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JZANGA

Kiekvieng dieng zmogaus imuniné¢ sistema, organai susiduria su patogeninémis ar
kancerogeninémis medziagomis, UV spinduliuote, kurios didina véZiniy susirgimy rizikg misy
organizmuose. Kol yra stengiamasi nustatyti tikslius vézio atsiradimo ir formavimosi kelius bei vézio
sukéléjus, dél nuolat progresuojanciy vézio formy, chemoterapijos bei kito gydymo komplikacijy
kiekvienais metais mir§tamumas pasaulyje nuolat auga. Siuo metu naudojami vézio gydymo metodai
ir antivéziniai vaistai néra pakankamai efektyviis. Pagrindiné vézio gydymo metody problematika yra
susijusi su metody taikymo specifiskumu, véZiniy lasteliy prigimtimi ir gydymo trukme. Sie veiksniai
lemia pakankamai didelj zmoniy mirtinguma.

Vienas 1§ naujy gydymo biidy galéty biti pasitelktas, naudojant vitaminy C ir K3 terapija, kai
misinio poveikis stipresnis nei $iy vitaminy atskirai. Sis kompleksas oksidacijos — redukcijos reakcijy
pagalba kaip Salutinj produkta iSskiria H202 (vandenilio peroksidg). Vandenilio peroksidas,
veikdamas kaspazes 3/9, ijungia lastelés vidinj apoptozeés mechanizmg, kuris salygoja lastelés
susinaikinimg. Terapija vitaminy C ir K3 kompleksu galéty biiti naudojama kaip papildoma arba
alternatyvi priemoné kartu su S§iuo metu taikomy véziniy susirgimy gydymo invazinémis
metodikomis — radiologija, chirurgija ir pan. Vitaminy C ir K3 komplekso tyrimy rezultatai daug
zadantys, délto reikalingas i§samus reakcijos eigos apraSymas — ypac tokio mechanizmo pradzios ir
isibégéjimo suvokimas.

Darbas atliktas Kaune, Vytauto Didziojo universitete, Gamtos moksly fakulteto biologijos
katedros biofizikiniy tyrimy laboratorijoje 2016-2018 m.

Darbo tikslas — vitaminy C ir K3 bei jy miSinio citotoksiskumo tyrimas in vitro ir in silico.

Darbo uzdaviniai:
Darbo uzdaviniai:
1. Jvertinti vitaminy C ir K3 in aqua citotoksinj poveikj in vivo pelés karcinomos Igsteliy linijai

MH-22A.

2. Fluorescuojanc¢io Amplex red dazo metodu atlikti ir jvertinti in vitro vandenilio peroksido
generavimo efektyvumg vitamino C ir vitaminy C ir K3 miSinio atveju.

3. Naudojantis kvantinés chemijos metodais, atlikti in silica vitamino C in aqua terpéje su
papildomais Mg?*, Fe?* jonais bei molekuliniu deguonimi ir azotu, kompleksy struktiiros

analize ir jvertinti elektroninio suzadinimo galimybes bei pobiid;.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Vitamino K formos ir fiziologinis poveikis

Vitamino K grupei priklauso struktiriSkai panaSiis junginiai, kurie yra ko-faktoriai baltymy
karboksilinimo fermentinése reakcijose. Nekarboksilintas osteokalcinas (angl. osteocalcin, unOC) ir
defosfo-nekarbokslintas matricos Gla baltymas (angl. uncarboxylated matrix gla protein, dp-ucMGP)
yra vitamino K biivio markeriai kauliniame ir kraujagysliy audiniuose [24]. Vitaminas K skirstomas
1 3 pagrindines kategorijas: filochinonas (K1), menachinonas (K>) ir menadionas (Kz) (1.1 pav.) [1].

Vitaminas K1 randamas zaliose lapinése darzovése: brokoliuose, salotose, Spinatuose,
svoguny laiskuose ir t.t. [3]. Vitamino K2 formos (MK — 4, MK — 7, MK — 10) yra pagaminama
sintezés biidu bakterijy, ypatingai maistiniy produkty tokiy kaip jogurtas, natto [4]. Sio vitamino taip
pat randama mésoje, kiausSiniuose, siiryje [5]. Vitaminas K3 yra sintetinis, tirpstantis riebaluose,
vienintelis i§ K grupés vitaminy pasiZymintis citotoksiniu poveikiu [1].

Vitaminas K dalyvauja Gla baltymy matricos karboksilinimo reakcijose arterijy
sienelése, kas lemia svarby vaidmenj palaikant jy elastinguma [6].

Kitas svarbus vitamino K vaidmuo yra kaulo metabolizmo reakcijose. Jo trilkumas gali

@;rﬁr‘f’“ﬁ:

filochinonas (vitaminas K1)

sukelti osteoporoze.[7].

menachinonas (vitaminas K2) menadionas (vitaminas K3)

1,1 pav. Vitamino K formos [2].
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1.2 pav. Glutationas sureaguoja su vitaminu K3z, sudarydamas thiodiong [8].

1.2 Vitamino Kjs citotoksiSkumas

Vitaminas Kz (menadionas) pasizymi itin stipriu citotoksiskumu ir oksidaciniu poveikiu
vézinéms lasteléms . Menadionas gali indukuoti Iasteliy ziitj keliais buidais - sukeldamas nattralig
lasteliy mirtj (apoptozg) arba per autolizés inicijuota nekroze. Vitaminas Ks patekes j lastele
sureaguoja su glutationu sudarydamas thiodiono kompleksa 1.2 pav. Sio komplekso susidarymo
tikslas neutralizuoti vitaming Ka.

Mokslininkai grupé [8] skenuojanciu elektrocheminiu mikroskopu tyré menadiono
sukeltg oksidacinj stresg gyvose Hela lastelése pav 1.3. Buvo nustatyta, kad menadiono hidrofobiné
molekulé difunduoja per lastelés plazming membrang, o patekusi i 1astelg molekulé pasizymi toksiniu
poveikiu. Siekiant panaikinti manadiono toksiSkuma, lastel¢je esantis glutationas jungdamasis su
menadionu sudaro thiodiong. Thiodionas yra Igstelés atpazjstamas ir transportuojamas per lgstelés
plazming membrang MRP1 siurbliais, kurie naudoja lastelés ATP energijg [8]. Ekstralgsteliéje
aplinkoje tiodionas buvo aptiktas pasitelkiant elektrocheminj SECM mikroskopa. Tiodiono
ekstralgstelinéje aplinkoje aptikta atitinkamai 140, 70, ir 35 pM koncentracijos, kai menadiono
koncentracijos buvo 500, 250 ir 125 uM. Pasitelkus modeliavimg nustatyta thiodiono pernasos
kinetika, menadiono pernasos greitis 0.6x10” m/s, 10 karty didesnis negu menadiono jsisavinimo
greitis [8]. Selektyviam MRP1 siurbliy slopinimui HeLa lgstelése buvo panaudotas 50 uM natrio
druskos hidratas MK571. Buvo nustatyta, kad thiodiono koncentracija ekstralastelingje aplinkoje
sumazéjo nuo 140 iki 50 pM, kai menadiono koncentracija 500 pM. Sumazgjgs thiodiono srautas
patvirtino i8keltag hipotez¢, kad menadiono ir glutationo komplekso pernaSoje dalyvauja MRP1

siurbliai ir, kad glutationas yra pagrindinis substratas MRP1 pernasos mechanizme[8].
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1.3 pav. Vitamino Kz pernasa ir metabolizmas Igsteléje. Adaptuota pagal [8].

