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[VADAS

Vienas esminiy gyvybés bruozy — gebéjimas prisitaikyti prie kintan¢iy aplinkos salygu.
D¢l aplinkos poveikio kinta tiek prokariotiniai, tiek vienalasCiai ir daugialasCiai eukariotiniai
organizmai, todél nenuostabu, kad tam tikri gyvy lasteliy pasitelkiami atsako i aplinka ar poveiki
budai yra universaliis. Vienas tokiu universaliy su atsaku i aplinka susijusiu reiSkiniy yra
signaliniy molekuliy ir signalo perdavimo keliy egzistavimas jvairiausiose gyvybés formose,
nuo bakterijy iki Zinduoliy lasteliy. Signalo perdavimo sistemos elementus pagal ju atlieckama
funkcija signalo perdavimo kelyje galima suskirstyti i aplinkos arba poveikio jutiklius,
tarpininkus, signalo transduktorius ir efektorius, kuriy funkcija daznai atlieka ivairQs
transkripcijos veiksniai, aktyvinantys atsako | poveikj sistemas (1 pav.) (Niida and Nakanishi,
2006). Vienokia funkcija signaliniame kelyje atliekancios molekulés nebiitinai yra vienodos
biocheminés prigimties ir vienodos lokalizacijos lasteléje, todél pagal atlieckama funkcija
suskirstytos signalinés molekulés gali buti klasifikuojamos ir pagal ju lokalizacija (pvz.
transmembraniniai receptoriai (Hendrickson, 2005)) ir biocheming prigimt;.

Lasteliy atsako i aplinkos poveiki tyrimai ir vertinimas yra svarbiis ne tik siekiant geriau
suprasti gyvy sistemy prisitaikymo prie aplinkos principus, bet taip pat ir siekiant tobulinti
biotechnologinius procesus, kuriant prieSmikrobinius ar kitus klinikinius preparatus, naujus
[vairiy patologijy gydymo biidus ir strategijas.

Konkrecios lastelés reakcija 1 aplinka ne visuomet lengva jvertinti, stebint daugialasti
organizma, bet tai nereiskia, kad atskiry daugialas¢io organizmo lasteliy atsako i aplinka tyrimai
yra nesvarbis. PrieSingai, konkre¢iy daugialascio organizmo lasteliy atsako tyrimai ir vertinimas
yra netgi svarbesnis, nes reikia jvertinti butent analizuojamy lasteliu (pvz. naviko lasteliy)
atsaka, o skirtingy daugialasc¢io organizmo lasteliy atsakas dazniausiai skiriasi.

Signalo perdavimo sistemos elementai kinta signalo perdavimo metu, todé¢l, analizuojant
signalo perdavimo keliy elementus — signalines molekules, galima jvertinti ar lastelé ,,pajuto*
aplinkos poveiki, ar aktyvintos atsako i poveiki sistemos. Taigi signalo perdavimo elementy

analiz¢ gali biiti naudojama kaip lastelés atsako | poveiki vertinimo jrankis.
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1 pav. Signalo perdavimo lasteléje schema (pagal Niida and Nakanishi, 2006)

Zinduoliy lastelése nustatyta daugiau nei 3000 baltymy — signaliniy keliy komponentu,
kuriais valdoma lasteliy proliferacija, diferenciacija, migravimas, iSlikimas ar zatis. Tokia
signaliniy baltymu gausa ir daznas signalo perdavimo elementy gebéjimas saveikauti su daugiau
nei vienu sekanciu signaliniame kelyje esanciu ar ji itakojanciu (prie$ ji signaliniame kelyje

Iki pogenominés eros, kol nebuvo sukurti visuminiy (angl. global) tyrimy metodai,
tyréjai galéjo vertinti tik pavieniy lastelés sistemy funkcionavima. Siame laikotarpyje, pasitelkus
atskiry geny aktyvinimo-slopinimo metodus, buvo nustatytos atskiry signaliniy baltymy ar
atsako sistemy baltymu funkcijos, atskleidusios ne tik Iasteliy prisitaikymo prie aplinkos sistemy
Ivairove, bet taip pat iy sistemy, persipynusiy signaliniais keliais, tarpusavio rysius.

Atsizvelgiant 1 funkcionuojan¢iuy gyvybés prisitaikymo prie aplinkos sistemy jvairove ir
ju tarpusavio rySius, lastelés atsako 1 aplinkos poveiki vertinimas tampa labai kompleksiniu
uzdaviniu, todél signaliniy keliy tyrimai, padedantys atskleisti skirtingy lastelés sistemy rySius ir
biisenas, igauna nauja sistemy biologijos irankio prasme.

Sios apzvalgos ir apzvelgiamy darby tikslas — apibendrinant tyrinéty skirtingy signaliniy
keliy funkcionavima, skirtingy modeliniy sistemy lasteléms reaguojant | aplinka,
pademonstruoti signaliniy keliy ir signalo perdavimo elementy tyrimy kaip irankio vertinant
lasteliy atsaka i poveiki svarba ir atkreipti démesj | visuminiy tyrimu (angl. global) svarba,

siekiant geriau jvertinti lasteliy reakcija | poveiki.

Sioje apzvalgoje nagrinéjama:

1. Eukarioty signaliniy keliy komponentai — Ras Seimos baltymy funkcijos mejozéje;
2. Prokarioty signaliniy keliy komponentai — bakteriju atsako i riigStini aplinkos stresa
sistema;



3. Sutrikusiy funkcijy (véZiniy) lasteliy atsakas i taikoma terapija — signaliniy elementy
atsako 1 terapija vertinimui paieska;
4. Signaliniy keliy komponenty tyrimai pogenominéje eroje — kokybiskai naujas tyrimy

etapas.

1. Eukarioty signaliniy keliy komponenty — Ras Seimos baltymy funkcijos mejozéje

Ras Seimos baltymai yra vienas universaliy signalo i§ aplinkos perdavéjy (angl.
transducers) i lastelg pavyzdys. Dalyvaudami daugelyje signaliniy keliy, Ras Seimos baltymai
valdo daugeli biologiniu vyksmy, todél nenuostabu, kad Ras baltymy funkcijos signaliniuose
keliuose yra labiausiai tyrinéjamas Ras baltymy aspektas (Raaijmakers and Bos, 2008).

Periodinis lasteliy dalijimasis (dalijimosi ciklas) ne tik priklauso nuo aplinkos
veiksniy, bet taip pat itakoja lastelés atsaka i aplinkos poveiki, nes Iastelés, esancios skirtingose
dalijimosi fazése, skirtingai reaguoja i aplinkos veiksnius (Suziedélis ir kt., 2008). Lasteliu
dalijimuisi tirti naudoti jvairiausi tyrimo modeliai. Vienas ju — Afrikos naguotosios varlés
(Xenopus laevis) ovocitai, daznai naudojami lastelés dalijimosi ciklo tyrimuose (Olive et al.,
2003, Vargas et al., 2004). Vilniaus universitete, bendradarbiaudami su Paryziaus P. ir M. Kiuri
universiteto vystymosi biologijos skyriaus mokslininkais, sukiiréme infrastruktiira, reikalinga
tokiems tyrimams.

