skirtingas telomerų ilgis turi įtakos MIK ki-

timui G ir MG sąlygomis. Rezultatai pateikiami 3.1 lentelėje. MG poveikis DLY 1479 kamienui tu-

rinčiam trumpas telomeras lėmė sumažėjusį atsparumą klotrimazolui, o nistatino dihidratui MIK ne-

pakito. MG poveikis DLY 641 kamienui turinčiam normalias telomeras lėmė sumažėjusį atsparumą 

klotrimazolo ir nistatino dihidrato MIK. MG poveikis ilgas telomeras turinčiam kamienui, priešgry-

belinių junginių MIK pokyčių nebuvo pastebėta. 

MIK pokytis stebimas ne tik tarp gravitacijoje ir mikrogravitacijoje augintų ląstelių, bet ir tarp 

atskirų kamienų. Nistatino dihidrato MIK pakito tik normalias telomeras turinčiose mielėse augintose 

G sąlygomis. Klotrimazolo MIK visuose kamienuose augintuose G sąlygomis nekito, tačiau MG są-

lygose lyginant su ilgas telomeras turinčiomis mielėmis, kituose kamienuose MIK sumažėjo. 

3.1 lentelė. Tyrimo metu nustatytos skirtingą telomerų ilgį turinčių kamienų MIK reikšmės priešgrybeliniams junginiams. 

 

Kitų autorių duomenimis buvo parodyta, kad nistatino dihidrato ir klotrimazolo MIK ribos yra 

atitinkamai 1–4 µg/mL ir 0,06–0,25 µg/mL (Richter et al., 2005). Šio tyrimo nustatytas nistatino 

dihidrato MIK sutampa su prieš tai minėtomis MIK ribomis nepriklausomai nuo auginimo sąlygų ir 

telomerų ilgio, tačiau klotrimazolo MIK visiškai neatitinka literatūroje esančių MIK reikšmių. Tai 

gali būti dėl to, kad šiame tyrime buvo naudota kita mitybinė terpė, auginimo temperatūra bei inku-

bacijos laikas. 

3.2. Mielių ląstelių gyvybingumo įvertinimas 

Šiame tyrime buvo įvertinta ar skirtingas telomerų ilgis turi įtakos mielių gyvybingumui po 

poveikio priešgrybeliniais junginiais skirtingais laiko momentais įprastos gravitacijos (G) ir mikrog-

ravitacijos (MG) sąlygomis, siekiant nustatyti optimalią mielių inkubacijos su priešgrybeliniu jungi-

niu trukmę. Mielių ląstelių gyvybingumas buvo vertinimas po 1, 2 ir 4 val. inkubacijos YPD terpėje 

su priešgrybelinių junginių MIK/4, MIK/2 bei MIK. 
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Atlikus tyrimus nustatyta, kad mikrogravitacijos sąlygos reikšmingai padidino DLY 1479 ka-

mieno ląstelių gyvybingumą, kai buvo veikiamos skirtingomis priešgrybelinių junginių – klotri-

mazolo ir nistatino – koncentracijomis. Po 2 ir 4 valandų poveikio klotrimazolo MIK/2 ir MIK, gy-

vybingumas padidėjo atitinkamai 1,38; 1,55 karto ir 2,55; 4,53 karto lyginant su G augintomis ląste-

lėmis. Nistatino poveikio metu, mikrogravitacija taip pat turėjo teigiamą poveikį ląstelių išgyvena-

mumui – po 1 val. MIK/4 ir MIK/2 gyvybingumas padidėjo 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 (žr. 3.1 pav.). 

 

3.1 pav. S. cerevisiae DLY 1479 kamieno klonogeninio tyrimo rezultatai. p reikšmė: * ≤ 0,05; ** ≤ 0,005; *** ≤ 0,0005. 

Statistiniam reikšmingumui nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidų juostose pavaizduota standartinė pak-

laida. 

Po poveikio nistatino MIK/2 ir MIK MG poveikis lėmė atitinkamai 1,55; 1,86 – po 1 val., 2,48; 

1,60 – po 2 val. bei 1,57 karto MIK/4 po 4 val. padidėjusį DLY 641 kamieno gyvybingumą (žr. 3.2 

pav.). 

