VILNIAUS UNIVERSITETAS

RASA JARASIENE - BURINSKAJA

MOLEKULINIAI CHINONU IR POLIFENOLIU SUKELTOS PELES
HEPATOMOS LASTELIU ZUTIES MECHANIZMAI

Daktaro disertacija

Fiziniai mokslai, biochemija (04P)

Vilnius, 2018



Disertacija rengta 2010-2014 m. Vilniaus universiteto Biochemijos institute.

Disertacija ginama eksternu.

Mokslinis konsultantas

habil. dr. Narimantas Cénas (Vilniaus universitetas, Gyvybés moksly centras,

Biochemijos institutas; fiziniai mokslai, biochemija — 04P).



TURINYS

SANTRUMPOS ...ttt ettt s b e e nbe e e beeenteas 6
TV ADAS et b e bbbt nabe e nneas 8
PUBLIKACIJOS DISERTACIJIOS TEMA ... 13
1. LITERATUROS APZVALGA ..ottt 15
1.1. VéZys ir Jo gydimO StrateZIJOS......ccvuiiriririeiiieirieiee e 15
1.2. Signaly perdavimas OrganiZIME .........c.coeiieieriirieienie et 17
1.2.1. Mitogeny aktyvinamy baltymy kinaziy perduodami signalai Igsteléje ............. 17
1.2.1.1. ERKZ1/2 signaliniS KEHAS .......ccoveivieiiieii e 19
1.2.1.2. INKZL/2 SignaliniS KEHAS .......ccoueiuiiiriiiiieiie st 20
1.2.1.3. P38 SIgNalinis KEHAS......cccviiiiiiiiie et 21
1.2.2. Streso aktyvinamos baltymy kinazeés ir jy vaidmuo oksidacinio

SEIESO METU ... s 22
1.3. TranskripCijos faktorius P53 .......oiiiiiiiieiii et 23
i I T 1<) 11 A 11 PP PR PP 25
L1.4.L. APOPLOZE ...ttt 25
142, INEKIOZE ....vieieeie ittt ettt sttt et et e st e e s st e e sbe e e nbeeenneeenneas 27
1.4.3. AULOTAGIJA ..ottt et 29

1.5. Oksidacinio streso ir kity bioredukciniy reiskiniy vaidmuo prieSvézinés

CHEMOTEIAPIJOS PIrOCESE ....c.veeueetieteeite ettt ettt sttt b ettt sb e bbb nn b 30
1.6. Chinoniniai junginiai ir jy citotoksiSkumo mechanizmai ...........c.ccoceverviiniiennnnn 31

1.6.1. Vienelektroniné fermentiné chinony redukcija, ROS susidarymas ir jy

CITOLOKSINIS POVEIKIS ...ttt bbbt nre s 33
1.6.2. Dvielektroniné chinony fermentiné redukcija ir jos fiziologinis poveikis ........ 35
1.7. Aziridinil-pavaduoty benzochinony citotoKsiSKUmMas ..........ccocvrvvreeninsensennienn 36



1.7.1. Aziridinilbenzochinono 2,5-diaziridinil-3,6-dimetil-1,4-benzochinono
(MeDZQ) CItOtOKSISKUIMAS ...vvvviviiiiiiiieiiiie st 38

1.7.2. Aziridinilbenzochinono 2,5-diaziridinil-3-(hidroksimetil)-6-metil-1,4-

benzochinono (RH1) citotoksiSKUMAS .........ccoiiiiiiiiiiiice e 38
1.8. Polifenoliniai junginiai ir jy citotoksinio veikimo mechanizmai...............cccuue.ee. 40
1.8.1. 3,3,4,5,7-pentahidroksiflavono (QUE) citotoksiSkumas ...........ccccevvvveiniiennnn, 43
2. MEDZIAGOS IR METODAL ..ot 46
2.1, Naudotos MEAZIAZOS ....vvveivrreiiiiieiiiiesiiiieesiee e st s s bre e e sae e s sbaeessbbe e e snbeeesnbeeeaaes 46
2.2.Darbo MetOUaAl ........ccceveiiiiiciii s 48
2.2.1. Lasteliy auginimas Kultfiroje in VItrO ........cccoooveiiiiniiie e 49
2.2.1.1. Tyrimams naudotos [3StelEs.........cuiiiriiiiiiiiiiie e 49
2.2.1.2. Lasteliy auginimas 1N VIEFO ......ccoiiviiiiiieiieiienee e 50
2.2.1.3. Lasteliy proliferacijos/gyvybingumo vertinimas MTT metodu ...................... 51
2.2.1.4. Lasteliy ziities analizé fluorescenciniu MiKroSKOpU..........cccooovvieiiiiiieniennnnn 52
2.2.1.5. Lasteliy gyvybingumo vertinimas dazant tripano melitl ..........coccevvvvriverinennns 53
2.2.1.6. Lasteliy gyvybingumo vertinimas tekmeés Citometru .........cccoeceevveenneesneenne. 53
2.2.2. DNR pazaidy vertinimas kometos metodu ...........cocuveiviiiiiiiiciiie e 53
2.2.3. Baltymy kiekio nuStatymas..........cccceeiiiiiiiiiiiciiicic e 95
2.2.3.1. Lasteliy suardymas ultragarsu ...........cccoovriiiiiiiieiiieiin e 95
2.2.3.2. Baltymy kiekio nustatymas Lowry metodu..........ccovvviiiiiiiiniiiiie e 55
2.2.3.3. Baltymy kiekio nustatymas Bradfordo metodu...........cccccovviiiiiiiiiiiiicnieen. 56
2.2.4. NQO1 aktyvumo nustatymas MH-22A 13SteléSe ........coovrirrireriieieniiieieeneen 56
2.2.5. Signaliniy molekuliy raiSkos tyrimas ..........ccccooiiiiiiiiiiiiciee 57
2.2.5.1. Lastelig lIZAVIIMAS ....ccuviiiiiiiiieiiie ettt 57
2.2.5.2. Baltymy eleKtrofOreze ...........ooviiiiiiiiiiic e 57
2.2.5.3. IMUNODIOTINGAS ...t 58



2.2.6. Statistiné duomeny analize ...........cccoeiiiiiiiiiiiii s 59

3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS ... ..ottt 60
3.1. Chinony ir polifenoliy citotoksiSkumas MH-22A Igstelése..........coccvviiviiiiniinnnnn. 60
3.2. Chinony ir polifenoliy sukeliama 1gsteliyg ZUtiS.......ccevvvriiiieiiiiiiieeriieee e 63
3.3.NQOL1 vaidmuo MH-22A 13steliy ZUIES PrOCESE ...vvvvveerverrirrrieerieerieesieesieesieesseeses 64
3.4. Oksidacinio streso reikSmé RH1 bei QUE poveikio metu .......cccoovvveevveeeiinennn 66
3.5.DNR pazaidy reik§mé RH1 bei QUE poveikio metu .......ccevvvveiviiiniiiiienniieeninen, 68

3.6. MAP kinaziy vaidmuo RH1 bei QUE indukuotame MH-22A lasteliy zuties

PTOCESE .ttt eeteee ettt ettt e ettt e ettt e e e st e ettt e e s bt e e e Rt et e e bt e e e Rt e e en bt e e Rb et e R b e e e e b re e e nnbe e e nnreeeans 71
3.6.1. MAPK kinazés ERK vaidmuo ...........cccceeiiiiiiiiiieiieeeee e 71
3.6.2. MAPK kinazés JNK vaidmuo.........ccceerviiiiiiniiiiiie e 76
3.6.3. MAPK kinazes p38 vaidmuUO ..........ceiviiiiiiiiieiee e 80
3.7. Transkripcijos faktoriaus p53 VAIAMUO.........ccceevieiiie i 85
3.8. Rezultatyy aptarimas ..........ceeeueeiiieiiieiiie ettt 90
LITERATUROS SARASAS ..ottt ettt en ettt sn st 100



SANTRUMPOS

AOQO - akridino oranZinis (acridine orange);

Ap-1 - transkripcijos veiksniy Seima 1 (activator protein 1);

AZQ - 2,5-Bis(1-aziridinl)-3,6-bis-(karboksiamino)-1,4-benzochinonas (2,5-
Bis(1-aziridinyl)-3,6-bis-(carbethoxyamino)-1,4-benzoquinone);

b5R — NADH:citochromo b5 reduktazé (NADH:cytochrome b5 reductase);
Bcl-2 — apoptoze reguliuojanti/slopinanti baltymy Seima (protein family Bcl-2
involved in the regulation of apoptosis; name is derived from B-cell
lymphoma);

BZQ - 2,5-bis(2‘-hidroksietilamino)-3,6-diaziridinil-1,4-benzochinonas (2,5-
bis(2 - hydroxyethylamino)-3,6-diaziridinyl-1,4-benzoquinone);

cLso — junginiy koncentracija, sukelianti 50 % lasteliy zatj (the concentration
of compound causing 50 % cell death);

DESF — desferioksaminas (deferoxamine);

DIK — dikumarolis (dicumarol);

DISC - mirtj skatinantis signalinis kompleksas (death-inducing signaling
complex);

DMSO - dimetilsulfoksidas (dimethyl sulfoxide);

DPPD - N, N'-difenil-p-fenilendiaminas (N, N'-Diphenyl-p-phenylenediamine);
DQ - 2,35,6-tetrametil-1,4-benzochinonas  (durochinonas), (2,3,5,6-
Tetramethyl-1,4-benzoquinone);

DZQ - 2,5-diaziridinil-1,4-benzochinonas (2,5-diaziridinyl-1,4-benzoquinone);
E% - standartinis chinono/hidrochinono poros redokso potencialas (standard
redox potential of quinone/ hydroquinone couple);

El; - redokso poros chinono/semichinono potencialas (redox potential of
quinone/semiquinone couples);

E2; - vienelektroninés oksidacijos potencialas (single-electron oxidation
potential);

EB — etidzio bromidas (ethidium bromide);

Endo G - endonukleazé G (endonuclease G);

ERK1/2 — uzlgsteliniy signaly reguliuojama kinazé 1/2 (extracellular-signal-
regulated kinases 1/2);

FAD - flavino adenino dinukleotidas (flavin adenine dinucleotide);

FADD - Fas asocijuotas baltymas su mirties domenu (Fas-associated death
domain);

FADH: — redukuotas FAD (reduced form of flavin adenine dinucleotide);

FB — fosfatinis buferis (phosphate-buffered saline, PBS);

GSH - redukuotas glutationas (reduced glutathione);

H.O. - vandenilio peroksidas (hydrogen peroxide);



JNK —c-Jun N-galiné kinazé (c-Jun N-terminal kinases);

MAPK — mitogeno aktyvinama baltymy kinazé¢ (mitogen-activated protein
kinase);

MAPKK — MAP kinazés kinazé (MAPK kinase);

MAPKKK — MAPK kinazés kinazé (MAPK kinase kinase);

MeDZQ - 2,5-diaziridinil-3,6-dimetil-1,4-benzochinonas (2,5-dimethyl-3,6-
diaziridinyl-1,4-benzoquinone);

MIMP — mitochondrijy iSorinés membranos pralaidumas (outer mitochondrial
membrane permeability);

MTT - 3, (4,5-dimetil thiazolil-2) 2,5-difenil-tetrazoliumo bromidas (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide);

NADH - nikotinamido adenino dinukleotidas (nicotinamide adenine
dinucleotide);

NADPH — nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate);

NQOl1l - NAD(P)H: chinono oksidoreduktazé 1 (NAD(P)H: quinone
oxidoreductase 1);

NQO2 - NAD(P)H:chinono oksidoreduktazé 2 (NAD(P)H:quinone
oxidoreductase-2);

p38 — MAP kinaziy kaskados baltymy kinazé (p38 mitogen-activated protein
kinase);

P450R — NADPH:citochromo p450 reduktazé (NADPH:cytochrome P450
reductase);

p53 — navikg slopinantis baltymas, turintis trnskripcinj aktyvuma (tumor
suppressor protein containing transcriptional activation);

QH: - hidrochinonas (hydroquinone);

QSAR - kiekybinis struktiiros-aktyvumo rySys (QUEntitative structure—
activity relationship);

QUE - 3,3',4',5,7 — pentahidroksiflavonas (kvercetinas) (quercetin);

Raf — pirmoji MAP kinaziy kaskados baltymy kinazé (serine/threonine-
specific protein kinase);

Ras — mazas GTPazinis baltymas, aktyvinantys MAP kinazes (Ras protein);
RH1 - 2/5-diaziridinil-3-(hidroksimetil)-6-metil-1,4-benzochinonas  (2,5-
diaziridinyl-3-(hydroxymethyl)-6-methyl-1,4-benzoquinone);

RNR - ribonukleino rtigstis (ribonucleic acid);

ROS - aktyviosios deguonies formos (reactive oxygen species);

SAPK - streso aktyvinamos baltymy kinazés (stress-activated protein
kinases).



http://en.wikipedia.org/wiki/Serine/threonine-specific_protein_kinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Serine/threonine-specific_protein_kinase

IVADAS

Vézys - liga, kuri vis dar nusineSa daug zmoniy gyvybiy. Jos atsiradimui
itakos turi ne tik genetiniai aspektai, bet ir tam tikri aplinkos veiksniai:
netinkama mityba, rikymas, alkoholio vartojimas, virSsvoris ir kita. Daug
pasaulio mokslininky  ieSko efektyviy preparaty, slopinaniy piktybiniy
lasteliy augima arba tiesiog specifiSkai zudanéiy vézines lasteles. Tyrimai
vykdomi modeliniuose organizmuose in vivo, Igsteliy kultiirose ir fermentinése
sistemose in vitro, atliekami rentgenostruktiirinés analizés ir kompiuterinio
modeliavimo eksperimentai, vykdomi jvairts proteominiai ir genominiai
tyrimai. Pagrindinis tokiy darby tikslas - siekti chemoterapiniy preparaty
selektyvumo, t. y., auksto jy toksiSkumo navikiniy lasteliy atzvilgiu ir Zemo

toksiSkumo sveiky lgsteliy atzvilgiu.

Sis darbas skirtas chinony ir polifenoliy priesnavikinio aktyvumo
molekuliniy mechanizmy tyrimui, atsizvelgiant ir 1 jy kiekybinius struktiiros-
aktyvumo rySius (QSAR). Daugelis chinony (ubi- ir plastochinonai) jvairiuose
organizmuose veikia kaip elektrony perneséjai, o jvairiy mikroorganizmy bei
augaly sintetinami nafto- ir antrachinonai daznai atlieka apsaugines funkcijas,
susietas su jy sukeliamu oksidaciniu stresu, t. y., pagreitinta reaktyviyjy
deguonies formy (ROS), atsirandanc¢iy dél chinony laisvyjy radikaly

reoksidacijos deguonimi, generacija.

Chinoniniy junginiy prieSnavikinis aktyvumas yra Zinomas nuo 1960-70
mety, antracikliny ir mitomiciny, taikomy chemoterapijoje, junginiy poveikis
yra grindziamas jy sukeliamu oksidaciniu stresu. Be to, antraciklinai jsiterpia j
DNR, tuo pazeisdami jos struktlira, o mitomiciny redukcijos produktai
kovalentiSkai modifikuoja DNR. Kita svarbi nuo 1970 m. tiriamy junginiy
klasé yra aziridinil-pavaduoti benzochinonai. Be laisvyjy radikaly sukeliamo
oksidacinio streso Siems junginiams yra budingi ir Kiti poveikio mechanizmai:
DNR alkilinimas jy redukuotomis formomis (hidrochinonais), oksidacinis

stresas, susijes su jy hidrochinoniniy formy léta (auto)oksidacija, bei tiesioginis



DNR alkilinimas zemo redokso potencialo aziridinil-benzochinonais. Nors Siy
siejamos su Salutiniu $iy junginiy poveikiu), ta¢iau 1996 m. susintetinto
aziridinil-benzochinono RH1 (2,5-diaziridinil-3-(hidroksimetil)-6-metil-1,4-
benzochinono), ikiklininkiniy ir 1-ios fazés klinikiniy tyrimy rezultatai 2005-

2011 metais buvo gana sékmingi, nors klausimy liko gana daug.

Biocheminio toksiskumo ir naviky chemoterapijos kontekste pakankamai
svarbi yra ir minéta léta redukuotyjy chinony (hidrochinony) (auto)oksidacija,
kuri yra siejama su polifenoliniy junginiy (polihidroksibenzeny ir flavonoidy),
pasizyminéiy antioksidacinémis savybémis, citotoksiskumu. Sie junginiai
daznai traktuojami kaip naudingi maisto komponentai ar priedai, nors toks

apibendrinimas néra tikslus.

Siame darbe analizuojami trijy tarpusavyje susiety grupiy junginiy —
aziridinil-pavaduoty chinony, aziridinil-nepavaduoty chinony ir polifenoliy
citotoksiSkumo mechanizmai, pagrindinj démesj skiriant signaliniy molekuliy
raiSkos ir vaidmens tyrimui. Tyrimai atlikti piktybinio augimo modeliu
naudojant pelés hepatomos lasteliy linija (MH-22A). Sioms lasteléms biidinga
aktyvi proliferacija bei suaktyvéje lastelés prooksidaciniai procesai. MH-22A
lasteliy linija placiai naudojama onkologiniuose tyrimuose, priesvéziniy vaisty
paieskai.

Sio darbo_tikslas yra nustatyti ksenobiotiky - aziridinil pavaduoto
benzochinono RH1 ir polifenolio  kvercetino (QUE, 3,3,4,5,7-

pentahidroksiflavono)  galimus  citotoksinius  veikimo  mechanizmus,
piktybinése pelés hepatomos Igstelése, jvertinant signaliniy molekuliy
vaidmenj Igsteliy Ziities procese.

UZdaviniai:

1. Ivertinti pasirinkty chinoniniy ir polifenoliniy ksenobiotiky citotoksinj

aktyvumag ir nustatyti didziausiu aktyvumu pasizymincius junginius.



2. Nustatyti tiriamy junginiy — aziridinil-pavaduoto benzochinono RH1,
aziridinil-nepavaduoto chinono DQ bei polifenolinio QUE -
citotoksiSkumo intensyvumg ir indukuojamos Zities pobid; pelés
hepatomos MH-22A Igsteliy kulttroje.

3. Nustatyti NQO1 raiska ir aktyvuma MH-22A Iastelése.

4. Istirti NQOL bei oksidacinio streso vaidmenj RH1, DQ bei QUE
indukuotame Igsteliy Zities procese.

5. Nustatyti DNR pazaidy jtakg RH1, DQ bei QUE indukuojamos lasteliy
zities procesui.

6. Ivertinti mitogenais aktyvuojamy baltymy kinaziy (MAPKs) Seimos
signaliniy molekuliy vaidmenj MH-22A lasteléms atsakant j poveiki
tirlamais junginiais.

7. Nustatyti transkripcijos faktoriaus p53 vaidmenj tiriamame lgsteliy
zities procese.

Mokslinio darbo aktualumas ir naujumas

Darbo aktualumas yra susietas su galimu aziridinil-benzochinony
taikymo naviky chemoterapijoje perspektyvomis. Aziridinil-pavaduoti
benzochinonai - nuo 1970 m. tiriami junginiai, kuriy pradinés priesnavikinio
poveikio stadijos (NQOI1 bioredukciné aktyvacija, oksidacinis stresas) yra
pakankamai gerai suprastos (Di Francesco et al, 2004; Sarlauskas et al, 2015;
Nemeikaité-Céniené at al, 2003; 2015), ta¢iau triksta informacijos apie
vélesniy stadijy citotoksinius mechanizmus - signaliniy baltymy raiska ir jy
vaidmen] lastelés ziities procese. Kadangi chinony citotoksiSkumas yra is$
dalies susietas ir su jy redukuotyjy formy (polifenoliy) oksidacija generuojant

ROS, buvo vertintas ir polifenoliy citotoksiSkumas vézinése MH-22A lastelése.

Sio darbo naujumas yra signaliniy baltymy raigkos ir jy vaidmens
atskleidimas véziniy MH-22A lasteliy zities procese, veikiant lasteles
aziridinil-pavaduotais  ir  aziridinil-nepavaduotais  benzochinonais  bei

polifenoliu kvercetinu.
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Pirmg kartg buvo iStirta mitogeny aktyvinamy baltymy kinaziy (MAPK)
bei transkripcijos faktoriaus p53 signaliniy keliy vaidmuo MH-22A Iasteliy
ziities procese po poveikio RH1 ir QUE.

Nustatyta, kad galimai antiapoptotinj ERK veikimg lemia oksidacinis
stresas. Tuo tarpu, streso aktyvinima baltymy kinazé JNK buvo atsakinga uz
MH-22A lgsteliy iSgyvenimg po RH1 poveikio, o QUE atveju dalyvavo
indukuotame lasteliy zaties procese. Kinazé p38, priesSingai nei JNK, po RH1
poveikio dalyvavo perduodant Zities signalg, t. Y., registruotas jos
proapoptozinis veikimas, o po QUE poveikio — nustatytas neutralus S$ios
kinazés vaidmuo. Taip pat parodyta, kad p53 raiSka néra budinga MH-22A
lasteléms, bet ja indukavo RH1 junginys. Nustatéme, kad p53 baltymas po
RH1 poveikio gali lemti Igsteliy iSgyvenima.

Ginamieji teiginiai
v Aziridinil-pavaduotas benzochinonas RH1 ir polifenolis kvercetinas

(QUE) indukuoja apoptozing pelés hepatomos MH-22A Iasteliy zit;.

v Tiriamyjy junginiy - RH1 ir QUE - citotoksinis veikimas realizuojamas
dviem mechanizmais: dalyvaujant fermentui NAD(P)H: chinono

reduktazei bei oksidaciniam stresui.

v RH1 sukelia DNR pazaidas, kurios priklauso tiek nuo oksidacinio streso,
tiek ir nuo NQO1 vykdomos dvielektroninés redukcijos; QUE sukelia
DNR pazaidas, kurios priklauso tik nuo NQO1 fermento aktyvumo.

v’ Antioksidantai slopina tiriamy junginiy citotoksinj poveikj, taciau Siy
junginiy oksidacinio streso indukuoti vidulasteliniai mechanizmai MH-
22A lastelése skiriasi nuo Zinomo oksidacinio streso sukélgjo —

vandenilio peroksido — indukuoty streso kinaziy poky¢iy.

v" Po poveikio tiriamais junginiais ERK kinazés antiapoptotinj veikima

galimai lemia oksidacinis stresas.
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v" JNK signalinio kelio vaidmuo yra prieSingas pelés hepatomos lasteles

paveikus aziridinil-pavaduotu chinonu RH1 arba polifenoliu QUE.

v' p53 baltymo raiska néra biudinga MH-22A lgsteléms, taciau RHI1
aktyvino §io baltymo raSka, kuri reikalinga tirty Igsteliy iSgyvenimui.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Vézys ir jo gydimo strategijos
Veézio gydymui naudojami metodai grindZziami navikiniy Igsteliy
sunaikinimu, jy proliferacijos stabdymu bei diferenciacijos indukavimu. Tuo
tikslu vézinése lastelése ieSkoma specifiniy taikiniy, kurie biity jautris
chemoterapiniams agentams. Kai kada chemoterapija kombinuojama su

chirurginiu metodu, radioterapija, hipertermija.

Chemoterapija pradéta naudoti 1940 m. Tai vézio gydymas citotoksiniais
ar citotostatiniais preparatais, t. y. vaistais, kurie naikina vézines lasteles ar
stabdo jy proliferacijg. Taciau citotoksinés medziagos veikia ne vien vézines,
bet ir sveikas organizmo lgsteles, todél chemoterapinis gydymas turi Salutinj
poveikj. Dabartinius chemoterapinius vaistus pagal jy cheming struktiirg ir
veikimo mechanizmg galima skirstyti ] kelias grupes: alkilinantys,
antimetaboliniai, slopinantys  topoizomeraziy veikla, antimitoziniai,

citotoksiniai agentai (Torres, 2007).

Alkilinantys chemoterapiniai vaistai pazeidzia vézines lasteles,
alkilindami lgstelés baltymus, RNR ar DNR. Dél to prasideda DNR baziy pory
neatitikimai, baziy pasalinimas, grandiniy triikiai. Sie vyksmai toliau aktyvuoja
programuota lastelés ziitj — apoptoze (Homer, 2013). Alkilinantys agentai
lastele gali veikti bet kurioje jos ciklo stadijoje. Todél jie gali biiti naudojami
jvairiy raSiy véZiniy susirgimy gydymui. Taciau S$ie vaistai neatskiria
normalios lgstelés nuo vézinés ir sgveikauja su abiejy tipy lasteliy DNR. D¢l
Sios priezasties gydymas tokiais vaistais turi nemaZzai Salutiniy poveikiy.
Vienas i$ jy yra didelé tikimybé atsirasti antriniams véziniams susirgimams,
kurie lemia S$iy vaisty savybé veikti visas greitai besidalijancias lgsteles

(Latosinska ir Latosinska, 2013).

Siai grupei priklauso daugelis prie§véziniy agenty. I§ ju geriausiai Zinomi

azoto-iprito (-N(CH2CH2Cl)2) ir aziridino (-N(CH2CH2) grupes turintys
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junginiai (Siddik, 2005). Alkilinan¢iy vaisty grupei daznai priskiriami ir

agentai, savo sudétyje turintys plating (Latosinska ir Latosinska, 2013).

Antimetabolitiniai chemoterapiniai vaistai veikia dviem budais: stabdo
fermenty, atsakingy uz DNR sinteze, veikima ir jsiterpia | DNR ir RNR
grandines, sukeldami jy trukius ar prieslaiking grandiniy sintezés terminacija.
Tokie DNR ir RNR struktiiros pakitimai toliau aktyvuoja apoptozing lagsteliy
zatj. Siy vaisty, skirtingai nei alkilinanéiy agenty, poveikis priklauso nuo
lastelés ciklo. Jie dazniausiai veikia Iastele jai esant S ciklo fazéje.
Antimetabolitiniai chemoterapiniai vaistai pagal jy struktirg ir funkcijg gali
biti skirstomi j folinés riigSties analogus bei puriny ir pirimidiny nukleozidy

analogus (Lind, 2011; Robak ir Robak, 2013).

Topoizomeraziy veikla slopinantys vaistai - tai agentai, veikiantys
topoizomeraziy [ ir II aktyvuma. Topoizomerazés yra fermentai,
kontroliuojantys tridimensing DNR struktiirg. Tam, kad galéty vykti replikacija
ir transkripcija, jos perkerpa ir vél susiuva DNR grandines (Holden, 2001;
Nitiss, 2009; Pommier ir Cushman, 2009; Pommier et al., 2010; Lind, 2011).