X. laevis ovocitas kaip tyrimo objektas tyréjus domina neatsitiktinai — tai labai didelé
lastelé (jos diametras ~ 1,2 mm), tod¢él mikromanipuliacijos su ja (mikroinjekcija, branduolio
iSskyrimas) yra palyginti nesudétingos. X. laevis ovocitai lengvai i§imami i§ gyviiny pateliy
chirurginiu biidu. Ovocity dalijimosi ciklas natiiraliai sustojgs pirmojo mejozinio dalijimosi
profazéje, o tolesnis dalijimasis neprasideda tol, kol lastelés nepaveikiamos iSoriniu
induktoriumi — progesteronu. Dar viena molekulinés biologijos tyréjams svarbi X. laevis ovocity
savybé — gebéjimas iSlaikyti natyvias baltymy struktiiras ivairiausiy stresu metu, kai padidé¢ja
baltymy denatiiracijos tikimybé (Suziedéliené et al.,2000). Taigi X. laevis ovocitai — nattraliai
sinchronizuotos lastelés, pasiruoSusios priimti iSorini signalg ir gamtiniu budu 1 ji reaguoti net ir
tada, kai eksperimento salygos gerokai skiriasi nuo gamtiniy — t.y., jas patogu naudoti signalo
perdavimo i lastelés vidy tyrimams.

Pirmieji Ras baltymy funkciju X. laevis ovocituose tyrimai pradéti 1988 m.
Pademonstruota, kad onkogeninis H-Ras baltymas sukelia mejozini brendima ir gali buti
progesterono indukuojamo signalo perdavimo kelio dalimi (Allende et al., 1988). Tam, kad

signalinio kelio elementus biity galima naudoti lastelés atsako i iSorini stimula (poveiki)
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vertinimui, bitina nustatyti gamtinius signalinio kelio i stimula elementus ir susieti, kokios
signalinés molekulés buidingos Iastelei vienokios ar kitokios reakcijos metu (biitina nustatyti,
kokie ir kokiy signaliniy molekuliy pokyciai apsprendzia viena ar kita lastelés atsaka).

Ras didSeimés baltymai — mazi 20 — 40 kDa monomeriniai baltymai. Jie dar vadinami
mazais G baltymais, nes prijungia ir skaldo guanino nukleotidus — yra GTP hidrolazés
(Donovan et al., 2002), valdancios lastelés augima, proliferacija, diferencijacija, baltymuy
biosintezg, membranini transporta, branduolio susidaryma, lastelés griauciy aktino
funkcionavima, apoptoze, (Mittin et al., 2005; Carnoub and Weinberg, 2008). Sie baltymai
aptinkami visose eukarioty lastelése ir yra labai konservatyvis. Klonave X. laevis H-Ras
baltymo gena ir palyging su Zmogaus H-Ras, nustatéme 98% aminoriigi¢iy homologija
(Valuckaité ir kt., 2004a). Daugelis Ras baltymy dalyvauja signaliniame kelyje, kuris per
transmembraninj receptoriy sujungia uzlastelinius signalus su citozolio ar branduolio taikiniais
(Mittin et al., 2005). Nustatyta daugiau nei 150 mazy G baltymy nuo pirmuoniy iki zmogaus.
Siuo metu Zinomi 6 didSeimés poseimiai: Ras, Rab, ARF, Ran, Rho ir Rad/Gen/Kir
(Aspenstrom, 2004).

Ras baltymy tyrimai pradéti 1964 m., D. Harvéjui (Jenifer Harvey) aptikus ziurkiy
sarkomos virusa, gebant] uzkrésti kitus grauzikus ir sukelti juose sarkoma (Malumbres and
Barbacid, 2003). Siuo metu Ras baltymy $eima turi daugiau nei 30 nariy (Rodrigues-Viciana et
al., 2004).

Ras baltymy saveika su tolesniais signalinio kelio komponentais (efektoriais) valdo kiti
baltymai, uztikrinantys pusiausvyra tarp GTP (saveikaujanti su kitais baltymais Ras forma) ir
GDP (nesaveikaujanti su kitais baltymais Ras forma) suriSusios Ras formos. [prasta, kad GTP
suriSusi Ras forma dél gebéjimo saveikauti su kitais baltymais laikoma aktyvia, o GDP suriSusi
Ras forma — neaktyvia (Downward, 2003), bet tai néra visiSkai tikslus Ras baltymy biiseny
apibiidinimas. Ras baltymai nuolat turi GTPazinj aktyvuma ir dé¢l Sio aktyvumo nuolat virsta
GDP suriSusia forma. Tokios formos baltymai saveikauja su guanino nukleotida kei¢ianciu
veiksniu GEF ir virsta GTP formos baltymu (2 pav.). Taigi Ras baltymai nuolat keicia savo
forma lastel¢je ir todél yra nuolat (nepriklausomai nuo suristo guanino nukleotido formos)
funkcionalis lastel¢je. GTPazg aktyvinantis baltymas GAP reikSmingai pagreitina Ras geb¢jima
hidrolizuoti GTP (Paduch et al., 2001), tuo tarpu GEF baltymas padeda Ras baltymams pakeisti
surista nukleotida nauju (dazniausiai GTP) nukleotidu (Downward, 2003).

Prijunge GTP, Ras baltymai gali saveikauti su skirtingais efektoriais. Vis daug¢ja
ziniy, liudijanciy, kad skirtingos Ras baltymy izoformos turi savo efektorius, nes priklausomai

nuo iSorinio signalo prigimties, Ras baltymy aktyvinimas gali indukuoti skirtingus signalo



perdavimo kelius (Macaluso et al., 2002). Be to, nustatyta, kad ir patys efektoriai gali biiti keliy
izoformy, kurios su jvairiais Ras baltymais jungiasi skirtingai (Rodrigues-Viciana et al., 2004).
Ras GTPazés kaip potencialiis progesterono aktyvinamo signalinio kelio, sukelian¢io
X. laevis ovocity dalijimasi, kandidatai tebéra svarbas tyrimy objektai (Jessus et al., 1998).
Onkogeniniai Ras baltymy mutantai yra nejautriis GAP baltymams, jie nuolat saveikauja su
efektoriais (McFarlin et al., 2003). Tokiy baltymy mikroinjekcijos i ovocitus sukelia ovocity
brendima ir branduolio apvalkalélio suirima — GVBD (angl. germinal vehicle breakdown),
taCiau pastarasis vyksta 1éciau, nei tuo atveju, kai indukuojamas progesteronu. Manoma, kad
Ras sukeliamas brendima skatinan¢io veiksnio MPF (angl. M phase promoting factor, 3 pav.)

aktyvinimas pasiekiamas lastel¢je Raf/MEK/MAPK signaliniu keliu (3 pav.).
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2 pav. Ras baltymy ciklas lasteléje(pagal Shubbert et al., 2007)

Iki Siol ovocity modelingje sistemoje dazniausiai buvo naudojami onkogeniniai
zmogaus Ras baltymai. Lyginant Ras Seimos baltymy aminoriigs¢iy sekas pastebéta, kad
pagrindiniai skirtumai yra C-galinéje baltymy srityje (Shubbert et al., 2007). Si hipervariabili
HVR (angl. hypervariable region) sritis laikoma svarbia baltymy saveikai su membrana ir gali
turéti jtakos baltymy lokalizacijai lastel¢je. Skirtumai HVR srityje kélé abejoniy, ar X. laevis
sistemoje naudojami egzogeniniai zmogaus Ras baltymai ovocituose lokalizuojasi teisingai ir

lemia fiziologinius efektus (Valuckaité et al., 2004a). Norédami isitikinti, ar Ras i§ tikryju



sukelia MPF aktyvinima minétuoju signaliniu keliu, tyrimams pasirinkome endogeninius X.
laevis baltymus.