 

3.2 pav. S. cerevisiae DLY 641 kamieno klonogeninio tyrimo rezultatai. p reikšmė: * ≤ 0,05; ** ≤ 0,005. Statistiniam 

reikšmingumui nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidų juostose pavaizduota standartinė paklaida. 

Po poveikio nistatino MIK/4 ir MIK/2 MG poveikis lėmė atitinkamai 1,19 – po 1 val., 4,24 – 

po 2 val. bei 1,37 karto MIK/4 po 4 val. padidėjusį DLY 5396 kamieno gyvybingumą (žr. 3.3 pav.). 
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3.3 pav. S. cerevisiae DLY 5396 kamieno klonogeninio tyrimo rezultatai. p reikšmė: * ≤ 0,05. Statistiniam reikšmingumui 

nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidų juostose pavaizduota standartinė paklaida 

Didžiausias gyvybingumo pokytis (4,53 karto) nustatytas tarp G ir MG augintų, trumpas telo-

meras turinčių ląstelių. Yra mokslinių duomenų, kad trumpesnės telomeros lemia ilgesnę S. cerevisiae 

ląstelių chronologinę gyvenimo trukmę. Pailgėjusi mielių gyvenimo trukmė galėjo lemti ir didesnį 

atsparumą (Austriaco and Guarente, 1997). Remiantis (Nielsen et al., 2021), oportunistinės patoge-

ninės mielės geba padidinti priešgrybelinį atsparumą mikrogravitacijos sąlygose dėl fiziologinių a-

daptacijų, tokių kaip pakitusi morfologija, padidėjęs augimas ir galimo atsako į stresą kelių aktyva-

vimo. Tokie ar panašūs pokyčiai galėjo įvykti ir S. cerevisiae mielėse. Padidėjęs gyvybingumas MG 

sąlygose nustatytas ir kituose tirtuose kamienuose, tokią tendenciją galima paaiškinti remiantis 

(Crabbé et al., 2013) mokslininkų duomenimis. Nustatyta, kad genai, susiję su priešgrybeliniais vais-

tais ir atsparumu stresui, buvo skirtingai reguliuojami skrydžio į kosmosą metu, įskaitant ABC per-

nešėjų indukciją taip pat sumažėjusią ergosterolį koduojančių genų raišką, o genų, susijusių su ats-

parumu oksidaciniam stresui – sumažėjusią raišką. 

3.3. ROS susidarymo nustatymas 

Šiame tyrime buvo įvertinta, ar skirtingas telomerų ilgis turi įtakos mielių oksidaciniam stresui 

po 2 val. poveikio MIK/4 ir MIK/2 priešgrybeliniais junginiais įprastos gravitacijos (G) ir mikrogra-

vitacijos (MG) sąlygomis. Reaktyvios deguonies formos (ROS) yra chemiškai reaktyvios molekulės, 

gaminamos ląstelėse, patiriančiose stresą, jų kaupimasis gali signalizuoti apie oksidacinius pažeidi-

mus arba aktyvuoti ląstelių žūties signalinius kelius. DCFDA (2’,7’-dichlorofluoresceino diacetatas) 

yra jautrus fluorochromas, kurio oksidacija viduląsteliniuose procesuose leidžia detektuoti ROS kau-

pimąsi, todėl šis metodas laikomas patikimu oksidacinio streso biožymeniu. Ląstelės, nusidažančios 

žaliai, rodo padidėjusį ROS lygį dėl DCFDA zondo oksidacijos, o nesidažančios ląstelės parodo mažą 

arba neaptinkamą ROS aktyvumą (žr. 3.4 pav.). Ši analizė leidžia įvertinti, kaip skirtingo ilgio telo-

meros gali daryti įtaką ląstelių atsakui į stresą, nepalankiomis sąlygomis, įskaitant mikrogravitacijos 

sąlygas. 
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3.4 pav. ROS teigiamų mielių ląstelių identifikavimas. 1. Žaliai nusidažo ROS teigiamos ląstelės. 2. ROS neigiamos 

ląstelės nesidažo. 

MG poveikis lėmė atitinkamai 2,70 bei 3,68 karto sumažėjusį DLY 1479 kamieno ROS tei-

giamų ląstelių skaičių, po poveikio MIK/4 ir MIK/2 klotrimazolu, o po poveikio MIK/4 nistatinu – 

2,91 karto sumažėjusį ROS teigiamų ląstelių skaičių (žr. 3.5 pav.). 