Antimitoziniy chemoterapiniy vaisty grupé sutrikdo veéziniy lgsteliy
mitoze. Sie vaistai, kurie yra naudojami klinikinéje praktikoje, mitoze stabdo
veikdami mikrovamzdelius. Antimitoziniai chemoterapiniai agentai yra
skirstomi ] mikrovamzdelius  stabilizuojan¢ius ir mikrovamzdelius
destabilizuojan¢ius medikamentus (Gascoigne ir Taylor, 2009; Lind, 2011).
Kai kurie naujos kartos antimitoziniai preparatai veikia kaip Cdk, Chk, Aurora
Kinaziy ir j Polo panasios kinazés (Polo-like kinase) slopikliai. Nustatyta, kad
visy 81y kinaziy raiSka véZinése lgstelése yra padidéjusi. Taciau klinikiniuose
tyrimuose S§ie nauji animitoziniai vaistai nebuvo tokie veiksmingi, kaip

medikamental, veikiantys mikrovamzdelius (Marzo ir Naval, 2013).

Citotoksiniai agentai - misri vaisty grupé. Sios grupés agentai véZines
lasteles veikia keliais budais: 1) jsiterpia § DNR ir sutrikdo topoizomerazés II

veikla; 2) skatina laisvyjy radikaly, kurie pazeidzia lastelés membranas,
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baltymus ir DNR susidaryma; 3) aktyvuoja apoptozing lasteliy ziitj per tam
tikrus signalinius kelius. Siai vaisty grupei prikauso antraciklinai,
aktinomicinas, bleomicinas, plicamicinas ir mitomicinai. Sie junginiai, i§skyrus
bleomicing, Igstele gali veikti bet kurioje jos ciklo stadijoje (Latosinska ir
Latosinska, 2013).

Siame darbe tiriami junginiai - aziridinil-pavaduoti ir nepavaduoti
chinonai bei polifenoliai - priklauso citotoksiniy, bet i§ dalies ir alkilinanciy

agenty grupei.

1.2. Signaly perdavimas organizme
Organizme kiekviena lgstelé sgveikauja su kitomis Igstelémis ir su
daugeliu tarplasteliniy signaliniy molekuliy, kurios pagal savo poveikio pobudj
yra skirstomos ] iSgyvenima, dalijimasi, diferenciacijg ir mirt] lemiancius
veiksnius. Siy veiksniy perduodama signala atpaZjsta lastelés membraniniai ar
vidulgsteliniai receptoriai, kurie toliau signalg perduoda vidulgsteliniy procesy
grandinei. Lastelés viduje jis keliauja arba kaip baltymy fosforilinimo kaskada,

arba kaip antriniy signaliniy molekuliy srautas.

Jei signalas perduodamas fosforilinant ir tokiu biidu aktyvinant kinazes

vieng po kitos, toks signalinis kelias vadinamas kinaziy kaskada.

1.2.1. Mitogeny aktyvinamuy baltymy kinaziy perduodami signalai
lasteléje

Mitogeno aktyvinamos baltymy kinazé¢s (MAPK) — tai Igstelés baltymy
Seima, kurios atstovai uzlgsteliniy molekuliy, tokiy kaip augimo veiksniai ar
streso induktoriai, signalus lastel¢je perduoda aktyvindami jvairius
vidulgsteliniy signaly perdavimo komponentus. MAPK yra vienos i$
evoliuciskai seniausiy signalo perdavimo keliy ir yra placiai paplitusios
skirtinguose fiziologiniuose procesuose. Siai Seimai priklausanéiy kinaziy
signalo perdavimo biidas yra gana universalus: jos fosforilina baltymus,
kuriuose $alia prolino yra serino arba treonino amino riigsties liekana (Pearson

et al., 2001). Visi MAP kinaziy aktyvinami keliai turi bendra bruozg -
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vykstanéig kaskading kinaziy aktyvacijg (1 pav.). Kiekviename MAPK kelyje
dalyvauja bent trys kinazés — MAPK kinazés kinazé (MAPKKK), dvigubo
specifiskumo MAPK kinazé (MAPKK) ir MAP kinazé.

MAPK kinazés kinaze (MAPKKK) dazniausiai aktyvina maZosios
GTPazés arba jas tiesiogiai fosforilina aktyvuoti membraniniai receptoriai. Po
aktyvacijos MAPKK kinaz¢ fosforilina ir taip aktyvuoja antrgsias MAPK
kelyje dalyvaujancias kinazes — MAPKK. Pastarosios fosforilina ir aktyvuoja
treCigsias MAPK signaliniame kelyje dalyvaujancias kinazes - MAPK. MAP
kinazés yra aktyvuojamos fosforilinant jy Thr-X-Tyr motyva. Sios kinazés
gautg signalg toliau perduoda transkripcijos veiksniams ar kitoms kinazéms
(Krauss, 2008; Cargnello et al., 2011).

:

1 IPRASTINES MAPK
MEKK1-4, DLK
MAPKKK WGz R MLK2, Tpl-2, ASK1

L1 C-Mos TAK1, TAO1/2

l l l l l

MEK1 MEK3 MEK4

MAPKK MEKS MEK2 MEK6 MEK7
p38

MAPK ERKS ERK1/2 o o INK1/2/3

1 pav. MAP kinaziy signaliniai keliai (pagal Cargnello et al., 2011).

MAPK paprastai turi MAPKK ir substrato prisitvirtinimo vietas. Tai
lemia didelio afiniskumo baltymas-baltymas saveikos susidaryma. Si saveika

uztikrina tai, kad tinkama MAPKK aktyvuoja reikiamg MAP kinaze.
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Visos eukariotinés lastelés turi daugybe MAPK signaliniy keliy, kurie
koordinuoja geny raiska, mitoze, metabolizma, judéjima, iSgyvenima, apoptoze
ir diferenciacija (Cargnello et al., 2011). Iki Siol geriausiai iStirtos zinduoliy
organizme esan¢ios MAPK yra ERK, JNK ir p38. Taciau pastarojo meto
tyrimai taip pat pradeda atskleisti ir kity MAPK reguliacijg ir funkcijas (Huang
et al., 2010; Cargnello et al., 2011; Morrison, 2012).

1.2.1.1. ERKZ1/2 signalinis kelias
1989-1991 m. atrastos ERK1 ir ERK2 kinazés buvo priskirtos naujai
identifikuoty baltymy kinaziy Seimai. ERK1/2 signalinis kelias yra laikomas
tarsi visy MAPK signaliniy keliy prototipas, ji reguliuoja uzlasteliniai signalai,

kurie | lgstele perduodami per jvairius receptorius (Plotnikov et al., 2011).

ERK1 ir ERK2 - tai homologinés izoformos kinazés, kuriy raiska yra
randama beveik visuose audiniuose. Sios $eimos kinazés savo aktyvacijos
kilpoje turi Thr-Glu-Tyr (TEY) motyva. Jy masé yra atitinkamai 44 ir 42 kDa,
tarpusavyje jie pasizymi beveik 85 proc. pirminés struktliros panaSumu
(Aebersold et al., 2004; Rubinfeld et al., 2004; Krause et al. 2012). ERK1/2
signalinis kelias aktyvuojamas atsakant j augimo veiksnius, mitogenus,
citokinus, kurie skatina lgsteliy augimg, dalijimasi ir diferenciacija.
Uzlasteliniai signalai dazniausiai aktyvuoja ERK1/2 per Ras-Raf-MEK kelia.
Tai yra, pirmiausiai ligandai sgveikauja su receptoriais; labiausiai istirti -
tirozino kinazés receptoriai, lokalizuoti plazminéje membranoje. Toliau
prasideda tirozino liekany autofosforilinimas, formuojasi baltyminiai
kompleksai, kurie lemia jvykiy granding: aktyvinami lasteléje ramybeés
blisenoje esantys Ras baltymai, kurie toliau sgveikauja su Raf Seimos
kinazémis. Aktyvuotos Raf kinazés fosforilina dvi MAPKK — MEK1 ir MEK2,
kurios toliau aktyvuoja ERK1/2, fosforilindamos jo Thr-Glu-Tyr (TEY)
motyva (Huang et al., 2010).

Po ERK1/2 aktyvacijos pakinta jy struktiira, o tai leidzia efektoriams
prisijungti prie ERK1/2 bei joms translokuotis j branduolj ir aktyvuoti

branduolinius substratus, kurie sukelia atitinkama lastelés atsaka (Runchel et
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al., 2011). Visi ERK1/2 substratai turi Pro-X-Ser/Thr-Pro motyva, kuriame
ERK1 fosforilina sering, o ERK2 — treoning. Po substrato fosforilinimo jis

aktyvinamas arba nuslopinamas (Runchel et al., 2011).

1.2.1.2.  INK1/2 signalinis kelias

JNK Seimos baltymai buvo identifikuoti kaip stresu aktyvinamos kinazgs,
ckspresuojamos paveikus lgsteles baltymy sintezés slopikliais. JNK sudaro
maziausiai 10 izoformy, sudaryty 1§ JNK1, JNK2 ir JNK3 geny, tarpusavyje
susipynusiy mRNR. Lastelése JNK1 ir JNK2 ekspresuojamos nuolatos, tuo
tarpu JNK3 dazniausiai aptinkama tik smegenyse (Runchel et al., 2011). INK
kinaziy Seimos baltymams jy aktyvinimo Kilpoje (T-loop) yra biidingas Thr-
Pro-Tyr (TPY) motyvas (Morrison, 2012). Kiekvienas JNK genas ekspresuoja
arba 46, arba 54 kDa dydzio baltymus. JNKI1, JNK2 ir JNK3 molekuliy
kataliziniy centry pirmin¢je struktiiroje nustatytas didesnis negu 85 proc.

tarpusavio panasumas (Pearson et al., 2001).

JNK kaskados aktyvinamos jvairiais citokinais, DNR ir baltymy sintezés
slopikliais, stresu (UV spinduliuote, kar$¢io ar osmosiniu Soku), augimo
veiksniais bei mitogenais (Pearson et al., 2001). JNK kaskada inicijuojama po
MAPKKK aktyvinimo. Kinazés MAPKKK (MEKKI1-4, MLK2,3; TAO1,
TAK1, ASK1) fosforilina ir taip aktyvuoja kinazes MEK4 ir MEK7, kurios po
to aktyvina JNK, jos aktyvavimo kilpoje fosforilindamos treoning ir tirozing
(Huang et al., 2010). Toliau JNK fosforilina savo substratus, kuriy pagalba

sukeliamas atitinkamas stimului atsakas (Runchel et al., 2011).

Gerai zinoma JNK substraty grupé yra AP-1 transkripcijos faktoriai.
Pagrindiniai AP-1 transkripcijos faktoriy sudarantys baltymai priklauso Jun ir
Fos baltymy Seimoms. Be jy, i AP-1 sudétj dar jeina ir ATF bei Maf Seimy
baltymai. Visiems baltymams, sudarantiems AP-1, yra budinga “leucino
uztrauktuko struktiira, kurios déka jie dimerizuojasi ir jungiasi prie DNR
(Shaulian, 2010).
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1.2.1.3. p38signalinis kelias

MAP kinazé p38 buvo atrasta kaip prieSuzdegiminio vaisto
piridilimidazolo taikinys. Sis vaistas sumazina endotoksiny stimuliuojama
TNFa i$skyrima. Siuo metu yra Zzinomos keturios p38 izoformas: p38a, p38p,
p38y ir p385 (Sabio et al., 2014), i$§ kuriy dvi (a ir ) aptinkamos visy audiniy
lastelése (Zarubin ir Han, 2005). Remiantis sekos homologija, specifiSkumu
substratams ir jautrumu jvairiems cheminiams slopikliams, p38 MAP kinaziy
Seima skirstoma  dvi grupes. Pirmajai grupei priklauso p38a ir p38p3, antrajai —

p38y ir p386 (Sabio et al., 2014).

Sias kinazes aktyvina MAP kinaziy kinazés (MKK3/4/6/7), kurios
fosforilina visai p38 kinaziy Seimai budingg Thr-Gly-Tyr (TGY) motyva
(Pearson et al., 2001).

Kinazé p38, kaip ir JNK, priklauso stresu aktyvinamy kinaziy grupei.
Sias kinazes gali aktyvinti tiek augimo faktoriai, tiek ir jvairis streso faktoriai -
uzdegiminiai citokinai, UV spinduliuoté, Silumos Sokas, deguonies radikalai ir
kt. Aktyvuota p38 sukelia uzdegimg, apoptoze, skatina lgstelés diferenciacija,
bet taip pat ji gali dalyvauti ir proliferacijos procese. Nustatyta, kad p38
dalyvauja kontroliuojant Igstelés dalijimosi ciklo patikros taskus Go, Gi1-S ir
G2-M. (Pritchard et al., 2013).

p38 kinazés kaskada prasideda nuo MAPKKK aktyvinimo. Sios kinazés
toliau fosforilina ir aktyvina MAPKK kinazes (MKK3, MKK4, MKKG®6), kurios
toliau dvigubu fosforilinimu aktyvina visai p38 Seimai budingg Thr-Gly-Tyr
motyva ir tokiu biidu aktyvuoja $ig kinaze (Pearson et al., 2001; Morrison,
2012).

Aktyvinta p38 tiesiogiai tarpininkauja transkripcijos faktoriy, tokiy kaip
TCF seimos atstovai EIK1 ir SAP1, aktyvinimo procese. p38 taip pat fosforilina
baltymy kinazes, kurios svarbios tarplasteliniy signaly amplifikacijai, bei

MAPKAPK2 ir MAPKAPK3 kinazes, kurios toliau fosforilina mazus
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Siluminio Soko (heat-shock) baltymus HSP27 arba transkripcijos faktorius,
tokius kaip ATF1, SRF, MNK (Porta et al., 2011).

Kinazés p38 izoformy p38a ir p38B daug ekspresuojama vézio lastelése.
Nustatyta, jog p38a stabdo véZiniy lgsteliy proliferacijg slopindamas JNK-cJun
kelig. Taip pat buvo istirta, kad p38a gali stabdyti ROS kaupimasi bei kepeny
pazeidimg, taip sumazindamas pradinés vézio stadijos lasteliy proliferacija

(Huang et al., 2010).

1.2.2. Streso aktyvinamos baltymuy kinazés ir jy vaidmuo oksidacinio
streso metu

JNK ir p38 baltymy poSeimés priklauso taip vadinamoms streso
aktyvinamoms baltymy kinazéms (SAPKs). SAPKs yra aktyvuojamos Igstelei
patiriant stresa, pvz., paveikus jonizuojancia radiacija, chemoterapiniais
preparatais. Kinazes SAPKSs gali aktyvinti oksidacinis stresas ar DNR pazaidos
lasteléje. Aktyvuotos JNK ir p38 kinazés gali dalyvauti lasteliy apoptozés,
proliferacijos, diferenciacijos procesuose (Huang et al., 2010). Sios kinazés
reguliuoja platy spektrg baltymy ir transkripcijos faktoriy, kei¢ianciy geny
raiSka lgsteléje (Martindale et al., 2002).

Zinoma, kad oksidacinio streso metu dé¢l padidéjusio mitochondrijy
membrany pralaidumo j citoplazma pateke Ca?* jonai aktyvuoja JNK kinaze
bei sukelia citochromo c i$skyrima i§ mitochondrijy j citozolj, kuris, manoma,
aktyvuoja p38 kinaz¢ (Kuwabara et al., 2008). Po DNR pazaidy vykstancios
SAPK aktyvacijos metu yra aktyvinama tirozino kinazé c-Abl, kuri toliau
aktyvuoja MAPKKK ir taip signalas kinaziy kaskada perduodamas j SAPK
(Helbig et al., 2011). Manoma, kad i§ karto po atsiradusiy DNR pazeidimy
JNK ir p38 kinaziy aktyvacija skatina lasteliy iSgyvenimg. Taciau vykstant
ilgalaikei $iy kinaziy aktyvacijai susidaro dideli transkripcijos faktoriaus AP-1
kiekiai, kurie aktyvuoja Fas ligando (FAS-L) transkripcija ir lastelés apoptoze
(Wynand ir Bernd, 2006).
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1.3. Transkripcijos faktorius p53

Baltymas p53 atrastas 1979 m. (Linzer et al., 1979; Lane et al., 1979).
Parodyta, kad jis tiesiogiai riSasi su DNR ir veikia kaip transkripcijos faktorius,
reguliuojantis lgstelés ciklg, apoptoze ir DNR pazaidy taisymg (Thakur et al.,
2012; Stegh, 2012). Sveikose, streso nepazeistose Igstelése p53 baltymo kiekis
ir aktyvumas labai mazi, 0 jo funkcija — stabdyti lgstelés piktybéjimo procesa.
Tuo tarpu, stresinémis saglygomis, p53 baltymas Igstelése aktyvinamas, t. v.,
vyksta jo daugybinis fosforilinimas (Maclaine ir Hupp, 2009). Nustatyta, kad
mazdaug puséje véziniy lasteliy p53 koduojandiame gene aptinkamos

mutacijos ir tada, akivaizdu, pasikei¢ia Sio baltymo vaidmuo.

Genas, koduojantis baltymg p53, vadinamas TP53 (angl. tumor protein
p53). Jis yra 17-os chromosomos trumpajame petyje, kurio pazeidimai itin
dazni piktybinése lastelése. Mutuotas p53 gali ne tik aktyvinti navikiniy
lasteliy proliferacijos ir angiogenezés procesus, bet ir slopinti apoptoze
(Fearon, 2011). Sio signalinio kelio atkiirimas ir p53 funkcijos aktyvinimas

gali biiti naudojamas priesvézinei terapijai (Muller ir Vousden, 2014).

p53 vaidmuo, geriausiai istirtas jvykus DNR pazeidimui ir vykstant
hiperproliferacijai (2 pav.) (Bieging et al., 2014).
Atlikdamas savo prieSvézinj vaidmenj p53 gali veikti keliais biidais:
1. aktyvuoti DNR reparacijos baltymus, kai buvo pazeista DNR;
2. sustabdyti lastelés cikla G1/S taSke, kur yra atpazjstamos DNR
pazaidos;

3. inicijuoti apoptoze, jei paiskéja, kad DNR pazeidimai yra nepataisomi.
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Lastelés ciklo stabdymas DNR pazaidy taisymas Apoptozé

2 pav. Apibendrinta p53 aktyvacijos ir atsako schema (pagal Bieging et al.,
2014).

Dél tokiy transkripcijos faktoriaus p53 savybiy stabdoma streso

paveikty/pazeisty lasteliy proliferacija (Madan et al., 2012).

Vienas 1§ svarbiausiy DNR pazeidimy - dvigubos grandinés trukiai (De
Zio et al., 2013). Siuos trikius gali sukelti jvairlis veiksniai, tarp kuriy ir
jonizuojanti spinduliuoté¢ (JR), veikianti tiesiogiai arba netiesiogiai per JR
sukurtas reaktyvigsias deguonies formas (ROS) ( Zhao et al., 2012).
Eukariotines lastelés, reaguodamos | stresg ir DNR pazaidas, inicijuoja jvairius
DNR reparacijos budus. AP-1 ir p53 yra vieni i§ svarbiausiy genotoksinio
streso jjungiamy transkripcijos faktoriy, kurie dalyvauja DNR taisymo geny
transkripcijos aktyvacijoje. Pagal turimus duomenis, p53 reguliuoja 10 i§ 25
DNR reparacijos geny: ddb2, fenl, karpl, mgmt, mlh1, msh2, pcna, pms2, polh
ir xpc. Kai genotoksinis stresas aktyvina AP-1 ir p53, gali vykti daugybiné
reparacijos geny aktyvacija esant vienos rusies DNR struktiros pazeidimui.
D¢l Sios priezasties gali buti vykdomas efektyvus DNR pazaidy taisymas
(Christmann ir Kaina, 2013).
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Baltymas p53 atlieka svarby vaidmenj lastelés ciklo patikros taSkuose
(Broustasa ir Lieberman, 2014). Vienas i$ galimy aktyvinto p53 geny taikiniy
yra nuo ciklino priklausomos kinazés inhibitorius p21, kuris inaktyvuoja
ciklino E/CDK2 ir ciklino D/Cdk4/6 kompleksus, tokiu budu stabdydamas
peréjimg i§ G1 j S lgstelés ciklo faz¢ (Deckbar et al., 2011; Mombach et al.,
2014). Yra zinoma, kad p53 transkripcijos stadijoje slopina ciklino B,
CDC25B ir j polo panasig kinaze 1 (Plkl), kuri yra reikalinga peré¢jimui ]

mitozés stadijg (Broustasa ir Lieberman, 2014).

Be to, p53 gali dalyvauti ne tik nuo transkripcijos priklausomame, bet ir
nuo transkripcijos nepriklausomame apoptozés procese. Tuo atveju taip pat
galimi du keliai; kiekvienas i$ jy priklauso nuo p53 lokalizacijos — $is baltymas
gali buti tiek citozolyje, tiek ir mitochondrijose. Nors jy buvimo vietos
skirtingos, bet abu apoptozes indukavimo keliai susilieja, nes abiem atvejais
inicijuojama mitochondrijy iSorinés membranos permeabilizacija, lemianti, kad
ir i$ jos (Mmembranos) j citoplazmg iSeina proapoptoziniai baltymai (Martinez-
Rivera ir Siddik, 2012). Kai proapoptoziniy baltymy kiekis pasiekia kritinj
lygi, Sie sukelia Igstelés ziitj (Zhao et al., 2012; De Zio et al., 2013).

1.4. Lasteliy Zitis

Veézio chemoterapijai  ypatingai svarbu suprasti Igstelées  Zzut]
reguliuojanéius signalinius kelius. Siuo metu yra Zinomi §ie Igsteliy Zities
tipai: apoptozé, nekrozé ir autofagija. Jie dazniausiai skirstomi pagal
morfologinius kriterijus (Kroemer et al., 2009). Lasteliy zitis dar gali bati
apibudinama pagal fermentinius Kkriterijus, t. y., pagal skirtingas klases
proteaziy, dalyvaujanciy lasteliy zities procese (kaspazes, katepsinus,
transglutaminazes), ir pagal branduolio pasikeitimus (programuota ar

atsitiktiné, fiziologiné ar patologiné zitis) (Durpez et al., 2009).

1.4.1. Apoptozé
1972 m buvo aprasytas lgsteliy zities btidas — apoptozé, kuri nuo pat jos
atradimo susilauké labai didelio susidoméjimo (Kerr et al., 1972). Ji laikoma

pagrindine programuota, genetiskai kontruoliuojama lasteliy Zities forma. Sio
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lasteliy ztties budo paskirtis — pazeisty ar nepageidaujamy Igsteliy pasalinimas
1§ organizmo, suaktyvinant i§ anksto uzprogramuotus lgstelinius mechanizmus.
Apoptozeé yra sudétingas procesas, kurio metu Igstele praranda ryS] su
gretimomis lgstelémis, vyksta eilé morfologiniy ir biocheminiy branduolio,
citoplazmos ir plazminés membranos pakitimy: sumazéja Igstelés apimtis,
sutankéja chromatinas, DNR sukarpoma j trumpus fragmentus ir 1astel¢ subyra
1 apoptozinius kiinelius. Apoptoziniai kiineliai yra greitai atpazjstmi, juos
fagocituoja kaimyninés lastelés arba makrofagai (Alberts et al., 2002; Ulukaya
et al., 2011). Nustatyta, kad apoptozé gali vykti dviem budais: per vidinj —

mitochondrijy kelig arba 1Sorinj - mirties receptoriy kelia.

Vidinis arba mitochondrijy kelias inicijuoja apoptozg, dalyvaujant
Jvairiems iSoriniams bei vidiniams veiksniams, kuriy perdavime
netarpininkauja receptoriai, bet dalyvauja mitochondrijos (Elmore, 2007).
Dirgikliai gali buti labai jvairlis: radiacija, laisvieji radikalai, virusinés
infekcijos, augimo faktoriy trikumas ir kt., dél kuriy pakinta mitochondrijy
iSorinés membranos pralaidumas (MIMP) ir i§ mitochondrijy i citoplazma
patenka savitos molekulés, kurios sukelia kaspaziy aktyvacijg ir kitus procesus,
dél kuriy vyksta negrjztamas apoptozés procesas: suskaldoma branduolyje
esanti DNR, lgstelés turinys supakuojamas ] pusleles, kurias véliau fagocituoja

kaimyninés lgstelés arba fagocitai (Alberts et al., 2002; Indran et al., 2011).

Kadangi apoptoz¢ yra genetiSkai regulivojama lasteliy Zziities forma, jai
reikalinga tam tikry geny raiSka arba jos slopinimas. Be Bcl-2 geny,
koduojanciy reguliacinius apoptozés baltymus, apoptozei yra svarbiis p53
genai, koduojantys vézio supresoriy ir transkripcijos faktoriy p53. Baltymas
p53 padidina Iagstelés oksidacijos-redukcijos potencialg kontroliuojanciy geny
transkripcija, todél Iastel¢je pradeda gamintis reaktyviis deguonies dariniai,
kurie sutrikdo mitochondrijy reguliacijg (Green ir Reed, 1998; Blatt ir Glick,
2001).

Apoptozé gali vykti ir nuo kaspaziy nepriklausomu keliu (Stevens et al.,

2013). ISorinis arba mirties receptoriy kelias inicijuojamas, specifiniams
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veiksniams sgveikaujant su transmembraniniais receptoriais. Tokia sgveika
sukelia receptoriy konformacinius pakitimus, kurie perduodami per Igstelés

membrang (Rastogi et al., 2009).

Sie du keliai yra tarpusavyje susije: vienas kelias gali turéti jtakos kito
kelio vyksmams (Indran et al., 2011). Abu jie uzsibaigia efektorinéje
apoptozeés stadijoje, kai inicijuojamos efektorinés kaspazés ir, nepriklausomai
nuo pradinio kelio, Igstelés ziista tuo paciu biidu (3 pav.) (EImore, 2007).

Mirties ligandai
(FasL, Trail ar TNF) Stimulai
(Tokie kaip citokiny trukumas,

DNR paZeidimai)
Mirties receptoriai |
1

v v
/‘kpADD DISC BH3 domeng \
i turinéios molekulés
Fup—"""*l l
Prokaspazeé
roka e 8 Bax. Bak \, o
l l Anti-apoptotiniai Bcl-2
Seimos baltymai
Aktyvuota Mitochondrija
Kaspaze 8
Citochromas ¢
v
Apaf-1
v

Kaspazeé 9

Efektorinés /
Kaspazes '\

l F—— |APs — Smac

Apoptozé

3 pav. Apoptozés vidinis ir iSorinis keliai (pagal Elmore, 2007).
1.4.2. Nekrozé

Nekrozé¢ — mirties forma, kuri apima didelj kiekj lasteliy ir sukelia
uzdegimin] atsaka audiniuose. 1lgg laikg nekrozé¢ buvo laikoma atsitiktine,
nekontroliuojama ir energijos nereikalaujancia Igsteliy Zities forma. Tokia ji ir
yra, kai zutj sukelia fizinis ar cheminis poveikis, pvz., hipertermija ar
detergenty sukelta citolizé. Nekrozing lgstelés ziitis jvyksta ir dél daugelio kity
priezas¢iy. Jg gali sukelti reaktyviosios deguonies formos (ROS), katepsinai,
fosfolipazés, NO ir keramidas. Pavyzdziui, ROS oksiduoja/peroksiduoja

polinesocigsias riebaly rugstis, esancias membranose, dél to i§ mitochondrijy ir
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lizosomy ] aplinkg patenka hidrolazés, lipazés ir nukleazes, kurios ir sukelia
nekrozine lgstelés zatj (Proskuryakov ir Gabai, 2010).