Klonavg X. laevis H-Ras (toliau — Xe H-Ras) gena, nustatéme, kad Xe H-Ras ir
zmogaus H-Ras baltymy aminoriigi¢iy homologija siekia 98% (Valuckaité¢ et al., 2004a).
Laboratorijoje sukonstrave, o veliau iSgryning onkogenini Xe H-RasV12 baltyma (nuolat aktyvi
Ras baltymo forma), mikroinjekciju ekperimentuose su ovocitais parodéme, kad baltymas
aktyvino nuo mitogeno aktyvinamo baltymo (MAP) priklausoma kinaz¢ (MAPK) per Mos
sintez¢ ir per antrini aktyvintoja, kuriuo gali biuiti baltymas Raf. Nustatéme, kad GVBD
indukcija ovocituose priklauso nuo injekuoto mutantinio Xe H-RasV12 koncentracijos ir kad
baltymas, turintis dviguba mutacija (Xe H-RasV12/S186), dél kurios praranda gebéjima
saveikauti su plazmine membrana, neindukuoja dalijimosi. Tai liudijo, kad onkogeninis H-Ras
baltymas gali indukuoti MAPK ir MPF tuo paciu keliu, kaip ir progesteronas (Dupre, Suziedélis
et al., 2002).

Xe H-Ras baltymo aktyvumas priklauso nuo palmitoilinimo. D¢l Sios modifikacijos
Ras baltymas pritvirtinamas prie plazminés membranos (6 pav. a). Taip pat nustatéme, kad MPF
aktyvinimas, kurj sukélé Xe H-RasV12, tik i§ dalies priklaus¢ nuo ciklinio AMP (cAMP) ir
baltymuy sintezés, t.y., prieSingai nei indukuojant progesteronu, kai baltymy sintezé yra biitina
(3 pav. b-c). Xe H-RasV12 i§ dalies indukavo MAPK ir Ribosomos S6 baltymo kinazés (RSK)
esant cAMP arba kai baltymy sintezé¢ buvo nuslopinta slopikliu cikloheksimidu. Tai liudijo, kad
egzistuoja alternatyvus MAPK aktyvinimo kelias, o visiSkas MAPK aktyvumas pasiekiamas
vykstant baltymy (pvz. Mos) sintezei ovocituose (Dupre, Suziedélis et al., 2002; 3 pav. b-c).
Taip pat buvo nustatyta, kad Xe H-RasV12 injekcijomis MPF aktyvinimas pasiekimas ne
vieninteliu keliu, tarp kuriy egzistuoja saveika. Per Mos sintezg arba nesant baltymy sintezés per
Raf kinaz¢ pasiekiamas MAPK aktyvinimas baigiasi MPF aktyvinimu, o alternatyviu keliu
pasiekiamas (slopinus MEK) MPF aktyvinimas per Mos sintez¢ aktyvina MAPK (Dupre,
Suziedélis et al., 2002; 3 pav.). Taigi, nors eksperimentinémis salygomis jmanoma atskirti Siuos
kelius (slopinus baltymy sintezg, ar MAPK aktyvinima, naudojant MEK slopiklius) ir pasiekti
MPF aktyvuma ir mejozini dalijimasi be MAPK aktyvinimo, fiziologinémis salygomis MAPK
aktyvinimas visada baigiasi ir MPF aktyvinimu ir mejoziniu ovocity dalijimusi. Taigi MAPK ir
MPF galéty buti signalinés molekulés, atspindin€ios ovocity pasirengima mejoziniam
dalijimuisi.

Tyrimams panaudoj¢ mutantinius Xe H-RasV12S35, Xe H-RasV12G37 ir Xe H-
RasV12C40 baltymus, kurie atrankiai aktyvina atitinkamai Raf/MAPK, RalGDS ir PI3K
signalinius kelius (White et al., 1995), parodéme, kad Xe H-Ras sukelia ovocity brendimg ir



MPF aktyvinima per nauja taikinj, labiausiai tikétina — kinazg PI3K (4 pav. a-c). Skirtingy Ras
baltymy mutanty saveika su efektoriumi in vitro (4 pav. c) atskleidé, kad elektoriniy mutanty
saveika gali biiti ne tokia specifiska, taigi atlikus papildomus RalGDS ir PI3K slopinimo
eksperimentus buvo parodyta, kad ovocituose Xe H-RasV12G37 mutantinis baltymas
saveikauja su PI3K. Visy zinomy Ras signaliniy keliy — Raf/MAPK, RalGDS ir PI3K
slopinimas nejtakojo progesteronu sukelto brendimo. tod¢l tikétina, kad H-Ras baltymas néra
bitinas fiziologinio induktoriaus (progesterono) sukeltam mejoziniam ovocity brendimui, nors

jo vaidmens Siame procese ir neatmetame (Gaffre et al., 20006).
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3 pav. Signaliniy Kkeliy aktyvinimo progesteronu ir Ras dalyvavimo jame X. laevis ovocituose modelis. a) —
MPF aktyvinimo signaliniai keliai. Punktyrine linija pazyméti alternatyvis keliai, kuriais Ras aktyvina signalines
molekules; b — Ras signalinio kelio komponenty — ciklino B2, Mos, p42M*™ aktyvinimas X. laevis profazés (Pro)
ovocituose. VI stadijos ovocitai inkubuoti tirpale su baltymy sintezés slopikliu cikloheksimidu (CHX) arba 3-
izobutil-1 metilksantinu (IBMX). Dar po 1 val. { terpg pripilta progesterono (Pg) arba injekuota RasV12
mutantinio baltymo. Po 18 val. ovocitai homogenizuoti, ekstrakty baltymai tirti PAGE ir imunofermentine analize
naudojant antikiinus prie$ cikling B2, Mos, P-MAPK (pp42™**%) baltymus; ¢ — ribosomos S6 baltymo kinazés
(RSK) aktyvumas ovocituose, veiktuose progesteronu arba injekavus mutantini RasV12 baltyma. Ovocitai
inkubuoti tirpale su CHX arba IBMX. Po 1 val. pripilta progesterono arba injekuota RasV12 mutantinio baltymo.
Po 18 val. ovocitai homogenizuoti, baltymy ekstraktuose nustatytas RSK kinazés aktyvumas (pagal Ferby, 1999;
Dupre, Suziedélis et al., 2002)



Letalus toksinas (LT) i$ bakterijos Clostridium sordellii yra gliukoziltransferazé, kuri
gliukozilina ir tokiu biidu slopina Ras Seimos baltymus: Ras, Rap ir Rac (Just et al., 1996). LT
yra pirmasis nustatytas baltymas, iSaktyvinantis Ras baltymus (Just et al., 1996). Parodéme, kad
LT injekcija 1 ovocitus aktyvina MPF kinazg, lemia branduolio apvalkalélio suirima ir
indukuoja ovocity mejozini dalijimasi. Taigi LT veikia panasSiai kaip ir progesteronas, kai yra
injekuojamas i visiskai uzaugusius (VI stadijos) X. laevis ovocitus (Rime et al., 1998).

LT sukelta ovocity mejozini dalijimasi galima blokuoti padidinus cAMP ir baltymy
sintezes slopikliy lygi. Tai irodo, kad LT Siuo atveju veikia kaip progesteronas (Rime et al.,
1998). Eksperimentiskai parodéme, kad ovocity ekstraktuose LT katalizuoja gliukozés
prijungima prie keliy 23 kDa baltymy ir prie vieno 27kDa baltymo (Rime et al., 1998).
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4 pav. Potencialiy signaliniy keliy, kuriuose dalyvauja skirtingi Ras efektoriai (Raf, RalGEF, PI3K) tyrimas.
a-b) — Ras signaliniy keliy elementy tyrimas X. laevis (Pro) ovocituose. Ovocitai inkubuoti terpéje su progesteronu
(Pg) arba i juos injekuoti mutantiniai RasV12, RasV12G37, RasV12S35, RasV12C40 rekombinantiniai baltymai.
Ovocitai homogenizuoti ivykus branduolio apvalkalélio suirimui — GVBD (,,+*) arba po 12 val, jeigu GVBD
nevyko (,,—).Ekstrakty baltymai tirti PAGE ir imunofermentine analize naudojant antiktinus pries cikling B2, Mos,
P-Tyr-Cdc2 baltymus (a) ir P-MAPK (b). H1 kinazés aktyvumas (b) nustatytas pagal [y-32P]ATP jjungima i
histong H1; ¢ — mutantiniy RasV12, RasV12G37, RasV12S35, RasV12C40 rekombinantiniy baltymy saveika su
Raf efektoriumi in vitro. Ras baltymai sumaiSyti su RafRBD-GST baltymu, inkubuota 1 val. Toliau baltymai 2-3
val inkubuoti su glutationo sefarozés dalelémis, praplauta buferiu. Su dalelémis susiri$¢ baltymai analizuoti PAGE
ir imunofermentine analize, naudojant antikiinus prie$ Ras baltymus (pagal Gaffre et al., 2006).