 

3.5 pav. S. cerevisiae DLY 1479 kamieno ROS tyrimo rezultatai. p reikšmė: * ≤ 0,05. Statistiniam reikšmingumui nusta-

tyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidų juostose pavaizduota standartinė paklaida. 

MG poveikis lėmė atitinkamai 2,60 ir 2,22 karto sumažėjusį DLY 641 kamieno ROS teigiamų 

ląstelių skaičių, po poveikio MIK/4 ir MIK/2 klotrimazolu, po poveikio MIK/4 ir MIK/2 nistatinu 

MG poveikis lėmė atitinkamai 2,05; 1,21 karto padidėjusį ROS teigiamų ląstelių skaičių (žr. 3.6 pav.). 
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3.6 pav. S. cerevisiae DLY 641 kamieno ROS tyrimo rezultatai. p reikšmė: * ≤ 0,05. Statistiniam reikšmingumui nustatyti 

naudotas stjudento t-testas. Paklaidų juostose pavaizduota standartinė paklaida. 

MG poveikis lėmė atitinkamai 2,76 ir 1,71 karto sumažėjusį DLY 5396 kamieno ROS teigiamų 

ląstelių skaičių, po poveikio MIK/4 ir MIK/2 klotrimazolu (žr. 3.7 pav.). 

 

3.7 pav. S. cerevisiae DLY 5396 kamieno ROS tyrimo rezultatai. p reikšmė: * ≤ 0,05. Statistiniam reikšmingumui nusta-

tyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidų juostose pavaizduota standartinė paklaida. 

Šio tyrimo rezultatai rodo, kad MG aplinka visuose tirtuose kamienuose nepriklausomai nuo 

telomerų ilgio sąlygojo mažesnį ROS teigiamų ląstelių skaičių nei G aplinkoje. Kiti tyrimai atlikti 

simuliuotos mikrogravitacijos kontekste rodo tendenciją, kad įprastai MG aplinka sąlygoja didesnį S. 

cerevisiae ląstelių oksidacinį stresą. Simuliuota mikrogravitacija kaip nustatė (Hammond, Allen and 

Birdsall, 2015) sukelia reikšmingus pokyčius mielių redokso balanse – padidėjusį ROS kiekį bei su-

mažėjusį viduląstelinį glutationo lygį. Šie pokyčiai yra panašūs į tuos, kuriuos sukelia tam tikri che-

moterapiniai junginiai, todėl manoma, kad mikrogravitacija sąlygoja mitochondrijų funkcijos poky-

čius bei susijusius signalinius kelius, turinčius įtakos ne tik ląstelių stresui, bet ir atsakui į vaistų 

poveikį. Nors tyrimo rezultatai skiriasi nuo literatūroje aprašomų, ROS kiekio sumažėjimas tiesiogiai 

koreliuoja su klonogeninio testo rezultatais – ląstelių gyvybingumas buvo didžiausias ten, kur ROS 
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lygis buvo mažiausias. (Pyatrikas et al., 2015) tyrime pastebėta stipri koreliacija tarp ROS gamybos 

padidėjimo ir mitochondrijų membranos potencialo praradimo, kurie abu buvo susiję su ląstelių mir-

ties progresavimu. Ląstelės, kurių ROS lygis buvo didesnis, prarado didesnį membranos potencialą, 

ir šios ląstelės buvo labiau linkusios progresuoti į apoptozę arba nekrozę. Skirtumai tarp šio ir kitų 

mokslininkų tyrimų rezultatų taip pat galėjo atsirasti dėl skirtingų mielių kamienų, auginimo sąlygų 

bei inkubacijos laiko mikrogravitacijos aplinkoje. 

3.4. Aktyvių kaspazių identifikavimas 

Šiame tyrime buvo įvertinta, ar skirtingas telomerų ilgis turi įtakos mielių kaspazių aktyvacijai 

po 2 valandų poveikio MIK/4 ir MIK/2 koncentracijos priešgrybeliniais junginiais, taikant įprastos 

gravitacijos (G) ir mikrogravitacijos (MG) sąlygas. Kaspazės yra cisteino tipo proteazės, kurios at-

lieka esminį vaidmenį vykdant programuotą ląstelių mirtį (apoptozę), reaguodamos į viduląstelinius 

pažeidimus ir streso signalus. Jų aktyvacija lemia struktūrinius ir funkcinius pokyčius ląstelėje, pa-

vyzdžiui, branduolio fragmentaciją, DNR skaidymą bei citoplazminių baltymų skilimą, todėl laikoma 

vienu svarbiausių apoptozės rodiklių. Žaliai nusidažančios ląstelės turi aktyvias kaspazes, o nesida-

žančiose ląstelėse kaspazių aktyvumo nenustatyta (žr. 3.8 pav.). 