Dabar nustatyta, jog nekroziné lastelés zitis gali buti ir programuota,
valdoma nuo kaspaziy priklausomais keliais. Si nekrozés forma pavadinta -
nekroptoze. Galutinéje nekroptozeés fazéje, kaip ir nekrozés atveju, suyra
mitochondrijy, lizosomy ir plazminés membranos (Vandenabeele et al., 2010)
(4 pav.). Jg sukelia labai stipriis cheminiai, mechaniniai paZeidimai arba,
reguliuojamos Zuties atveju, tam tikri stimulai. Nekroptozé daZniausiai
2013). Daugelyje Igsteliy, ligandui aktyvavus mirties receptoriy, pagrindinis
lastelés ziities kelias yra apoptozé, o ne nekrozé. Taciau jeigu kaspaziy
aktyvumas apoptoziniame kelyje yra sutrikes, nekrozé¢ ima veikti kaip
atsarginis lgsteliy zuties kelias (Durpez et al., 2009). Nekroziné Iastelé
pasizymi tuo, kad nesugeba palaikyti savo vientisumo, plazminé membrana
tampa pralaidi, jvyksta vandens ir uZlgsteliniy jony skverbimasis ] lgstelés
vidy. Lastelé padidéja, iSbrinksta organelés, ypa¢ mitochondrijos. Chromatinas
nekrozingje lasteléje beveik nepakinta, bet gali vykti jo fragmentacija. Lastelés
plazminei membranai suirus, ] tarplasteling ertme patenka mirStancios lastelés

turinys, kuris organizme sukelia uzdegiminj atsaka (Murakami et al., 2011).

o ™ WY

eg. TNFR1

0Lrs

E.g. Shigela

/ o

Fosfolipazés
Katepsinai
NO Keramidas

Nekroziné Iastelés mirtis

DNR pazeidimas

4 pav. Galimi nekrozés mechanizmai (pagal Durpez et al., 2009).
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1.4.3. Autofagija

Autofagija - tai biodegradacijos procesas, kurio metu vyksta Igstelés
savaiminis susinaikinimas, t. y, suskaidomos biomolekulés ir paZeistos
organelés (Lorin et al., 2013; Shen et al., 2011). Lastelés zatj autofagijos budu
gali sukelti badavimas, deguonies trilkumas, audiniy ir 1gsteliy persitvarkymas
bei temperatiiriniai poky¢iai (Tsujimoto et al., 2005). Vykstant autofagijai,
savo funkcijg atlike baltymai ar organelés yra apribojami dvimembranés
struktiiros — susiformuoja autofagosoma (Finkel et al., 2007; Jodi et al., 2010;
Lorin et al., 2013). Véliau autofagosoma zinduoliy Igstelése susilieja su
lizosoma ir vyksta tolesnis baltymy ar organeliy perdirbimas iki elementy,
kurie vél bus panaudoti Igstelés metabolizme (Lorin et al., 2013; Essick et al.,
2010).

Autofagijos procesas gali paSalinti veiksnius, sukeliancius Igstelés
stresing biiseng, pavyzdziui, paSalinti paZeistas mitochondrijas, tokiu biidu
sutrukdant aktyviy deguonies formy sudaryma ir Igstelés zutj. Autofagija taip
pat atlieka svarby vaidmen; Salinant paZeista endoplazminj tinkla, maZinant
DNR pazeidimus ir genominj nestabilumg. Vézinés lastelés, kuriose autofagija
yra apribota, pasizymi padidintu genetiniu nestabilumu ir sparcia proliferacija.
DNR pazeidimai gali indukuoti stresinj p53 atsaka. Esant $io baltymo
funkcijos sutrikimams, 1gstelése gali biiti stimuliuojama proliferacija, nepaisant

DNR pazaidy ir vykstancios autofagijos (Altman et al., 2012).

Nustatyta, kad naviko augimas ir autofagija, kaip ir atsparumas
chemoterapijai, gali priklausyti nuo lasteliy oksidacinés biisenos. Kiekvienos
lastelés ar organizmo gyvavimo laikotarpiu patiriamas anaerobinis
metabolizmas lemia trumpalaikes oksidacinio streso bikles, dél to atsiranda
jvairiy struktiiry pazeidimy (He LQ et al, 2013; Stonys et al, 2013; Essick ir
Sam, 2010). Lastelés, kuriy autofagijos funkcija susilpnéjusi, nesugeba
pasalinti ROS padarytos zalos ir besikaupiantys pazeisti baltymai bei organelés

lemia lastelés zitj (Stonys et al, 2013).
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Sekanciuose poskyriuose aptarsime ROS susidarymo jtaka naviky

vystymuisi ir prieSvézinei chemoterapijai.

1.5. Oksidacinio streso ir kity bioredukciniy reiskiniy vaidmuo
priesvézinés chemoterapijos procese

Flavininiy, gelezies-sieros (FeS) ir heminiy oksidoreduktaziniy fermenty
katalizés metu, pvz., mitochondrijy kvépavimo arba fotosintetinio elektrony
perneSimo, arba mikrosominio hidroksilinimo grandinése NAD(P)H ar kity
elektrony donory redukciniai ekvivalentai yra sunaudojami deguonies (O2)
redukcijai j vandenj (H20). Taciau $iy procesy metu lgsteléje susidaro ir
Salutiniai produktai, t. y., deguonies radikalai ir kitos aktyvios deguonies
junginiy formos (ROS): O (superoksido radikalas); H.0. (vandenilio
peroksidas) ir OH- (hidroksilo radikalas). Sie produktai yra Zalingi lastelei, nes
ROS (per)oksiduoja baltymus, paveikia DNR: a) Igsteliy membranose
indukuoja jvairius pokycius, tokius, kaip padidéjes Igsteliy membrany
pralaidumas, membrany strukttriniai defektai, transmembraniniai pralaidumo
kanalai (Marnett, 1999); b) laisvieji radikalai reaguoja su branduolio ir
mitochondrijy DNR ir sukelia jos vijos jtrukius (Oikawa et al, 2003) ir ¢) H20>
gali oksiduoti -SH grupes baltymuose ir moduliuoti baltymy aktyvumag
(Marinho et al., 2013). ROS poveikyje gali atsirasti DNR baziy pory pakitimai,
reCiau pasitaiko delecijos ar intarpai. Jei Sios mutacijos atsiranda lgsteléms
svarbiuose genuose, gali prasidéti kancerogenezés procesas (Waris ir Ashan,
2006). Nors DNR pazeidimai yra labai daznai aptinkami oksidacinio streso
metu, yra manoma, jog lipidy peroksidacija, o ne DNR pazeidimai, yra
atsakinga uz oksidacinio streso metu sukeliamg lasteliy zatj (Avery, 2011).
Tac¢iau ROS toksinj poveiki homeostazéje neutralizuoja Igstelés
antioksidantiniai mechanizmai, kurie skirstomi ] tris grupes: lastelinius,
membraninius ir uzlgstelinius (Gutteridge, 1995). Medziagos, kurios Zymiai
prailgina arba visiS8kai sustabdo substraty oksidavimg, vadinamos
antioksidantais.  Lasteliniams  antioksidantams  priskiriami  fermentai

superoksiddismutazés, peroksidazés, katalazés, gliutationo reduktazé, 0
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uzlasteliniams antioksidantams — jvairiis metalus suriSantys baltymai (Oberley,
2002). Membraniniams antioksidantams priskiriami mazos molekulinés masés

gaudyklés (pavyzdziui, vitaminas E ir jo dariniai) (Betteridge, 2000).

Antra vertus, vézio ir kity patologijy atveju ROS generacija gali ir
pagreitéti, t. y., vykta oksidacinis stresas, kurio Igstelés antioksidacinés
sistemos nesugeba pilnai neutralizuoti. Tokiy procesy Saltiniai gali biiti jvairGs:
mitochondrijy kvépavimo grandinés sutrikimai, uZdegiminiy citokiny
metabolizmo reakcijos, lipoksigenaziy bei citochromo P-450 veikla, sutrikusi
ATP sintezé, augimo faktoriy jtaka NAD(P)H-oksidazés aktyvumui (Pelicano
et al., 2004). ROS gali atsirasti ir dél iSoriniy veiksniy, tokiy kaip UV ir
jonizuojancios spinduliuotés, aplinkos toksiny ir chemoterapiniy preparaty
poveikio (Martindale ir Holbrook, 2002; Waris ir Ashan, 2006; Klaunig et al.,

2011). Oksidacinis stresas pasireiskia ir esant antioksidanty trukumui.

Sekanciuose poskyriuose aptariame chinony bei jy redukuotyjy formy
(polifenoliy) vaidmenj ROS susidaryme ir kituose su bioredukcine aktyvacija

susietuose procesuose, svarbiuose prieSvézingje chemoterapijoje.
1.6. Chinoniniai junginiai ir jy citotoksiSkumo mechanizmai

Chinonai (Q) yra aromatiniai diketonai, kuriems yra biidingas redokso
virsmy griztamumas su jy dvielektroninés redukcijos produktais p-
hidrochinonais arba o-hidrochinonais (katecholiais) (QH:), o taip pat su jy
tarpinias vienelektroninés redukcijos produktais (semichinonais, Q™) (Bolton et
al., 2000). Chinonai dalyvauja daugelyje gyviiny ir augaly lasteliy biocheminiy
procesy, pvz., jie pernesa elektronus mitochondrijy kvépavimo ir fotosintezeés
procesuose, postransliacingje baltymy modifikacijoje, metabolizuojant lastelés
signalines molekules, antioksidantus ir signaliniams tokoferoliams giminingus
junginius (Rucker et al., 2005; Wang et al., 2006; Shearer ir Newman, 2008;
Bentinger et al., 2010). Kiti gamtiniai chinonai (antraciklinai, mitomicinai,

naftochinonai ir benzochinonai) turi antibiotiniy ir prieSveéziniy savybiy, todél
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gali buti traktuojami kaip biologiSkai aktyvis junginiai (Volpe et al., 2010;
Nirmala et al., 2011; Rahman et al., 2007).

Chinonai, pateke ] lastele, dazniausiai ne i$ karto biina aktyviis. Kad jie
tapty aktyvis ir galéty sukelti lgsteliy ziitj, jie turi buti redukuoti. Chinonus
lastelése lengvai redukuoja tam tikri fermentai — reduktazés (P450R, bSR,
NQOQO1, karbonilo reduktazé ir tioredoksino reduktazé).

Chinonai dvielektronés redukcijos metu yra redukuojami iki hidrochiny
(QH2). Si redukcija vyksta dviem pakopomis, susidarant tarpiniam
semichinono (Q~) radikalui, kuris véliau redukuojamas iki hidrochinono (Rich
et al., 1980):

Q e \QF e +2H" )QHZ.

Kadangi semichinony pKa (pKa(QH)) yra zemas (2,0-5,1) prie pH 7.0, jie
egzistuoja anijonin¢je formoje. Pirmojo elektrono pernasos energetika yra
charakterizuojama redokso poros chinono/semichinono potencialu, E?;.
Biologiskai aktyviy chinony E!; kinta nuo 0,36 V iki -0,5 V (Wardman, 1989;
O‘Brien, 1991). Antrojo elektrono pernasa yra lydima dviejy protony
pernesimo, nes hidrochinonai disocijuoja prie aukstesniy pH (pKa (QH2) = 7.0-
13.0), ir yra charakterizuojama E?;. Standartinis chinono/hidrochinono poros
redokso potencialas E% yra lygus (E7 + E?%)/2 ir yra nustatomas
elektrochemiskai. Kaip taisykle, E'7 << E?7, todél Q- yra nestabilus, o chinono
El; yra nustatomas impulsinés radiolizés metodais (Wardman, 1989; Bailey ir
Ritchie, 1985). Elektronus atiduodantys radikalai (hidroksi-, alkoksi-, amino
grupés) sumazina E!7 ir E% reik§mes, o elektronus priimantys pakaitalai (nitro-
, karboksi-, sulfo- grupés) jas padidina. Aromatinés sistemos iSplétimas
sumazina E'7 ir E% reik§mes (Wardman, 1989; O‘Brien, 1991).

Nepaisant skirtingy struktiiry, galioja keli bendri chinony aktyvacijos ir
poveikio lastelei mechanizmai (5 pav.) (Bolton et al., 2000; Monks et al.,
1992). Visy pirma tai, kad chinony citotoksiSkumas yra susij¢s su jy vien- ir

dvielektroninés redukcijos, kurig dazniausiai katalizuoja flavininiai fermentai,
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greiiu. Antra, antraciklinams (adriamicinui, daunorubicinui ir pan.) yra
budinga interkaliacija } DNR, ir, greiCiausiai, topoizomeraziy slopinimas, Kuri
Zymiai prisideda prie $iy junginiy citotoksiSkumo. Be to, teigiamas antracikliny
kriivis skatina jy akumuliacijg lasteléje, tuo padidindamas jy citotoksiSkuma
(Nemeikaité-Céniené et al, 2005). Treéia, kadangi chinonai yra elektrofiliniai
junginiai, jie lengvai reaguoja su sieros turin€iais nukleofilais, pvz., GSH ar
cisteino liekanomis baltymuose. Todé¢l lgstelése sumazéja GSH kiekis. Prie
chinono Ziedo prisijjungus sieros atomui, po to Siam junginiui susioksidavus,
gaunamas chinono tioeteris. Chinono tioeteriai yra daugelio neurologiniy
susirgimy priezastis (Monks et al., 1997). Be to, kai kurie chinonai reaguoja su
nukleofilinémis amino grupémis, esanciomis baltymuose arba DNR (Bolton et

al., 2000).
Baltymy ir DNR pazaidos
2e2H"
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R\/\m ﬁ R\/\&ﬁ Y OR

‘\/\/

Hidrochinonas Semichinonas

Oksidacinis
stresas

5 pav. Pagrindiniai chinony veikimo mechanizmai: laisvyjy radikaly
formavimas ir sukeliami DNR ir baltymy paZeidimai (pagal Bolton et al., 2000).

Toliau yra aptariami citotoksiniai chinony vien- ir dvielektroninés

redukcijos vaidmenys.

1.6.1.  Vienelektroniné fermentiné chinony redukcija, ROS susidarymas
ir jy citotoksinis poveikis
Vienelektroning chinony redukcija  lastelé¢je  atlicka  flavininés

dehidrogenazés-elektrontransferazés, dazniausiai  mikrosomy NADPH:
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citochromo P-450 (citochromo c) reduktazé (FK 1.6.2.4) ir mitochondrijy
kvépavimo grandinés kompleksas I (NADH:ubichinono reduktazé, FK 1.6.5.9)
(Cénas et al., 2004). Siems fermentams yra budingas didelis neutralaus
flavininio semichinono (FMNH-ar FADH") stabilumas redokso pusiausvyroje.
Be to, galimi chinony laisvyjy radikaly S$altiniai yra ir Zinduoliy
NADPH:adrenodoksinoreduktazés  (FK  1.18.1.6) ir FeS baltymo
adrenodoksino kompleksas (Marcinkevi¢iené et al., 1990), kur pagrindinj

vaidmen] atlieka FeS baltymo katalizuojama chinony redukcija.

Reaguojant su auk$¢iau minétais fermentais, chinony reaktingumas (log
Keat/Km) paraboliskai didéja, didéjant chinony vienelektroninés redukcijos
potencialui (E7) (Cénas et al., 2004). Tai atitinka ,,iSorinés sferos* elektrono
perneSimo modelj Siose reakcijose (Marcus ir Sutin, 1985). Po chinono
radikalo (Q°) reoksidacijos deguonimi seka superoksido (O2") susidarymas,
kuris, savo ruoztu, sukelia H2O> susidarymg. Deguonis efektyviai oksiduoja
semichinonus, kuriy E'7 < -0,1 V (O‘Brien, 1991). Toliau, Fe?" ar kity metaly
jony reakcijos su H.O2 metu (Fentono reakcija) susidaro hidroksilo radikalas
(OH), kuris ir yra svarbiausias agentas, hidroksilinantis baltymus, fosfolipidus
ir DNR (Ollinger ir Kagedal, 2000). Todél, tiriant prieSnavikinj chinony
veikimg, yra ypatingai svarbu nustatyti jy nespecifinj, t. y., oksidacinio streso
sukelta citotoksiSkuma, ir ji eliminuoti. Tipiskai, pastarasis citotoksiSkumas
didéja, didéjant chinony El7, ir yra charakterizuojamas Alog cLso/AEY, ~ -10 V-
1 Kkur cLso yra chinono koncentracija, sukelianti 50 % lasteliy zatj (Sarlauskas
et al, 2015; O‘Brien, 1991; Wardman, 1990). Antra vertus, jskaitant ir auksto
(0,0-0,2 V) E; chinonus, jy citotoksiskumas gali biiti apraSomas ir paraboline
log cLso vs. E';7 priklausomybe (Sarlauskas et al, 2015; Nemeikaité-Céniené et
al, 2003; 2015), t. y., su ribinés cLso vertés pasiekimu. Tai gali biiti susieta su
kritine chinony citotoksiSkumo riba dél jy nestabilumo, greiCiausiai dél jy
greity reakcijy su, pavyzdziui, —SH grupémis, kurios gali sumaZzinti jy ROS
generacijos efektyvuma (Wardman et al, 1995). Be to, Sio tipo citotoksiskumas

yra inhibuojamas Fe-chelatoriaus desferioksamino (desferalio), antioksidanto
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N,N’'-difenilen-p-diamino (DPPD) ir skatinamas BCNU (1,3-bis (2-chloretil) -
1-nitrozokarbamidas) , kuris yra antioksidacinio fermento gliutationreduktazés

inaktyvatorius (Ollinger ir Brunmark, 1991).

1.6.2. Dvielektroniné chinony fermentiné redukcija ir jos fiziologinis

poveikis

Zinduoliy lastelése vyksta ir dvielektroniné chinony redukcija, kur
pagrindinj vaidmenj atliecka NAD(P)H:chinono oksidoreduktazé¢ (NQO1 arba
DT-diaforazé, FK 1.10.5.1) (Ross ir Siegel, 2004). Sis homodimerinis
fermentas yra sudarytas i§ dviejy 32 kD subvienety. Abu NQO1 dimero
aktyvieji centrai, turintys FAD kofaktorius, yra lokalizuoti subvienety
interfaziniame domene (Faig et al., 2000). Dauguma DT-diaforazés (>90 %)
yra aptinkama citozolyje, taciau nedidelis Sio baltymo kiekis randamas ir
branduolyje. NQO1 labiausiai paplitusi kepenyse, inkstuose ir virSkinamgjame
trakte. Daugeliu atvejy NQOI1 aktyvumas veézinése lastelése yra zymiai

padidéjes lyginant su sveikomis organizmo Igstelémis (Siegel et al., 2012).

DT-diaforazés oksidatoriy spektras labai platus, tai jvairios struktiiros
chinonai, jy epoksidai, nitroaromatiniai ir azojunginiai (Misevi¢iené et al.,
2006). NQO1 yra efektyviai inhibuojama dikumarolo, kurio konkurentiné
NAD(P)H atzvilgiu Ki priklausomai nuo eksperimento salygy kinta nuo 10 iki
100 nM (Anusevicius et al., 2002).

Viena i§ DT-diaforazés funkcijy yra kai kuriy chinony, pvz., alkil-
pavaduoty benzo- ir naftochinony detoksifikacija, nes dvielektroninés
redukcijos metu yra iSvengiama semichinony susidarymo, kurie gali sukelti
oksidacinj stresa (Nguyen et al., 2013). Dvielektroninés redukcijos metu
susidar¢ santykinai stabiliis hidrochinonai fermentinése reakcijose yra
konjuguojami su gliukuronine ragstimi arba sulfatu, susidarant hidrofiliniams
junginiams, lengviau pasalinamiems i$ lasteliy (Ross et al., 2000). Taip pat
NQOI1 déka yra i8vengiama ir chinony kovalentinio prisijungimo prie 1gstelés

nukleofily, nes susidare¢ stabiltis hidrochinonai prie nukleofily savaime
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prisijungti nebegali (Ross et al., 2000). Be to, NQO1 stabilizuoja p53 baltyma,

ir taip padeda iSvengti jo degradacijos proteosomose (Asher et al., 2001).

Taciau NQOI atlickamos dvielektronés redukcijos metu gali susidaryti ir
citotoksiSki hidrochinonai. Jie gali autooksiduotis, sukeldami oksidacinj stresa.
Kaip taisyklé, NQO1 stimuliuoja arba nedaro jtakos hidroksinaftochinony (5-
hidroksi-1,4-nafochinono, 5,8-dihidroksi-1,4-naftochinono ir jy dariniy)
citotoksiSkumui, nes jy hidrochinonai labai greitai reoksiduojasi (Ollinger ir
Brunmark, 1991). Siame kontekste atskirus atvejus sudaro aziridinil-pavaduoty
benzochinony, kaip potencialiy prieSvéziniy preparaty, poveikio mechanizmai
bei gamtiniy polifenoliniy antioksidanty ((poli)hidroksibenzeny ir flavonoidy)
prooksidacinis poveikis. Sie klausimai bus nagrinéjami dviejuose sekané¢iuose

poskyriuose.
1.7. Aziridinil-pavaduoty benzochinony citotoksiSkumas

Aziridinil-pavaduoti 1,4-benzochinonai nuo 1970 m. yra traktuojami kaip
prieSvéziniai vaistai, taciau jy taikymg daznai riboja pasalinis poveikis (Di
Francesco et al., 2004), pasireiskiantis limfiniam audiniui, kauly ¢iulpams ir
kraujui (Hargreaves et al., 2000; Begleiter et al., 2007). Jy tipiskos formulés
yra pateiktos 6 pav.

0 I\ R,;=R,=H (DzQ)
Ra L R,=R,=CH, (MeDzQ)
R,= CH5, R,=CH,OH (RH1)
N R,
\] o R,;=R,=NHC,H,OH (BZQ)

6 pav. Aziridinil — pavaduoty benzochinony struktiiriné formulé.

Aukstas prieSvézinis §iy junginiy aktyvumas pagrindinai yra siejamas su
ju dvielektrone redukcija, kurig vykdo NQO1 (Di Francesco et al., 2004), o Sio
fermento aktyvumas daugelyje véziniy lgsteliy yra zymiai didesnis nei

sveikose lgstelése.
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Yra zinomi trys galimi citotoksiniai aziridinil-benzochinony veikimo
mechanizmai (7 pav.):

a) juy fermentiné dvielektroné redukcija iki aziridinil-hidrochinony,
kurie zymiai lengviau alkilina DNR; aziridino grupiy DNR alkilinantis
aktyvumas did¢ja, did¢jant jy protonizacijos pKa, kuris iSauga stipréjant
pakaitaly elektronodonorinéms savybéms; pavyzdziui, DZQ ir AZQ aziridino
pKa yra 3,8-4,0, tuo tarpu jy hidrochinony pKa yra 7,5 ir 8,3, atitinkamai
(Sarlauskas et al., 2015); bioredukcinis DNR alkilinimas yra badingas 2e-
redukuotiems diaziridinil-pavaduotais chinonams, pvz., MeDZQ, DZQ, AzQ,
kuriy E7 = -0,05 - -0,23 V (Di Francesco et al, 2004; Cénas et al, 2004); sie
chinonai tiesiogiai nealkilina DNR, taciau $iuo atveju dél 1étos hidrochinony
autooksidacijos gali pasireiksti oksidacinis stresas (Nemeikaité-Céniené et al.,
2005);

b) oksidacinis stresas, sukeltas aziridinil-pavaduoty chinony
vienelektroninés redukcijos ir laisvyju radikaly susidarymo: kai kada
aziridinil-pavaduoti benzochinonai pakliista toms pacioms parabolinéms log
Keat/Km priklausomybéms nuo El7, kaip ir jy aziridinil-nepavaduoti analogai
(Nemeikaité-ééniené etal., 2003; Cénas et al., 2004) ir

c) tiesioginis DNR alkilinimas, kuris yra biidingas zemo redokso
potencialo junginiams, pvz. BZQ (E'; = -0,38 V, ir pKa = 4,5) (Butler et al.,
1989; Hargreaves et al., 2000; Di Francesco et al., 2004).

/ ﬁ ﬂ |
DR ﬁ e L e " R
adukdai
10, 0

rak[a

7 pav. Aziridinil-1,4-benzochinony bioredukcija: a) ju dvielektroné redukcija iki
hidrochinony, b) vienelektroné redukcija iki aniono radikalo.
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1.7.1. Aziridinilbenzochinono 2,5-diaziridinil-3,6-dimetil-1,4-
benzochinono (MeDZQ) citotoksiSkumas

2,5-diaziridinil-3,6-dimetil-1,4-benzochinonas (MeDZQ) yra vienas i$
chinony, pasizymintis prieSvéziniu poveikiu (6 pav.). Nors MeDZQ yra puikus
NQO1 substratas, taciau dél blogo tirpumo jo pritaikymo galimybés yra
ribotos. Tik redukuotas MeDZQ alkilina ir neteisingai suriSa DNR grandines,
taip sukeldamas toksinj poveikj lasteléms (Lee et al., 1992; Hargreaves et al.,
1997; Hargreaves et al., 2000). Eksperimentais in vitro yra parodyta, kad
MeDZQ yra selektyviai toksiSkas lgsteléms, turin¢ioms aukstus NQO1 kiekius
(Beall et al., 1995). Citotoksinj MeDZQ efekta gali sukelti ir P450R indukuota
vienelektroné redukcija. Taciau dél P450R sukelto citotoksinio poveikio yra
aktyvuojamas nekrozinis, o ne apoptozinis lgstelés ziities kelias. Apoptozine
lastelés zutis yra sukeliama dél NQOI1, bet siilomi apoptozés indukcijos

mechanizmai yra beveik neistirti (Nemeikaité-Céniené et al., 2005).

1.7.2. Aziridinilbenzochinono 2,5-diaziridinil-3-(hidroksimetil)-6-
metil-1,4-benzochinono (RH1) citotoksiSkumas

Misy darbe tiriamas vienas i§ stipriausig prie§vézinj poveikj turinciy
chinony — aziridinil-benzochinonas 2,5-diaziridinil-3-(hidroksimetil)-6-metil-
1,4-benzochinonas (RH1) (6 pav.). RHI1 priesvézinis poveikis buvo
al., 2005; Hussein et al., 2009). Palyginus su MeDZQ, hidroksilmetilo grupé
suteikia RH1 didesnj tirpuma vandenyje, ir tai, galbat, apsprendzia jo didesnj
citotoksiskumg (Danson et al., 2004). Yra nustatyta, kad RH1 aktyvumas yra
zymiai didesnis tose lgstelése, kuriose NQO1 raiska yra padidéjusi (Danson et
al., 2004). Todél manoma, kad pagrindinis priesvézinis RH1 veikimas
pasireiSkia dél NQO1 vykdomos Sio chinono dvielektronés redukcijos (Tudor
et al., 2005, Pierce et al, 2010).