23 kDa baltymai buvo nustatyti naudojant antikiinus prie$ Rapl ir Rap2 baltymus, tuo tarpu 27
kDa baltymas nustatytas naudojant keleta antiktiny prie§ Ras baltymus (Rime et al., 1998). LT

mikroinjekcijos 1 ovocitus kartu su radioaktyvia zymg turinciu fermento substratu (UDP-[14C]



gliukoz¢) veiké panasiai kaip ir gliukozilinimas in vitro: ovocite in vivo gliukozilinimo taikiniais
buvo 23 ir 27 kDa baltymai. Kinetiniais tyrimais in vivo nustatyta, kad 27 kDa baltymo
gliukozilinimas pasibaigé po 2 valandy, kaip tik prie§ MPF kinazés aktyvinima, o 23 kDa
baltymai buvo i§ dalies gliukozilinami GVBD metu (Rime et al., 1998). Taigi auk$¢iau aptarti
tyrimai parodé, kad 27 kDa Ras baltymas gali buti LT taikiniu in vivo, taip sudarant salygas
aktyvinti MPF kinazg¢. [domu, kad Ras baltymy iSaktyvinimas netrukdé c-Rafl fosforilinimui ir
tolesniam MAP kinazes aktyvinimui, kuris vyksta ~ tuo paciu metu kaip ir GVBD (Rime et al.,
1998).

AukscCiau aptarti ekperimenty rezultatai buvo labai netikéti, nes iki tol manyta, kad
paveikus ovocitus progesteronu, signalo perdavimo kelyje gali dalyvauti Ras baltymas (3 pav.,
schema). LT injekcija i ovocitus parodé, kad Ras Seimos baltymo iSaktyvinimas, o ne aktyvus
baltymas indukuoja mejozini brendima. Taigi Xenopus ovocituose tarp Ras Seimos baltymuy
galime tikétis nustatyti dalijimosi slopikliy, kuriuos iSaktyvina LT ir tokiu biidu indukuoja
mejozini ovocity dalijimasi. Tokia hipotezé yra drasi, taciau atsiZvelgiant i Ras Seimos nariy
funkcijy diversiSkuma, galima.

Tarp X. laevis Ras baltymy licka dar vienas kandidatas, galintis buti fiziologinio
progesterono kelio komponentu — K-Ras baltymas. Susintetinto ir iSgryninto Xe K-Ras
L61/S183 baltymo, negalincio saveikauti su membrana, injekcijos | ovocitus slopino
progesteronu sukeliama brendima (Valuckaite¢ et al., 2004b). Toks baltymas pasizymi
interferuojanc¢iomis su kitais endogeniniais Ras baltymais savybémis ir net mejozini dalijimasi
sukelian¢iy mutantiniy H-Ras baltymy injekcija negali atstatyti MPF aktyvinimo. Sia K-Ras
baltymo funkcija biity galima paaiskinti K-Ras ir atrankaus efektoriaus, svarbaus ir progesteronu
indukuojamam ovocity dalijimuisi, saveika. Atsizvelgiant { tai, kad gamtinio Xe K-Ras ar GTP
formos mutantinio baltymo Xe K-Ras L61 injekcija i ovocitus nesukélé GVBD ovocituose,
galima teigti, kad Xe K-Ras baltymo funkcija ovocituose yra ne aktyvinti, o biitent slopinti
mejozini dalijimasi.

Efektoriaus, atrankiai saveikaujancio su K-Ras baltymu, egzistavimas pademonstruotas
1 ovocitus mikroinjekavus His inkara turintj rekombinantini K-Ras baltyma ir véliau §i baltyma,
po saveikos su efektoriumi iSgryninus, pasinaudojus atrankia His inkaro saveika (5 pav. b,

paZyméta rodykle).
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5 pav. K-Ras baltymo vaidmens Xenopus laevis ovocity mejoziniame brendime modelis (a) ir baltymuy,
atrankiai saveikaujanciy su Ras paieska (b). Pg — progesteronas, GVBD —branduolio apvalkalélio suirimas, LT
— letalus toksinas i§ C. sordellii, X — hipotetinis efektorius. 1-2 takeliai — H-Ras L61S186 Hise (1) ir K-Ras
L61S183-Hisg (2) rekombinantiniais baltymais injekuoty ovocity ekstrakty baltymai, susirie su Ni*" agarozés
dalelémis; 3 takelis — baltymu molekulinés masés Zymenys. [ VI stadijos ovocitus injekuota po 1-10 ng baltymo.
Pra¢jus 4 val. po injekcijos, ovocitai homogenizuoti, baltymy ekstraktai sumaisyti su Ni*" agarozés dalelémis,
inkubuota 1 val. Nesuristi baltymai nuo agarozés daleliy nuplauti buferiu, turinc¢iu 50 mM imidazolo. Su dalelémis
susiriS¢ baltymai nuplauti buferiu, turinéiu 100 mM imidazolo. Nuo daleliy nuplauti baltymai analizuoti
elektroforeze 10% NDS-PAG.

Tolimesni Sio efektoriaus tyrimai ne tik praplés miisy zinias apie Ras baltymy
biologija, bet taip pat leis sitilyti atrankius jvairiy Ras baltymy slopinimo/aktyvinimo btidus, kas
savo ruoztu biity svarbu jvairiy patologiju gydymui.

Atlikus mikroinjekciju 1 ovocitus eksperimentus su jvairiy mutantiniy Ras baltymy
formomis, remiantis gautais rezultatais, sukiiréme modeli, paaiskinanti K-Ras baltymy vieta
progesterono sukeltame mejoziniame Xenopus ovocity brendime (5 pav. a). X. laevis ovocitai
yra sustoj¢ mejozinio ciklo profazéje I ir nebepratesia dalijimosi ciklo, kol néra iSorinio stimulo
— progesterono. Jei ovocituose per profaz¢ susidaro nedidelis kiekis efektoriy, galin¢iy indukuoti
mejozini brendima, nors poveikio progesteronu dar néra, efektoriai turi buti pasSalinti. K-Ras
baltymai, saveikaudami su $iais efektoriais, juos pasalina uztikrindami, kad ovocitai nebepratgs
dalijimosi ciklo be progesterono. D¢l progesteronu indukuoto signalo K-Ras baltymai arba
iSaktyvinami, arba ju kiekis tampa nepakankamu suristi efektoriui, todél indukuojamas
mejozinis brendimas. Tai paaiskinty ankstesnius miisy eksperimentus su LT ir antiktinais. LT,
kuris slopina Ras baltymy saveika su efektoriais, blokavo K-Ras baltymy saveika su Siuo
efektoriumi. Taigi laisvas efektorius ir indukavo ovocity mejozini brendima. K-Ras L61/S183
mutantinis baltymas, kaip ir endogeninis K-Ras baltymas, prijungia efektorius, taigi jis

neslopina $ios endogeninio baltymo funkcijos, bet kaip ir endogeninis baltymas, paSalina
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efektoriy i§ progesterono signalinio kelio, taip slopindamas ovocity dalijimasi (5 pav. a), ka
parodéme eksperimentiskai.