 

3.8 pav. Aktyvių kaspazių identifikavimas mielių ląstelėse. 1. Žaliai nusidažo aktyvias kaspazes turinčios ląstelės. 2. Ląs-

telės, neturinčios aktyvių kaspazių, nesidažo. 

Nustatyta, kad DLY 1479 kamieno ląstelių poveikis MIK/2 nistatinu mikrogravitacijos aplin-

koje sąlygojo 1,40 karto didesnę kaspazių aktyvaciją nei G aplinkoje augintose ląstelėse (žr. 3.9 pav.). 
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3.9 pav. S. cerevisiae DLY 641 kamieno aktyvių kaspazių tyrimo rezultatai. p reikšmė: * ≤ 0,05. Statistiniam reikšmin-

gumui nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidų juostose pavaizduota standartinė paklaida. 

Statistiškai reikšmingas kaspazių aktyvacijos teigiamas pokytis buvo nustatytas tik normalias 

telomeras turinčio kamieno ląstelėse. Šis rezultatas koreliuoja su kitų mokslininkų atliktais tyrimais. 

(Hammond et al., 2018b) nustatė, kad kaspazių aktyvumas S. cerevisiae mielėse simuliuotos mikrog-

ravitacijos sąlygomis padidėjo 1,50 karto, o skrydžio į kosmosą sąlygos lėmė dar didesnį, maždaug 

2,00 kartus išaugusį kaspazių aktyvumą. Šie duomenys rodo, kad mikrogravitacija veikia kaip stre-

sorius, kuris gali paskatinti ląsteles įsijungti į programuotos mirties procesus, o tai yra svarbu anali-

zuojant ląstelių atsparumą ar pažeidžiamumą nepalankiose aplinkose, tokiose kaip kosmosas. Auto-

riai pabrėžia kaspazės aktyvumo tyrimą kaip vertingą ląstelių streso mikrogravitacijoje biožymenį. 

Toks požiūris atveria galimybes taikyti kaspazių aktyvumo vertinimą kaip jautrų metodą tiriant mik-

roorganizmų atsaką į ekstremalias sąlygas, bei vertinant genetinių veiksnių, tokių kaip telomerų ilgis, 

įtaką šiam atsakui. 

3.5. Fosfatidilserino lokalizacijos nustatymas 

Šiame tyrime buvo įvertinta ar skirtingas telomerų ilgis turi įtakos mielių fosfatidilserino loka-

lizacijos pokyčiams po 2 val. poveikio MIK/4 ir MIK/2 priešgrybeliniais junginiais įprastos gravita-

cijos (G) ir mikrogravitacijos (MG) sąlygomis. Fosfatidilserino translokacija iš vidinio į išorinį plaz-

minės membranos sluoksnio yra vienas pirmųjų ir labiausiai charakteringų apoptozės pradžios žy-

menų. Šiam reiškiniui aptikti buvo panaudotas aneksinas V, kuris selektyviai jungiasi prie fosfatidil-

serino, kai šis tampa pasiekiamas membranos išorėje. Tuo tarpu propidžio jodidas, prasiskverbia tik 

į ląsteles, kurių membrana jau pažeista, ir interkaliuoja su DNR. Žalia fluorescencija, kai ląstelės 

dažosi tik aneksinu V, rodo ankstyvas apoptozines ląsteles (Aneksinas⁺ / PI-), geltona fluorescencija 
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rodo nekrozines ląsteles (Aneksinas⁺ / PI⁺), o nesidažančios ląstelės yra gyvybingos (žr. 3.10 pav.).

 

3.10 pav. Dvigubas ląstelių dažymas. Ankstyvosios apoptozės fenotipai (Aneksinas+ / PI-) (1) identifikuojami pagal fosfa-

tidilserino atsiradimą plazminės membranos išorėje, tokios ląstelės nusidažo aneksinu (žaliai) bet ne propidžio 

jodidu (raudonai). Ląstelių dažymasis abiem dažais rodo nekrozę (Aneksinas+ / PI+) (2), pažeista plazminė 

membrana tampa laidi ir dažai lengvai patenka į ląstelės vidų. 