Menadionas, taip pat Zinomas kaip vitaminas Ks. Kaip jprastiné cheminé notacija yra
naudojamas vardas — 2-Methylnaphthalene-1,4-dione menaphthone; - Methyl-1,4-naphthoquinone;
2-Methyl-1,4-naphthodione; 2-Methyl-1,4- naphthoquinone. Sis vitaminas turi potencinj citotoksinj
poveikij vykstant oksidacijos — redukcijos reakcijoms, kuriy pasekoje gaunama reaktyvios deguonies
formos (ROS). Nors padidé¢jus ROS koncentracija laikoma atitinkamu véziniy lasteliy mirties
mechanizmu, taciau gali biiti nepakankamai efektyvus nuzudyti vé-ines lasteles dé¢l fenotipiniu
adaptacjy. Nepasiant to, sujungus ROS generuojancius agentus su kitomis molekulémis, kurios
»atakuos* tik dominancius lgstelés receptorius. Mitochodrijy sutrikimas susijes su daugeliu moniy
ligy, jskaitant ir véZzj. Atrastas j mitochondrijas nukreiptas agentas — MitoK3 pav. 1.4 kuris buvo
sukurtas sujungiant TPP katijona su menadiono C3 pozicija, kuri yra naftakvinono ziede, tai padidina
selektyvy kaupimasi mitochondrijose, oksidacijos — redukcijos reakcijas bei atitinkamg biologinj
rezultatg. MitoK3 sutrigdo mitochondriju bioenergetinj aparata sutrigdydama ATP gamyba

mitochondrijose, kas sukelia Igsteliy zutj [9].
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1.4 pav. Vitaminas K3 ir j mitochondrijas nukreiptas agentas. Adaptuota pagal [9]

1.3 Vitamino C formos

Vitaminas C, taip pat gerai zinomas kaip askorbato rigstis yra maiste, tokiuose kaip citrusiniai
vaisiai randamas vitaminas. Yra teigiama, kad askorbatas mazina vézio ir Sirdies ligy susirgimus. 1.5
pav. pavaizduotas vitaminas C, dvi askorbo formos (virSuje): redukuota forma (kair¢je) ir oksiduota
forma (deSingje), Sios formos yra stabilios ir trys joninés formos (apacioje) [11]. Mokslininkas Du ir
kiti [12] aprasé pagrindinius aspektus, kuriais remiantis yra klasifikuojama vitamino C veikla:
askorbatas kaip hidroksilaziy, dioksigenaziy enzymy kofaktorius, askorbatas kaip proantioksidantas
véZiniams susirgimams gydyti, askorbatas kaip protony donoras ,askorbatas kaip vandenilio

peroksido generacijos valdiklis, askorbatas kaip antioksidantas suriSantis laisvuosius radikalus.



1.5 pav. Vitaminas C: dvi askorbo formos (virSuje) ir trys askorbilinés formos (apacioje) [11]

1.4 Vitaminas C kaip protony donoras
Mokslininky grupé [13] nagrinéjo aniono laisvojo radikalo susiformavimg. Norint turéti

geresnj supratimg apie antioksidacinj vitamino C elgesj, reakcijos tarp vitamino C (mono anioniné
forma AAH(-) ir dviejy radikaly: vandenilio (e)H ir hidroksilo (¢)OH buvo modeliuotos, panaudojant
B3LYP, BH ir HLYP metodus, kartu naudojant atomy molekuling teorijg ir energijos dekompozicijos
analiz¢. Buvo tyriné¢jamos tokios reakcijos: radikaly papildymai penkianariame ziede AAH(-) bei
vandenilio abstrakcija kartu aprasant reakcijy profilius. Labiausiai tikétinas aktyvusis centras, kuris
gali buti atakuojamas reakcijos metu, buvo konstatuotas kaip C2 vieta AAH(-) molekuléje (zr. 6
pav.), kuri skiriasi nuo §ios vietos lyginant su C3 vieta neutraliame vitamine C. (¢)OH radikalo
prisijungimo reakcijos 1§ esmés yra difuzijos kontroliuojami procesai, kurie yra priesSingi anksciau
suformuotai nuomonei. Naujas Saltinis, formuojantis pagrindiniam laisvajam anijono radikalui
AAH(-) molekuléje ir ()OH atakos procese. Laisvas anijono radikalas gali susiformuoti daugiausia
1§ H13 atémimo reakcijy, itraukiant dviejy tipy kartu veikiancius protony — elektrony perdavimo
mechanizmus.

Apskritai, laisvieji radikalai, atakuojantys AAH- , gali buti klasifikuojami j du tipus:
laisvojo radikalo papildyma ir H (vandenilio) abstrakcija. Galimos atakuojamos vietos H ir OH

parodytos 1.6 pav.



1.6 pav. Laisvieji radikalai, atakuojantys askorbata — galimos atakos vietos. Adaptuota pagal [13].

Pasitelkus kvantines teorijos metoda buvo naudojama tankio funkcionala teorija siekiant
vandeningje terp¢je modeliuoti askorbo radikalo anijong A*. Buvo pastebéta, kad tarp dviejy
deguonies atomy yra jsiterpgs nesuporuotas elektronas tiek tirpiklyje, tiek vakuume po atlikty sukinio
tankio skai¢iavimy. Apskai¢iavus, kuria aplinkos kryptimi yra orentuota hidroksilo grupé, galima
daryti prielaida, kur bus atskirojo protono vieta [14].

Su vandeniu galintis sgveikauti anijono tipas tampa su vandeniu negalin¢iu sgveikauti po
oksidacijos proceso, tuomet kai vitamino C radikalo anijonas tampa nejonizuotu: A*—A. Redukcijos
metu kuomet susiformuoja AH-, kuris stiprina vandenilio rysj su praradusj vandenilj deguonimi ir
silpnina vandenilio rysj su protong turin¢iu deguonies atomu.

Su vandeniu galintis sgveikauti anijono tipas tampa su vandeniu negalinciu sgveikauti po
oksidacijos proceso, tuomet kai vitamino C radikalo anijonas tampa nejonizuotu: A*—A. Redukcijos
metu kuomet susiformuoja AH-, kuris stiprina vandenilio rysj su praradusj vandenilj deguonimi ir
silpnina vandenilio rysj su protong turinciu deguonies atomu.

Warren ir kiti [15] tyrinéjo askorbato kaip visur esancio biologinio kofaktoriaus
vandeniniy tirpaly chemijg. Labiausiai dominanc¢ios buvo daugelis in vivo reakcijy, kai askorbatas
yra fermenty aktyviajame centre ar ant membranos sgsajos — tokiais atvejais Salia esancios aplinkos
jtaka per solvatacijos vyksmus yra dominuojanti. Oksiduojant du askorbato darinius TEMPO
radikalais (2,2'-6,6'- tetramethylpiperidine-1-oxyl), esanéiais acetonitrile, gauta, kad reakcijos greitis
ir oksidacijos varomoji jéga (angl. driving force) yra labai jautriis jvairiems joniniams priedams. Sios
reakcijos gali vykti tik per protono ir elektrono pernasa (vandenilio atomas), kaip ir tipinés biologinés
askorbato reakcijos (1.7 pav.). Matuojama normaliné ir pusiausvyros konstanta gali kisti 1§ esmés,

pridedant vandens ar kito polinio tirpinio j acetonitrilo tirpalg. Pasiskirstymo rodiklis ir pusiausvyros
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konstanta parodo, kad $is efektas yra termocheminés kilmés, o ne kinetinio efekto pasekme (kaip buty

galima tikétis i$ solvatacijos).
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\__OH 3. -0 w0 . OH
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HO’[§ Ho—( HO'[ o'[
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ascorbate, AscH™  ascorbyl radical, Asc'~  dehydroascorbate Isopropylidene

ascorbate, iAscH

1.7 pav. Dehidroaskorbato susiformavimas. Adaptuota pagal [15].

Blumberger ir kiti [16] apraso ab-intio molekulinés dinamikos metodg elektrono
pernaSos modeliavimui. Allen ir kiti [17] pateikia askorbo rtig§ties molekuliy — neutraliy ir keliy
joniniy tautomeriniy rasiy — geometrijos analizg tankio funkcionalo B3LYP metodu. Radikaly sekos
analizuojamos, naudojant atviry sluoksniy (unrestricted) B3LYP metoda. Vieno tasko enegijos
skai¢iavimai buvo taip pat atlikti naudojant Meller—Plesset (MP2) ir atviry sluoksniy (unrestricted)
MP2 (UMP2) metodus, atitinkamai uzdaro ir atviro tipo sistemoms. Vandeninio tirpalo poveikis

jvertintas CPCM ir PCM metodais, naudojant 6-311++G(d,p) baze.

1.5 TERPES JITAKA

Markus ir kiti [ 18] iSvysté elektrono pernaSos reakcijos eiga, kurios vienas i§ pritaikymo
budy yratyrinéti suzadinimo eigg metaly kompleksy tirpaluose. Ypac¢ didelis pritaikomumas yra
biologinése sistemose, kadangi mazi reakcijos barjerai (iki bebarjerinio lygio) ir fiksuotos reagenty -
reaktanty padétys erdveje (Iasteliné, tarplasteling, mitochondring, ribosominé) leidzia vykti trumpo
nuotolio elektrony apsikeitimo vyksmams ir jy sukeliamoms tolimesnéms reakcijoms.