K-Ras funkciju Xenopus laevis ovocity mejoziniame dalijimesi tyrimai paliudijo,
kokios netikétos gali biiti signalo perdavimo elementy funkcijos, kai placiai zinomi dalijimosi
aktyvintojai — onkogeniniai Ras baltymai gali virsti dalijimosi slopintojais.

Ras baltymo funkcijy mejoziniame brendime tyrimai atskleidé signalines molekules,
kuriy nustatymas leisty tvirtinti, kad lastel¢je mejozinis dalijimasis ivyks. Tos molekulés yra
Mos, MAPK ir MPF. Mos baltymo sintezé yra bitina ir pakankama salyga mejoziniam X. laevis
ovocity dalijimuisi. Taigi vien Mos baltymo nustatymas leisty tvirtinti apie lastelés pasidalijima
mejozes budu. Vis délto, kol néra tiksliai suprasta kaip Mos aktyvina MAPK. Mos pasirinkimas
signaline molekule, atspindincia dalijimasi, biity neatsargus. Kity Siam tikslui naudotiny
molekuliu MAPK ir MPF nustatymo savaime nepakanka, nes reikéty ivertinti $iy molekuliy
aktyvinima (fosforilinimo laipsni). Aktyvinimui vertinti patogus pasirinkimas — MAPK, nes
naudojant antikiinus prieS MAPK, biity galima jvertinti, kokia MAPK dalis aktyvinta
(forforilinta), o kokia — ne. Taigi X. laevis ovocity progesteronu sukeltame mejoziniame
brendime dalyvaujancias signalines molekules galima naudoti blisimo mejozinio dalijimosi
patvirtinimui — signalinio kelio elementus galima naudoti iSorinio stimulo (progesterono)
poveikio jvertinimui.

Pastebéjimai, kad skirtingy Ras baltymy mutacijos nustatomos skirtingy lokalizacijy
piktybiniy naviky lastelése (Karnoub and Weinberg, 2008, apibendrinta Suziedélis ir kt., 2008)
skatina ieSkoti biidy, kuriais biity galima slopinti individualiy Ras baltymy funkcijas. Faktas,
kad mejozés slopinimo funkcija gali atlikti butent K-Ras baltymas ir biitent K-Ras baltymo
potransliacinés modifikacijos ir lokalizacijos prie plazminés membranos unikalumas (6 pav. a)
(Rajalingam et al. 2007) leidzia tikeétis, kad individualiy Ras baltymy slopinimo budai bus
surasti.

Norédami ivertinti kokj vaidmeni Ras baltymy lokalizacijai ir funkcijoms apsprendzia
skirtingos baltymy sritys, sukonstravome hibridinius Ras baltymus, kuriuose C-galinés baltymy
dalys i§ H-Ras ir K-Ras baltymy buvo sukeistos vietomis (6 pav., c¢). Injekave hibridinius
baltymus  X. laevis ovocitus, nustatéme, kad K-Ras-H baltymas jgijo H-Ras baltymo savybes (6
pav., b), bet H-Ras-K baltymas tik dalinai jgijo K-Ras baltymo funkcijas (Sis hibridinis baltymas
i§ dalies aktyvino MAPK, 6 pav., b). Taigi C-galin¢ baltymo sritis vaidina labai svarby vaidmenj
Ras baltymy funkcijos, bet efektoriné baltymo sritis taip pat apsprendzia baltymo funkcijas.
Tesdami Ras baltymy funkcijy mejozéje tyrimus, toliau vykdome K-Ras baltymu slopinimo

paieSka — K-Ras saveikos su plazmine membrana modifikacijas.
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6 pav. Ras baltymy potransliacinés modifikacijos ir lokalizacijos prie plazminés membranos skirtumai. a) —
schema, iliustruojanti Ras baltymuy potransliacines modifikacijas ir lokalizacija lasteléje. PFT-azé — baltymu
farneziltransferazé, Rce 1 — Ras konvertuojantis fermentas 1, ICMT — izoprenilcisteino karboksimetiltransferazeé
(pagal Rajalingam et al. 2007); b) - Ras signaliniy keliy elementy tyrimas X. laevis ovocituose injekavus
mutantinius RasHL61, RasKL61 ir hibridinius RasKL61-H, RasHL61-K baltymus. Po injekcijos ovocitai
inkubuoti terpéje su progesteronu (Pg). Ovocitai homogenizuoti ivykus GVBD arba po 12 val, jeigu GVBD
nevyko. Ekstrakty baltymai tirti PAGE ir imunofermentine analize naudojant antikiinus pries cikling B2 ir MAPK;
¢) — hibridiniy RasHL61-K ir RasKL61-H baltymy konstravimas. C-galinés H-Ras ir K-Rs baltymy sekos,
sukeistos tarpusavyje, parodytos vienaraidziais simboliais.

2. Prokarioty signaliniy keliy komponentai — bakterijy atsako j rugStinj aplinkos stresa
sistema

Prie§ pradédami eukariotiniy lasteliy signaliniuose keliuose dalyvaujan¢iy komponenty
tyrimus, iki tol keleta mety tyréme prokariotiniy organizmuy adaptaciniy atsakuy molekulines
sistemas. Gauti rezultatai leidzia teigti, kad molekulinés sistemos, dalyvaujancios prokariotinés
lasteles atsake 1 konkrety aplinkos signala, gali biiti pakankamai sudétingos.

Bakterijos yra vieni gausiausiy organizmy biosferoje, egzistuojantys joje milijardus mety.
Iki misy dieny islikti nuolat besikei€iancios aplinkos salygomis sugeb¢jo tie mikroorganizmai,
kurie evoliucinés raidos metu igijo auksc¢iausia adaptacijos kintancioje aplinkoje potenciala.
Neabejotinai mikroorganizmams adaptuotis prie daugybés aplinkos pokyc¢iy labai svarbiis yra
aplinkos jutikliai ir greita vidulastelini atsaka uztikrinancios sistemos. Taigi mikroorganizmy
adaptacijos kintancioje aplinkoje sistemos yra puikus signaliniy elementy tyrimo modelis.

Nustacius, kokiy signaliniy molekuliy egzistavimas bakterijy lastelése susijes su vienokiu
ar kitokiu bakterijy atsparumu riigSc¢iai aplinkai, buty galima sukurti veiksmingesnes infekciju
kontrolés strategijas, taigi tokio ,,irankio* naudojimas turéty ir taikomaja vertg. Atsizvelgiant i
tai, kad bakterijos yra paprastas modelinis organizmas, enterobakterijy atsako { riigtinj stresa

tyrimai yra puiki galimybé nustatyti, ar signaliniy elementy apibiidinimas tam tikru laiko
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momentu suteikia pakankamai informacijos apie viso organizmo prisitaikyma prie aplinkos tuo
metu.

Tyréme enterobakteriju (Enterobacteriaceae) Seimos bakterijy molekulines sistemas,
dalyvaujanCias atsake | Zema aplinkos pH — itin daznai sutinkama stresini veiksni.
Enterobakterijy Seimos (ja sudaro daugiau nei 24 gentys, per 170 r@is$iy) atstovy gyvenamoji
aplinka yra Siltakraujy zinduoliy zarnynas, antriné — nuoteky vandenys, dirvoZemis, daugybeé
kity gamtiniy niSy. Enterobakterijos kolonizuoja Zmogaus ir gyviny Zarnyna, o patogeniskos
rusys — sukelia infekcijas tik iSgyveng ypac rugscioje skrandzio aplinkoje (pH 1.0-2.0).
Vidulastelinius patogenus (pvz., patogenisky Salmonella enterica serotipy bakterijas) rugstinis
stresas veikia eukarioty fagocituojanciy lasteliy vakuolése (pH 4.0-5.0).