Nustatyta, kad MG poveikis lėmė atitinkamai 2,59 ir 2,25 karto sumažėjusį DLY 1479 kamieno 

Aneksinas+ / PI+ fenotipą turinčių ląstelių skaičių, po poveikio MIK/4 ir MIK/2 nistatinu (žr. 3.11 

pav.). 

 

3.11 pav. S. cerevisiae DLY 1479 kamieno žūties tipo tyrimo rezultatai. p reikšmė: * ≤ 0,05. Statistiniam reikšmingumui 

nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidų juostose pavaizduota standartinė paklaida. 

MG poveikis lėmė 1,28 karto padidėjusį Aneksinas+ / PI- fenotipą turinčių DLY 641 kamieno 

ląstelių skaičių ir 1,95 karto padidėjusį Aneksinas+ / PI+ fenotipą turinčių ląstelių skaičių, po poveikio 

MIK/2 nistatinu (žr. 3.12 pav.). 
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3.12 pav. S. cerevisiae DLY 641 kamieno žūties tipo tyrimo rezultatai. p reikšmė: * ≤ 0,05; ** ≤ 0,005. Statistiniam 

reikšmingumui nustatyti naudotas stjudento t-testas. Paklaidų juostose pavaizduota standartinė paklaida. 

Tiek tikros, tiek simuliuotos mikrogravitacijos poveikis reikšmingai padidina apoptozinių ir 

nekrozinių ląstelių populiacijas S. cerevisiae mielėse, kaip rodo (Hammond et al., 2018b) moksli-

ninkų atliktas aneksino / PI dažymas. Ankstyvųjų apoptozinių ląstelių (Aneksino⁺ / PI⁻) padaugėjo 

maždaug 2 kartus simuliuotos mikrogravitacijos ir daugiau nei 2,5 karto skrydžio į kosmosą metu, o 

vėlyvųjų apoptozinių/nekrozinių ląstelių (Aneksino V⁺ / PI⁺) skaičius padidėjo iki 2 kartų. Laiko eigos 

analizė parodė, kad ankstyva apoptozė atsirado per 24 valandas, o dominuojanti vėlyvoji apoptozinė 

/ nekrozinė populiacija per 48–72 valandas. Mūsų tyrimo metu nustatyta, kad MG poveikis sumažino 

Aneksinas+ / PI+ fenotipą trumpas ir normalias telomeras turinčių ląstelių kiekį bei padidino Aneksi-

nas+ / PI-. 

Tyrimai rodo, kad didelė mielių genomo dalis anksti reaguoja į imituojamą mikrogravitaciją, o 

pokyčiai išlieka net 25 kartas. Yra nustatyti genai, kurie dalyvauja ląstelių signaliniuose keliuose, 

leidžiantys ląstelėms aptikti ir reaguoti į simuliuotą mikrogravitaciją (Sheehan et al., 2007). Nors ir 

mielių telomerų ilgis yra griežtai kontroliuojamas, jų homeostazėje dalyvauja daug genų ir yra stabi-

lus vidutinis dydis, kuris rodo santykinai mažą kintamumą. Nepaisant to, mielių ląstelės yra labai 

tolerantiškos telomerų ilgio svyravimams (Harari, Zadok-Laviel and Kupiec, 2017). Gauti rezultatai 

leidžia daryti prielaidą, kad MG sąlygos ir telomerų ilgis daro įtaką ląstelių atsparumui priešgrybeli-

niams junginiams ir ląstelių žūčiai. Šio tyrimo rezultatai galėjo skirtis nuo kitų autorių darbų dėl 

skirtingų ląstelių kamienų, pasirinkto metodo, dėl pleotropinio mikrogravitacijos poeveikio paliečian-

čio daugybę skirtingų ląstelės fiziologijos aspektų, todėl būsimi tyrimai turėtų būti skirti molekulinių 

kelių lemiančių ląstelių pokyčius išaiškinimui simuliuotos mikrogravitacijos sąlygose. Tai gali padėti 

atrasti sudėtingus mechanizmus, leidžiančius gyvybei egzistuoti ekstremaliose aplinkose. 
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Išvados 

1. Mikrogravitacijos poveikis lėmė atitinkamai 1,66 ir 1,2 karto sumažėjusį DLY 641 kamieno ats-

parumą klotrimazolui bei nistatinui. DLY 1479 kamieno atsparumas klotrimazolui sumažėjo 1,2 

karto. 