Allen ir kiti [19] nagrinéjo askorbo rugsties (vitamino C) anijony su skirtingy metaly
katijonais - tokiais kaip Li*, Na*, K*, Be?*, Mg?" ir Ca?* in aqua struktiiras ir rysius tarp skirtingy
galimy klasteriy. Modeliavimai atlikti pasitelkus tankio funkcionalo teorijos B3LYP metoda,
naudojant 6-311++G(d,p) bazg. Pastebéta, kad skirtingi metalo jonai jungiasi prie skirtingy askorbato
viety. Vieno taSko energijos skaiCiavimai buvo atlikti naudojant MP2/6-311++G(d,p) metoda.
Tomasi poliarizuoto kontinumo modelis (angl. PCM) naudojamas norint jvertinti kokia yra
vandeninés terpés jtaka jvairiy kompleksy stabilumui. Sio uzdavinio tikslas yra charakterizuoti
elektrony tankio pasiskirstyma pridedant suderinamumg tarp metalo katijony ir vitamino C
molekulés. Gauti duomenys rodo, kad askorbo rtigsties ir metalo jono (Li*, Na* ir K*) komplekso in
aqua geometrija, kuomet metalo jonas atsiduria tinkamiausioje pozicijoje su katijonais per dvigubg
jungtj (=) ties 02 ir O3 atomais AAO= anijone. Ta¢iau dvivalen¢iams katijonams Be?*, Mg?* ir Ca?*
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yra fiksuojamos kitos pozicijos askorbo rtgsties molekuléje: jos yra ties Ol ir O2 atomais AAO:

askorbo riigsties anijone.

1.6 VITAMINO C CITOTOKSISKUMAS

Chen ir kiti [20, 21 ] tyrinéjo vitamin C citotoksinj poveikj skirtingomis
koncentracijomis, nevirsijant nustatytos rekomenduojamos paros normos. Jis nagrinétas dél to, kad
vitamino C Salutinis produktas HOOH tik selektyviai naikina kai kurias vézines Iasteles
nepaveigdamas sveiky organizmo lgsteliy. Manoma, kad farmakologinis askorbatas kaip vaisto
pirmtakas atsiranda formuojantis askorbato radikalui ir vandenilio peroksidui (HOOH)
tarplasteliniame skystyje, kadangi kraujyje aptinkamas kiekis labai mazas. Atlikus tyrimus in vivo su
ziurkémis (davus askorbato parentaliniu ar per burng budu kaip tiping Zmogaus rekomenduojama
doz¢ - vidutiniskai 0.25-0.5 mg vienam gramui kiino svorio), vitamino C bendra koncentracija
kraujyje ir tarplasteliniame skystyje pasikeicia atitinkamai nuo 50-100 uM iki >8 mM. Tos pacios
dozés isskiria askorbato <150 uM koncentracijos abiejuose skysciuose. 1.8 pav. pateiktos HOOH
susidarymo reakcijos [20].

Gilloteaux ir Kiti [22, 23 ] pabrézé vitamino C svarbg: askorbato pavidalu jis kaupiamas
vézio lastelése ir metabolizuojamas kaip askorbato druska. Taciau sukauptas lastelés viduje vitaminas
C gali buti oksiduojamas (vieno ar dviejy elektrony perdavimo reakcija) ir gali biiti konvertuojamas

atgal j askorbatg — NADH tipo semi-hidroaskorbato reduktazés veikla.

Uetaki ir kiti [24] teigia, kad didelis vitamino C kiekis sukelia prooksidacinj poveikj ir
selektyviai Zudo vézines lasteles. Analizuojama vitamino C sukelti medZiagy apykaitos pokyciai
MCF7 zmogaus kriities adenokarcinomos ir HT29 zmogaus gaubtinés zarnos vézio lastelése. Abiejy
lasteliy linijy metaboliniai profiliai zymiai pasikei€ia: padidéjes metabolity kiekis glikolizés ir
trikarboksilinés riigSties ciklo metu. Kai tuo tarpu ATP lygis mazejo didinant vitamino C
koncentracija.

Gauti duomenys duomenys rodo, kad vitaminas C slopino energijos metabolizma per NAD

1Seikvojima, taip sukeldamas véziiniy lasteliy mirtj

1.6 VITAMINU C IR Kzs KOMPLEKSAS
12



Vitamino C (askorbato) ir K3 (menadiono) reakcijos lygtys (1.1..1.5) atspindi pilng reakcijos
eiga, kaip kad buvo suformuota Davis Lamson 2010 mety modelyje [25]. Askorbatas reaguoja su
vitaminu K3, susidaro askorbilo jonas (prarades protong) ir vitaminas K3 (semidiono radikalas),
prarades protong bei prisijunges papildomag jong. Susidargs semidiono radikalas reaguoja su

deguonimi ir susidaro menadionas bei superoksido radikalo anijonas.

Askorbatas + E — Askorbatas™ 1.1

Askorbatas™ + menadionas — 1.2

—Askorbilase + (menadiono radikalo anijonas) e~

(menadiono radikalo anijonas) e+ 0, — 1.3

— menadionas + (superoksido radikalo anijonas)e

0,*" H+ — HO-0° (hidroperoksil radikalas) 1.4
HO-O®* +e — HO-O 1.5
HO-O™ + H+— HO-OH (vandenilio peroksidas) 1.6

Vitaminy C ir K3 terapinis antivéZinis poveikis Zinomas jau seniai, taciau veikimo
mechanizmas iki Siol yra diskusijy objektas. Kokiu btidu molekulinis askorbatas tampa jonizuotu ir
kaip prasideda semidiono radikalo aniono produkto formavimas — Sie klausimai nagrinéti
ankstesniame darbe. Gruodis ir kiti [26] iskélé idéja, kad tarpmolekulinis krivio pernasos
mechanizmas valdo reakcijos pradzia (1.1-1.2 lygtis). Sis modelis pirmuoju artiniu buvo
suformuotas, neatsizvelgus j aplinkos solvatacing jtaka.

Gilloteaux 1r kiti [27] aprasé vitamino C (VC), vitamino K3 (VK3) arba VC citotoksinj
poveikj karcinomos Igsteliy linijai (T24) ir tolesng gydymo eigg. Pirmiausia buvo aptikti karcinomos
lasteliy membrany defektai. Didesni membrany defektai buvo stebéti, veikiant miSiniu, negu atskirai

vitaminu C. Tokiy lasteliy mirtis (apoptoze) vyksta per sukeltg oksidacinj stresa.
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2. METODIKA

2.1 Medziagos ir priemonés Igsteliy kultivavimui

1. Tyrimams buvo naudojama pelés kepeny karcinomos MH-22A lgsteliy linija. Naudojama
moksliniuose tyrimuose, kaip pelés bei Zmogaus karcinomos modelis. Sios lastelés
naudojamos tiek in vitro tyrimams, tiek gali buti skiepijama singeninéms C3HA linijos peléms

in vivo, kur suformuoja navikus

2. Lasteliy linijos palaikymui buvo naudota Igsteliy auginimo terpé, paruosta i§: Dulbecco‘s
modifikuotos Eagle‘s terpés - DMEM (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija),
papildytos 10 % embrioninio jau¢io serumo - FBS (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) ir 1 % L
— Glutamino tirpalo (Sigma-Aldrich Chemie GmbH).

3. Tyrimams buvo naudojama pelés kepeny karcinomos MH-22A Iasteliy linija. Naudojama
moksliniuose tyrimuose, kaip pelés bei Zmogaus karcinomos modelis. Sios lastelés
naudojamos tiek in vitro tyrimams, tiek gali baiti skiepijama singeninéms C3HA linijos peléms

in vivo, kur suformuoja navikus.

4. Lasteliy auginimui Petri lékStelése buvo naudota lagsteliy auginimo terp¢, papildomai
papildyta 100 U/ml penicilino ir 100 pl streptomicino antibiotiky (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH).

5. Lasteliy monosluoksnio pakélimui nuo flakonélio dugno buvo naudojamas 0,25 % tripsino-
0,02 % EDTA tirpalas (Sigma-Aldrich Chemie GmbH).

6. Lasteliy skaiCiaus tirpale nustatymui naudotas tripano mélio dazy tirpalas 0,4 % (Sigma-
Aldrich co Ltd., Irvine, UK).