Enterobakterijy atsako ir adaptacijos rugstiniam stresui molekuliniai mechanizmai yra
labai sudétingi. Juose dalyvaujanciy geny veikla valdoma pasitelkiant visus imanomus geny
raiSkos valdymo biidus ir hierarchinius lygmenis (Rychlic and Barrow, 2005), liudijancius
atsako 1 §i aplinkos stresa svarba. Visuminiais geny raiSkos ir baltymy tyrimy metodais
nustatyta, kad molekuliniai komponentai, dalyvaujantys atsake { riigStinj stresa, funkcionuoja
visoje lastelés erdveje nuo iSorinés membranos iki bakterijos nukleoido, daugelis ju sintetinami
naujai (Tucker et al., 2002, Yohannes et al., 2004). Ta¢iau menkai zinoma, kokios lastelinés
sistemos dalyvauja perduodant signala apie zema aplinkos pH 1 lastelés vidy.

Tirdami Escherichia coli ir kity enterobakteriju (Salmonella, Klebsiella, Enterobacter
gentys) bakterijy atsaka 1 riigstinj aplinkos stresa nustatéme, kad Zemas aplinkos pH (pH<5.0 )
labai veiksmingai aktyvina asr geno raiSka greitai auganciose (logaritmings fazés) lastelése (7
pav. a). Geno transkripcinis atsakas enterobakterijose priklaus¢ nuo augimo terpés pH
(Suziedéliené, Suziedélis et al., 1999; Seputiené et al., 2003; §eputiené, Suziedélis et al.,
2004). Visuminiu genu raiSkos tyrimu nustatéme, kad jis yra didziausias visame E. coli
genome, (Seputiené, Suziedélis et al., 2005). Silpnos organinés riigstys, kurios dél aukstesnio
citozolio pH, jame disocijuoja ir taip atrankiai sumazina tik citozolio pH, neaktyvino geno
raiSkos (Suziedéliené, Suziedélis et al, 1999). Tai liudijo, kad nustatéme bakterijos
transkripcini atsaka i signala, veikianti ne citozolyje, bet lastelés iSoréje arba periplazmoje, i$
kur jis, greiCiausiai, perduodamas signaliniu keliu. Labai veiksmingas vieno asr geno
transkripcijos atsakas viso bakterijos genomo kontekste liudijo, kad atsakui biidingas didelis
savitumas. Didelé tikimybé, kad juntamu signalu galéty biiti H' jonai, paklifinantys per iSorine
membrana | periplazma.

Atlike komponenty, dalyvaujanciy signaliniame kelyje paieska, nustatéme, kad Zemo

pH aktyvinamai asr geno raiskai yra batina funkcionali E. coli dvinaré baltymy sistema PhoB-
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PhoR. Sistemos baltymus koduojanciy geny iskrita chromosomoje panaikino E. coli savitaji
atsaka 1 rugStini stresa, o plazmidéje iterpta operono kopija ji sustiprino (7 pav. b)
(Suziedéliené, Suziedélis et al., 1999)
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7 pav. Escherichia coli signalinio kelio, aktyvinanéio riigStinio streso atsako asr gena, elementy tyrimas ir
hipotetinis modelis. a) — E. coli asr geno raiskos priklausomybé nuo augimo terpés pH. Bakterijos (MC4100)
augintos LPM terpéje, pH 7.0 iki Asqo=0.5. Sumazinus terpés pH, lastelés inkubuotos 2 val. I$skirta visa lastelés
RNR, asr iRNR (450 nt.) tirta Northern metodu naudojant p* izotopa turinti savitaji DNR fragmenta; b) — E. coli
asr geno raiskos priklausomybé nuo veiklios dvinarés signalo perdavimo sistemos phoBR. E. coli ANCKI10
(phoBR), ANCH1 (4phoBR), ANK10 su plazmide pBC6APstl phoBR kameiny lastelés augintos kaip aprasyta b
dalyje; c) — E. coli asr geno promotoriaus sritys (nuspalvintos), nustatytos mutacijomis ir DNR/baltymy sarySos
metodu, svarbios nuo zemo aplinkos pH priklausomai geno transkripcijai aktyvinti; d) — signalo apie zema
aplinkos pH perdavime ir atsako geno (asr) aktyvinime dalyvaujanc¢iy komponenty Vhipotetiné schema (pagal
Suziedéliené, Suziedélis et al., 1999, Seputiené et al., 2003; Ogasawara et al., 2007; Seputiené, Suziedélis et al.,
2004).

PhoB-PhoR yra E. coli signalo perdavimo sistema, kuria sudaro vieno operono
koduojami baltymai. Baltymy sintez¢ iSauga fosfato bado salygomis. Baltymas reguliatorius
PhoB aktyvina pho grupés genu, kuriy produktai uztikrina fosfato pasisavinima bado
salygomis, raiska, atrankiai prisijungdamas prie savitos 18 n.p. pho srities geny promotoriuose
(Lamarche et al., 2008). E. coli asr geno promotoriuje nustatéme sritj, pasizymincia dideliu
panasumu i PhoB baltymo taikiniy promotoriy tipiska pho seka (7 pav., c) ir parodéme, kad
baltymas atrankiai saveikauja su $ios srities DNR (Suziedéliené, Suziedélis et al., 1999). Tai
liudijo, kad PhoB-PhoR dvinaré sistema yra signalo apie Zema aplinkos pH perdavimo kelio

dalyvis.
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Signaly perdavimas dvinarémis baltymy sistemomis (angl. two component systems) yra
vienas 1§ dazniausiai bakterijy pasitelkiamy buidy reaguoti, atsakyti ir prisitaikyti prie kintanciy
aplinkos salygu. Jos laikomos funkciniais eukarioty signalo perdavimo sistemy prototipais.
Tiping dvinar¢ baltymy sistema sudaro membranoje esantis baltymas jutiklis — histidino kinaze,
atsakydama i stimula, katalizuojanti savo autofosforilinima ir kinazés taikinys — fosforilinamas
baltymas atsako reguliatorius. Fosforilinti baltymai reguliatoriai keicia bakterinés lastelés
fiziologija, dazniausiai valdydami tam tikry geny ar geny grupiy raiSka — tokiu biidu pasireiskia
atsakas i poveiki (Laub and Goulan, 2007).

E. coli PhoB-PhoR dvinarés sistemos jutiklis yra dimeriné plazminés membranos
histidino kinazé PhoR, kuri, manoma, saveikauja su fosfato transporto sistemos komponentais
ir yra aktyvinama, kai periplazmoje ortofosfato (pi) koncentracija yra maza (<4 uM). Kiti
signalai, tiesiogiai ar netiesiogiai aktyvinantys PhoR, néra Zinomi, nors PhoB-PhoR sistemos
svarba pademonstruota ir kity atsaky i aplinkos pokyc¢ius tyrimuose, tarp ju ir reikSmé bakteriju
patogenezei (Lamarche et al., 2008). Tirdami PhoB-PhoR sistemos vaidmeni bakteriju
rigstinio streso atsake nustatéme, kad fosfato koncentracija tik nezymiai itakojo Zemo pH
indukuojama asr geno transkripcija, taigi, bazinés PhoB-PhoR sistemos raiskos pakako
uztikrinti zemo pH signalo aktyvinama atsako geno raiska, taciau ji, greifiausiai, stiprinama
kity signalo perdavime dalyvaujan¢iy komponenty. Pasiiilémé, kad egzistuoja kiti pH
signalinio kelio komponentai, kartu su PhoB-PhoR sistema dalyvaujantys geno raiskos
valdyme (Suziedéliené, Suziedélis et al., 1999).