Nors buvo neatmesta galimyb¢, kad RHI1 bioaktyvacijai ir
citotoksiSkumui jtakos gali turéti ir kiti fermentai, pvz., P450R, ar

NADH:citochromo bs reduktazé (Tudor et al., 2005), vélesni tyrimai parodé,
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kad $iy fermenty jtaka yra menka arba vidutiniska (Yan et al., 2008; Begleiter
et al., 2007).
Taip pat yra duomeny apie RH1 indukuojamos apoptozés mechanizmag

lastelése, kurios turi didelius NQOL1 kiekius (8 pav.).

8 pav. RH1 sukeliamos apoptozés lasteléje mechanizmas (pagal Park et al., 2011).

RH1 aktyvuoja JNK ir ERK kinazes, kurios svarbios mitochondrijy keliu
sukeliamai lgsteliy apoptozei. Aktyvuota JNK indukuoja baltymo Bax skélima
ir $io baltymo translokacija j mitochondrijas. Mitochondrijose Bax sukelia
mitochondrijy membranos potencialo pakitimg, dél kurio prasideda
mitochondrijy iSorinés membranos pralaidumas (MIMP). D¢l MIMP 1§
mitochondrijy j citoplazma patenka baltymai, atsakingi uz apoptozés vyksma.
Taciau JNK kinaze ir pati gali translokuotis j mitochondrijas, kuriose vykdo
baltymy Bcl-2 ir Bel-xL fosforilinima, taip sukeldama lastelés zutj (Park et al.,
2011). Taip pat manoma, kad p53 gali turéti jtakos RH1 sukeliamai lgsteliy

39



apoptozei, nes chinonai skatina Sio, pastoviai lgstelése sintetinamo, baltymo
aktyvacijg (Park et al., 2011).

1.8. Polifenoliniai junginiai ir ju citotoksinio veikimo mechanizmai

Biocheminés toksikologijos ir naviky chemoterapijos kontekste
pakankamai svarbi yra ir auks$C¢iau paminéta léta redukuotyjy chinony
(hidrochinony) (auto)oksidacija, kuri yra susieta su polifenoliniy junginiy
(polihidroksibenzeny ir flavonoidy), Siaip jau pasizyminciy antioksidacinémis
savybémis, citotoksiskumu (Marozien¢ et al, 2012, Nemeikaité-Céniené et al,
2005). Sie junginiai daznai traktuojami kaip naudingi maisto komponentai ar

priedai, nors toks apibendrinimas yra rizikingas.

Polifenoliai, kuriy i$skirtinis bruozas yra dvi ar daugiau fenoliniy grupiy
junginio sudétyje, randami daugelyje vaisiy ir darzoviy (Vinson et al., 1998;
Vinson et al., 2001; Sutherland et al., 2006). Jie yra atsakingi uz organizmo
apsauga nuo UV spinduliy ir agresyviy patogeny, o maistui gali suteikti
kartumg, aStruma, spalvg ir kvapg bei oksidacinj stabilumg. XX a. pabaigoje
atlikti epidemiologoniai tyrimai ir metaanalizé parodé, kad ilgalaikis
vartojimas augaly, kurie turi didelj kiekj polifenoliy, gali apsaugoti nuo vézio
(Kuriyama et al., 2006; Vauzour et al., 2010), Sirdies ir kraujagysliy ligy
(Hertog, et al., 1993; Ambrose et al., 2004) ir neurodegeneraciniy sutrikimy
(Checkoway et al., 2002; Manach et al., 2005). Polifenoliai yra skirstomi }

fenolines ruigstis, stilbenus, lignanus ir flavonoidus (Padney et al., 2009).:

Fenolinés riagstys (hidroksibenzoinés ir hidroksicinaminés rugsties
dariniai) randamos kai kuriose darZovése, tokiose kaip juodieji ridikai,
svogiinai ir pan., jy koncentracija $iuose augaluose siekia iki iki 10 mg/kg.

Dazniausiai tai yra p-kumarininé, kofeininé, feruliné ir Sinapiné rugstis.

Stilbenai turi du fenilo fragmentus, sujungtus metileno (-CH=CH-)
tilteliu. Augaluose stibenai atlicka priesgrybiniy fitoaleksiny - junginiy, kurie

sintezuojami tik esant Zaizdai arba infekcijai, vaidmenj. Vienas i§ geriausiai
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iStirty ir natiiraliai aptinkamy stibeny yra resveratrolis, kuris randamas

daugiausiai vynuogeése ir vyne.

Lignanai, difenoliniai junginiai, turintys 2,3-dibenzilbutano struktiirg,
kuri susiformuoja po dviejy cinamono rigs¢iy liekany dimerizacijos.

Didziausius lignany kiekius turi liny sémenys.

Flavonoidai yra labiausiai
tyrinéta ir gausiausia polifenoliy
grupé (n > 6000). Sie junginiai turi
du benzeno ziedus (A ir B),
tarpusavyje  sujungtus deguonj

turin¢iu pireno Ziedu (C) (Chang,

2009) (9 pav.). Pakaity, prijungty

9 pav. Struktiriné flavonoidy formulé.

prie  pagrindinés  flavonoidy
struktiiros, skaiCius ir prigimtis - veiksniai, nulemiantys jy chemines ypatybes
ir biologinj aktyvumg. Didé¢jantis hidroksily ir angliavandeniy liekany skaiCius
didina junginiy tirpuma vandenyje, tuo tarpu hidroksilo grupiy metilinimas
mazina tirpumg vandenyje. Laisvos hidroksilo grupés yra labiau reaktyvios

negu glikozilintos ar metilintos (Halbwirth, 2010).

Flavonoidai yra skirstomi ] SeSias pagrindines grupes: flavonoliai,
flavanonai, katechinai, flavonai, antocianidai, izoflavonoidai (Perron et al.,
pripazinti antioksidantai, kurie gali apsaugoti lasteles nuo oksidacinio streso
(Rice-Evans et al., 1996). Jy gebéjimas neutralizuoti laisvuosius radikalus ir
singletinj deguonj, koordinuoti metaly jonus ir dalyvauti vitamino C apykaitoje
yra svarbls gydant jvairius susirgimus, pvz., Sirdies ir kraujagysliy,
onkologines, kepeny ir kitas ligas. Be to, yra zinoma, kad flavonoidai nuo
zalingo oksidacijos poveikio saugo mazo tankio lipoproteinus. Dél visy Siy
savybiy jie pasiZymi prieSuzdegiminémis, prieSalerginémis, prieSvirusinémis,
priesvézinémis savybémis. Flavonoidai Zmogaus organizme negaminami, todél

juy bitina gauti su maistu. Nuolatinis maisto, kuriame gausu flavonoidy,

41



vartojimas aktyvina visy organizmo sistemy veikla, padeda apsisaugoti nuo
zalingy aplinkos veiksniy bei atitolina ligas. Taciau auksStos flavonoidy
koncentracijos yra ir citotoksiskos. Zemiau pateikiami pagrindiniai flavonoidy

ir kity polifenoliy citotoksiSkumo mechanizmai.

1. Prooksidantinis veikimas. Prooksidantinis flavonoidy veikimas yra susietas
su jy autooksidacija Igsteliy auginimo terpéje ir lastelés viduje (Sergediené et
al., 1999; Boersma et al., 2000; Galati et al., 2002; Nemeikaite-Céniené et al.,
2005). Sias reakcijas pagreitina deguonies ir pereinamujy metaly (Fe, Cu) jonai
(Carocho et al., 2013; Galati et al., 2002). Jy metu formuojasi ROS ir peroksilo
radikalai, kurie zaloja DNR, lipidy ir kity biologiniy molekuliy strukttras, taip

pat jie gali dalyvauti mitochondrinio kvépavimo slopinime.

Tipiskai, flavonoidy prooksidantinis aktyvumas ir citotoksiSkumas did¢ja,
didéjant —OH grupiy skaiciui, ypatingai B-ziede. Tai yra susieta su redokso
poros fenoksilo radikalas/fenolis (E27) potencialo mazéjimu. Keturiy linijy
lastelese (FLK (galvijy leukemijos virusu transformuoti ériuko embriono
fibroblastai), MH-22A (pelés hepatomos lastelés), HL-60 (Zmogaus
promielocitinés leukemijos lastelés) ir pirminiuose pelés splenocituose
nustatyta, kad flavonoidy citotoksiSkumas didéja (log cLso mazéja), mazéjant jy
E?7, ir didéjant jy lipofiliskumui (log D, oktanolio/pH 7,0 buferinio tirpalo
pasiskirstymo koeficientui) (Nemeikaité-Céniené et al, 2005; Miliukiené et al.,
2014). Nustatyta, kad citochromy P-450 katalizuojamas flavonoidy
hidroksilinimas ar jy oksidacinis demetilinimas skatina jy citotoksiSkuma, tuo
tarpu katechol-o-metiltransferazés (COMT) katalizuojamas metilinimas jj
mazina (Miliukiené et al., 2014). Polihidroksibenzeny citotoksiskumui budingi
panasis kiekybiniai struktiiros-aktyvumo rySiai (QSAR), taciau Sie junginiai
yra sistemiSkai toksiSkesni nei flavonoidai. GreiCiausiai, tai susieta su jy
didesniu aktyvumu COMT Kkatalizéje. Kitas galimas flavonoidy
prooksidantinio toksiSkumo mechanizmas gali pasireikSti dalyvaujant
polifenoliy oksidacija vykdancioms peroksidazéms (Galati et al., 2002) ir

tirozinazei, kuri gali buiti daugiau ekspresuojama melanomos lgstelése.
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2. Kinaziy slopinimas. Flavonoidai gali atlikti svarby vaidmenj, valdydami
baltymy ir lipidy kinaziy signalinius kelius (Boly et al., 2011), tiesiogiai
jungdamiesi prie kinaziy ir moduliuodami jy fosforilinimg (Hou ir Kumamoto,
2010). Flavonoidai gali dalyvauti fosfoinozitido (PI) -3-kinazés, Akt/baltymy
kinazés B (PKB), tirozino kinaziy, baltymy kinazés C (PKC), mitogeny
aktyvuoty baltymy (MAP) kinaziy ir kity kinaziy signalinése kaskadose (Hou
ir Kumamoto, 2010; Boly et al., 2011; Lolli et al., 2012).

3. Topoizomeraziy inhibicija. Gamtiniai polifenoliai gali inhibuoti ir
topoizomerazés II vykdoma DNR karpyma, t. y., biti topoizomerazés 11
inhibitoriais (Bandele et al, 2008). Jie gali biiti skirstomi j dvi klases, t. y., nuo
redokso reakcijy nepriklausomus inhibitorius, tokius kaip kvercetinas ir
kempferolis, ir redoks-priklausomus inhibitorius, pavyzdziui, epigalokatechino

galatas ir epigalokatechinas.

1.8.1. 3,3,4,5,7-pentahidroksiflavono (QUE) citotoksi§kumas

Vienas labiausiai paplitusiy ir

¥ oH tyring¢jamy polifenoliy yra

‘ flavonoidas kvercetinas (3,3,4,5,7-

"o 0 pentahidroksiflavonas, QUE) (10
O pav.). Maiste esantis kvercetinas

OH ol o dazniausiai yra glikozido formos.

10 pav. QUE struktiiriné formulé. Zmogaus organizme jis
metabolizuojamas tokiuose

organuose, kaip plonoji ir gaubtiné Zarna, kepenys, inkstai (Gibellini et al.,
2011; Spagnuolo et al., 2012). Kvercetino junginiy modifikacijos vyksta
gliukoziding formg hidrolizuojant iki aglikono, kuris toliau modifikuojamas
enterocitinéms transferazéms prikabinant metilo, sulfato grupes ar gliukurono
rigstj. Kvercetinas pasizymi dideliu antioksidantiniu, priesuzdegiminiu ir
proapotoziniu veikimu. Todél Sis flavonoidas gali buti laikomas nattraliai
aptinkamu agentu, skirtu tiek vézio prevencijai, tiek véZiniams susirgimams

gydyti (Mocanu et al., 2013; Deng et al., 2013; Vargas ir Burd, 2010).
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Kvercetino poveikis priklauso nuo Igsteliy gebéjimo ji jsisavinti bei nuo
jo koncentracijos. Kvercetinas geba atiduoti savo elektronus reaktyviosioms
deguonies formoms (ROS), kurios sgveikauja su iSorinémis kvercetino
molekulés -OH grupémis, o taip pat aktyvina lastelés viduje esancig ROS
suriSimo sistemg, tokiu biidu maZindamas ROS sukeliamas DNR pazaidas
lasteléje (Mocanu et al., 2013; Akan ir Garip, 2013). Toks antioksidantinis
veikimas dazniausiai pasireiSkia esant 1-40 uM kvarcetino koncentracijai.
Junginio koncentracijai virSijus 40 uM, dazniausiai pasireiskia prooksidantinis
medziagos veikimas. Tada kvercetinas pats gali sukelti pazaidas lgstelése bei
jungti lasteléje esancius apoptozés mechanizmus. Oksiduojantis kvercetinui,
susidaro laisvieji radikalai, o galutinis kvercetino oksidacijos produktas yra jo
chinometidas (11 pav.), susidarantis izomerizuojantis kvercetino chinonui. Sis
junginys gali reaguoti su Igstelés redukuotu GSH, Kitais tioliais, sudarydamas
atitinkamus tiolinius konjugatus (prooksidantinis veikimas) (Lu et al., 2006;
Boersma et al, 2000), ir modifikuodamas (Gliszczynska-Swiglo et al., 2003).
Duomenys apie tai, ar NQO1 regeneruoja kverceting, tuo apsaugodama lgsteles

nuo jo toksiskumo, yra priestaringi (Gliszczynska-Swiglo et al., 2003; Boots et

al., 2005)
OH
0
O 0] /

OH 0 OH (0]

Kvercetinas p-chinometidas

11 pav. Kvercetino oksidacinés transformacijos schema.

Taip pat kvercetino prooksidantinis veikimas susijes su navikiniy lasteliy
proliferacijos slopinimu (Spagnuolo et al., 2012; Mocanu et al., 2013; Wang et
al, 2012; Cheng et al, 2010). Priklausomai nuo lasteliy tipo, kvercetinas stabdo
proliferacija G2/M arba G lastelés ciklo stadijose (Jeong et al., 2009). Sis
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junginys gali sutrikdyti ROS metabolizmg ir sukelti apoptoze nuo
mitochondrijy priklausomu keliu (Gibellini et al., 2010). Esant tam tikroms
salygoms, kvercetinas gali sudaryti pakankamai reaktyviy deguonies formuy,
kad sukelty nuo laisvyjy radikaly priklausomag apoptoze maziausiai per keleta
signaliniy keliy (Gibellini et al., 2010). Be proliferacijos stabdymo ir
apoptozes, kvarcetino antiveZinis aktyvumas gali sukelti autofagija, lasteliy
migracijos blokavima bei riebiyjy rugsciy sintezés, reikalingos membranos
sintezei de novo, slopinimg (Angst et al, 2013). Svarbu paminéti ir tai, jog
jtakg efektui daro ne tik Sio junginio koncentracija, bet ir veikimo trukmé
(Deng et al., 2013; Lee et al., 2011).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1.Naudotos medziagos
Darbe tirtus 1,4-benzochinonus MeDZQ ir RH1 susintetino VU

Biochemijos instituto vyresnysis mokslo darbuotojas dr. Jonas Sarlauskas.

Ivairios paskirties reagentai ir jy kilmé: BSA, Triton X-100,
akrilamidas, bis-akrilamidas, TrisBase, glicinas, EDTA, TrisHCI,
tetrametiletilendiaminas (TEMED), metanolis, natrio dodecil sulfatas (SDS),
nieriebaus pieno milteliai, NaF, DMSO, aprotininas, fenilmetilsulfonil floridas
(PMSF), natrio ortovanadatas (NasVOsa), glicerolis, merkaptoetanolis, amonio
persulfatas (AP), Tween 20, KH2POs, Na;COsz, NaOH, CuSO., Folin
reagentas, NADH, citochromas C, menadionas, durochinonas, kvercetinas,
fosfatinis buferis (FB) jsigyti i§ Sigma-Aldrich, USA. Bradfordo reagentas
pirktas i§ Thermo Fisher Scientific, USA. Chemoliuminescensijos tirpalai

jsigyti i§ Invitrogen, USA.

Dazai: 3-(4,5-dimetilthiazolil-2)-2,5-difenil-tetrazolio bromidas (MTT),
akridino oranzinis ir etidzio bromidas (AO/EB), tripano mélis pirkti i§ Sigma-
Aldrich, USA.

Signaliniy molekuliy slopikliai - PD98059, SP600125, SB203580, PIF-
a, DIK (dikumarolis), DPPD (N,N'-difenil-p-fenilendiaminas), DESF
(desferioksaminas ) gauti i§ Sigma-Aldrich, USA.

Signaliniy molekuliy aktyvumo tyrimuose naudoti antikiinai pries:
ERK (triusio, toliau (t)) (Cell Signaling Technologies, Beverly, USA), p-ERK
(t) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), JINK1/2 (pelés, toliau
(p)) (BD BioScience, San Jose, CA, USA), p- JNK1/2 (p) (Cell Signaling
Technologies, Beverly, USA), p38 (p) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA), p-p38 (t) (Cell Signaling Technologies, Beverly, USA), p53 (t)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA ), p-p53(t) (Cell Signaling
Technologies, Beverly, USA), NQO1 (p) (Cell Signaling Technologies,
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Beverly, USA). Antriniai antiktinai prie$ triusio ir pelés antigenus, konjuguoti
su krieny peroksidaze, gauti i§ Abcam, Cambrige, UK. Visi antik@inai skiesti

pagal gamintojy rekomendacijas.

Lasteliy auginimui naudotos Dulbecco‘s modifikuota Eagle‘s (DMEM)
ir Iscove‘s modifikuota Dulbecco (IMDM) terpés, jsigytos i§ Sigma-Aldrich,
USA. Jy priedai — fetalinis verselio serumas (FVS) i§ Life Technologies, USA;
antibiotikai - penicilino-streptomicino (atitinkamai 100 VV/ml ir 100 pg/ml)
misinys ir 0,25 % tripsino — EDTA tirpalas, pirkti i§ Biological Industries,
Israel. Lasteliy auginimui naudoti indai jsigyti i§ Greiner Bio-One, Germany.

Tirpalai lasteliy lizavimui ir baltymy lizaty paruoSimui. Lasteliy
lizavimui buvo ruo$iamas lizés buferis: 10 mM TrisHCI, pH 7,4; 50 mM
NaCl; 5 mM NaF; 0,1 % BSA; 1 % Triton X-100. Prie§ naudojant buferj,
pridedama 20 pg/ml aprotinino, I mM PMSF, 2 mM NazVOs. Paruosto tirpalo
pH turi bati 7,2. Baltymy koncentracijy nustatymui naudotas Bredfordo
reagentas. Pavyzdzio buferis (4 x SDS): 25 % 1 M TrisHCI, pH 6,8; 40 %
glicerolio; 8 % SDS; 4 % merkaptoetanolio; 1-5 % bromfenolio mélio dazo; iki
reikiamo tario pripilama dejonizuoto vandens ir laikoma —20 °C temperattiroje.

Tirpalai, naudoti elektroforezéje.  Tirpalai  geliams:  4x
akrilamido/Bis-akrilamido tirpalas: 30 % akrilamido; 0,8 % bis-akrilamido;
4x TrisHCL/SDS tirpalas, pH 8,8: 1,5 M TrisHCI, pH 8,8; 0,4 % SDS;
paruostas tirpalas laikomas 4 °C temperatiiroje; 4x TrisHCI/SDS tirpalas, pH
6,8:0,5 M TrisHCI, pH 6,8; 0,4 % SDS; laikoma 4 °C temperatiiroje; 10 %
amonio persulfatas; tetrametiletilendiaminas. Buferiai: elektroforezés
pernasos buferis: 25 mM TrisBase, 0,2 M glicino, 0,5 % SDS; buferio pH 8,3;
baltymy pernasos buferis: 10 mM TrisBase, pH 8,3; 90 mM glicino, 0,05 %
SDS; 10 % metanolio.

Tirpalai signaliniy molekuliy vaizdinimui. Nuplovimo tirpalas: 150
mM NaCl; 10 mM TrisHCI, pH 7,5; 0,05 % Tween 20; blokavimo tirpalas
ruosiamas nuplovimo tirpale, pridedant 1-3 % neriebaus pieno milteliy; 0,01 %

NaNs.
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Tirpalai baltymy aktyvumui nustatyti. Buferis lgsteliy suardymui
ultragarsu: 0,1 M KH2POs, 1 mM EDTA, pH 7; prie§ pat naudojima
pridedama 20 mM PMSF. Buferis baltymy aktyvumy matavimui: 0,1 M
KH2PO4, 1 mM EDTA, pH 7; 0,01 % Tween 20; 0,25 mg/ml BSA.

Tirpalai baltymy nustatymui Lowry metodu: 2 % NaCOs (0,1 N
NaOH tirpale); 0,5 % CuSOs (1 % Na citrate (CeHsO7Nas*nH.0)); Folino
reagentas.

Kometos metodui naudoti tirpalai ir buferiai. Normalios lydymosi
temperatiiros agarozés tirpalas 1 % (laikoma 4 °C temperatiiroje), Zemos
lydymosi temperatiiros agarozés tirpals 1 % (tirpinama fosfatiniame buferyje).
Lizés buferis, pH 10: 2,5 M NaCl, 0,1 M EDTA, 0,01 M Tris; prie§ pat
naudojimg pridedama 1 % Triton X-100, 10 % DMSO; laikoma 4 °C
temperatiiroje. Elektroforezés buferis, pH > 13: 0,001 M EDTA, 0,3 M
NaOH; laikoma 4 °C temperatiiroje. Neutralizacijos buferis, pH 7,5: 0,4 M
Tris; latkoma 4 °C temperatiroje (pH matuotas naudojantis Adwa AD 1020
matuokliu; pasiekti nurodytai pH reikSmei naudotas 20 % NaOH tirpalas).

2.2. Darbo metodai

Sio darbo tikslas siektas ir uzdaviniai jgyvendinti vadovaujantis pateikta
darbo schema (12 pav.). Literatiros duomenimis, pagrindinis citotoksinis
aziridinil-benzochinony veikimo mechanizmas yra susietas su jy dvielektrone
redukcija, kurig vykdo NQOI1 fermentas. D¢l Sios priezasties pirmiausia buvo
nustatytas MH-22A Iastelése esantis Sio fermento kiekis ir aktyvumas. Véliau,
panaudojan NQOI1 slopiklj DIK, vertinome ar $is fermentas reikalingas
tirlamyjy junginiy citotoksiSkumo pasireiskimui. Analizavome, ar lgsteliy Ziitis
yra oksidacinio streso (panaudojant antioksidantus DPPD ir DESF) pasekmé,
ar DNR pazaidy rezultatas (naudotas komety metodas). Galiausiai, siekiant
iSsiaiskinti tiriamyjy junginiy veikimo mechanizmus, panaudojant slopiklius
(PD98059, SP600125, SB203580 ir PFTa), buvo analizuotas svarbiy lastelés
gyvybiniy procesy reguliatoriy - streso aktyvinamy kinaziy (ERK, JNK, p-38)

bei transkripcijos veiksnio p-53 vaidmuo lgsteliy gyvybiniams procesams.
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DQ, RH1, QUE

PD098059 = | ERK

v

p53 |—

SP600125 —]| INK | | MAPK

58203580 = | p38

12 pav. Darbo schema.

2.2.1. Lasteliy auginimas kultiiroje in vitro
2.2.1.1. Tyrimams naudotos lastelés

Tyrimamas atlikti buvo naudotos monosluoksninés pelés hepatomos
(MH-22A; VU Biochemijos instituto lgsteliy kolekcija) lastelés (13 pav.). MH-
22A linijos lastelés greitai dauginasi, gali augti ir in vivo, ir in vitro. MH-22A
linijja iSvesta 1948 — 1951 metais Maskvoje. Tai pelés kepeny lastelés,
paveiktos ortoaminoazotoluolu. Gauta véziniy lgsteliy linija yra praradusi
panasuma su kepeny lastelémis (Anekcansu et al., 1972). In vitro jos auga
sudarydamos  monosluoksnj. MH-22A linijos lastelés  naudojamos
kancerogenezés proceso analizei, piktybiniy Igsteliy charakterizavimui,
prieSvéziniy vaisty paieskai.

Vertinant fermento NQOI1 raiska MH-22A Iastelése, palyginimui buvo

naudotos zmogaus odos melanomos (SK-MEL-28; Cell Line Service,
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Geramany) ir suspensinés zmogaus promielocitinés leukemijos (HL-60; Cell

Line Service, Germany) lgsteliy linijos (13 pav.).
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Pelés hepatomos lastelés Zmogaus odos melanomos Zmogaus kraujo kilmés
(MH-22A). Iastelés (SK-MEL-28). promielocitinés leukemijos

Igstelés (HL-60).
13 pav. Pelés hepatomos (MH-22A), Zmogaus odos melanomos (SK-MEL-28) ir
Zmogaus Kkraujo Kkilmés promielocitinés leukemijos (HL-60) lasteliy liniju
morfologija.

SK-MEL-28 Iasteliy linija gauta i§ Zmogaus odos pirminio naviko. Siame
darbe $ios linijos lastelés buvo naudotos kaip teigiama kontrolé, nes
literatiiroje yra duomeny, jog $i0s linijos lastelés pasizymi aukstu NQO1 kiekiu
bei aktyvumu (Doherty et al., 1998).

HL-60 Iasteliy linija gauta 1977 m. 1§ Zmogaus, sirgusio iimia
promieliocitine leukemija, periferinio kraujo. Sia lasteliy linija daugiausiai
sudaro promieliocitai. Darbe §i Igsteliy linija buvo naudojama kaip neigiama
kontrolé NQO1 tyrimuose (Perez-Sacau et al., 2007; Pink et al., 2000).

MH-22A ir SK-MEL-28 Igstelés buvo augintos DMEM terpéje, o
suspensinés HL-60 lastelés IMDM terpéje. Sios terpés buvo paruostos su 10 %
FVS ir antibiotikais (penicilino 100 VV/ml ir streptomicino 100 pg/ml).
Lastelés perséjamos kas 2-3 dienos ir laikomos 37 °C laipsniy temperatiiroje, 5
% CO: aplinkoje. Lasteliy monosluoksnio suardymui buvo naudojamas 0,25 %

tripsino-EDTA misinys.

2.2.1.2. Lasteliy auginimas in vitro
Monosluoksninés MH-22A, SK-MEL-28 lastelés buvo perséjamos,
padalinant Igsteles j du flakonus. Pries§ séjimag $viesiniu invertuotu mikroskopu
(OLYMPUS CX41, Olympus corp., Japan) buvo jvertinamas lgsteliy
monosluoksnis, terpés spalva (augant Igstelems terpé¢ riigStéja, todél

indikatorius — fenilo raudonasis keicia spalva i$ rausvos j geltong). Perséjant
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sena terpé paSalinta, monosluoksnis praplautas terpe be serumo, du kartus
skalauta EDTA — 0,25 % tripsino miSiniu, monosluoksnis inkubuotas buvusio
tirpalo garuose 5-10 min., aplinkoje esant 37 °C. Kai lasteliy monosluoksnis
disocijavo, suspensija praskiesta Sviezia terpe, lgstelés suskaiciuotos, paruosta
reikiamo tankio (300 takst./ml) lgsteliy suspensija, kuri padalinta j naujus
flakonélius (po 5 ml) palaikymui arba i$séta j 96 duobuciy plokstelés Sulinélius

(po 100 pl) eksperimentui.