7. Vitamino citotoksiSkumui nustatyti buvo naudojamas vitamino Kz tirpalas pagamintas i$
menadiono natrio bisulfato milteliy 95 % (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) ir Iasteliy auginimo
terpés su antibiotikais. Vitamino K3 tyrimai buvo atlieckami su Siomis koncentracijomis ilgos
inkubacijos metu: 0,04, 0,02, 0,01, 0,004, 0,001 ir 0,0004 mM. Trumpos inkubacijos su
vitaminu Kz metu buvo naudojamos $ios koncentracijos: 0,6, 0,5, 0,4, 0,1, 0,04, 0,02 ir 0,01
mM.

8. Lasteléms fiksuoti buvo naudojamas 96 proc. etanolis (AB Stumbras, Kaunas, Lietuva).
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9. Lasteliy kolonijy dazymui naudotas Gram kristalo violeto tirpalas (Fluka Chemie GmbH,
Buchs, Vokietija).

10. Lastelés buvo auginamos 25 cm? pavirsiaus ploto flakonéliuose (Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Vokietija).
11. Lasteliy i$s¢jimui buvo naudojamos 9,2 cm? Petri lékstelés (Greiner Bio-One GmbH).

12. Eksperimentas buvo atlieckamas steriliose saglygose vertikalaus srauto laminare Aura Vertical

S.D.4, (BIOAIR Instruments, Siciano, Italija).

13. ISsodintos lastelés buvo auginamos inkubatoriuje su vandens marskinéliais IR AutoFlow

Water-Jacketed Incubator NU- 2500E (NuAire, Inc., Plymouth, JAV).

14. Lasteliy nusodinimui buvo naudota centrifuga OPN-3Y XL4 (Rusija), centrifuguojama 2 min
10000 aps./min greiciu.

15. Lasteliy skaiciaus tirpale apskai¢iavimui buvo naudojamas Neubauerio hemocitometras

(Neubauer improved, Heinz Herenz Medizinalbedarf, Hamburgas, Vokietija).

16. Lasteliy kolonijoms skaiCiuoti naudotas binokuliarinis stereo mikroskopas MBS-9 (rus.

MFBC-9) (Rusija).

17. Flakonéliui su uZaugintomis lastelémis apZzitreéti, bei lasteléms skaiciuoti hemocitometro

kameroje naudotas invertuotas mikroskopas Eclipse TS 2 LED (Nikon, Tokijas, Japonija).

2.2 Lasteliy vitaliSkumo matavimai

Buvo augintos peliy kepeny karcinomos lasteles (MH-22A linija), visa savait¢ kartu su
maitinamuoju tirpalu maitinant vitaminu C, vitaminu K3 ir vitaminy C ir K3 miSiniu.

Lasteliy koloniju fiksavimas ir dazymas. Uzaugusios Petri 1¢kStelése 1gsteliy kolonijos po
7 pary auginimo buvo fiksuojamos. Nuo Petri 1¢kSteliy buvo nupilta terpé. | Ieksteles jpilama 96 proc.
etanolio tirpalo. Po 20 min etanolis nupilamas, o I¢kStelés perplaunamos Saltu pratekanciu vandeniu.
Lastelés nudazomos Gram-crystal-violet tirpalu. Dazalas po 1 min nupilamas, o lékstelés
perplaunamos Saltu pratekanciu vandeniu ir i§dziovinamos.

Lasteliy koncentracijos nustatymas Tyrimui buvo reikalinga lasteliy suspensijos
koncentracija - 1 milijonas mililitre. Po perséjimo metu gauto tirpalo su lastelémis, buvo paimta 10 pl

lasteliy suspensijos, ji buvo iSmaiSoma su 90 pl tripano mélynojo dazais. Véliau lgstelés buvo
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uzlasintos ant Neubauerio hemocitometro ir suskaic¢iuotos, kaip parodyta 2.1 pav. Hemocitometro
kameros keturiuose kampiniuose laukeliuose (apvesti langeliai) buvo suskaiCiuotas lasteliy kiekis ir
1Svestas vidurkis. Pradiné Igsteliy koncentracija C buvo nustatyta pagal formule:

C=A*10**B, 2.1

Cia A — lgsteliy vidurkis, B — praskiedimy skaicius ( §iuo atveju 10).

2.1 pav. Hemocitometro kamera, kurioje skaic¢iuojamos Igstelés (apvesti langeliai)

Vitaminy citotoksiSkumo nustatymas. Vitaminy C, K3 ir jy mi$inio citotoksiSkumas buvo
nustatomas lasteliy kolonijy formavimosi analizés biidu. Tai analizés metodas skirtas nustatyti
lasteliy gyvybinguma in vitro. Sis metodas paremtas vienos lastelés gebéjimu dalintis ir suformuoti
kolonijg. 2.1 pav. pateikta lasteliy i§séjimo schema. | Eppendorf tipo mégintuvélj, kuriame yra 1
milijonas lgsteliy ml, paimama 40 pl ir jdedama } antragj; mégintuvelj, kuriame yra 1,46 ml lgsteliy
palaikymo terpés. Tuomet 1§ antro mégintuvélio paimama 250 pl ir jdedama j treciajj mégintuvelj,
kuriame¢ yra 1,750 ml lasteliy palaikymo terpés. IS treciojo mégintuvélio paimama po 100 pl ir
i§s¢jama | dvi skirtingas Petri 1éksteles. | kontrolines 1éksteles jdedama 233 pl Igsteliy palaikymo
terpés, o j kitas 233 ul vitamino C arba K3 arba C ir Kz miSinio.
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40ul 250 pl 100 pl

vV VoV

1 milijonas lgsteliy ml 1,46 ml Iasteliy 1,750 ml Iasteliy 2 ml Igsteliy auginimo
palaikymo terpés palaikymo terpés terpés
+ 233 pl vitamino C
tirpalo ( kitais atvéjais
vitamino Kstirpalo ar
vitaminy C ir K3 miSinio)

———

2.2 pav. Lasteliy iSséjimo schema.

Lasteliy gyvybingumo ir paklaidy nustatymas. Gyvybingy lasteliy dalis (GLDL) buvo

skai¢iuojama pagal formule:

GLD =2 * 100% 2.2
Cia A - lgsteliy kolonijy skaiciaus vidurkis kiekvienai vitamino K3 koncentracijai, B - nepaveikty
vitaminu K3, (kontroliniy) lasteliy kolonijy skai¢iaus vidurkis. Standartinis nuokrypis buvo
apskaiciuotas pagal formule:

Z(X_Xvid.)z 23

(n-1)

Cia x- lasteliy kolonijy skai¢ius, gautas vieno tyrimo metu; X vid. - trijy tyrimy lasteliy kolonijy

skai¢iaus vidurkis; n - imties vidurkis.

2.3 Vandenilio peroksido matavimas Amplex® Red pagalba

Naudojamas Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (A22188, Invitrogen,
Molecular Probes, USA). Pasiruosiamas Amplex Red (AR) dazas: 154 ng Amplex® Red (10-acetil-
3,7-dihidroksifenoksazinas) sumaiSomas su 1 ml dimetilsulfoksido ir iSdalinamas j porcijas po 26 pl,
kurios bus laikomos Saldumo kameroje (-20°C) ir bus iSimamos mazdaug pusvalandis prie$
bandyma, kad atSilty. Taip pat, pasiruoSiama krieny peroksidazg¢ (angl. Horseradish peroxidase

(HRP): paimama 3 mg peroksidazes (3 U), skiedziama su 1 ml distiliuoto vandens ir iSdalinama po
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10 ul porcijas, kurios taip pat bus laikomos Saldymo kameroje iki eksperimento. Kameroje laikoma

del, to, kad dazas yra jautrus Sviesai ir oro aplinkai, d¢l to daza reikia naudoti tg pacig dieng.

Toliau paruosiamas darbinis AR tirpalas:

1.

Paimama viena porcija AR ir j 26 ul jpilame 26 pl naudojamos terpés;

2. Paimama viena porcija HRP ir j 10 pl jpilame 490ul naudojamos terpés;
3.
4. ] tg patj mégintuvél] jpylama 100 ul HRP tirpalo ir dar pridedama 4,85 ml

IS paruosto AR paimama 50 pl ir jpylima j atskirg mgintuvélj;

naudojamos terpés. Gauname 3 uM koncentracijos Amplex® Red tirpala.