Lyginamaja enterobakterijy asr geny promotoriy analize parodéme, kad geny
promotoriy —70/-40 sritys pasizymi didele homologija. Mutageneze nustatéme, kad ~ 15 nt.
srities apie -60 padéti (-67/-54) mutacijos didziausiu laipsniu slopino Zemo pH aktyvinama
geno raiska (Seputien¢, Suziedélis et al., 2004). Pasiiiléme, kad §i sritis gali biti kito baltymo,
dalyvaujan¢io signalo perdavime, taikinys (Seputien¢, Suziedélis et al., 2004). 2007 m.
Ogasawara ir bendradarbiai parodé, kad su sritimi atrankiai sgaveikauja dvinarés RstA-RstB
sistemos baltymas reguliatorius RstA, o funkcionali sistema taip pat yra biitina nuo Zemo pH
priklausomai geno raiskai aktyvinti (Ogasawara et al., 2007). E. coli asr genas yra vienas
pirmyju nustatyty Sios sistemos taikiniy. Signalas, aktyvinantis, RstAB histidino kinaz¢ RstB,
kol kas néra zinomas. Tai, kad E. coli asr geno promotoriaus sritis, prie kurios atrankiai
jungiasi baltymas reguliatorius RstA, tarp enterobakteriju pasizymi didele homologija
(Seputiené, Suziedélis et al., 2004), ir kad enterobakterijose nustatyti RstA-RstB dvinarés
baltymy sistemos homologai liudija, kad RstA-RstB yra konservatyvus signalo perdavimo apie

zema aplinkos pH sistemos elementas. Idomu, kad RstA-RstB sitemos genu raiska, savo
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ruoztu, aktyvina dar viena dvinaré baltymy sistema PhoQ-PhoP. Sia sistema aktyvinantis
signalas yra zinomas - katijony, pvz., Mg>" koncentracijos poky¢iai aplinkoje. Tam tikrose
enterobakterijose (Salmonella) PhoQ-PhoP sistema valdo patogenezei svarbiy geny raiska,
perduodama signalus apie aplinkos pokyc¢ius, tarp ju, manoma ir pH, Seimininko organizme.
Remiantis katijony saveikos su membranos jutikliu PhoQ modeliu, pasitlytu Cho ir
bendradarbiy. (Cho et al., 2006), PhoQ-PhoP sistemos jutiklis PhoQ galéty biiti ir H' jony
periplazmoje jutikliu signalo perdavimo kelyje, aktyvinan¢iu PhoP, kuris savo ruoztu, aktyvina
RstA-RstB sistemos raiska (7 pav. d). Tai, kad nesant funkcionalios PhoQ-PhoP sistemos, E.
coli Zemo pH aktyvinama asr geno transkripcija vis délto vyksta, tik mazesniu veiksmingumu
(Ogasawara et al., 2007), liudyty, kad H" jutiklio funkcija galéty atlikti ir RstB kinazé, toliau,
savo ruoztu, aktyvinanti RstA baltyma reguliatoriy. Apibendrinant galima signalo apie zema
aplinkos pH perdavimo i bakterijy citozoli kelio modeli, PhoQ-PhoP, RstA-RstB ir PhoQ-PhoP
dvinarés baltymy sistemos galéty dalyvauti perduodant signala apie Zema aplinkos pH, labai
veiksmingai aktyvindamos atsako geno (asr) raiSka. PhoQ-PhoP ir PhoB-PhoR sistemy
dalyvavimas galéty sustiprinti atsaka { Zema aplinkos pH aplinkoje esant ir kity signaliniy
molekuliy, aktyvinanéiy $iy sistemy membranines kinazes. E. coli pavyzdziu parodéme, kad
atsako geno koduojamas baltymas svarbus bakterijy augimui ir iSgyvenimui sumazéjus
aplinkos pH iki 4.5 (Seputiené, Suziedélis et al., 2003). Taip pat parodéme, kad atsako metu
aktyvinami ir kiti lastelés komponentai, kei¢iasi membrany savybés (Seputiené et. al., 2006;
Armalyté et al., 2004a, Armalyté et al., 2004b).

Remiantis auksciau apibendrintu modeliu, bakterijy atsako i Zema aplinkos pH signalo
perdavimo molekuliniy vyksmy, uztikrinan¢iy greita lastelés atsaka, lemianti i§gyvenima
pakitusioje aplinkoje, seka yra:

e ISorinio signalo apie zema pH perdavimas i lastelés vidy per iSoring bei plazming
membranas ir jas skirian€ia periplazma dalyvaujant dvinaréms baltymy sistemoms;

e Geny raiska valdanciy baltymy sintez¢é ir/ar aktyvinimas;

e Savityjy streso atsako geny ir/ar geny grupiy transkripcijos aktyvinimas;

e Savityjy baltymy bei fermenty, uztikrinanciy svarbiausiy sistemy funkcionavima,
streso sukelty makromolekuliy pazaidy taisyma ir veikianciy visuose lastelés erdvés
skyriuose, de novo sintezeé.

ISvardinti molekuliniai vyksmai nustatyti enterobakterijose, kuomet jos patenka i rigscia

aplinka atitinka klasiking signalo perdavimo kelio samprata, kai iSorés poveiki pajunta jutikliai,
o reakcijos 1 poveiki rezultatas — sistemy reguliuojanciy vidulastelini pH ir mazinanc¢iy Zemo

pH sukeltus padarinius aktyvinimas. Tikétina, kad, nustacius visa molekuliniy vyksmuy
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enterobakterijose riigStinio streso salygomis seka, signaliniy molekuliy analiz¢ biity galima

naudoti ir streso sukelty padariniy bakterijoms ir ju prisitaikyma stresui vertinti.

3. Sutrikusiy funkcijy (véZiniy) lasteliy atsako j taikoma terapija vertinimas

XX-0jo amziaus antroje puséje nustacius molekulinius lasteliy komponentus atsakingus
uz vézio vystymasi gimé didziulé viltis jveikti Siuos susirgimus. Deja, Siandien aisku, kad vézio
vystymasi lemianciy priezas¢iy iSaiSkinimas ne visuomet atsako, koks gydymo biudas
kiekvienam pacientui veiksmingiausias. Taigi biitina tirti ne tik lastelés transformacija ir jos
savybes po transformacijos lemian¢ius molekulinius veiksnius, bet taip pat ivertinti kaip
pakitusios ir dél to transformuotos lastelés reaguos { terapini poveiki. Kitaip tariant, butina
fvertinti kaip universaliis signaliniai elementai, aktyvinami pvz. pazeidus lastelés DNR dél
pacientui taikomos veézio terapijos, atskleidzia sutrikusiy (véziniy) lasteliy reakcija i terapija.
AnksCiau nagrinétuose signaliniuose keliuose pavyko nustatyti signalines molekules,
atspindincias lasteliy atsaka i aplinkos poveik] ir tai paskatino mus ieskoti signaliniy molekuliy,
atspindinéiy véziniy lasteliy reakcija i terapini poveiki. Sioje dalyje nagrinéjami skirtingy
veiksniy, lemianciy véziniu lasteliy savybes ir jtakojanciy lasteliu atsako i terapini poveiki
tvertinima, tyrimai. Taip pat pristatoma modelin¢ lasteliy atsako i spinduling terapija tyrimo
sistema.