2. Mikrogravitacijos aplinka lėmė padidėjusį visų kamienų ląstelių gyvybingumą po poveikio klotri-

mazolu ir nistatinu. 

3. Mikrogravitacijos sąlygos lėmė sumažėjusį visų kamienų ROS teigiamų ląstelių skaičių po povei-

kio klotrimazolu, o paveikus nistatinu – sumažėjusį DLY 1479 bei padidėjusį DLY 641 kamieno 

ROS teigiamų ląstelių skaičių. 

4. DLY 641 kamieno ląstelių poveikis nistatinu mikrogravitacijos aplinkoje sąlygojo kaspazių akty-

vaciją. 

5. Nistatino poveikis lėmė padidėjusį DLY 641 Aneksinas+ / PI- fenotipą bei sumažėjusį DLY 1479 

ir DLY 641 Aneksinas+ / PI+ fenotipą turinčių ląstelių skaičių mikrogravitacijos sąlygose.  
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Mikrogravitacijos poveikis skirtingą telomerų ilgį turinčių mielių žūčiai bei atsparumui 

priešgrybeliniams junginiams 

SANTRAUKA 

Tolimos kosminės misijos, ateityje taps realybe, tačiau neigiamas kosmoso sąlygų poveikis gy-

viesiems organizmams yra akivaizdus, bet dar nėra pilnai suprastas. Nėra žinoma kaip ilgalaikėje 

perspektyvoje tai paveiks astronautų sveikatą. Eukariotinių ląstelių chromosomų galus nuo skilimo 

apsaugo telomeros, kurios yra paveikiamos, kai ląstelės patiria įvairų aplinkos sukeltą stresą. Tyrimai 

rodo, kad po trumpalaikių kosminių misijų, astronautai turi trumpesnes telomeras, o trumpesnės te-

lomeros yra susijusios su ląstelių senėjimu ir ilgaamžiškumu. Šiame darbe tiriamas mikrogravitacijos 

poveikis skirtingą telomerų ilgį turinčių S. cerevisiae kamienų žūčiai bei atsparumui priešgrybeli-

niams junginiams lyginant ląsteles augintas įprastos gravitacijos ir simuliuotos mikrogravitacijos są-

lygomis. 

Tyrime buvo įvertinti tokie cheminai veiksniai kaip atsparumas priešgrybeliniams junginiams 

– klotrimazolui bei nistatino dihidratui. Mikrogravitacija simuliuojama pasitelkiant rotacinę ląstelių 

kultivavimo sistemą, atsparumas cheminiams junginiams buvo įvertintas nustatant MIK bei įvertinant 

klonogeninio testo rezultatus, o ląstelių žūties analizė vertinama nustatant ROS formavimąsį, kas-

pazių aktyvaciją bei fosfatidilserino lokalicaciją. 

Remiantis gautais rezultatais, galima daryti išvadą, kad MG poveikis, priklausomai nuo ka-

mieno ir pasirinkto metodo, gali lemti padidėjusį arba sumažėjusį atsparumą cheminiams junginiams. 

Vertinant ląšelių testo rezultatus MG poveikis lėmė sumažėjusį DLY 1479 ir DLY 641 kamienų ats-

parumą nistatinui ir klotrimazolui. Klonogeninio testo rezultatai rodo, kad MG poveikis lėmė padi-

dėjusį atsparumą priešgrybeliniams junginiams. Stebimas ROS formavimosi sumažėjimas MG aplin-

koje augintose visų kamienų ląstelėse, taip pat stebima ir kaspazių aktyvaciją DLY 641 kamieno ląs-

telėse. Nistatino poveikis lėmė padidėjusį DLY 641 Aneksinas+ / PI- fenotipą bei sumažėjusį DLY 

1479 ir DLY 641 Aneksinas+ / PI+ fenotipą turinčių ląstelių skaičių mikrogravitacijos sąlygose. 
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Master’s thesis 

Effects of Microgravity on Yeasts with Different Telomere Length Death and Resistance to 

Antifungal Compounds 

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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