Kalibracinés kreivés paruosSimas:

Paruosiami jvairiy koncentracijy H20 tirpalai. Ruosiama i§ 3 % vandenilio peroksido, kurio

koncentracija 20 mM (Valentis UAB, Lietuva) (lentelé 3).

Paruosti H20» tirpalai supilstomi po 50 ul j mikroplokstelés (CLS3615, Sigma-Aldrich,

Corning®, Europe) Sulin¢lius ir ant jy uzpilama po 50 pl darbinio AR tirpalo. Ir matuojama

fluorescencija su spektrofluorimetru (Tecan Group, Mannedorf, Switzerland). Buvo nustatyti toki

parametrai: bangos ilgis EX/Em 535/590, Gain — 25, shaking 10 s. IS gauty rezultaty sudaroma

kalibraciné kreivé.

Lentelé 1. H,0; tirpaly paruoSimas.

Nr. H20, Koncentracija Paruosimas

VO 20 mM Pradinis tirpalas

V1 10 mM Paimama 500 pl i§ VO ir skiedziama 500 pl PBS
(fosfatinis buferis) arba H2O (kai kalibraciné
ruosiama SMEM, RPMI terpéms)

V2 1mM 100 pl i§ V1 + 900 pul PBS arba H2O

V3 200 uM 100 pl i§ V2 + 400 pl PBS arba H.O

V4 100 uM 200 pl i§ V3 + 200 pl PBS arba H.O

V5 50 uM 200 pl i§ V4 + 200 ul PBS arba H.O

V6 20 uM 100 pl i§ V3 + 900 pul PBS arba H.O

V7 10 uM 500 pl 1§ V6 + 500 ul PBS arba H>O

Kontrol¢ | 0 Fiziologinis tirpalas arba H.O
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Lentelé 2. VitC/vitKs tirpaly koncentracijos naudojamos eksperimente.

Vitaminas C Vitaminas K3

1 uM 0.01 yM

10 uM 0.1 uM

100 uM 1 uM

200 uM 2 uM

400 uM 4 uM

1 mM 10 uM

2 mM 20 uM
Kontrolé (terpé) Kontrolé (terpé)

Naudojamos PBS (Produkto nr. P5493-1L, Sigma, USA), SMEM (Produkto nr. M8167,
Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija) terpés ir RPMI (Produkto nr. RO883, Sigma-
Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija).

1. Paruosiamas darbinis AR tirpalas.

2. Tada ruosiami atitinkamy koncentracijy vitamino C ir vitamino Kz tirpalai.

3. Tada j mikroplokstele supilstomi paruosti vitamino C ir vitamino Ks tirpalai:
a. 25wl vitCir 25 pl vitKs ir 50 pl darbinio AR tirpalo, daroma trys pakartojimai
b. 25 pl vitC ir 25ul terpés (PBS) ir 50 pl darbinio AR tirpalo, daroma trys pakartojimai
c. arba 25 p vitK3 ir ir 25ul terpés (PBS) ir 50 pl darbinio AR tirpalo, daroma trys

pakartojimai
4. Matuojama fluorescencija su spektrofluorimetru (Tecan Group, Mannedorf, Switzerland).
Buvo nustatyti toki parametrai: bangos ilgis EX/Em 535/590, Gain — 25, shaking 10 s.
Vitamino C tirpaly paruoSimas:

Naudotas vitaminas C buvo 5 % (procentai) askorbo ragsties 50 mg/ml sterilus injekcinis

tirpalas (Sanitas, Kaunas, Lietuva). Ampuléje yra 2 ml 283,9 mM koncentracijos askorbo ragsties.

Tirpalas skiedziamas naudojama terpe (Lentelé 3).
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Lentelé 3. Vitamino C jvairiy koncentracijy tirpaly paruo$imas

Nr. Koncentracija Paruosimas Reali koncentracija
mégintuvélyje
V0 Ampol¢ pradinis tirpalas 283900 uM
V1 2000 uM Paimama 105,67 pl i§ VO ir uzpilama 1394 pl | 20000 pM
naudojamos terpes
V2 1000 uM 52,83 pli§ VO + 1447 pl 10000 pM
V3 600 uM 31,7 uli8 VO + 1468,3 ul 6000 pM
V4 400 uM 21,1 plis VO + 1478,9 ul 4000 uM
V5 200 uM 500 pli§ V3 + 1000 pl 2000 uM
V6 100 uM 375 wlis V4 + 1125 pl 1000 pM
V7 10 uM 100 uM
V8 1 10 uM

Vitamino Kas tirpaly paruoSimas:
Atsisverti 0,1 g vitamino Kz (Menadion sodium bisulfatas; M5750, Sigma-Aldrich, Chemie
GmbH, Steinheim, Vokietija). Jis iStirpinamas 1 ml naudojamos terpés (gaunasi 361,48 mM

koncentracija). Toliau daromi skiedimai gauti reikiamas koncentracijas (Lentelé 4).

Lentelé 4. VVitamino K3 jvairiy koncentracijy tirpaly paruoSimas.

Nr. Koncentracija Paruosimas Reali koncentracija
mégintuvélyje

V0 0,1 g VitKs + 1ml naudojamos terpés 361,48 mM

V1 276,6 pl is VO + 1723,4 ul naudojamos terpés 50 mM

V2 40 pl i§ V1 + 1960 pl naudojamos terpes 1 mM

V3 20 uM 400 pl 18 V2 + 1600 pl naudojamos terpés 200 uM

V4 10 uM 200 pl i8 V2 + 1800 pl naudojamos terpés 100 pM

V5 4 uM 80 pl i§ V2 + 1920 pl naudojamos terpés 40 uM

V6 2 uM 200 ul i§ V3 + 1800 ul naudojamos terpés 20 uM

V7 1 uM 200 pl i§ V4 + 1800 ul naudojamos terpés 10 uM

V8 0,1 uM 1 uM

V9 0,01 M 0,1 uM
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2.4. Skaiciavimo metodai

Kompiuteriné chemija (arba kvantiné molekuliy teorija) yra cheminés fizikos kryptis, kur
Sredingerio lygties pagalba sprendziamos problemos, susijusios su medziagy molekulinés struktiiros
geometrijos, pagrindinés ir suzadintyjy elektroniniy bei virpesiniy biiseny energetikos,
konformerizmo ir tautomerizmo pasireiskimu jvairiose terpése. Nors skai¢iavimo rezultatai paprastai
papildo informacija, gautg cheminiais eksperimentais, kai kuriais atvejais galima numatyti ir iki Siol
nepastebétus cheminius reiskinius. Kompiuterinés chemijos metodas yra placiai naudojamas kuriant
naujus vaistus ir medziagas. Tokiy savybiy pavyzdziai yra struktiira ( numatomos sudedamyjy atomy
pozicijos), absoliuciosios ir santykinés (sgveikos) energijos, elektroniniai krovio paskirstymai,
dipoliai ir didesni daugiapoliai momentai, virpesiniai dazniai, reaktyvumas arba kiti spektroskopiniali
matavimai [28].

Naudojami metodai apima ir statines, ir dinamines situacijas. Tiriamoji arba simuliuojamoji
molekuliné sistema gali biiti viena molekulé, molekuliy grupé, klasteris, zelé arba kieta medziaga.
Rezultatai, gauti kompiuterinés chemijos metodais, savo tikslumu svyruoja nuo labai apytiksliy iki
labai tiksliy; pastarieji paprastai yra jmanomos tik mazoms sistemoms. Ab initio metodai yra visiskai
pagristi kvantine mechanika ir pagrindinémis fizinémis konstantomis. Kiti metodai vadinami
empiriniais ar pusempiriais, nes jie naudoja papildomus empirinius parametrus [29].