Suspensinés HL-60 Igstelés buvo perséjamos kas 2-3 dienas. Perséjant
Sias lgsteles sena suspensija buvo centrifuguota, nuosédos praskiestos Sviezia
auginimo terpe ir reikiamu Igsteliy tankiu iSpilstyta j naujus flakonélius arba

plokstelés Sulinélius eksperimentui.

I eksperimentui naudoty lgsteliy suspensija buvo pridedamas reikiamas

kiekis tiriamy medZiagy.

2.2.1.3. Lasteliy proliferacijos/gyvybingumo vertinimas MTT metodu
Gyvy lasteliy dalies nustatymui, o kartu ir jy proliferacinio aktyvumo
arba Zuvimo vertinimui buvo naudojamas standartinis MTT metodas. Tai
kolorimetrinis metodas, paremtas gyvy lasteliy mitochondrijy fermenty
gebéjimu tirpy geltonos spalvos MTT redukuoti iki violetinés spalvos netirpius

kristalus formuojancio formazano.

Po lasteliy i$s¢jimo praéjus 24 val., nuo jy buvo pasalinta augimo terpé,
monosluoksnis 2 kartus praplautas fosfatiniu buferiu (FB: 80 mM NaxHPO4,
20 mM NaH:PQO4, 100 mM NacCl). Ant lgsteliy buvo uzpiltas 0,2 mg/ml MTT
tirpalas, inkubuota 1 h 37 °C termostate (HERAcell150i, Thermo Scientific,
USA). Susidare kristalai buvo istirpinti etilo alkoholyje (96 %), ploksteliy
skaitytuvu (Varioskan Flash, Thermo Scientific, USA) iSmatuotas optinis tankis
(pasirinkus 570 nm bangos ilgj). Optinis tankis yra tiesiogiai proporcingas

gyvy lasteliy skaiciui.
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2.2.1.4. Lasteliy zuties analizé fluorescenciniu mikroskopu
Lasteliy zities analizé buvo
vertinta naudojant fluorescuojanéiy,
su DNR besijungianciy dazy miSinj:
akridino oranzinj (AO, 100 pg/ml) ir
etidzio bromida (EB, 100 pg/ml),
iStirpintg FB.

Vertinant  tiriamy  junginiy
citotoksinj efekta, prie§ dieng iSsétos

MH-22A Iastelés buvo paveiktos

tiriamomis medziagomis. Po 24 val.

14 pav. Lasteliy, dazyty OA ir ED
poveikio visos disperguotos lastelés dazy miSiniu, vaizdas fluorescenciniu
mikroskopu (G - gyvos, GA — gyvos
apoptozinés, NA - negyvos
min.  centrifuguota  centrifugoje  apoptozinés, N- nekrozinés lastelés).

buvo surinktos ir S$i suspensija 10

(CL10, Thermo scientific, USA) 1500 aps./min. grei¢iu. Supernatantas nupiltas,
i§ nuosédy paimta 30 pl lIgsteliy suspensijos, kuri buvo sumaisyta su 3 ul AO ir
EB dazy misinio. Lasteliy ztis vertinta fluorescenciniu mikroskopu (Olympus
IX51, Olympus corp., Japan). Kiekviename méginyje skai¢iuojama 3 x 100
lasteliy; pagal gyvy ir negyvy lasteliy dal; Siame skaiciuje galima spresti apie
lasteliy gyvybinguma.

Tokiu buidu dazant lgsteles, jy populiacijoje galima iSskirti penkiy rasiy
lasteles: gyvas (G- vientisas ryskiai zalias branduolys); gyvas apoptozines (GA
- kondensuotas ar fragmentuotas branduolys, S$vyti zalsvai); negyvas
apotozines (NA - branduolys fragmentuotas, oranzinés spalvos); nekrozines (N
- branduolys vientisas, nusidazes oranzine spalva; citoplazmos likuéiai tamsiai
rusvi); be chromatino (blyskiai gelsvas, netekusios DNR, dazosi silpnai

oranzine spalva) (Mercille ir Massie, 1994) (14 pav.).
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2.2.1.5. Lasteliy gyvybingumo vertinimas dazant tripano méliu
Po poveikio tiriamomis medziagomis lasteliy gyvybingumas papildomai
buvo tikrintas jas dazant tripano méliu. Sis dazas gali patekti tik j negyvas

lasteles, todél pastarosios Igstelés nusidazo tamsiai mélyna spalva.

Po 24 val. poveikio su tiriamomis medziagomis lasteliy monosluoksnis
buvo disperguotas, surinkta suspensija centrifuguota 10 min. 1500 aps./min.
Nupylus supernatantg ir lgstelés skiedziant auginimo terpe buvo paruo$iama
reikiamo tankio lasteliy suspensija. Si suspencija buvo sumai$oma santykiu 1:1
su 0,4 % tripano mélio tirpalu, paruostu FB. Po 3 min. kiekviename méginyje
Sviesinio mikroskopo (Olympus CX 41, Olympus corp., Japan) pagalba
skaiCiuota 3 kartus po 100 lasteliy, kurias sudaré nusidaziusios (mélynos) ir

nenusidaziusios (skaidrios) 1gstelés.

2.2.1.6. Lasteliy gyvybingumo vertinimas tékmés citometru

Po tiriamyjy poveikiy i§ kiekvienos lgsteliy auginimo plokstelés duobutés
1 atskirus mégintuvélius buvo surinkta auginimo terpé, joje gali buti
neprilipusiy lasteliy, o likgs monosluoksnis disperguotas jprastiniu tripSino ir
EDTA misiniu, gauta suspensija buvo surinkta j ta patj atitinkamg mégintuvélj.
Kiekviename mégintuvélyje suskaiCiuotas lasteliy kiekis, optimalus
suspensijos tankis 100 — 500 Iast./ul. 180 pl paruostos lasteliy suspensijos
buvo sumaisyta su 20 pl dazu ViaCount (Millipore), inkubuota 15 min. Toliau
lasteliy suspensijos analizé atlikta tékmés citometru Guava (Guava easyCyte
8HT, Millipore, Life-Science-Research, USA) vadovaujantis gamintojo

instrukcija.

2.2.2. DNR pazaidy vertinimas kometos metodu
Siuo paprastu, bet jautriu metodu buvo vertinamos DNR pazaidos,

sukeltos tirlamyjy junginiy.

Preparaty gaminimo iSvakarése Svartis nuriebalinti objektiniai stikleliai
(Slifuotais krasteliais) buvo padengti pirmuoju agarozés sluoksniu. Tuo tikslu

kiekvienas stiklelis kelioms sekundéms buvo pamerkiamas j karstg (60—80 °C)
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1 % normalios lydymosi temperatiiros agarozés tirpala. Stiklelj iStraukus,
apatiné jo pus¢ nuSluostoma filtriniu popieriumi ir stiklelis padedamas dziiiti

horizontalioje padétyje. Kita dieng buvo gaminami preparatai.

Po 24 valandy medziagy poveikio, i§ kiekvienos Igsteliy auginimo
plokstelés duobutés buvo nusiurbta auginimo terpé, o likgs monosluoksnis
disperguotas jprastiniu tripsino ir EDTA miSiniu, gauta suspensija surinkta j
mégintuvélj, pridéta 1ml FB ir centrifuguota 10 min. 1500 aps./min.
Supernatantas nupiltas, o nusédusios Igstelés praskiestos 1 ml FB, Goriajevo
kameros pagalba suskai¢iuotos Igstelés. Optimalus suspensijos tankis - 50-60
tukst. Iast/ml.

40 pul paruostos lgsteliy suspensijos ir 40 pl agarozés greitai
supipetuojama, tuomet i$ kieckvieno Ependorfo mégintuvélio paimama 80 pnl
Sio lgsteliy ir agarozés miSinio ir uzlas§inama ant 1 % normalios lydymosi
temperatiiros agaroze padengty objektiniy stikleliy. Meéginiai uzdengti
dengiamaisiais stikleliais. Objektiniai stikleliai su | agarozg jterptomis
lastelémis 10 min. padéti j Saldytuva (4 °C). Po to visi objektiniai stikleliai su j
agaroze jterptomis Igstelémis, nuémus nuo jy dengiamuosius stiklelius, buvo
panardinti j vonelg su iki 4 °C atSaldytu lizés buferiu. Lizés procediira buvo
vykdoma 90 minuciy, po to preparatai iSimti ir 5 min. panardinti j distiliuoto
vandens vonelg. Lizés metu yra paSalinamos membranos, tirpls Igsteliy

komponentai bei daugelis histony. DNR lieka prisitvirtinusi prie matrikso.

Po lizés procediiros preparatai skubiai sudéti § COMET — 20 SYSTEM
(Scie—Plas,UK) iki 5 °C atsaldyta vonele (stikleliy slifuoti galai nukreipti j
elektrody puse). | ja pripilta 540 ml iki 4 °C atSaldyto Sarminio elektroforezes
buferio. Tokiomis salygomis preparatai buvo laikomi 20 min., po to jjungtas
sroves Saltinis ir 30 min. vykdoma elektroforeze (sroves stiprumas — 300 mA,
jtampa — 20-19 V). Elekrolizés metu susiformuoja ] kometas panasios
struktiiros (Azqueta et al., 2011). Kometos galva sudaro nepazeista DNR, o

uodegg - dél triikkiy grandinése atsipalaidavusi ir link anodo pasislinkusi DNR.
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Po Sarminémis salygomis atliktos pavieniy lasteliy gelio elektroforezes
aptinkami tiek viengrandziai, tiek ir dvigrandziai DNR trikiai ir Sarmui
jautrios vietos. Pasibaigus elektroforezei, preparatai buvo neutralizuojami 30
min. neuralizacijos buferyje, tada iSimti ir 5 min. dazyti 80 ul EB, kuris
jsiterpia tarp dvigubos spiralés baziy pory (Liao et al., 2009). Dazy perteklius
nuplautas preparatus panardinus 10 min. j distiliuota vandenj. Nuplauti, dar
Slapi preparatai uzdengti dengiamaisiais stikleliais padedami j Saldytuvg ir ten

laikyti iki mikroskopinés analizés.

Preparatai analizuoti fluorescenciniu (Nikon Eclipse 80i, Nikon corp.,
Japan) mikroskopu vaizda padidinus 400 karty. Branduoliy analizé atlikta ir
procentinis DNR kiekis kometos uodegoje apskaiCiuotas panaudojus
kompiutering vaizdy analizés programa LUCIA. Analizuota po 100 branduoliy

i§ kiekvieno preparato.

2.2.3. Baltymuy kiekio nustatymas
2.2.3.1. Lasteliy suardymas ultragarsu

Po poveikio tiriamaisiais chinonais nuo Igsteliy nupilta auginimo terpé,
monosluoksnis disperguotas EDTA ir tripsino miSiniu. Gauta suspensija
surinkta j atskirus mégintuvélius, centrifuguota 15 min. 1500 aps./min. grei¢iu.
Ant nuosédy uzpilta buferio (0,1 M KH2PO4, 1 mM EDTA, pH 7; prie$ pat
naudojimg pridedama 20 mM PMSF), skirto lasteliy suardymui ultragarsu,
méginiai laikyti lede. Lasteliy ardymas ultragarsu vykdomas Bandelin
Sonopuls HD 2070 (BANDELIN electronic, Germany) aparatu: kiekvienas
méginys 4 kartus po 20 s veiktas 30 % galingumo ultragarsu su 20 s pauzémis.
Tuomet visi méginiai buvo centrifuguoti 0 — 4 °C temperatiiroje 45 min. 10
000 aps./min. grei¢iu. Taip paruosti méginiai buvo saugomi -20 °C

temperatiiroje.

2.2.3.2. Baltymy kiekio nustatymas Lowry metodu
Baltymo koncentracijos matavimas: | pasiruo$tus mégintuvélius
pripilama po 390 ul buferio, skirto Igsteliy suardymui ultragarsu, 10 pl tiriamo
baltymo tirpalo, 2 ml 2 % NaCOsz ir 40 ul 0,5 % CuSOs. | kontrolinj
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mégintuvelj pilta 400 pul H20, 2 ml 2 % NaCOsz ir 40 pul 0,5 % CuSOa.
Inkubuota 10 min., po to j kiekvieng mégintuvélj pilta po 200 ul Folino
reagento. Inkubuota 45 min. 37 °C temperatiroje. Po inkubacijos pasiruosti
tirpalai po 1 ml supilstyti j kiuvete ir spektrofotometru (Hitachi-557, Japan)
matuotas optinis tankis pasirinkus 750 nm bangos ilgj. Pagal gautus rezultatus

visuose mégintuvéliuose suvienodinta baltymo koncentracija.

Lowry metodas yra labai jautrus pH pokycCiams, todél atliekant

matavimus méginiy pH buvo 10 - 10,5 (Lowry et al., 1951).

2.2.3.3. Baltymuy kiekio nustatymas Bradfordo metodu

Sis metodas yra pagrjstas dazo, Kumasi brilianto mélio, specifine saveika
su baltymy arginino ir aromatinémis aminoriigStimis, bei susidariusio
komplekso spektofotometriniais koncentracijos matavimais, esant 596 nm
bangos ilgiui (Bradford, 1976). Norédami iSmatuoti baltymo koncentracijg Siuo
metodu ] pasiruoStus megintuvélius pyléme po 1 ml distiliuoto vandens, 2 pl
tirlamo baltymo tirpalo ir po 300 pl Bradfordo reagento. | kontrolinj
mégintuvélj pilama tik 1 ml H20 ir 300 pl Bradfordo reagento. Gauti tirpalai
po 500 pl supilstomi j 24 duobuciy plokstelg, optiné sugertis matuota
spektrofotometru Varioskan Flash (Thermo scientific, USA), pasirinkus 596
nm bangos ilgj. Pagal gautus rezultatus visuose mégintuvéliuose buvo
sulyginama baltymy koncentracija.

Tokiu budu paruosti lasteliy lizatai su sulygintomis baltymy
koncentracijomis buvo maiSomi santykiu 3:1 su 4 x SDS pavyzdzio buferiu.
Baltymai denattiruoti 5 min. inkubuojant juos verdanc¢iame vandenyje. Lizatal
laikomi -20 °C.

2.2.4. NQO1 aktyvumo nustatymas MH-22A lgstelése

| atskirus mégintuvélius buvo pridedama po 10 uM menadiono, 50 uM
NADH, 50 uM citochromo C ir 50 pM tiriamo baltymo tirpalo. Inkubuota 10
min., po to spektrofotometru (Hitachi-557, Japan) matuotas optinis tankis,

pasirinkus 550 nm bangos ilgj. Kiekvienas matavimas kartotas j reakcijos
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misinj pridedant 20 uM NQOL slopiklio — dikumarolio. Skai¢iuojamas NQO1
aktyvumas, kuris iSreikstas kaip nM redukuoto citochromo C/ min mg baltymo.
2.2.5. Signaliniy molekuliy raiSkos tyrimas
2.2.5.1. Lasteliy lizavimas

Po lasteliy poveikiy tiriamosiomis medziagomis huo monosluoksnio buvo
pasalinama augimo terpé ir uzpilamas reikiamas kiekis lizés buferio (1-am
lasteliy milijjonui naudojamas 1 ml lizés buferio) Buferio sudétis: 10 mM
TrisHCI, pH 7,4; 50 mM NaCl; 5 mM NaF; 0,1 % BSA; 1 % Triton X - 100,
prie§ naudojant j buferj pridedama 20 pg/ml aprotinino, 1 mM PMSF, 2 mM
NazVOgs; paruosto tirpalo pH 7,2.

Plokstelé su lastelémis ir lizés buferiu laikoma lede 20 min. Tuomet
plokstelés turinys perkeliamas j atSaldytus mégintuvélius ir centrifuguojama 0
— 4 °C temperatiiroje 15 min. 14 000 aps./min. grei¢iu. Méginyje esantis
baltymy kiekis buvo nustatomas Bradfordo metodu (aprasyta skyrelyje

2.10.3.), po to buvo sulyginama baltymy koncentracija méginiuose.

2.2.5.2. Baltymy elektroforezé
Paruostas 10 % skiriamasis gelis: 10-iai ml Sio gelio naudota Akril/Bis —
3 ml; 4 x TrisHCI/SDS pH 8,8 — 2 ml; H20 — 2,4 ml; AP - 58 ul; TEMED — 8
ul. Sudéjus visus reagentus, viskas gerai iSmaiSyta ir polimerinta
poliakrilamido gelio paruosimo gardeléje. Kad poliakrilamido gelio pavirSius
bty lygus, prieS polimerizacija buvo uzpiltas izopropanolis. Jis po

polimerizacijos nupiltas, gelio pavirSius nuplautas distiliuotu vandeniu.

Kai 10 % skiriamasis gelis susipolimerino, buvo ruoSiamas 4 %
koncentruojamasis gelis. 4 % koncentruojamo gelio 5,08 ml gamybai reikia
Akril/Bis — 0,6 ml; 4 x TrisHCI/SDS pH =6,8 — 1 ml; H20 — 2,2 ml; AP — 36
ul ir TEMED — 10 pl. Sudéjus visus reikiamus reagentus, jie buvo gerai
iSmaiSyti. 4 % koncentruojamasis gelis uzpiltas ant 10 % skiriamojo

poliakrilamido gelio pavir$iaus ir jdétos “Sukos”.

57



Kai 4 % koncentruojamajo gelio polimerizacija baigiasi, buvo surinktas
elektroforezés aparatas, pripilta elektroforezés buferio, atsargiai 1Simtos
“Sukos”. | gautas “kiSenes” jneSta po 30 pl paruoSty Zinomos baltymy
koncentracijos lgsteliy lizaty ir paleista 120 V elektros srové. Kai bromfenolio
melio dazas iSeina 1§ gelio, srove 1§jungiama.

2.2.5.3. Imunoblotingas

Po elektroforezés baltymai i§ skiriamojo gelio buvo pernesti ant PVDF
arba nitroceliuliozinés membranos. Tuo tikslu membrana yra iSkerpama taip,
kad buity truputj didesné uz skiriamojo gelio pavirsiy. PVDF membrana apie 5
s palaikoma metanolyje, tada 1 min. pamerkiama j distiliuota vandenj. Po
plovimo vandeniu PVDF perkeliama j pernasos buferj. Nitroceliuloziné
membrana 1§ karto perkeliama j pernaSos buferj. Vatmano popierius taip pat
yra pamerkiamas ] pernasos buferj (15 min.). Toliau baltymai perneSami i$
skiriamojo gelio ant PVDF arba nitroceliuliozinés membranos. Tuo tikslu ant
pernasos aparato dedami 2 sluoksniai vatmano popieriaus (iSmirkyto pernasos
buferyje), membrana, gelis ir vél 2 sluoksniai vatmano popieriaus (iSmirkyto
pernasos buferyje). PaSalinami oro burbulai ir paleidziama srové. PerneSimas
vykdytas 15 min., elektros srovés stiprumas pusiau sausos pernasos atveju

buvo 5 mA vienam kvadratiniam gelio centimetrui.

Po pernesimo membrana buvo pamerkiama j blokavimo tirpala, kur
nespecifinio susiriSimo vietos blokuojamos Bloto tirpale (5 % neriebaus pieno
milteliy, 10 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween - 20) 1 val.

kambario temperatiiroje.

Po to membrana plauta plovimo tirpalu 3 kartus po 5 min. Tada apie 2-3
val. membrana inkubuota su antik@inais prie$ tiriamus baltymus. Po pirmos
inkubacijos membrana dar kartg plauta plovimo tirpalu 3 kartus po 5 min. Tada
ant membranos uzpilti antriniai antikiinai (rGSiai specifiniai), konjuguoti su
krieny peroksidaze, inkubuota 1 val. Po antrosios inkubacijos membrana vél
plauta plovimo tirpalu 3 kartus po 5 min. Imunoblotas iSryskintas

chemiliuminescencijos metodu (ECL, Amersham International).
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Tiriamy signaliniy molekuliy baltymy kiekio kontrolei naudotas p-
aktinas, a-tubulinas arba nudazyta Protein stain dazu virSutiné skiriamojo gelio

dalis.

2.2.6. Statistiné duomeny analizé
Duomenys statistiSkai analizuoti naudojant programa Microsoft Office
Excel 2010. Duomenys pateikiami kaip vid. = SN (£ standartinis nuokrypis),
apskaiCiuoti 1§ maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty. Duomeny
patikimumas vertintas lyginant nesuporuoty, dviejy nuokrypiy Student t-testa.
Duomenys laikyti patikimais, kai p < 0,05. Daugiaparametriné regresiné

analiz¢ atlikta naudojant programg Statistica (StatSoft, 4.3 versija).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Darbas skirtas chinoniniy ir polifenoliniy ksenobiotiky indukuojamos
lasteliy Zities mechanizmy iSaiSkinimui. Piktybiniy lgsteliy modeliu naudota
pelés hepatomos MH-22A lasteliy linija. Lasteliy pasirinkimg lémé fiziologiné
kepeny funkcija - Cia vyksta pagrindiniai ksenobiotikus metabolizuojantys
procesai, o kepeny véZys — daznai pasitaikantis susirgimas. Kai kuriuose
palyginamuosiuose tyrimuose naudotos SK-MEL-28 ir HL-60 linijy Igstelés.
Visy pirma nustatyti chinony ir polifenoliy strukttros-aktyvumo rysSiai,
ypatingg démesj Siuo atveju skiriant jy vienelektroninés redukcijos arba
oksidacijos energetikos (redokso potencialo) vaidmeniui. [vertinus eilés Siy
junginiy citotoksin; aktyvumag, tolesniems pagrindiniams tyrimams buvo
pasirinkti du didziausiu aktyvumu pasizymintys junginiai - aziridinil-
benzochinonas RH1 ir flavonoidas kvercetinas (QUE). Eil¢ bandymy buvo
atlikta ir su kitu aziridinil-benzochinonu MeDZQ. Gautus rezultatus lyginome
su modelinio junginio, aziridinilo grupés neturin¢io chinono — durochinono
(DQ) sukeliamais efektais, nes $io chinono citotoksinis poveikis lgsteléms
pasireiskia tik per oksidacinj stresg (Goeptar et al., 1992; Linhartova et al.,
2013). Kadangi chinony citotoksiSkumg gali nulemti oksidacinis stresas ir
redukciné aktyvacija NQO1, pagrindinj démes] skyréme tam, kad atskirtume ir
detaliau apibiidintume $iy faktoriy vaidmenis lgstelés Zzutyje, tame tarpe ir
DNR pazaidoje bei signaliniy baltymy ekspresijoje. Kadangi prooksidantinis
QUE citotoksiSkumas gali biti lydimas DNR ir kity molekuliy alkilinimo
(Gliszczynska-Swiglo et al., 2003; Walle et al.,2003), jo poveikis taip pat buvo

lyginamas su alkilinancio ir nealkilinan¢io chinono poveikiu.
3.1. Chinony ir polifenoliy citotoksiSkumas MH-22A lastelése

Nustatéme, kad tiriami chinonai MH-22A kultiiroje pasizyméjo skirtingu
citotoksiniu aktyvumu (75 pav., 1 lentelé).

60



1000.00

100.00

10.00

cL,, M

1.00

0.10

—0.40 —-0.30 —-0.20 -0.10 0.00

ELV

15 pav. cLso priklausomybé
aziridinil-nepavaduoty chinony
(neuzpildyti skrituliukai), aziridinil-
pavaduoty chinony (juodai
uzpildyti skrituliukai) ir
daunorubicino (juodai wuzpildytas
trikampis) nuo redokso poros
chinono/semichinono potencialo
prie pH 7.0 (EX) MH-22A 1astelése.

Junginiy citotoksiskumas kiekybiskai
buvo vertintas MTT metodu po 24
poveikio valandy.

Jautriausiai pelés hepatomos lastelés reagavo ] aziridinil-pavaduotg

benzochinong RH1. Kiek maziau citotoksiskas buvo MeDZQ.

1 lentelé. Tirty chinony redokso poros chinono/semichinono potencialo, esant pH 7.0
(EY?) (pagal: Wardman et al, 1989 ir Di Francesco et al, 2004) ir jy cLso
koncentracijos MH-22A lasteliy kulttiroje po 24 val. poveikio palyginimas.

Nr. Junginys E.V cLsonM
1. 2.3-dichlor-1.4-naftochinonas -0.035 2.7 +0.1
2. | DZQ -0.054 0.25 £ 0.05
3. 5-hidroksi-1.4-naftochinonas -0.09 2.5+0.04
4. 5.8-dihidroksi-1.4-naftochinonas -0.11 0.58 £ 0.05
5. 9.10-fenantreno chinonas -0.12 46 +0.3
0. Trimetil-1.4-benzochinonas -0.15 25.0 £ 8.0
7. 1. 4-naftochinonas -0.15 3.1 £0.05
8. 2-metil-1.4-naftochinonas -0.20 18.0 1.3
9. Trimetil-aziridinil-1.,4-benzochinonas -0.23 1.3+03
10. | MeDZQ -0.23 0.31 £0.05
11. | RH1 -0.23 0.12 £ 0.02
12. | Tetrametil-1_4-benzochinonas -0.26 590 +£5.0
13. | 1,8-dihidroksi-1.4-antrachinonas -0.325 120 £ 15.0
14. | Daunorubicinas -0.34 59+05
15. | BZQ -0.38 280 +4.0
16. | 2-hidroksi-1_4-naftochinonas -0.41 500 + 80

Analogiskus

tyrimus  atlikus

vertinant

polifenoliy citotoksiSkuma

nustatéme, kad flavonoidai ir hidroksibenzenai pasiZymi skirtingu citotoksiniu

aktyvumu MH-22A lasteliy kultiiroje (16 pav., 2 lentelé).
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16 pav. clLso priklausomybé
hidroksibenzeny (juodai uzpildyti
skrituliukai) ir flavonoidy
(neuzpildyti  skrituliukai) nuo
vienelektroninés oksidacijos
potencialo (E%7) MH-22A lastelése.

1000

100 —

¢Lsp, M

Junginiy citotoksiskumas
kiekybiSkai buvo vertinamas MTT
metodu po 24 poveikio valandy.

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

E2,, V

Analogiski rezultatai buvo gauti lasteles dazant tripano méliu (rezultatai
nepateikiami).
2 lentelée. Tirty polifenoliy redokso poros fenoksilo radikalas/fenolis

potencialas, esant pH 7.0 (E?7) (pagal: Wardman et al., 1989 ir Jovanovic et al, 1998)
ir jy cLso koncentracijos MH-22A Iasteliy kultiiroje po 24 val. poveikio palyginimas.