Siame darbe skaiGiavimai buvo atlikti kvantinés molekuliy teorijos metodais, naudojantis
GAUSSIAN-16 paketu [30]. Pagrindinés elektroninés biisenos komplekso geometrijos optimizacija
buvo atlikta tankio funkcionalo B3LYP metodu, panaudojus 6-31+G(d) baze (jskaicius difuzines
funkcijas sunkiesiems atomams ir poliarizacines d funkcijas). Skaiciavimai buvo atlikti, jskaitant
solvatacinius efektus poliarizuoto kontinuumo PCM metodu (tirpiklis HOH). Optimizuotos
geometrijos (t.y., tokios geometrijos, kai komplekso energija maziausia) struktiroms buvo
suskaiciuoti elektroninio suZadinimo spektrai. Elektroninés singuletinés sugerties spektras buvo

skaiciuotas TD metodu [31].
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3. REZULTATAI

3.1 LASTELIU GYVYBINGUMO DINAMIKOS REZULTATAI

Lasteliy gyvybingumo tyrimai buvo atlikti su pelés karcinomos lasteliy linija (MH—22A). Sios
lastelés pasirinktos dél didelio panasumo su zmogaus karcinomos lastelémis, greitu Iasteliy
dalijimusi. Bandymai atlikti su vitaminu Kz , vitaminu C bei jy kompleksu C.. K3,

3.1 pav. pateikiama procentiné lasteliy gyvybingumo priklausomybé nuo skirtingy vitamino
C koncentracijy. Grafike matomas lasteliy gyvybingumo maz¢jimas didéjant vitamino C
koncentracijai. Daroma i$vada, kad vitaminas C turi citotoksinj poveiki MH-22A vézinéms
lasteléms.

3.2 pav. pateikiama procentiné lgsteliy gyvybingumo priklausomybé nuo skirtingy vitamino
Ks koncentracijy. Grafike matomas lasteliy gyvybingumo mazéjimas didéjant vitamino Kgz
koncentracijai. Daroma iSvada, kad vitaminas Kz turi citotoksinj poveiki MH-22A vézinéms
lasteléms. Naudotos vitamino Kz koncentracijos yra 100 karty mazesnés nei vitamino C, nes Zmogaus
organizmui didesnés koncentracijos biity toksinés [32].

3.3 pav. pateikiama MH-22A linijos lasteliy gyvybingumo (%) priklausomybé nuo vitamino
Cir K3 koncentracijos.
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3.1 pav. MH-22A linijjos lasteliy gyvybingumo (%) priklausomybé nuo vitamino C koncentracijos.
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3.3 pav. MH-22A linijjos lasteliy gyvybingumo (%) priklausomybé nuo vitamino Cir K3
koncentracijos.
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3.4 pav. MH-22A linijjos lgsteliy gyvybingumo (%) priklausomybés nuo vitaminy C ir K3 koncentracijos
(apjungti 2.3, 2.4, 2.5 pav. duomenys)

3.4 pav. pateikiama 3.4 pav. MH-22A linijos lasteliy gyvybingumo (%) priklausomybés nuo vitaminy
C ir K3 koncentracijos (apjungti 2.3, 2.4, 2.5 pav. duomenys). Kaip matome i$ grafiky vitamino C ir
Kz kompleksas turi didziausig citotoksinj poveikj. Palyginimui esant vitamino C 100 mM,
sunaikinama 30 %, vitamino K3 1 uM, sunaikinama apie 26 % , o esant jy kompleksui — 50 % lasteliy.

Sie duomenys jrodo, kad vitaminas Ks sustiprina vitamino C poveikj vézinéms lasteléms.

3.2 VANDENILIO PEROKSIDO GENERAVIMO VERTINIMAS

3.5 pav. pavaizduota vandenilio peroksido kalibraciné kreivé. Vandenilio peroksidas, sureagaves su
Amplex Red dazais, fluorescuoja. Kaip matome i§ grafiko, didéjant vandenilio peroksido
koncentracijai, fluorescencijos intensyvumas didéja.

3.6 pav. pavaizduota vitamino C sugeneruoto vandenilio peroksido kinetiné
priklausomybé nuo laiko esant skirtingoms koncentracijoms. Bégant laikui vandenilio koncentracija
didéja, ta¢iau matoma kai vitamino C koncentracija 600 UM yra pasiekiama 100 % fluorescencijos
intensyvumas (raudona kreivé) ir kai vitamino koncentracija didinama matomas mazesnis

fluorescencijos intensyvumas dél askorbato jsisotinimo (atitinkamai zalia ir juoda kreivés).
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3.6 pav. Vitamino C sugeneruoto vandenilio peroksido kinetiné priklausomybé nuo laiko,

esant skirtingoms koncentracijoms.
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3.7 pav. pateikta vitaminy C ir K3 komplekse naudojamos koncentracijos buvo santykiu 100:1 todél
koncentracijai didelio poveikio netur¢jo. Kaip matome i§ grafiko, komplekso i§skiriamas vandenilio

peroksido fluorescencijos intensyvumas zymiai didesnis nei vitamino C atskirai.
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3.7 Vitamino C ir vitaminy C..K3 komplekso fluorescencijos intensyvumas esant skirtingoms
koncentracijoms.
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3.3. Modeliavimai kvantcheminiais metodais

Naudojantis Gaussian1l6 [30] paketu, buvo atlikti keliy modeliniy struktiry geometrijos
simuliavimai.

Molekulés pagrindinés blsenos geometrija buvo simuliuota tankio funkcionalo CAM-B3LYP
metodu, naudojant 6-31+G(d) baz¢ su poliarizacinémis d funkcijomis ir difuzinémis funkcijomis
sunkiesiems atomams (Siuo atveju C, N, O, Fe). In aqua aplinka modeliuota PCM metodu

(solvent=water).

3.3.1 Vitamino C ir geleZies jono sgveika

3.8 pav. pateiktas vitamino C, geleZies jono Fe?* ir vitamino C junginys CFC2. Dél
komplikuotos struktiiros pateikiamos dvi junginio CFC2 projekcijos: XOZ (virSuje) ir XOY. GeleZies
jonas jungiasi prie vitamino C per karbonily deguonies atomus, jungtis formuojant plokstumoje 3,4
pozicijose — taip sudaromas tarpmolekulinis tiltelis. Taip suformuojamos silpna elektroniskoji
(mazesnis atstumas) ir koordinaciné (metaliSkoji) (didesnis atstumas) jungtys. Dvi papildomos
vandens molekulés, kurios jungiasi prie gelezies jono i$ virSaus ir i§ apacios, yra skirtos kompleksui

stabilizuoti.

. J

3.8 pav. Vitamino C, gelezies jono ir vitamino C junginys CFC2. Dvi papildomos vandens molekulés
skirtos komplekso stabilizavimui. XOZ (virSuje) ir XOY projekcijos. Geometrija simuliuota CAM-B3LYP
metodu, naudojant 6-31+G(d) bazg. In aqua aplinka modeliuota PCM metodu.
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Lentele 5. CFC2: elektroninio suzadinimo energijos ir osciliatoriy stipriai. TD(singlets) metodas.

N Suzadintosios elektroninés | Suzadintosios biisenos energija (eV), Suolj atitinkantis
biisenos Sn uzpilda i§ pagrindinés | bangos ilgis (nm) ir Suolio osciliatoriaus stipris £
SO bisenos per viendaleliniy
Suoliy rinkinj
1 Excited State 1: 0.0529 eV, 23441.69 nm, f=0.0000
95B —»116B  -0.38997
99B —»116B  -0.47715
2 Excited State 2: 0.1486 eV, 8343.29 nm, =0.0000
95B —»117B 0.29565
99B —»117B 0.36156
3 Excited State 3: 0.2101 eV, 5901.30 nm, f=0.0000
95B —»118B  -0.31565
99B —»118B  -0.38642
99B —»123B 0.29814
4 Excited State 4: 0.5193 eV, 2387.36 nm, f=0.0000
95B —»136B 0.27303
99B —»136B 0.33286
99B —»137B  -0.30339
5 Excited State 5: 1.2334 eV, 1005.24 nm, f=0.0000
92A —»111A  -0.39568
104A —-111A  -0.45426
106A —>111A 0.39010
6 Excited State 6: 1.5069 eV, 822.76 nm, f=0.0000
91A —»110A  -0.42686
105A —110A 0.41072

5 lentel¢je yra pateiktos elektroninio suZadinimo energijos ir osciliatoriy stipriai. SuZadintosios
elektroninés biisenos Sn uzpilda formuojama i§ pagrindinés SO biisenos per viendaleliniy Suoliy
rinkinj.

6-10 lentelése yra pateikti elektroninio debesélio tankio persiskirstymai Suoliy j S1 - Se biisenas
metu. Elektroniné bisena gali biti uzpildyta, atliekant viendalelinius Suolius tarp molekuliniy
orbitaliy.

Sesios Zemiausios suzadintosios elektroninés biisenos yra visiskai uzdraustos (osciliatoriaus
stipris 0). Bandant jvertinti kriivio persiskirstymo tipus, galima i$skirti dvi charakteringas dinamikas:

a) Suoliai i MO-95 ir MO-99 (6-9 lentelés);

b) Suoliai i§ M0O-91,92 ir MO-104,105,106 (10-11 lentelés).

1. Tarpmolekulinis CT Suolis i§ vieno vitamino C j kita vitaming C, kai tarpininkas gelezies
jonas yra nezymiai perdengtas arba neperdengtas. Zemiausios energijos biisenos pasiekiamos,
vykstant n—n* Suoliams i§ MO-95 ir MO-99 | MO-116 ir MO-117 (6-7 lentelés).

2. Tarpmolekulinis CT Suolis i$ vieno vitamino C j kitg vitaming C ir tarpmolekulinis CT Suolis

1§ vieno vitamino C | tiltelio Fe jong — tokiu atveju tarpininkas gelezies jonas yra i§ esmeés
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perdengtas, kai dalyvauja krivio persiskirstymo procese. Sios aukstesnés energijos biisenos
pasiekiamos, vykstant m—n* Suoliams i§ MO-95 ir MO-99 | MO-118 (pirmas atvejis) ir
vykstant 7—n* Suoliams i§ MO-95 ir MO-99 | MO-123 (antras atvejis) (8 lentel¢).

3. Tarpmolekulinis nepilnas CT $uolis i§ vieno vitamino C j kitg vitaming C, Kai tarpininkas prie
gelezies jono asocijuotos dvi vandens molekulés n-elektronais dalyvauja kravio
persiskirstymo procese. AukStos energijos biisenos pasiekiamos, vykstant m—m* ir n—>n*
Suoliams i§ MO-95 ir MO-99 | MO-136 ir MO-137 (5 lentelé).

4. Kruvio persiskirstymas tarp dviejy fragmenty, kai pirmajj sudaro vitaminas C ir gelezies
jonas, o antrajj — vitaminas C. Sios aukstos energijos biisenos pasiekiamos, vykstant m—d*

Suoliams i§ MO-91 ir MO-92 | MO-111, MO-110 (10-11 lentelés).

Apibendrinant galima pasakyti, kad MO orbitaliy susiformavimas skirtas kriivio persiskirstymui ir
tarp dviejy vitamino C molekuliy per gelezies jona, ir kriivio sankaupai apie gelezies centra, kuris
karbonily deguonies atomy tilteliu jungia abi askorbato molekules. Charakteringa yra tai, pilnas

Suolio draudimas dél sunkaus atomo efekto (Siuo atveju gelezies) nulemia nulinj osciliatoriaus stiprj.
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6 lentelé. CFC2: elektroninio kriivio persiskirstymas So—S; Suolio metu kaip viendaleliniy Suoliy tarp
molekuliniy orbitaliy rinkinys (MO jvardintos blisenos numeriu).

95B —»

116B  -0.38997

o

99B —»

116B  -0.47715

o

7 lentelé. CFC2: elektroninio kriivio persiskirstymas So—S; Suolio metu kaip viendaleliniy Suoliy tarp
molekuliniy orbitaliy rinkinys (MO jvardintos biisenos numeriu).

95B —»

117B 0.29565

117B 0.36156
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8 lentelé. CFC2: elektroninio kriivio persiskirstymas So—S3 Suolio metu kaip viendaleliniy Suoliy tarp
molekuliniy orbitaliy rinkinys (MO jvardintos biisenos numeriu).

95B —»

1188 -0.31565

99B —»

1188 -0.38642

99B —»

123B 0.29814

R L

.. %%
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9 lentelé. CFC2: elektroninio kriivio persiskirstymas So—S4 Suolio metu kaip viendaleliniy $uoliy tarp
molekuliniy orbitaliy rinkinys (MO jvardintos biisenos numeriu).

95B — | 136B 0.27303

99B — | 136B 0.33286

99B — | 137B -0.30339
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10 lentelé. CFC2: elektroninio kriivio persiskirstymas So—Ss Suolio metu kaip viendaleliniy Suoliy tarp
molekuliniy orbitaliy rinkinys (MO jvardintos biisenos numeriu).

92A -

111A  -0.39568

‘\ "’ @,
@

104A >

111A  -0.45426

‘ f )
@

106A —>

111A 0.39010

s 29 L,
@
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11 lentelé. CFC2: elektroninio kriivio persiskirstymas So—Sg Suolio metu kaip viendaleliniy Suoliy tarp

91A — | 110A  -0.42686

r

®

§

molekuliniy orbitaliy rinkinys (MO jvardintos biisenos numeriu).
®oe”
J oce
® (é?f

ﬁ&

110A 0.41072

%

@a& ) o c@e
e ??"

3.3.2 C..Kz kompleksas su Mg?* ir molekuliniu deguonimi

3.9 pav. pateiktas vitamino C, magnio jono Mg?* ir vitamino K3 junginys P11. Dél
komplikuotos struktiiros pateikiamos skirtingos junginio projekcijos. Magnio jonas jungiasi tarp
vitamino C ir K3 suformuodamas atvirg L — tipo struktiirg. Magnio jonas tampa tarpmolekuliniu
tilteliu tarp dviejy molekuliy.

Elektroniniai suzadinimai buvo skai¢iuoti pusempiriu TD metodu, jskaitant tik
singuletinius Suolius. 12 lentel¢je yra pateiktos elektroninio suzadinimo energijos ir osciliatoriy
stipriai. Suzadintosios elektroninés biisenos Sn uzpilda formuojama i§ pagrindinés SO biisenos per
viendaleliniy Suoliy rinkin;.

13-16 lentelése pavaizduotas elektroninio kriivio persiskirstymas tarp vitamino Kz ir molekulinio
deguonies. Siame suzadinime vitaminas C nedalyvauja.

14 lenteléje matomas elektroninio krivio persiskirstymas i§ vitamino Ks ir molekulinio deguonies j
vitaming C per Mg?* jona, kuris tampa tarpmolekuliniu tilteliu, per kurj persiskirsto kriivis.

15 lenteléje matomas kriivio persiskirstymas prie Mg?* jono.

IS Siy lenteliy galima daryti iSvada, kad kai magnis jsiterpia j §j kompleksg ir suformuoja L-tipo
atvirgja struktira, elektrono pernaSa vyksta keliais etapais, kas létina reakcijos eiga ir HOOH

susidaryma.
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3.9 pav . Vitamino C, magnio jono ir vitamino K3 junginys P11. Skirtingos projekcijos.
Geometrija simuliuota CAM-B3LYP metodu, naudojant 6-31+G(d) baze. In agua aplinka

modeliuota PCM metodu.

12 lentelé. CMGK: elektroninio suzadinimo energijos ir osciliatoriy stipriai. TD(singlets) metodas

N Suzadintosios
busenos Sn

elektroninés
uzpilda 1§

pagrindinés SO bisenos per
viendaleliniy Suoliy rinkinj

Suzadintosios  biisenos energija (eV), Suolj
atitinkantis bangos ilgis (nm) ir Suolio osciliatoriaus
stipris f

1 Excited State 2:

0.2339 eV 5300.25 nm f=0.0102

105 —»106 0.69675

2 Excited State 3: 0.6679 eV 1856.21 nm f=0.0014
105 —»107 0.69675

3 Excited State 4: 1.4393 eV 861.45nm f=0.0152
105 —108 0.7

4 Excited State 6: 2.1105eV 587.46 nm f=0.0284
105 —109 0.7
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13 lentelé. CMGK: elektroninio kriivio persiskirstymas So—S; Suolio metu kaip vienadeliniy Suoliy tarp
molekuliniy orbitaliy rinkinys (MO jvardintos biisenos numeriu).

105 -> | 106 0.69675

14 lentelé. CMGK: elektroninio krivio persiskirstymas So—>Ss; Suolio metu kaip vienadeliniy Suoliy tarp

molekuliniy orbitaliy rinkinys (MO jvardintos blsenos numeriu).

105 -> | 107 0.69675
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15 lentelé. CMGK: elektroninio kriivio persiskirstymas So—S4 Suolio metu kaip vienadeliniy Suoliy tarp

molekuliniy orbitaliy rinkinys (MO jvardintos blisenos numeriu).

105 -> | 108 0.7

16 lentele. CMGK: elektroninio kriivio persiskirstymas So—Se Suolio metu kaip vienadeliniy Suoliy tarp

molekuliniy orbitaliy rinkinys (MO jvardintos biisenos numeriu).