Nr. | Junginys | E2(V) | cLsouM
Hidroksibenzenai
1. | Di-3,5-t-butil-katecholis 0.39 40 £ 6pM
2. | t-butilhidrochinonas 0.46 75 £ 12uM
3. |4-metil-katecholis 0.46 45 + 5uM
4. | Katecholis 0.53 75+ 15pM
5. | Kofeino rugstis 0.54 560 £ 60pM
6. |Metilgalatas 0.56 450+£30uM
7. | Etilgalatas 0.56 300 £ 50uM
8. | Bis(1,6-heksanediol)- galatas 0.56 200 + 40pM
9. | Oktilgalatas 0.56 100 £ 20pM
10. [4-metoksifenolis 0.73 =>2000pM
Favonoidai
11. | Kvercetinas 0.33 140 £ 25 uM
12. | Taksifolinas 0.50 900 £ 100pM
13. [Morinas 0.60 250 £ 35uM
14. | Kempferolas 0.75 680 + 80pM

[verting gautus rezultatus, tolimesniems tyrimams pasirinkome aziridinilo
grupe turintj benzochinong RHI1 ir polifenolj QUE, kuriy cLso atitinkamai yra
0.12 £ 0.02 uM ir 140 + 25 uM. Kaip modelinj junginj tyrimamas naudojome
2,3,5,6-tetrametil-1,4-benzochinong — durochinong (DQ), kurio cLso
koncentracija yra beveik 500 karty didesné uz RH1 - 59 uM. Taip pat, tiriamy
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junginiy citotoksiskumag palyginome su kito aziridinil-pavaduoto benzochinono
— MeDZQ (RH1 analogas) — veikimu, kurio cLso tirtose MH-22A 1gstelése yra
0.31+0.1 uM.

3.2. Chinony ir polifenoliy sukeliama lasteliu Ziitis
Prie§ pradédami vertinti pasirinkty medZiagy aktyvinamus molekulinius
mechanizmus, fluorescentinés mikroskopijos bei tékmés citometrijos metodais
iStyréme RH1, MeDZQ, QUE bei DQ sukeliamos ztties pobiid] MH-22A
lastelése. Bandymy standartizacijai buvo naudojamos junginiy koncentracijos,

atitinkancios cLso.

Gauti rezultatai parodé, kad po poveikio RH1 ir MeDZQ vyravo
apoptozes budu Zustancios lastelés, sudarancios apie puse visos populiacijos. I$
Ju, po RH1 poveikio, 28.5 % buvo negyvy ir 20 % gyvy apoptoziniy lgsteliy.
Nekrozés buidu zuvusiy lgsteliy buvo maziau negu 10 %. Po poveikio QUE taip
pat vyravo apoptoziné lasteliy Zitis: 26.5 % negyvy ir 17 % gyvy apoptoziniy
lasteliy. Kiek kitokie rezultatai gauti paveikus MH-22A lasteles DQ. Cia
apoptozes ir nekrozeés biidu zuvusiy lasteliy kiekis buvo panasus ir sudaré
atitinkamai 32.5 % (iS jy 14.5 % buvo gyvos ir 18 % negyvos apoptozinés
lastelés) ir 23 % nuo visy lagsteliy (17 pav.).

100%

90%

80% I
70%
60% *
50% *
40%

30%
20%

* *
* *
= * * *
. ' [ ] ; ] ; i
e d il | il F
*
0% LA | =4 - = - - - 1 [~ i
K DQ RH1 MeDZQ QUE
M Gyvos 4 Gyvos apoptozinés M Negyvos apoptozinés ® Nekrozinés M Lastelés be chromatino

Lasteliy pasiskirstymas populiacijoje

17 pav. Lasteliy Zuties analizé po poveikio DQ, RH1, MeDZQ ir QUE
panaudojant AO/EB dazy miSinj. Procentinis gyvy, apoptoziniy ir nekroziniy
lasteliy pasiskirstymas po poveikio DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM), MeDZQ (0,31 uM)
ir QUE (140 uM). Poveikiy trukmé — 24 val. *StatistiSkai patikimi skirtumai tarp
kontrolés (Iastelés be poveikio) ir DQ, RH1, MeDZQ bei QUE veikty lasteliy (p <
0,05).
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PanaSi tendencija buvo gauta ir analizuojant Iasteliy zitj tékmés
citometru. IS 18 pav. pateikty duomeny matome, kad po poveikio RHI,
MeDZQ ir QUE vyrauja apoptoziné lgsteliy Zzitis, tuo tarpu DQ paveiktose
MH-22A Iastelése yra santykinai didesnis nekrozés biidu zuvusiy lgsteliy
kiekis.

Plot P t P02, ungated v, Plot P02, ungated
d . Gyv B H g Gyvos
. Neki Nekrozinés _ ) ﬁl N 5 Nekrozinés
o Apopto;
ety 10/ 10° ? w!
reen Fluarescs (GR (GRN -+ ) 8 (GR Gr % (GRN- )
96,27 2,31 1,42
54,78 2441 20,81
52,93 36,43 10,64
59,06 31,62 7,36
55,08 35,76 9,16

18 pav. Lasteliy Zuties analizé tékmés citometru. Procentinis gyvy, apoptoziniy ir
nekroziniy lasteliy pasiskirstymas: A — kontrolé (lastelés be poveikio), B - E - po
poveikiy: B - DQ (59 uM), C - RHI (0,12 uM), D — MeDZQ (0,31 pM) ir E - QUE
(140 uM). Poveikiy trukmé — 24 val.
3.3. NQO1 vaidmuo MH-22A Iasteliy Ziities procese

Darbe naudota MH-22A lasteliy linija yra navikinés kilmés, taciau tiksliy
duomeny apie NQOI1 kiekj Siose Igstelése néra. Todél pirmiausia buvo
patikrintas MH-22A lastelése esantis NQO1 fermento kiekis. Palyginimui buvo
naudotos zmogaus melanomos SK-MEL-28 linijos lasteles, kurios, literatiiros
duomenimis, pasizymi dideliu NQO1 kiekiu (Doherty et al., 1998) bei
zmogaus promielocitinés leukemijos HL-60 Igstelés, kuriose NQO1 aktyvumas
labai mazas, o raiSka imunoblotingo metodu praktiskai neregistruojama (Perez-

Sacau et al., 2007; Pink et al., 2000).

SK-MEL-28 MH-22A  HL60

NQOI1 - ;-

19 pav. NQOI1 raiskos palyginimas SK-MEL-28, MH-22A, HL-60 Iastelése.
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Gauti rezultatai rodo (19 pav.), kad MH-22A lasteléms buidinga NQO1
raiSka, tadiau ji yra zymiai mazesné¢ nei S§io baltymo lygis SK-MEL-28
lasteleése. Jvertinus NQO1 aktyvumg MH-22A lastelése nustatyta, kad jis yra

79,5 £ 7,5 nmol x mg baltymo™ x min,

Norédami jvertinti fermento NQO1 vaidmen; tiriamyjy junginiy — RH1,
MeDZQ, QUE bei DQ aktyviname lgsteliy Ziities procese, naudojome NQO1
slopiklj — dikumarolj (DIK) (Scott et al., 2011).

Nustatéme, kad DIK didino MH-22A Iasteliy gyvybinguma po poveikio
visais tiriamaisiais junginiais (20 pav.), tac¢iau po RH1, MeDZQ ir QUE
poveikiy DIK veikimas buvo gerokai rySkesnis - ¢ia gyvy lasteliy kiekis buvo

zymiai didesnis nei po DQ poveikio.

0,9

0,8

0,7 -

ke
H %

3

0,6

0,3 - -

0,2 - I

Santykinis lasteliy gyvybingumas

0 - T T T = T = T T T T 1
K DQ DIK + RH1 DIK+ MeDZQ DIK+ QUE DIK +
DQ RH1 MeDZQ QUE

20 pav. NQO1 vaidmens tyrimas po DQ, RH1, MeDZQ bei QUE poveikiy. NQO1
slopikliu DIK (20 puM) lastelés buvo veikiamos 30 min., po to buvo pridedamos
tirlamos medziagos DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM), MeDZQ (0,31 uM) ir QUE (140
uM). Poveikiai MH-22A lasteliy gyvybingumui vertinti MTT metodu; K - vienetui
prilygintas lasteliy kiekis po 24 val. be poveikio *Statistiskai patikimi skirtumai tarp
kontrolés ir DQ, RH1, MeDZQ, QUE veikty lasteliy (p < 0,05). # Statistiskai patikimi
skirtumai tarp lasteliy, veikty tik DQ, RH1, MeDZQ ir QUE, bei Igsteliy, paveikty
DIK kartu su vienu i§ tiriamyjy junginiy (p < 0,05).

Siuos rezultatus patvirtino gyvybingumo analizé - DIK stabdé tiriamy
junginiy indukuojamg lgsteliy Zities procesa (21 pav.). Pastebéta, kad
nuslopinus NQOI1 aktyvumg, mazéja apoptoziniy lasteliy, taciau beveik

nekinta nekrozés biidu zuvusiy lasteliy kiekis.
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21 pav. DIK poveikio MH-22A lasteliy Ziities pobiidZiui vertinimas, panaudojant
AO/EB dazy miSinj. DIK (20 uM) lastelés buvo veikiamos 30 min. prie§ pridedant
tiriamas medziagas - DQ (59 uM) RH1 (0,12 uM), MeDZQ (0,31 uM) bei QUE (140
uM). *Statistiskai patikimi skirtumai tarp kontrolés (lastelés be poveikio) ir DQ,
RH1, MeDZQ bei QUE paveikty lasteliy (p < 0,05). # StatistiSkai patikimi skirtumai
tarp lasteliy, veikty tik DQ, RH1, MeDZQ ar QUE, bei lgsteliy, paveikty DIK kartu
su vienu i$ tiriamyjy junginiy (p < 0,05).

Papildomai lgsteliy gyvybingumas buvo analizuotas tékmés citometru,
gauti analogiski rezultatai (rezultatai nepateikiami). Taigi, MH-22A Iasteliy
kultiiroje slopinant NQO1 aktyvuma, gyvy lasteliy kiekis po RH1 ir QUE
poveikiy patikimai didé¢jo. Ta¢iau po modelinio benzochinono DQ poveikio
kartu su slopikliu DIK Sis skirtumas nebuvo toks rySkus. Lasteliy
gyvybingumg tausojantis DIK vaidmuo, o tuo paciu ir NQOI1 reikSme
citotoksiniame procese buvo registruota ir po MH-22A lasteliy poveikio

MeDZQ.

3.4. Oksidacinio streso reikimé RH1 bei QUE poveikio metu
Norédami jvertinti oksidacinio streso reikSme¢ tiriamais junginiais
indukuotame lasteliy Zziities procese naudojome du antioksidantus — N, N'-
difenil-p-fenilendiaming (DPPD) ir desferioksaming (DESF) (Shimoni et al.,
1994; Nemeikaité-Céniené et al., 2005). Gautus rezultatus lyginome su lasteliy
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gyvybingumu po poveikio Zinomu oksidacinio streso induktoriumi —

vandenilio peroksidu (H205).

Analizuojant antioksidanty jtaka tiriamyjy medziagy veikimui MH-22A
lasteliy kulttiroje buvo nustatyta, kad po poveikio vien tik DQ, RHI1, MeDZQ
arba QUE gyvy lasteliy dalis buvo mazZesn¢ negu lasteles veikiant
antioksidantais DPPD arba DESF kartu su vienu i$ tiriamy junginiy (22 pav.).
Tai rodo, kad antioksidantas DPPD patikimai didino DQ, RH1, MeDZQ ir
QUE veikiamy lgsteliy gyvybingumg. Lasteliy kultiiroje sukélus oksidacinj
stresg zinomu oksidacinio streso induktoriumi H20: buvo gauti analogiski
rezultatai. Abu antioksidantai H202 paveikty lasteliy gyvybinguma padidino
beveik dvigubai. Tirtomis medziagomis veikty lasteliy gyvybingumg Sie

antioksidantai didino maziau, bet patikimai.
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DPPD  DESF DPPD  DESF +DPPD +DESF DPPD  DESF H202 H202

22 pav. DPPD ir DESF jtaka tiriamyju chinony veikimui: gyvy lasteliy dalis po
poveikio DQ, RH1, MeDZQ, QUE ir H202. Antioksidantais DPPD arba DESF
lastelés buvo veikiamos 30 min. prie§ pridedant tiriamas medZiagas. Poveikis MH-
22A lasteliy gyvybingumui vertintas MTT metodu; K - vienetui prilygintas lgsteliy
kiekis po 24 val. be poveikio. *Statistiskai patikimi skirtumai tarp kontrolés ir DQ (59
uM), RHI1 (0,12 uM), MeDZQ (0,31 uM), QUE (140 uM) bei H202 (200 uM) veikty
lasteliy (p < 0,05). # Statistiskai patikimi skirtumai tarp lasteliy, veikty tik DQ, RH1,
MeDZQ, QUE ar H20, bei lasteliy, paveikty antioksidantais DPPD (2 uM) arba
DESF (300 uM) kartu su viena i8 tirty medziagy (p < 0,05).

PanasStus rezultatai buvo pastebéti analizuojant Igsteliy ziities buda -
lasteles nudazius AO/EB dazy miSiniu (23 pav.). MH-22A lastelés, paveiktos
vien tik tiriamosiomis medziagomis, buvo maziau gyvybingos uz paveiktgsias

antioksidantais kartu su viena i$ tirty medziagy.
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23 pav. MH-22A lasteliy Zities analizés rezultatai panaudojant AO/EB dazy
miSinj. Antioksidantais DPPD (2 uM) arba DESF (300 uM) lastelés buvo veikiamos
30 min. prie§ pridedant tiriamas medziagas - DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM), QUE
(140 uM) bei H202 (200 uM). *StatistiSkai patikimi skirtumai tarp kontrolés (Iastelés
be poveikio) ir DQ, RH1, QUE bei H20 paveikty lasteliy (p < 0,05). # Statistiskai
patikimi skirtumai tarp lagsteliy, veikty tik DQ, RH1, QUE ar H20, bei lasteliy,
paveikty antioksidantais DPPD (2 uM) arba DESF (300 uM) kartu su viena 1§ tirty
medZiagy (p < 0,05).

AnalogiSki rezultatai buvo gauti lgsteliy gyvybingumg vertinant tripano

méliu bei tékmés citometru (rezultatai nepateikiami).

3.5. DNR pazaidy reik§mé RH1 bei QUE poveikio metu
Norédami jvertinti miisy tirty medziagy galimg dar vieng citotoksinj
veikimo bidg - sukelti DNR pazaidas - panaudojome komety metoda.
Naudojant §j metodg lasteliy gyvybingumas turi biiti didesnis nei 80 proc.,
todel DNR pazaidy vertinimui naudojome mazesnes negu cLso tiriamy junginiy

koncentracijas — 25 uM DQ, 0,03 uM RHI1 bei 75 uM QUE.

DNR pazaidy, susidariusiy paveikus MH-22A lasteles tirtais junginiais,
kiekj atspindi rezultatai, pateikti 24 pav. Matome, kad intensyviausiai DNR

pazaidas sukélé polifenolis QUE. Po aziridinil-pavaduoto benzochinono RH1
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poveikio taip pat nustatytas reikSmingas DNR pazaidy kiekis, tuo tarpu

modelinis benzochinonas DQ beveik neturéjo jtakos DNR pazaidy atsiradimui.

-
£
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DNR kiekis uodegoje %
E-N

N

RH1 QUE

>
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24 pav. Procentinis DNR kiekis kometos ,,uodegoje“ po poveikio DQ, RH1 ir
QUE. A — kiekybinis DNR kiekio vertinimas kometos ,,uodegoje” po 24 val.
poveikio tiriamaisiais junginiais: DQ (25 uM), RH1 (0,03 uM ) ir QUE (75uM); B-E
komety vaizdai (B — kontrolé (lastelés be poveikio), toliau — poveikiai tiriamais
junginiais: C - DQ, D — RH1, E — QUE). *StatistiS8kai patikimi skirtumai tarp
kontrolés (Iastelés be poveikio) ir RH1 bei QUE veikty lasteliy (p < 0,05).

DNR pazaidos gali atsirasti dél keliy priezas¢iy: NQO1 poveikio,
susidarant aziridinil-hidrochinonams, kurie, savo ruoztu, gali alkilinti DNR
(Sio fermento vaidmenj apraséme 3.3 skyriuje); taip pat DNR pazaidos gali
susidaryti ir dé¢l oksidacinio streso, o kad oksidacinis stresas pasireiSkia po

RHI1 bei QUE poveikio, taip pat nustatéme anksciau (zr. 3.4 sk.).

Norédami jvertinti, kas misy tiriamu atveju lemia DNR pazaidy
atsiradimg, pirmiausia tyréme NQO1 vaidmenj Siame procese. Tuo tikslu vel
naudojome S§io fermento inhibitoriy DIK. Nustatéme, kad DIK patikimai

sumazino RH1 ir QUE sukelta DNR pazaidy kiekj (25 pav.).
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25 pav. NQO1 vaidmuo DNR pazaidy susidaryme. DIK (20 uM) tiriamos MH-
22A lastelés veikiamos 30 min. prie§ pridedant tiriamas medziagas - DQ (25 uM),
RH1 (0,03 uM) bei QUE (75 uM). A — kiekybinis DNR kiekio vertinimas kometos
,uodegoje” po 24 val. poveikio tiriamaisiais junginiais; B - komety vaizdai.
*StatistiSkai patikimi skirtumai tarp kontrolés (lastelés be poveikio) ir DQ, RHI1 bei
QUE veikty lasteliy (p < 0,05). # Statistiskai patikimi skirtumai tarp lasteliy, veikty
tik DQ, RHI1 ar QUE, bei lasteliy, paveikty DIK kartu su vienu i$ tiriamyjy junginiy
(p <0,05).

Taciau DIK tik i§ dalies sumazino RH1 ir QUE sukelta DNR pazaidy
kiekj, todel tikétina, kad Siame procese yra svabus ir kitas Igsteliy zities
induktorius - tiriamy junginiy poveikio metu susidarantis oksidacinis stresas,
kurio jtakg zities procese jau nustatéme. Siekdami tai patvirtinti ar paneigti,
naudojome antioksidantus - DPPD (2 uM) ir DESF (300 uM). DNR pazaidy,
susidariusiy paveikus MH-22A Igsteles tiriamais junginiais ir antioksidantais,
mastg atspindi rezultatai, pateikti 26 pav. Matome, kad tiek DPPD, tiek ir
DESF efektyviai sumazino RH1 indukuojamy DNR pazaidy kiekj. Panasi
tendencija po DESF poveikio stebéta ir QUE paveiktoje lgsteliy populiacijoje,
tatiau DPPD veikimas S$iuo atveju buvo prieSingas - pazaidy kiekis net
padidéjo. DQ poveikio metu antioksidantai veiké panaSiai - mazino jy

indukuotag DNR pazaidy kiekj, ta¢iau gauti skirtumai buvo nepatikimi.
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26 pav. Oksidacinio streso vaidmuo DNR pazZaidy susidaryme. Antioksidantais
DPPD (2 uM) bei DESF (300 uM) tiriamos MH-22A Iastelés buvo veikiamos 30
min. prie§ pridedant tiriamas medziagas - DQ (25 uM), RH1 (0,03 uM) bei QUE (75
uM). A — kiekybinis DNR kiekio vertinimas kometos ,,uodegoje® po 24 val. poveikio
tiriamaisiais junginiais; B - komety vaizdai. *StatistiSkai patikimi skirtumai tarp
kontrolés (Iastelés be poveikio) ir RH1 bei QUE veikty lasteliy (p < 0,05). #
StatistiSkai patikimi skirtumai tarp lasteliy, veikty tik RH1 ar QUE, bei lasteliy,
paveikty DPPD ar DESF kartu su vienu i$ tiriamyjy junginiy (p < 0,05).

3.6. MAP kinaziy vaidmuo RH1 bei QUE indukuotame MH-22A
lasteliy Ziities procese

MAPK signalin¢ kaskada yra viena i§ geriausiai iStirty signaliniy keliy,
dalyvaujanciy lasteléms atsakant j jvairius stresinius poveikius, tarp kuriy yra
ir oksidacinis stresas (Huang et al., 2010). Todél $iy kinaziy vaidmuo, tikétina,
yra svabus ir misy tiriamy poveikiy metu. Siekdami iSsiaiSkinti analizuojamy
skirtingos molekulinés struktiiros junginiy indukuoto nevienodo citotoksinio
aktyvumo mechanizmus, vertinome ERK, JNK ir p38 MAP kinaziy raiskos ir
aktyvinimo kinetikg bei iy molekuliy vaidmen; MH-22A lastelése po tiriamy

junginiy poveikio.

3.6.1. MAPK kinazés ERK vaidmuo
Imunoblotingo metodu jvertinus tiriamy medziagy - RH1, QUE bei DQ

itaka ERK kinaziy raiSkai ir fosforilinimui nustatéme, kad tiriamas lgsteles
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veikiant DQ, RH1 ir QUE, baltymy ERK1/2 raiSka islieka pastovi visas 24
val., o fosfo-ERK1/2 lygis kinta po ilgesnio RH1 ir QUE poveikio: 24-tg val.
RH1 indukavo fosfo-ERK1/2 lygio padidéjimg, tuo tarpu po poveikio QUE
atvirk$Ciai — stebimas sumazéjimas (27 pav.). Paveikus lgsteles aziridinil-
pavaduotu chinonu MeDZQ (rezultatai nepateikiami) nebuvo registruota nei

kinazés ERK raiSkos, nei fosforilinimo poky¢iy.

DQ poveikio trukmé, val. RH1 poveikio trukmé, val. QUE poveikio trukmé, val.

K 1 3 6 9 4 K

R R -

-

p-aktinas b -

T 3 6 9 A4 K 1 3 6 9 24
-=8 SESSSS

27 pav. ERK1/2 ir fosfo-ERK1/2 baltymuy raiSkes lygio pokyc¢iai MH-22A
Iastelése 24 val. laikotarpyje po poveikiy junginiais DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM)
bei QUE (140 uM).

Toliau ERK kinazés vaidmenj vertinome, naudodami netiesiogini jos
slopiklj PD98059, kuris, slopindamas MEK1/2 aktyvuma, slopina ERK
kinazés aktyvinimg. Gauti rezultatai pateikiami 28 pav. Matome, kad ERK
slopiklis musy tiriamy junginiy atvejais rySkesnés jtakos MH-22A lgsteliy
gyvybingumui neturéjo. PanaSiis rezultatai gauti ir po poveikio aziridinil-
pavaduotu chinonu MeDZQ, slopiklis PD98059 ryskesnés jtakos lasteliy

gyvybingumui neturéjo.
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28 pav. ERK kinazés slopiklio PD98059 jtaka MH-22A lasteliy gyvybingumui po
poveikiy tiriamais junginiais. Lastelés buvo veikiamos slopikliu PD98059 (20 pM)
30 min. prie§ pridedant tiriamus junginius DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM), MeDZQ
(0,31 uM) ar QUE (140 uM). Efektas vertintas MTT metodu po 24 poveikio valandy
ir iSreikStas santykinio gyvybingumo vidurkiu, apskaiiuotu i§ maziausiai trijy
nepriklausomy eksperimenty, = SN; K - vienetui prilygintas lasteliy kiekis po 24 val.
be poveikio *Statistiskai patikimi skirtumai tarp kontrolés ir DQ, RH1, MeDZQ ar
QUE veikty lasteliy (p < 0,05).

NQOI1 ir ERK rySys. Toliau tyréme, kaip kinta ERK raiskos ir
fosforilinimo lygis, paveikus MH-22A lasteles tiriamomis medziagomis (DQ,
RH1, QUE) bei NQOL1 inhibitoriumi DIK.

29 paveiksle pateikti duomenys atspindi ERK bei fosfo-ERK lygio
pokycius, nuslopinus fermento NQO1 aktyvumg. DIK tur¢jo jtakos tirty
baltymy raiskos lygio pokyCiams po modelinio aziridinil-nepavaduoto
benzochinono DQ bei QUE poveikiy. DIK poveikis ERK raiSkai buvo
nevienareik§mis - po DQ poveikio ji sumazéjo, o po QUE poveikio, atvirksciai,
padidéjo. IS gauty rezultaty matome, kad DIK Zymiai sumazino fosfo-ERK
baltymo lygi po DQ bei QUE poveikiy, taciau nekeité tirto baltymo lygio po
RH1 poveikio.
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Poveikio trukmé 24val. Poveikio trukme 24val. Poveikio trukmé 24val.

K DQ DQ+DIK K  RH1RH1+DIK K QUE QUE+DIK
ERK1/2 %’ ~~  ERKIP a - = ERKA2 lrv,--._%..__;:-..._.,»_,;p'.

p-ERK12 s :: p- ERK1/2 -

.
el R 3

B-aKINGS e com owm—

B-aktinas ~weew e== S 0 oktinas %

29 pav. DIK jtaka ERK1/2 ir fosfo-ERK1/2 baltymy lygiui MH-22A Igstelése.
MH-22A lastelés buvo veikiamos DIK (20 uM) 30 min. prie§ pridedant tiriamas
medziagas - DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM) bei QUE (140 puM). Baltymy lygis
analizuotas po 24 poveikio valandy.

Oksidacinio streso jtaka ERK raiSkai. Vertindami antioksidanty DPPD
bei DESF poveik; MAPK kinazés ERK1/2 raiskai ir fosforilinimui nustatéme,
kad 24-ta poveikio valanda antioksidantai nezymiai keit¢ ERK1/2 raiska po
DQ bei RH1 poveikiy (30 pav.), tuo tarpu palyginimui naudoto H2O> atveju, po
H20> poveikio kartu su DPPD buvo nustatytas gana rySkus ERK1/2 baltymo

lygio sumaz¢jimas.

Fosforilinta ERK baltymo forma po tiriamyjy junginiy bei antioksidanty
poveikio taip pat kito: DQ, QUE ir H20; atveju - antioksidantai reik§mingai
slopino fosfo-ERK baltymo lygj. Po RH1 poveikio ERK 1/2 fosforilinimo
lygis taip pat maz¢jo ir grizo i kontroliniy lgsteliy populiacijoje registruoty

fosfo-ERK baltymo lygj.
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Poveikio trukmé 24val. Poveikio trukmé 24val.

K DQ DQ+DPPD DQ+DESF K RH1 RH1+DPPD RH1+DESF
ERK1/2 h’: - ERK1/2
p- ERK1/2 % '.-"i-" : o ERK112
B-aktinas —— e aten —— B-aktinas

Poveikio trukmé 24val.

Poveikio trukmé 24val.
K  QUE QUE+DPPD QUE+DESF H,0, H,0#DPPD H,0,+DESF

- ERK1/2 .’ .

ERK1/2

p- ERK1/2 ‘a 2t . p- ERK1/2 e

Baktinas REdEERN SR S B-aktinas fP L
30 pav. Oksidacinio streso jtaka ERK1/2 ir fosfo-ERK1/2 baltymy lygiui MH-
22A lastelése. MH-22A lastelés veiktos DPPD (2 uM) bei DESF (300 uM) 30 min.
pries pridedant tiriamus junginius - DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM) bei QUE (140 uM).
Baltymy lygis analizuotas po 24 poveikio valandy.