105 -> | 109 0.7

o
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3.3.3. Vitaminy C .. K3 komplekso struktiiros vertinimas dél solvataciniy veiksniy
3.11 pav. pateikta vitamino C ir Kz komplekso su dviem Mg?* jonais in aqua
optimizuota pagrindinés biisenos geometrija: su pridéta viena molekulinio deguonies molekule (p01),

su dviem Oz molekulémis (p02), su viena N2 (p05) ir dviem N2 (p06) molekulémis.

pO1 p02

p05 p06

3.11 pav. Vitamino C ir K3 komplekso su dviem Mg?* jonais in aqua optimizuota pagrindinés
blisenos geometrija: su pridéta viena molekulinio deguonies molekule (p01), su dviem O
molekulém (p02), su viena N (p05) ir dviem Nz (p06) molekulémis.
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Jony padétis gali buti labai jvairi, ta¢iau molekulinio deguonies buvimas komplekso artimoje
aplinkoje i$stumia magnio jonus. IS molekulinio deguonies ir molekulinio azoto, pradiniu etapu
i8déstyty apie vitaminy C ir Kz kompleksa in aqua, formuojasi solvatacinj apvalkalas - ta¢iau tik apie
vitaming C. Susidarius tokiam 02, N2 solvataciniam apvalkalui, apsunkinamos vitamino C
elektroninés donorinés savybés — pirmasis reakcijos etapas pagal Davis Lamson 2010 modelj tampa
draustinas. Taciau Sitoks iSsidéstymas tampa nejtakojanciu j pavienio vitamino C savybes — kad ir
neefektyviai, taciau generuoti vandenilio peroksidg. Deguonis i§ solvatacinés aplinkos Sios reakcijos

metu yra eikvojamas produktui susidaryti.
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4. PAGRINDINIAI REZULTATAI IR ISVADOS

Vitaminai C ir K3 citotoksiski in vitro pelés karcinomos MH-22A linijos lasteléms tiek
kiekvienas atskirai, tiek ir miSinyje santykiu 100:1. Efektyviausias poveikis — paveikus miSiniu
(100:1), 1Sgyvenamumas maziausias (<10 %, kai vitamino C koncentracija 0,5 mM.
Fluorescuojan¢io Amplex red dazo pagalba atlickant in vitro experimentus, nustatytas
efektyvus vandenilio peroksido HOOH generacijos kanalas: vitaminy C ir K3z miSinio
sugeneruotas HOOH kiekis yra gerokai didesnis nei vitamino C atskirai. Neefektyvaus HOOH
generacijos kanalo atveju, kai HOOH generuoja tik vitaminas C, yra stebima HOOH kiekio
dinamika, istesta laike (iki 30 min.) su koncentraciniu jsisotinimu.

Atlikus struktiiry geometrijos simuliacijas kvantinés chemijos metodais (in silico) ir jvertinus
energetinius parametrus, konstatuojama, kad:

a) Fe?* jonas in aqua terpéje surisa dvi vitamino C molekules per karbonily deguonies atomus.
Tokio suriSimo (silpna elektronine ir koordinacine jungtimis) pakanka, kad vitaminas C
nedalyvauty pirminiame etape, kai startuoja vandenilio peroksido generavimo reakcijos pagal
Davis Lamson 2010 model;.

b) molekulinio deguonies ir molekulinio azoto buvimas $alia vitaminy C ir K3 komplekso in
aqua kuria solvatacinj apvalkalg tik apie vitaming C. Susidarius tokiam solvataciniam
apvalkalui, apsunkinamos vitamino C elektroninés donorinés savybés — pirmasis reakcijos
etapas pagal Davis Lamson 2010 modelj tampa draustinas.

¢) papildomo Mg?* jono jsiterpimas j vitamino C ir K3 kompleksa in aqua terpéje salygoja
labai efektyvaus tiltelio tarpmolekulinei elektrono pernasai susiformavimg — tokiu biidu
pirmasis reakcijos etapas pagal Davis Lamson 2010 modelj tampa pilnai leistas ir labai

efektyvus.

40



Mantvydas Pasakinskas

Sinerginis vitaminy C ir K3 citotoksiSkumo mechanizmas: in silico, in vitro, in vivo

Magistrantdros studijy baigiamasis darbas

SANTRAUKA

Atlikus struktiiry geometrijos simuliacijas kvantinés chemijos metodais (in silico) ir jvertinus
energetinius parametrus, konstatuojama, kad: a) Fe2+ jonas in aqua terpéje suri$a dvi vitamino
C molekules per karbonily deguonies atomus. Tokio suriSimo (silpna elektronine ir
koordinacine jungtimis) pakanka, kad vitaminas C nedalyvauty pirminiame etape, kai startuoja
vandenilio peroksido generavimo reakcijos pagal Davis Lamson 2010 modelj. b) molekulinio
deguonies ir molekulinio azoto buvimas $alia vitaminy C ir K3 komplekso in aqua kuria
solvatacinj apvalkalg tik apie vitaming C. Susidarius tokiam solvataciniam apvalkalui,
apsunkinamos vitamino C elektroninés donorinés savybés — pirmasis reakcijos etapas pagal
Davis Lamson 2010 modelj tampa draustinas.c) papildomo Mg2+ jono jsiterpimas j vitamino
C ir K3 kompleksg in aqua terpéje salygoja labai efektyvaus tiltelio tarpmolekulinei elektrono
pernasai susiformavima — tokiu btidu pirmasis reakcijos etapas pagal Davis Lamson 2010
modelj tampa pilnai leistas ir labai efektyvus.

Fluorescuojanc¢io Amplex red daZzo pagalba atlieckant in vitro experimentus, nustatytas
efektyvus vandenilio peroksido HOOH generacijos kanalas: vitaminy C ir K3 miSinio
sugeneruotas HOOH kiekis yra gerokai didesnis nei vitamino C atskirai. Neefektyvaus HOOH
generacijos kanalo atveju, kai HOOH generuoja tik vitaminas C, yra stebima HOOH kiekio
dinamika, iStesta laike (iki 30 min.) su koncentraciniu jsisotinimu.

Nustatyta, kad vitaminy C ir K3 in aqua citotoksinis poveikis In vivo pelés karcinomos lasteliy
linijai MH-22A buvo stebétas ir atskirai paveikus vitaminu C, ir vitaminu K3, ir vitaminy C ir
K3 misiniu. Efektyviausias poveikis — paveikus mi$iniu (100:1), iSgyvenamumas maziausias

(<10 %, kai vitamino C koncentracija 0.5 mM).
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Mantvydas Pasakinskas

Sinergetic mechanism of the citotoxicity of vitamins C and K3: in silico, in vitro, in vivo

Master thesis

SUMMARY

The simulations of geometry of structures using in-silico methods and the evaluation of energy
parameters show that: a) Fe2 + ion in agua binds two vitamin C molecules through carbonyl oxygen
atoms. Such binding (weak electronic and coordination connections) is enough to prevent vitamin
C from entering the initial phase when generation of hydrogen peroxide starts form initial reactions
according to the Davis Lamson 2010 model. b) the presence of molecular oxygen and molecular
nitrogen in addition to the vitamin C and K3 complex in aqua creates the first solvation shell for
vitamin C. This shell essentially complicates the electronic donor properties of vitamin C - the first
reaction step according to the Davis Lamson 2010 model becomes prohibited. c) replacing of
additional Mg2 + ion in the in aqua complex between the vitamins C and K3 results the formation
of a highly efficient bridge for following intermolecular electron transport, thus making the first
reaction phase, according to the Davis Lamson 2010 model, fully operational and highly effective.
By running the the in vitro experiments in order to establish the effective hydrogen peroxide HOOH
generation channel by means of fluorescent Aplex red dye, it was concluded that the amount of
HOOH generated by the vitamin C and K3 mixture is significantly higher than vitamin C alone. In
the case of the ineffective HOOH generation channel, when HOOH generates the vitamin C only,
the dynamics of HOOH was observed, expanding in time (up to 30 min) with concentration
saturation.

It has been shown that cytotoxic effects of vitamin C and K3 mixture in aqua have been observed
in vivo for mouse carcinoma cell line MH-22A. The general effect is the lowest survival (<10%
when the concentration of vitamin C is 0.5 mM) after the mixture (100: 1).
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