Apibendrinant baltymo ERK1/2 raiSkos ir fosforilinimo pokycius po tirty
junginiy poveikiy galima teigti, Sis signalinis kelias néra svarbus RH1 veikimui
dalyvaujant NQO1 fermentui, taciau galimai dalyvauja tirty lasteliy atsake i Sio
chinono sukeliamg oksidacinj stresg. Kiek kitoks ERK signalinio kelio
vaidmuo yra modelinio benzochinono DQ ir polifenolio QUE veikimo metu —
registruoti ERK raiskos ir fosforilinimo pokyciai po DIK ir antioksidanty
pridéjimo parodo, kad Sis kelias visgi dalyvauja MH-22A lasteléms atsakant |
DQ bei QUE poveikius.

ERK vaidmuo DNR paZaidy sukélime. AnksCiau esame nustatg, kad
misy tiriamos medziagos - RH1 bei QUE - efektyviai indukuoja DNR
pazaidas. Sioje darbo dalyje vertinome ERK signalinés molekulés vaidmeni
DNR pazaidy susidarymo procese. Tuo tikslu naudojome netiesioginj ERK1/2
kinazés slopiklj PD98059. Gauti rezultatai pateikti 31 pav. Matome, kad ERK
1/2 baltymo nuslopinimas neturi rySkesnio poveikio RH1 ir DQ indukuotam
DNR pazaidy kiekiui, tuo tarpu slopiklis PD98059 nezymiai, bet statistisSkai
patikimai slopino QUE sukeltas pazaidas.
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31 pav. ERK1/2 vaidmuo DNR pazaidy susidarymo procese. MH-22A lastelés
buvo veikiamos slopikliu PD98059 (PD, 20 uM) 30 min. prie$ pridedant tiriamas
medziagas - DQ (25 uM), RH1 (0,03 uM) bei QUE (75 uM). A — kiekybinis DNR
kiekio vertinimas kometos ,,uodegoje po 24 h poveikio tiriamaisiais junginiais; B -
komety vaizdai.*StatistiSkai patikimi skirtumai tarp kontrolés (lgstelés be poveikio) ir
RH1 bei QUE paveikty lasteliy (p < 0,05). # StatistiSkai patikimi skirtumai tarp
lgsteliy, veikty tik QUE bei lasteliy, paveikty PD98059 kartu su QUE (p < 0,05).

3.6.2. MAPK kinazés JNK vaidmuo

Pirmiausia 24-iy valandy laikotarpyje jvertinome JNK raiskos ir
fosforilinimo dinamikg MH-22A Iasteles paveikus tiriamomis medZiagomis -
RH1, QUE bei DQ. Gauti rezultatai pateikiami 32 pav. Matome, kad JNK1/2
raiSka visais atvejais iSlieka pastovi, taciau keiciasi Sio baltymo fosforilinimo
lygis, kuris kinta laike, t. y., veikiant DQ, RH1 bei QUE po 1-3 valandy
stebimas padidéjes fosfo-JNK1/2 lygis, kuris visais atvejais nuo SeStos
poveikio valandos staigiai mazé&jo. PanaSiis rezultai gauti ir po poveikio

aziridinil-pavaduotu chinonu MeDZQ (duomenys nepateikiami).
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DQ poveikio trukmé, val. RH1 poveikio trukmé, val. QUE poveikio trukmé, val.
K 1 3 6 9 24 K 1 3 6 9 24 K 1 3 6 9 24

INKYy  ————— S - TR = —

. B - S p———
pNKI2 - rog- ~
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32 pav. JNK1/2 ir fosfo-JNK1/2 baltymuy raiSkos lygis MH-22A. MH-22A lastelés
veiktos DQ (59 uM), RHI (0,12 uM) bei QUE (140 pM).

JNK signalinio kelio vaidmens jvertinimui MH-22A lasteliy zaties
procese naudojome JNK slopiklj SP600125 (33 pav.), kuris tiesiogiai slopina
tolesn] signalo perdavimg ir tokiu buidu neleidzia aktyvuoti vieno i§ pagrindinio
Sios kinazés taikinio branduolyje — transkripcijos veiksnio c-Jun (Cargnello ir
Roux, 2011; Bennett et al., 2001).
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+DQ + RH1 + MeDZQ +QUE
33 pav. JNK kinazés slopiklio SP600125 jtaka MH-22A lasteliu gyvybingumui
paveikus tiriamais junginiais. Lastelés buvo veikiamos slopikliu SP600125 (20 uM)
30 min. prie$ pridedant DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM), MeDZQ (0,31 uM) ar QUE
(140 uM). Efektas vertintas MTT metodu po 24 val. poveikio ir iSreikStas santykinio
gyvybingumo vidurkiu, apskaiciuotu i§ maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty,
+ SN: K - vienetui prilygintas lgsteliy kiekis po 24 val. be poveikio *Statistiskai
patikimi skirtumai tarp kontrolés ir DQ, RH1, MeDZQ ar QUE veikty lasteliy (p <
0,05). # StatistiSkai patikimi skirtumai tarp lgsteliy, veikty tik DQ, RH1, MeDZQ ar
QUE, bei lasteliy, paveikty slopikliu SP600125 kartu su viena i§ tiriamyjy medziagy
(p < 0,05).

Santykinis Iasteliy gyvybingumas

Gauti rezultatai parod¢, kad SP600125 patikimai mazino Iasteliy
gyvybingumg po poveikio benzochinonais DQ, RHI1 ir MeDZQ — gyvy lasteliy
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dalis ¢ia buvo daugiau nei 2 kartus mazesné nei populiacijose, veiktose vien tik
DQ, RH1 ar MeDZQ, taciau po polifenolio QUE poveikio, atvirks¢iai, JNK
nuslopinimas lémé didesn] atsparumg tiriamam junginiui. Pats slopiklis
SP600125 neturé¢jo jtakos tiriamy lgsteliy gyvybingumui (duomenys

nepateikiami).

NQO1 ir JNKI1/2 rySys. Vertindami NQOI1 vaidmenj po tiriamyjy
junginiy poveikio, 1§ pradziy lasteles paveikéme NQOI1 slopikliu — DIK.
Nustatéme, kad DIK mazino JNK raiskg ir fosforilinimg paveikus tik kartu su
modeliniu chinonu DQ, o kartu su RH1 ir QUE beveik netur¢jo jtakos nei JNK

raiskai, nei jo fosforilinimui (34 pav.).

Poveikio trukmé 24val. Poveikio trukmé 24val. Poveikio trukmé 24val.

K DQ DQ+DIK K RH1 RH1+DK K QUE QUE+DIK

NI -y -
Woe x

' p-INK112 ;»- *

p-JNK12 == x 0-INK1/2

B-aktinas ﬂ’ " Bakinas T T = Paktinas .- —

34 pav. DIK jtaka JNK1/2 ir fosfo-JNK1/2 baltymy lygiui MH-22A Iastelése.
NQO1 slopikliu DIK (20 uM) tiriamos MH-22A Iastelés buvo veikiamos 30 min.
prie$ pridedant tiriamas medziagas - DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM) bei QUE (140
uM). Baltymy lygis analizuotas po 24 poveikio valandy.

Oksidacinio streso jtaka JNK1/2 rai$kai. Siuo atveju vertinome MAPK
kinazés JNKI1/2 vaidmenj MH-22A lastelése po 24 valandy poveikio
tirlamomis medziagomis ir antioksidantais. Nustatéme, kad antioksidantai
DPPD bei DESF nekeite JNK1/2 raiskos lygio veikiant DQ, tafiau abu
slopikliai jg neZymiai didino po RH1 poveikio, ir neZymiai maZino po QUE
poveikio. Tik DESF palyginimui naudoto H20. atveju turéjo didelés jtakos
JNK raiskos lygio sumazéjimui. Ivertinus JNK fosforilinimo lygi nustatyta,
kad jis po DQ bei QUE poveikiy, kaip ir po palyginimui naudoto H20,, -
mazejo, o poveikus RH1 Sios kinazes fosforilinimo lygis net padidéjo (lyginant

su vieno RH1 poveikiu) (35 pav.).

78



Poveikio trukmé 24val. Poveikio trukmé 24val.

K DQ DQ+DPPD DQ+DESF K RH1 RH1+DPPD RH1+DESF
INK2 e —

- = W
p-JNK1/2 e — e ‘
s —

B NKIZ

pakines qumap w— - - o (S == e e

i

Poveikio trukme 24val. Poveikio trukmé 24val.
K QUE  QUEDPPD QUE+DESF K HO, HO,+DPPD H,0,+DESF
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35 pav. Oksidacinio streso jtaka JNK1/2 ir fosfo-JNK1/2 baltymy lygiui MH-22A
lIastelése. MH-22A lastelés veikiamos antioksidantais DPPD (2 uM) bei DESF (300
uM) 30 min. prie$ pridedant tiriamas medziagas - DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM) bei
QUE (140 uM). Baltymy lygis analizuotas po 24 poveikio valandy.

JNK kinaz¢ yra svarbi apoptozinio signalo perdavime (Dhanasekaran ir
Reddy, 2008). Misy rezultatai rodo, kad JNK signalinis kelias dalyvauja
tirlamy medziagy indukuojamame MH-22A Igsteliy zities procese, kurj
nulemia pasireiSkiantis oksidacinis stresas, ir, po QUE poveikio, dalyvauja
apoptozes iniciacijoje, o po DQ, RH1 bei MeDZQ poveikiy, atvirksciai,

apsaugo lagsteles nuo toksinio $iy medziagy veikimo.

JINK vaidmuo DNR paZaidy susidaryme. Siekdami jvertinti JNK1/2
kinazés vaidmen; tiriamyjy junginiy indukuojamame DNR paZaidy
susidaryme, vélgi lasteles veikéme Sios kinazés slopikliu SP600125.
Nustatéme, kad SP600125 efektyviai mazino DNR pazaidy susidaryma 24 val.
veikiant lgsteles aziridinil-benzochinonu RH1 bei polifenoliu QUE. DNR

pazaidy sumazgjo net ir po poveikio modeliniu chinonu DQ (36 pav).
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36 pav. JNK vaidmuo DNR pazZaidy susidaryme. MH-22A lastelés veikiamos
slopikliu SP600125 (SP; 20 uM) 30 min. prie§ pridedant tiriamas medziagas - DQ (25
uM), RH1 (0,03 uM) bei QUE (75 uM). A — kiekybinis DNR kiekio vertinimas
kometos ,,uodegoje* po 24 val. poveikio tiriamaisiais junginiais; B - komety
vaizdai.*StatistiSkai patikimi skirtumai tarp kontrolés ir DQ, RH1 bei QUE veikty
lasteliy (p < 0,05). # StatistiSkai patikimi skirtumai tarp lasteliy, veikty tik DQ, RH1
ar QUE, bei lgsteliy, paveikty slopikliu SP600125 kartu su vienu i$ tiriamyjy junginiy
(p < 0,05).

3.6.3. MAPK kinazés p38 vaidmuo

Vertindami p38 MAP kinazés vaidmenj iStyréme DQ, RH1 ir QUE jtaka
p38 raiskai ir aktyvavimui. Gauti rezultatai parodé, kad paveikus lasteles DQ,
1-3-13 val. matomas labai nedidelis p38 raiSkos lygio padid¢jimas, kuris iSlieka
gana pastovus iki 24-tos val. p38 fosforilinimo lygis, lasteles paveikus DQ,
patikimai padidéjo jau po pirmos poveikio valandos ir toks iSliko iki 9-tos
valandos. 24-ta val. fosforilinto p38 lygis krito iki kontroliniy Igsteliy baltymo
fosfo-p38 lygio.

Lasteles paveikus RH1, 6-9 valanda buvo stebimas nedidelis p38 raiskos
padidéjimas, kuris po 24 valandy i$nyksta (37 pav.). Fosfo-p38 lygis visomis
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tirtomis RH1 poveikio valandomis iSlieka pastovus, bet zemesnis nei

kontrolinése (RH1 neveiktose) MH-22A Igstelése.

Lasteles paveikus QUE, p38 raiskos lygis visomis poveikio valandomis
iSliecka gana pastovus, taciau Zemesnis nei kontrolinése Igstelése. Fosfo-p38
lygis MH-22A Iastelése polifenolio QUE poveikio metu palaipsniui didéja ir

maksimumg pasiekia 24-tg valanda.

DQ_poveikio trukmé, val. RH1_poveikio trukmé, val. QUE poveikiotrukmé, val.
K 9 4 i 0 24 9 2

p38 ...-’ _ % e “ ".;".'""!.;"\‘IL';
38 ! “ e {‘P e - - "

g ;M)‘:“ Vi o ’, e '."»
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! 7 ﬁ-‘ W ,, 4o 4

37 pav. p38 ir fosfo-p38 baltymy raiskos pokyc¢iai MH-22A lqstelese po 24 val
poveikio. MH-22A lastelés veiktos - DQ (59 uM), RH1 (0,12 pM) bei QUE (140

uM).

Siekdami jvertinti p38 MAPK vaidmen; MH-22A lastelése jas paveikus
RH1, QUE, MeDZQ ir DQ, naudojome S$ios kinazés slopiklj SB203580, kuris
slopina katalitinj p38 aktyvumag, konkuruodamas su ATP dél prisijungimo prie
p38 ir tokiu budu fosforilintai kinazei neleisdamas toliau fosforilinti ir
aktyvuoti kity, zemiau esanciy taikiniy (Kumar et al., 1999). Taigi, paveike
tiriamas Igsteles SB203580, nustatéme, kad jis patikimai didino lasteliy
gyvybinguma po poveikio aziridinil-benzochinonais RH1 ir MeDZQ (38 pav.).
Taciau prieSinga tendencija buvo pastebéta Ilgsteles paveikus slopikliu
SB203580 ir modeliniu chinonu DQ. Siuo atveju lasteliy gyvybingumas
nezymiai maze¢jo, o QUE poveikiui slopiklis SB203580 jtakos neturéjo. Pats
slopiklis SB203580 tiriamy lasteliy gyvybingumo neveiké (duomenys

nepateikiami).

81



09 —

08 || T

0,7 —

06 — = =

*
T *
05 I

04 —|

—

— #

03 | —

Santykinis lasteliy gyvybingumas

02 +—— —

01 | -

K DQ SB203580 RH1 SB203580 MeDZQ SB203580 QUE SB203580
+DQ + RH1 + MeDZQ + QUE

38 pav. p38 kinazés slopiklio SB203580 jtaka MH-22A lasteliy gyvybingumui po
poveikiy tiriamais junginiais. Lastelés buvo veikiamos slopikliu SB203580 (20 uM)
30 min. prie§ pridedant DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM), MeDZQ (0,31 uM) ar QUE
(140 uM). Efektas vertintas MTT metodu po 24 poveikio valandy ir iSreikStas
santykinio gyvybingumo vidurkiu, apskaiiuotu i§ maziausiai trijy nepriklausomy
eksperimenty, £ SN: K - vienetui prilygintas lasteliy kiekis po 24 val. be poveikio
*Statistiskai patikimi skirtumai tarp kontrolés ir DQ, RH1, MeDZQ ar QUE veikty
lasteliy (p < 0,05). # StatistiSkai patikimi skirtumai tarp lasteliy, veikty tik DQ, RH1,
MeDZQ ar QUE, bei lasteliy, paveikty slopikliu SB203580 kartu su viena i$ tiriamyjy
medziagy (p < 0,05).

NQOL ir p38 rysys. Toliau vertinome, ar turi NQO1 fermentas jtakos p38
MAPK raiSkos bei aktyvumo pokyciams po tiriamy poveikiy. Panaudoje
NQOI slopiklj DIK nustatéme, kad modelinio benzochinono DQ atveju tiek
p38 raiska, tiek ir fosforilinimas mazéjo, lyginant su vieno DQ poveikiu. RH1
poveikio metu Sis slopiklis turéjo reikSmingos jtakos p38 raiskai — DIK atstaté
RHI1 sukelta p38 raiskos sumaz¢jima, taciau netur¢jo jtakos p38 fosforilinimo
lygiui po RH1 poveikio. Tuo tarpu polifenolio QUE poveikio metu DIK

nesukele rySkesniy p38 raiSkos pokyc€iy, taciau atstate¢ kotrolin; fosfo-p38

baltymo lygij (39 pav.).
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Poveikio trukmé 24val. Poveikio trukmé 24val. Poveikio trukmé 24val.

K DQ DQDK K RH1 RHI+DK K QUE QUE+DK
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39 pav. NQOL1 slopiklio DIK jtaka p38 ir fosfo-p38 baltymy lygiui MH 22A
Iastelése. MH-22A lastelés buvo veikiamos slopikliu DIK (20p M) 30 min. pries
pridedant tiriamas medziagas - DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM) bei QUE (140 uM).
Baltymy lygis analizuotas po 24 poveikio valandy.

Oksidacinio streso jtaka p38 MAPK raiSkai. Vertinant antioksidanty
DPPD ir DESF jtaka p38 MAPK kinazés vaidmeniui po tiriamyjy junginiy
poveikio nustatéme, kad antioksidantai neturéjo reikSmingos jtakos kinazés
p38 raiSkai ir aktyvinimui po DQ ir QUE poveikiy, taciau pastaruoju atveju,
antioksidantai grazino p-p38 baltymo raiskg j kontrolinj lygj. Tadiau paveikus
lasteles RHI1, antioksidantai DPPD ir DESF aktyvino sumazéjusig iki
minimumo p38 raiska ir neZymiai padidino fosforilinto baltymo lygi.
Palyginimui, po poveikio oksidacinio streso induktoriumi H.O., tik DESF
slopino p38 raiSkg bei aktyvinimg, o kitas antioksidantas DPPD reikSmingos

jtakos neturéjo. Abu naudoti antioksidantai mazino p-p38 baltymo raiska (40

pav.).
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Poveikio trukmé 24val. Poveikio trukmé 24val.
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Poveikio trukmé 24val. Poveikio trukmé 24val.
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40 pav. Oksidacinio streso jtaka p38 ir fosfo-p38 baltymuy lygiui MH-22A
Iastelése. MH-22A lastelés buvo veikiamos DPPD (2 uM) bei DESF (300 uM) 30
min. prie$ pridedant tiriamas medziagas - DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM) bei QUE
(140 uM). Baltymy lygis analizuotas po 24 poveikio valandy.

p38 vaidmuo DNR paZaidy atsiradimui. Vertindami p38 kinazes
vaidmenj DNR pazaidy atsiradimui po tiriamyjy junginiy poveikio, naudojome
Sios kinazés slopikli SB203580 ir vertinome, ar pakinta RHI1, QUE bei DQ

sukelty DNR pazaidy kiekis.

Gauti rezultatai pateikiami 41 pav. Matome, kad p38 kinazés slopiklis

patikimai sumazino DNR pazaidy kiekj po visy tiriamyjy medZziagy poveikio.
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41 pav. p38 vaidmuo DNR pazaidy atsiradimui. MH-22A lastelés buvo veikiamos
slopikliu SB203580 (SB, 20 uM) 30 min. prie§ pridedant tiriamas medziagas - DQ
(25 uM), RH1 (0,03 uM), bei QUE (75 uM). A — kiekybinis DNR kiekio vertinimas
kometos ,,uodegoje” po 24 val. poveikio tiriamaisiais junginiais; B - komety
vaizdai.*StatistiSkai patikimi skirtumai tarp kontrolés ir DQ, RH1 bei QUE veikty
lasteliy (p < 0,05). # StatistiSkai patikimi skirtumai tarp lasteliy, veikty tik DQ, RH1
ar QUE, bei lasteliy, paveikty slopikliu SB203580 kartu su vienu i§ tiriamyjy junginiy
(p <0,05).

Taigi, kinazé p38 dalyvauja piktybiniy MH-22A lasteliy DNR pazaidy
susidarymo procese, lgsteles veikiant misy tirtais chinonais ir polifenoliu.

AnalogiSki rezultatai gauti ir tiriant JNK jtakg DNR pazaidy susidarymui.

3.7. Transkripcijos faktoriaus p53 vaidmuo
Siekdami iSanalizuoti chinony ir polifenoliy indukuojamus citotoksinio
veikimo molekulinius mechanizmus, jvertinome p53 baltymo raiSkos ir
aktyvinimo kinetikg MH-22A lastelése tiriamy junginiy DQ, RH1 bei QUE
poveikiy metu. Nustatéme, kad tiriamoms MH-22A lgstelems Sio baltymo
raiSka néra biidinga. IS trijy tirty junginiy tik RH1 po ilgesnio poveikio laiko ja
indukavo. Lygiagreciai tuo pat metu buvo stebimas fosfo-p53 baltymo lygio

padidéjimas, kuris gali biiti siejamas su p53 baltymo raiSkos aktyvinimu. Kiti
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tirti junginiai - nei modelinis benzochinonas DQ bei polifenolis QUE — jokios

jtakos p53 raiSkai neturéjo (42 pav.).

DQ_poveikio trukmé, val. RH1 poveikio trukmé, val. QUE poveikio trukmé, val.
K 1 3 6 9 24 K 1 3 6 9 24 K 1 3 6 9 24
p53 ) / — "’;':'
p-p53 | <
e
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42 pav. p53 ir fosfo-p53 baltymy raiskos lygis MH-22A lastelése po tiriamy
poveikiy DQ (59 pM), RH1 (0,12 pM) bei QUE (140 pM).

Misy rezultatai leidzia manyti, kad RH1 citotoksinis aktyvumas
pasireiSkia dalyvaujant p53. Siekdami tai jvertinti, panaudojome Sio baltymo
slopiklj pifitring-a (PIF-a) (43 pav.). MTT metodu buvo jvertintas MH-22A
lasteliy gyvybingumas po DQ, RH1, QUE bei kartu su slopiklio PIF-a
poveikiu. Nustatéme, kad PIF-a patikimai sumazino lgsteliy gyvybinguma po
DQirRH1
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43 pav. p53 baltymo slopiklio PIF-a jtaka MH-22A lasteliy gyvybingumui po
poveikiy tiriamais junginiais. Slopikliu PIF-a (20 uM) lastelés buvo veikiamos 30
min. prie§ pridedant DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM) ar QUE (140 puM). Efektas
vertintas MTT metodu po 24 poveikio valandy ir iSreikstas santykinio gyvybingumo
vidurkiu, apskai€iuotu i§ maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty, = SN; K -
vienetui prilygintas lasteliy kiekis po 24 val. be poveikio *StatistiSkai patikimi
skirtumai tarp kontrolés ir DQ, RH1 ar QUE veikty lasteliy (p < 0,05). # Statistiskai
patikimi skirtumai tarp lasteliy, veikty tik DQ, RH1 ar QUE, bei lgsteliy, paveikty
slopikliu PIF-o kartu su viena i§ tiriamyjy medziagy (p < 0,05).
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poveikiy, taciau padidino po QUE poveikio (43 pav.). Taigi, nezitrint to, kad
DQ bei QUE neidukavo p53 raiskos, taciau PIF-a keité 1gsteliy atsaka j tiriamy
junginiy poveikius. Tyrimuose naudota PIF-o koncentracija jtakos lasteliy

gyvybingumui neturéjo (duomenys nepateikiami).

NQOI ir p53 rySys. Siekdami jvertinti Siy baltymy rysj po aziridinil-
benzochinono RH1 poveikio, analizavome NQOI1 slopiklio DIK jtakg p53
raiSkos pokyc¢iams. Nustatéme, kad kad DIK ryskios jtakos Sio baltymo raisSkai

ir fosforilinimui neturéjo (44 pav.).

Poveikio trukmé 24val.

Poveikio trukmé 24val. Poveikio trukmé 24val.
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44 pav. NQOL1 slopiklio DIK jtaka p53 ir fosfo-p53 baltymy lygiui MH-22A

Iastelése. MH-22A lastelés buvo veikiamos slopikliu DIK (20 uM) 30 min. pries

pridedant tiriamas medziagas - DQ (59 uM), RHI1 (0,12 uM) bei QUE (140 uM).

Baltymy lygis analizuotas po 24 poveikio valandy.

Oksidacinio streso jtaka p53 raiSkai. Tuo paciu biidu buvo jvertinta
antioksidanty jtaka p53 raiSkos bei fosforilinimo pokyciams veikiant tiriamais
junginiais. Gauti rezultatai pateikti 45 pav. Matome, kad DPPD nekeité RH1
poveikio, bet DESF labai nezZymiai skatino p53 fosforilinimg. Antioksidantai

neindukavo p53 raiskos esant DQ ir QUE.
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Poveikio trukmé 24val.

Poveikio trukmé 24val.
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45 pav. Oksidacinio streso jtaka p53 ir fosfo-p53 baltymuy lygiui MH-22A
Iastelése. MH-22A lastelés buvo veikiamos DPPD (2 uM) bei DESF (300 uM) 30
min. prie§ pridedant tiriamas medziagas - DQ (59 uM), RH1 (0,12 uM) bei QUE
(140 uM). Baltymy lygis analizuotas po 24 poveikio valandy.

IS gauty duomeny matome, kad modelinio benzochinono DQ
polifenolio QUE indukuotame Igsteliy ziities procese p53 nevaidina svarbaus
vaidmens, tuo tarpu po RH1 veikimo, stebint p53 raiska ir jo fosforilintos
formos lygj, matyti, kad p53 dalyvauja aziridinil-pavaduoto benzochinono

RHI1 sukeltos 1gsteliy Ziities procese.

p33 vaidmuo DNR paZaidy susidaryme. \ertindami transkripcijos
faktoriaus p53 vaidmen; DNR pazaidy sukélime po tiriamyjy junginiy
poveikio, naudojome §io baltymo slopiklj - PIF-o. Gauti rezultatai parodé, kad
PIF-a patikimai sumazino RHI1, QUE ir net DQ sukelta DNR paZaidy kiek;j (46
pav.).
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46 pav. p5S3 vaidmuo DNR pazaidy susidaryme. MH-22A lastelés buvo veikiamos
PIF-a (20 uM) 30 min. prie$ pridedant tiriamas medziagas - DQ (25 uM), RH1 (0,03
uM) bei QUE (75 uM). A — kiekybinis DNR kiekio vertinimas kometos ,,uodegoje*
po 24 h poveikio tiriamaisiais junginiais; B - komety vaizdai.*StatistiSkai patikimi
skirtumai tarp kontrolés (Iastelés be poveikio) ir DQ, RH1 bei QUE veikty lasteliy (p
< 0,05). # StatistiSkai patikimi skirtumai tarp lgsteliy, veikty tik DQ, RH1 ar QUE,
bei lasteliy, paveikty slopikliu PIF-a kartu su vienu i§ tiriamyjy junginiy (p < 0,05).
P33 ir MAPK rysys. Paskutinis svarbus $io darbo etapas — jvertinti ERK,
JNK bei p38 kinaziy sagsajas su transkripcijos veiksniu p53 tiriamy poveikiy
metu. Tuo tikslu buvo vertinta p53 raiska bei jos fosforilinimo lygis,
panaudojus atitinkamus $iy MAP kinaziy slopiklius. Siuo atveju DQ ir QUE
junginiai nebuvo tirti, nes jie neindukavo p53 raiskos. Analizuojant gautus
rezultatus matome, kad nei p38 kinazes slopiklis SB203580, nei JNK kinazeés
slopiklis SP600125 reikSmingos jtakos baltymo p53 raiSkai ir aktyvinimui
netur¢jo. Kiek kitoks vaizdas stebétas analizuojant Sio baltymo lyg] ir

aktyvinima po poveikio ERK kinazés slopikliu PD98059 — Siuo atveju stebétas
p53 raiskos ir jo fosforilinimo lygio padidéjimas (47 pav.).
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PD98059 - - - - +

SB203580 - - - + -

SP600125 - - + - -

RH1 - + + + +

K + - - -

47 pav. p53 ir fosfo-p53 baltymy lygis MH-22A lastelése. Lastelés buvo veikiamos
PD98059 (20 uM), SB203580 (20 uM) bei SP600125 (20 puM) 30 min. pries
pridedant RH1 (0,12 uM). Baltymy lygis analizuotas po 24 poveikio valandy.

3.8. Rezultaty aptarimas

Darbe buvo kiekybiskai jvertintas eilés chinony ir polifenoliy
citotoksiSkumas MH-22A lastelése. Istirti DQ, RH1, MeDZQ ir QUE toksinio
veikimo mechanizmai, pagrindinj démes;j skiriant signaliniy molekuliy raiskos
ir vaidmens tyrimui navikinése pelés hepatomos MH-22A linijos lastelése.
Gauti rezultatai yra vertingi nustatant kity aziridinil-pavaduoty chinony ir
polifenoliy citotoksinio/terapinio poveikio mechanizmus. Visy pirma,
aptarsime chinony ir polifenoliy struktiros-citotoksiSkumo rySius ir
oksidacinio streso bei bioredukcinés aktyvacijos vaidmenis citotoksiSkumo,

apoptozes ir DNR pazaidy indukcijoje:

a) Chinony citotoksiSkumo mechanizmai. Aziridinil-nepavaduoty
chinony citotoksiSkumas didéja, didéjant jy vienelektronés redukcijos
potencialui (E%7) (I5 pav., 1 lentelé). Sie rezultatai sutampa su kity Iasteliy
linijy tyrimy duomenimis (Nemeikaité-Céniené et al., 2003; Sarlauskas et al,

2015; O‘Brien, 1991; Wardman, 1990). Tokia priklausomybé rodo, kad
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pagrindinis veiksnys, nulemiantis tirty junginiy citotoksiSkuma, yra laisvyjy
radikaly generacija (O‘Brien, 1991; Nemeikaité-Céniené et al., 2003).
Pastarieji susidaro vienelektronés redukcijos, atlickamos NADPH:citochromo
P-450 reduktazés ir kity viena elektrona pernesanciy fermenty metu (Cénas et
al, 2004). Tai patvirtina ir apsauginis antioksidanty DPPD ir DESF poveikis
(22, 23 pav.). Taciau aziridinil-pavaduoti chinonai DZQ, RH1, MeDZQ, BZQ
bei trimetil-aziridinil-1,4-benzochinonas yra gerokai toksiskesni nei galima
tikétis 1§ jy vienelektroninés redukcijos potencialo (15 pav.). Tai galima
paaiskinti jy papildomu citotoksiSkumo mechanizmu - bioredukcine aktyvacija,
t. y., dvielektronine redukcija iki aziridinil-pavaduoty hidrochinony, véliau
alkilininan¢iy DNR (Butler et al., 1989; Hargreaves et al., 2000; Di Francesco
et al., 2004, Pierce et al.,, 2010). Kadangi Sie junginiai taip pat sukelia
oksidacinj stresg, DPPD ir DESF mazina jy citotoksiSkuma kaip ir DQ ir H202
atveju. Taciau, skirtingai nei DQ atveju, RH1 ir MeDZQ citotoksiSkumas yra
efektyviai slopinamas NQOL inhibitoriaus dikumarolo (20, 21 pav.). Tai ir
jrodo NQO1 vaidmen;j aziridinil-pavaduoty chinony citotoksiSkume. NQO1
aktyvumas MH-22A lgstelése, 79,5 nmol x mg x min?, yra vidutinio lygio
lyginant su SK-MEL-28 lIastelémis (19 pav.) ir su daugeliu kity NCI (National
cancer Institute, JAV) tirty zmogaus vézio linijy (Ross ir Siegel, 2004)
Igstelémis, kuriy aktyvumas siekia 100-1000 nmol x mg?*x min. Antra
vertus, zemo redukcijos potencialo aziridinil-pavaduotas chinonas BZQ gali
tiesiogiai alkilinti DNR net ir nevykstant bioredukcinei aktyvacijai (Butler et
al., 1989; Di Francesco et al., 2004). Tai ir paaiSkina padidinta BZQ
citotoksiskuma (15 pav.). Sis junginys yra neaktyvus NQO1 substratas, jo
redukcijos maksimalus greitis yra <1% MeDZQ redukcijos greicio
(Anusevicius et al., 2002). Lygiagreciai istirto chemoterapinio antraciklino
daunorubicino padidintas citotoksiSkumas (15 pav.) gali biiti nulemtas jo
aminocukraus liekanos teigiamo kriivio, kuris padidina jy vidulgsteling
akumuliacijg ir interkaliacija ] DNR (Hindenburg et al., 1989; Mohan ir
Rapoport, 2010).
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b)  Prooksidantinis polifenoliy citotoksiSkumas. Polifenoliy
citotoksiSkumas didéja, mazéjant $iy junginiy vienelektroninés oksidacijos
potencialui (E?) ir didéjant jy lipofiliSkumui. Tuo jsitikinome palyging metil-,
etil ir oktilgalato citotoksiskumus (16 pav., 2 lentelé). Sie duomenys analogigki
gautiesiems FLK ir HL-60 lasteliy kultirose ir pirminiuose peliy splenocituose
(Miliukiené et al., 2014, Nemeikaité-Céniené et al.,2005). Rezultatai rodo, kad
ir Siuo atveju toksiSkumag daugiausia nulemia polifenoliy oksidacijos | jy
chinoninius/chinometidinius produktus greitis. Prooksidantinj polifenoliy
citotoksiSkumg MH-22A lgstelése patvirtina ir apsauginis DESF ir DPPD
poveikis (22, 23 pav.). Lasteliy apsauga dikumarolu (20, 21 pav.) rodo, kad
NQO1 skatina QUE citotoksiskuma. Galima manyti, kad oksiduojantis QUE,
susidaro viena H202 molekulé, o NQOL1 gali redukuoti susidariusi QUE
chinong ir regeneruoti QUE (Boots et al., 2005). Tada QUE oksiduotysi
pakartotinai ir generuoty daugiau H.02, o tai padidinty jo citotoksiSkuma.
Taciau §i interpretacija gali tikti ne visiems atvejams, nes, pavyzdziui, CHO
lastelése padidinta NQOI raiSka koreliuoja su lasteliy atsparumu QUE, o
dikumarolas stiprina QUE citotoksiskuma (Gliszczynska-Swigto et al., 2003).

c¢) Oksidacinio streso ir NQO1 vaidmuo lasteliy Ziities procese bei ju
rySys su DNR pazaidomis. Chinonai sukelia tiek apoptozing, tiek ir nekrozing
lasteliy ziit], o pastaroji dazniausiai siejama su jy laisvyjy radikaly poveikiu, t.
y., oksidaciniu stresu (Malorni et al., 1993; Nemeikaité-Céniené et al., 2005;
Park et al., 2011; Sun ir Ross, 1996). Veikiant polifenoliams susidariusios
aktyviosios deguonies formos indukuoja ir apoptozing lasteliy Zzutj
(Bhattacharya et al., 2009; Lee et al., 2014). Misy gauti rezultatai patvirtina
literattiros duomenis, kad chinonai MeDZQ, RH1 ir DQ bei polifenolis QUE
sukelia tiek apoptozing, tieck nekrozing lasteliy zatj (17, 18 pav.). Taciau
pastebima, kad DQ, kurio citotoksiSkumas gali pasireiksti tik dél laisvyjy
radikaly susidarymo, santykinai efektyviau sukelia nekrozing, bet ne
apoptoting lastelés zitj. Tai primena FLK lgsteliy tyrimy duomenis, kur
veikiant MeDZQ ar RHI1 susidaro daugiau gyvy apoptoziniy lasteliy, nei
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veikiant DQ (Nemeikaité-Céniené et al., 2005). Galima teigti, kad MeDZQ,
RH1 ir QUE atvejais dalyvauja papildomi citotoksiskumo mechanizmai,
skatinantys apoptoze. Kadangi dikumarolas mazina negyvy ir gyvy
apoptoziniy lIgsteliy kiekj veikiant $iais junginiais (21 pav.), galima teigti, kad
apoptozéje dalyvauja su NQOL susieti procesai. Tai yra, stebimas rySys tarp
intensyvesniy apoptoziniy procesy bei didesniy DNR pazaidy po popveikiy
RH1 ir QUE (24 pav.), ir NQOL1 veikimo, §j teiginj iliustruoja tai, jog
dikumarolas sumazina DNR pazaidas (25 pav.). Siuos teiginius patvirtina
literatiros duomenys apie RH1 dalyvavimg DNR paZeidimuose,
nepriklausanéiuose nuo oksidacinio streso (Dehn et al, 2005). Taciau miisy
atveju RH1 sukeltos DNR pazaidos taip pat yra slopinamos ir antioksidantais
(26 pav.), todél galima manyti, kad jas sukelia ir $io junginio generuojamos
aktyviosios deguonies formos. Tacfiau DESF ir DPPD poveikiai QUE
sukeltoms DNR pazaidoms yra nezymds ir prieSingi vienas kitam (26 pav.).
Siuo atveju, galima manyti, kad yra inhibuojma topoizomerazé-11 irfar DNR
tiesiogiai alkilina chinoninis QUE oksidacijos produktas, nes, inkubuojant *4C
zyméta kverceting Caco-2 ir HepG2 Igsteliy kultiirose pastebéti jo kovalentiniali
aduktai su baltymais ir DNR (Walle et al., 2003). Taigi, misy atveju,
antioksidantai DESF ir DPPD efektyviausiai slopina DQ, H-02, RH1 ir QUE
sukelta nekroze, ir QUE sukelta negyvy apoptoziniy lasteliy susidaryma (23
pav.), o kitais atvejais jy poveikis yra menkiau iSreikStas arba nevienareikSmis.
Kadangi S$iais Zities atvejais yra pazeidziama lgstelés iSoriné membrana,
galima teigti, kad ji ir yra visy $iy junginiy generuojamy aktyviosios
deguonies formy taikinys. DQ sukeliama apoptozé néra lydima zymiy DNR
pazaidy (25 pav.), todél galima manyti, kad Siuo atveju oksidacinis stresas
didina ir mitochondrijy membrany pralaiduma, kuris, savo ruoztu, sukelia tieck

apoptozing, tick nekrozine lgsteliy zitj (Kovaltowski et al., 2001).

Aaptaréme apoptozés ir DNR pazaidy mechanizmus, susietus su

tiesioginiu aktyviosios deguonies formy arba alkilinan¢iy reakcijos produkty
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poveikiu. Toliau aptarsime signaliniy baltymy raiskg veikiant RH1, DQ ir QUE
bei jy rysj su lastelés zatimi.

MAP kinaziy vaidmuo. Zinoma, kad chinony poveikyje véZinése
lastelése aktyvuojamos SAPK dalyvauja apoptozés indukcijoje (Park et al.,
2011). Be to, nustatyta, jog Sias kinazes gali aktyvinti tick DNR pazaidos, tiek
ir oksidacinis stresas (Wynand ir Bernd, 2006; Kovtun et al., 2000). Duomenys
apie nereaguojanc¢iy su —SH grupémis pilnai pavaduoty chinony jtakg MAP
kinazéms yra negausiis ir priestaringi: A549 lastelése RH1 stimuliavo ERK,
JNK ir p38 fosforilinimg (Stulpinas et al., 2016), o chinonas embelinas
stimuliavo JNK ir p38 ERK1/2 fosforilinimg (Avisetti et al., 2014); MDA-MB-
231 lastelese RH1 indukavo apoptoze, manomai mitochondring, dalyvaujant
JNK (Park et al., 2011); doksorubicinas aktyvavo ERK Zziurkés kepeny epitelio
lastelése  (Abdelmoksen et al., 2005); reinas aktyvavo JNK ir p38
fosforilinimg, bet nedalyvaujant ROS (Lin et al., 2003), ir
pirolochinolinchinonas slopino p38 ir JNK fosforilinimg pirminése mikroglijos
lastelése (Yang et al., 2014), bet aktyvavo ERK NIH3T3 pelés fibroblastuose
(Kumazawa et al., 2007).

Duomenys apie QUE poveikj MAP kinazéms yra gausiis, bet taip pat
priestaringi. Pavyzdziui, po QUE poveiko susidar¢ ROS indukavo apoptozing
lasteliy zatj dalyvaujant p38 (Lee et al., 2010). Taciau QUE slopino ERK
fosforilinimg zmogaus gliomos (Pan et al., 2015) ir HepG2 lastelése (Granado-
Serrano et al., 2008), bet stimuliavo jj HL-60 Igstelése dalyvaujant ROS (Lee
et al., 2015). Choriokarcinomos lastelése QUE sukelta apoptozé buvo lydima
ERK, JNK ir p38 fosforilinimo greiciausiai dalyvaujant ROS (Lim et al.,
2017). Tokiy pavyzdZiy galima pateikti ir daugiau.

Siame darbe tyréeme chinony DQ bei RHI ir polifenolio QUE poveikj
MAPK raiskai bei fosforilinimui ir Siuos efektus siejome su ERK, JNK bei p38
kinaziy dalyvavimu apoptozés procese. Miisy duomenys parode, kad JNK
inhibitorius SP600125 didino MH-22A Igsteliy gyvybingumg QUE poveikio
atveju (33 pav.) bei mazino DNR pazaidy kiekj (36 pav.). Taciau kiti
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duomenys atrodo priestaringiau, nes SP600125 didino DQ ir RH1 indukuojamag
citotoksiSkumg (33 pav.), bet mazino DNR pazaidy kiekj (36 pav). Savo
ruoztu, p38 inhibitorius SB203580 mazino DQ, RH1 ir QUE sukeliamg DNR
pazaidy kiekj (41 pav.) bei RH1 indukuojamg citotoksiskuma, bet didino DQ
citotoksinj poveikj, o QUE atveju poveikio neturéjo (38 pav.). Manome, kad
tai susieta su $iy junginiy lygiagre€iu poveikiu NQO1 raiskai, nes SB203580 ja
skatino kontrolinése lgstelése (Qureshi et al., 2008), bet slopino jos padidéjima
veikiant jvairiems polifenoliams (Tsai et al., 2011; Roubalova et al., 2016;
Ahn et al., 2017). SP600125 slopino NQO1 raiskg kontrolinése lgstelése
(Qureshi et al., 2008), o duomeny apie PD98059 poveikj nerasta.

Todé¢l rySio tarp apoptozés ir kinaziy raiskos jvertinimui buvo panaudota
daugiaparametriné regresiné analizé, anks¢iau naudota apoptozés apraSymui
FLK lastelése (Nemeikaité-Céniené et al., 2005). Kintamaisiais, pateiktais 3
lentel¢je, naudotas apoptotiniy lgsteliy procentas (A) arba apoptotinis indeksas
A/(A+G), kur G - gyvy lasteliy dalis, iSreiksta procentais, pagal 21 paveiksle
pateiktus duomenis. Salygiskai priimama, kad kinaziy raiSkos rodiklis yra 1,
kai jis artimas kontrolinése Iastelése nustatytam lygiui, 1,5 — kai iSauga, 0,5 —
kai sumazgja, ir O - kai iSnyksta. IStyrus A arba A/(A+QG) priklausomybe¢ nuo
pavieniy kinaziy ekspresijos, gauta, kad p-ERK, p38 ir p-p38 kinaziy raiska
did¢ja apoptozinés lasteliy ziities metu, o JNK mazéja, taiau duomenys
statistiSkai nepatikimi (duomenys nepateikti). Daugiaparametrin¢je analizéje
gauti kiek tikslesni rezultatai:

AI(A+G) = (27,55043,487) + (1,024+5,276) ERK — (7,600+3,905) p-ERK +
(13,248+5,049) INK — (3,214+5,972) p-JNK — (13,97246,122) p38

- (2,973+4,915) p-p38 (r*> = 0,5838, F (6,10) = 2,338) (1)
Siuo atveju JNK raiskos mazéjimas apoptozés metu (p = 0,025) ir p38 raiskos
padidéjimas (p = 0,046) yra statistiSkai patikimi. p-ERK raiSka maz¢ja, bet yra
menkai statistiSkai patikima (p = 0,080). Naudojant kintamuoju apoptotiniy

lasteliy procentg (3 /entelée), duomenys dar maziau statistiSkai patikimi, taciau
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apoptozés jtaka JNK, p-ERK ir p38 raiskai yra ta pati (duomenys nepateikti).
Kity MAP kinaziy raiSkos poky¢iy charakterizuoti nepavyko.

Apibidinat ROS ir alkilinimo vaidmen;j kinaziy raiskai ir fosforilinimui,
apraSytuose pagal 3 [enteléje pateiktus parametrus, priimama, kad ROS
poveikis kontrolinei Igsteliy populiacijai ir visose tiriamose populiacijose esant
DPPD ir DESF lygus 0. Alkilinimo poveikis kontroléje, visais atvejais su DQ
ir H202, ir RH1 atveju su dikumarolu lygus 0, o visais kitais atvejais lygus 1 (3
lentelé). Siuo badu gauta, kad p38 ekspresija menkai statistiskai patikimai
slopina tiek ROS, tiek alkilinimas: (0,789+0,109) — (0,276+0,133) ROS —
(0,276+0,133) alkilinimas, r?> = 0,3934, F (2,14) = 4,540. ROS ir alkilinimo
poveikiui budingas p = 0,057. Taciau p-ERK raiska patikimai skatina ROS (p
= 0,029): (0,237+0,199) + (0,592+0,244) ROS — (0,033+0,244) alkilinimas, r?
=0,2960, F (2,14) = 2,944. Kity kinaziy indukcijos keliy apibiidinti nepavyko.
Todél miisy atveju tikétina, kad p-ERK yra galimai antiapoptotinis faktorius,
indukuojamas oksidacinio streso, INK RH1 poveikio atveju yra antiapoptotinis
faktorius su neapibréztu indukcijos mechanizmu, o p38 galimai slopina ROS ir

alkilinimas.

p53 raiska. Misy tirtose lastelése tik RH1 indukavo p53 raiska (42 pav.).
Kadangi p53 raiska néra budinga MH-22A lasteléms, o ja indukuoja tik RH1,
kuris sukelia didZiausig apoptotinj atsakg (17 pav.), todél p53 galéty veikti kaip
proapoptotinis faktorius. Tokius rezultatus gavo ir Ngo ir kt. (1998), tyre p53
indukcija aziridinil-pavaduotais benzochinonais MCF-7 lastelése. Pastaruoju
atveju, $i indukcija yra slopinama dikumarolo. Taiau misy atveju, p53
baltymo slopiklis PIF-a padidino lasteliy zutj po RH1 poveikio. Tai rodo, kad
Siuo atveju RH1 veikia kaip antiapoptotinis veiksnys. Manoma, kad p53
dalyvauja ir RH1 sukeliamoje nuo NQO1 priklausomoje RKO lasteliy Zziityje
(Park et al., 2011). Panasiis rezultatai gauti ir misy atveju. Tai rodo, kad p53
raiska bent dalinai sukelia DNR pazaidos, atsiradusios veikiant RH1 ir NQO1
reakcijos produktams. Zinoma, kad MAPK fosforilina ir aktyvuoja p53 (Wu,
2004), taciau miisy rezultatai parod¢, kad JNK aktyvacija nekeicia p53 ir p-p53
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raiSkos, o nuslopinus ERK, p53 raiSka ir fosforilinimas Siek tiek didéja (47
pav.). Taciau tam reikia papildomy tyrimy, kurie padéty identifikuoti tarpinius

taikinius lgstel¢je.

Tai, kad QUE, sukeliantis intensyvias DNR pazaidas (24 pav.)
neindukuoja p53 (42 pav.), yra biidinga ir MCF-7 (Choi et al., 2001), zmogaus
epitelio (O’Prey et al., 2003), ir OE33 adenokarcinomos lgsteléms (Zhang et
al., 2008), nors daugeliu kity atvejy stebima p53 indukcija. Matomai, Sis
poveikis priklauso nuo Igsteliy tipo, QUE koncentracijos ir poveikio trukmés.
Kadangi p53 indukuoja ne visos DNR pazaidos, galima manyti, kad RH1 ir
QUE sukelia skirtingy tipy DNR pazaidas. Atskirai reikia aptarti pifitrino-o
poveikj QUE citotoksiskumui (43 pav.) ir DNR pazaidy kiekiui (46 pav.), kuris
1§ pirmo Zzvilgsnio prieStarauja QUE nesugebéjimui indukuoti p53. Taciau
zinoma, kad PIF-a jungiasi ir prie aromatiniy angliavandeniliy receptoriaus
(AhR), dalyvaujanc¢io NQO1 sintezéje (Hoagland et al., 2005), ir gali slopinti
NQOI ekspresija (Wang et al., 2012). p53 raiska néra priklausoma nuo AhR
(Hoagland et al., 2005). Todél galima manyti, kad PIF-o ir miisy atveju
lygiagreciai mazina NQO1 ekspresijg, tuo mazindamas QUE citotoksiSkuma
(43 pav.) ir DNR pazaidas (46 pav.). Tai analogiska QUE sukelty efekty
slopinimui NQOL inhibitoriumi dikumarolu (20, 25 pav.). Be to, sumazéjusia
NQOI1 ekspresija galima paaisSkinti ir RH1 sukelty DNR paZaidy slopinima
PIF-o (46 pav.). Taciau $i problema néra galutinai iSspresta ir reikalauja

papildomy tyrimy, kadangi PIF-a stimuliuoja RH1 citotoksiskuma (43 pav.).

Istyre chinono RH1 ir QUE poveikj matome, kad nors jy citotoksiskumas
ir skirtingas, bet kai kurie jo mechanizmai yra panasts, ir skiriasi nuo
nealkilinan¢io DQ citotoksiSkumo mechanizmy. Tai gali biiti paaisSkinama tuo,
kad tiek RH1 hidrochinonas, susidargs dvielektroninés redukcijos metu, tiek
chinoniniai/chinometidiniai QUE oksidacijos produktai gali alkilinti DNR
(Walle et al., 2003; Gliszczynska-Swiglo et al., 2003). Be to, lasteliy zitj

sukelia ir visais atvejais veikiantis oksidacinis stresas.
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3 lentelé. RySys tarp apoptotiniy lasteliy kiekio, apoptotinio indekso, ROS arba alkilinanc¢io poveikio lgstelei ir MAP ekspresijos.

Nr. Salygos  |A (%) A/(A+G) Poveikis ERK1/2 |p-ERK1/2] JINK p-JNK p38 p-p38
(%) ROS | Alkilinimas
1 Kontrolé 3+1 4+1 0 0 1 1 1 1 1 1
2 DQ 14+£1| 2545 1 0 1 1 1 0 0,5 0,5
3 | DQ+DPPD |23+3| 31+6 0 0 0,5 0 1 0 0,5 0,5
4 | DQ+DESF |21+1| 33+6 0 0 0,5 0 1 0 0,5 0,5
5 DQ+DIK [13+2| 2245 1 0 0 0 0 0 0 0
6 RH1 201 | 32+5 1 1 1 1,5 1 0,5 0 0,5
7 | RH1+DPPD [32+3| 3846 0 1 0,5 0,5 1,5 0,5 0,5 1
8 | RH1+DESF |20+1| 28+3 0 1 0,5 0,5 1,5 0,5 0,5 1
9 | RH1+DIK |1143| 1545 1 0 1 1,5 1 0,5 0,5 1
10 QUE 171 | 27+6 1 1 1 0,5 1 0,5 0,5 1
11 | QUE + DPPD |23+3| 31+6 0 1 1 0 0,5 0,5 0,5 1
12 | QUE + DESF [ 2142 | 2543 0 1 1 0 0,5 0 0,5 1
13 | QUE+DIK |19+£2| 25+5 1 1 1,5 0 1 0,5 0,5 0,5
14 MeDZQ 19+3 3248 1 1 1 1 1 1 0 0
15 [MeDZQ + DIK| 1242 15+5
16 H20: 23£2 | 2245 1 0 1 1 1 1 1 1
17 | H20O2+ DPPD | 26+3 3245 0 0 0,5 0 1 0 1 0
18 | H202 + DESF | 23£2 | 31+5 0 0 1 0 0 0 0 0
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ISVADOS

1.

Aziridinil-nepavaduoty chinony citotoksiskumas pelés hepatomos MH-
22A linijjos lgsteléms yra nulemtas oksidacinio streso ir did¢ja, didéjant
ju vienelektroninés redukcijos potencialui. Aziridinil-pavaduoty chinony
didesnj citotoksiSkumg lemia NQOI1 katalizuojamas alikilinanciy

hidrochinony susidarymas.

Polifenoliy citoktsiSkumas MH-22A lastelése yra nulemtas oksidacinio
streso ir alkilinimo jy oksidacijos produktais. CitotoksisSkumas didéja,

mazeéjant polifenoliy vienelektroninés oksidacijos potencialui.

Aziridil-pavaduotas chinonas RH1 ir polifenolis kvercetinas (QUE)
sukelia intensyvesnj apoptotinj atsaka nei aziridinil-nepavaduotas

durochinonas (DQ). Tai susieta su alkilinimo procesais.

Tiriant RH1, DQ ir QUE sukelta lasteliy zttj, DNR pazaidy susidaryma,
MAP kinaziy raiska ir fosforilinima nustatyta, kad galimai antiapoptotinj
ERK veikimg lemia oksidacinis stresas, 0 JNK vaidmuo chinony ir
polifenoliy indukuojamame Ziities procese nevienareikSmis. Tuo tarpu
p38 MAPK pasizymi MH-22A Iasteliy ziitj indukuojanciu veikimu,
taCiau Sios kinazés raiSka ir fosforilinimg galimai slopina oksidacinis

stresas ir alkilinimas.

p53 baltymo raiSka néra budinga MH-22A lastelems, taiau ja
specifiskai sukelia RHI. Siuo atveju p53 veikia kaip antiapoptotinis

faktorius.
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FINANSINE PARAMA

» Visuotings dotacijos projektas VP1-3.1-SMM-07-K-01-103
»Molekuliniai chinony ir polifenoliy toksiSkumo ir prieSnavikinio
aktyvumo mechanizmai: fermentinés redokso reakcijos,
citotoksiSkumas, signalo perdavimas ir proteomika“.

» LVMSF stipendija 2011-2012.
» LVMSF stipendija 2012-2013.
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