1970 m. buvo nustatytas pirmasis Zmogaus onkogeninis virusas — EpSteino-Baro virusas,
sukeliantis reta piktybini navika. Zmogaus papilomos virusas (ZPV) - dar vieno viruso,
itakojan¢io malignizacijos procesa, pavyzdys. ZPV replikacijos ciklas prasideda virusui patekus
1 epitelio bazinio sluoksnio lasteles. Virusui patekus i lastelg, jo DNR ne iSkarto integruojasi i
Seimininko lastelés genoma ir replikuojama neintensyviai (vieng karta per lastelés dalijimosi
cikla) tol, kol vyksta bazinio sluoksnio lastelés diferenciacija | pavirsSinio sluoksnio lastele
(Flores and Lambert, 1997). Diferencijuotuose keratinocituose ZPV DNR daugybe karty
replikuojama “besisukancio rato” principu, sintetinami kapsidés baltymai ir susidaro viruso
dalelés. ZPV genomas koduoja tik apie 10 baltymy, todél ZPV savo transkripcijai ir replikacijai
naudoja lastelés Seimininkés molekulinius elementus, kurie saveikauja su viruso genomo
reguliaciniu regionu (LCR) ir inicijuoja viruso E6 ir E7 geny transkripcija. E6 ir E7 geny
produktai sutrikdo lastelés Seimininkes dalijimosi ciklo kontrolg, jungdamiesi su {vairiais
baltymais - vézio slopintojais, ciklinais ir nuo cikliny priklausomomis baltymy kinazémis. E6 ir
E7 geny produkty funkcija — pakeisti diferencijuota ir nustojusia dalytis lastele | produktyvios

viruso replikacijos aparata, tod¢l E6 ir E7 geny produktai, saveikaudami su infekuotos lastelés
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molekuliniais elementais, grazina ja i dalijimosi cikla. Neabejotina, kad lastelés dalijimosi
(proliferacijos) intensyvumas itakos ir lastelés jautruma spindulinei ar chemoterapijai.
Pazymétina, kad nustatyta daugiau kaip 120 viruso tipu, kurie skiriasi savo gebéjimu
transformuoti lasteles (Zur Hausen H., 2000). Didziausia pogrupi sudaro gleivines infekuojanciy
tipy virusai. Apie dvidesimt ZPV tipy yra susije su gimdos kaklelio véziu. Sio pogrupio ZPV
pagal onkogeniSkuma skirstomi { mazos ir didelés vézio rizikos virusy tipus Milde-Langosch et.
al., 2000). Kol kas néra tiksliai nustatyta ar didelés vézio rizikos ZPV tipo virusai dazniau
inicijuoja malignizacijos procesa ar stipriau paskatina dél kity priezas¢iy prasidéjusi procesa.
Vis délto, tiek terapijos parinkimui,i tiek navikiniy lasteliy atsako { terapija vertinimo tyrimams
svarbu nustatyti, ar naviko lastelés yra infekuotos ZPV ir jo tipa. Iityrus gimdos kalelio véZiu
serganCias ir sveikas moteris Lietuvoje nustatyta, kad daugiau nei pusé¢ serganciy motery
infekuotos didelés rizikos ZPV tipy virusais (Gudleviéiené¢ et. al., 2005), todél vertinant lastelés
reakcijos 1 terapinj poveiki apibiidinima, remiantis signalinémis molekulémis, biitina atsizvelgti
ir  lastelés infekcijos ZPV statusa.

Matrikso metaloproteinazés MMP — proteolitiniai fermentai, iSskiriami navikiniy
lasteliy. Lastelés turi prasiskverbti per barjerus, trukdancius joms plisti. Tokie barjerai — tai
bazinés membranos bei uZlastelinis matriksas, kuriuos ir padeda jveikti matrikso
metaloproteinazés. Taigi Siy fermenty raiSka tiesiogiai susijusi su navikiniy lasteliy plitimu —
navikinio proceso progresavimu. Diskutuojama, ar MMP atlieka signaliniy molekuliy vaidmeni
angiogenezés procese (Sternlicht and Werb, 2001). MMP priskiriamas tiesioginis vaidmuo
angiogenezes procese, plintant kraujagysliu lasteléms. Tiek angiogeneze, tiek navikiniy lasteliu
plitimas - neatsiejami navikinio proceso progresijos veiksniai, itakojami MMP raiskos, todél
MMP raisSkos tyrimas tiek naviko lastelése, tiek pacienty kraujyje yra vertingas naviko
invazyvumo apibiidinimo metodas. Terapinio poveikio veksmingumas pacientams,
pasizymintiems skirtingo invazyvumo naviky lastelémis, bus skirtingas, todél naviky
invazyvumo jvertinimas — svarbi atsako i terapini poveiki vertinimo dalis. MMP-9 raiSkos
patvirtinimas beveik visuose tirtuose slapimo piislés pacienty kraujo méginiuose, ir neigiamas
MMP-3 raiskos tyrimo rezultatas (Stanciiité et al, 2007) rodo, kad pasirinkus keliy MMP
spektra, galima apibiidinti naviky invazyvuma ir tai gali padéti vertinti navikiniuy lasteliu
reakcija 1 taikoma terapija.

Navikinio proceso progresavimas susij¢s ne tik su genetiniais bet ir su epigenetiniais
pokyc€iais. Epigenetiniy pazaidy - vézio vystymasi itakojaniy geny promotoriy
hipermetilinimas nustatytas jvairiy lokalizaciju navikuose (Esteller 2003). Taigi kitas naviky

invazyvumo vertinimo metodas — geny promotoriy metilinimo laipsnio nustatymas.
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Bendradarbiaujant su VU mokslininkais atliktas epigenetiniy pokyc¢iy tyrimas Slapimo pislés
naviky lastelése atskleidé, kad genas RASSF1A dazniau hipermetilintas vélesniy stadiju
navikuose, taip pat Sio geno hipermetilimas susij¢s su naviky invazyvumu (Jarmalaité et. al.,
2008). Taigi epigenetiniuy poky¢iy naviko lastelése ivertinimas taip pat gali padéti norint tiksliau
apibudinti navikiniy lasteliy reakcija 1 pacientams taikoma terapija.

Nors vis dazniau klinikiniuose tyrimuose vézio terapijoje naudojami taikiniy terapijos
preparatai, kasdienin¢je klinikingje praktikoje dazniausiai taikomos véZio terapijos formos —
spinduliné ir chemoterapija. Lastelése funkcionuoja DNR pazaidy reparacijos sistemos, todél
kyla klausimas, ar pirmoji spindulinés terapijos bei chemoterapijos dozé¢ neaktyvina Sios
sistemos ir ar dél to nekinta lasteliy jautrumas vélesnéms terapijos dozéms? Modelingje
sistemoje kelis kartus Svitinome eksperimentiniuose gyviinuose iSaugintus navikus tokio pat
dydzio doze ir vertinome ju jautruma (8 pav.). Nustatéme, kad biitent pirmajai apsvitos dozei
navikai yra jautriausi. Taip pat nustatéme, kad pra¢jus 72 valandoms po Svitinimo, naviko

lasteliy jautrumas Svitinimui vél tampa didziausias (8 pav.).
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8 pav. DNR pazaidos, nustatytos Liuiso plauciy véZio lasteliy linijos (LLC) lastelése po poveikio skirtingo
frakcionavimo 2-6 Gy apsvita. LLC lastelés injekuotos i eksperimentinio gyviino (pel€) poodini sluoksni. ISauge
navikai iSimti chirurginiu biidu, homogenizuoti, vienodas skaicius lasteliy injekuotas i reikalinga eksperimentui
gyviiny skaiciy. Po 2 savaiCiy navikai veikti 2-6 Gy gama spinduliuote pagal nurodyta schema po 2 Gy kas 24 val
arba po 2 Gy kas 72 val. Po apsvitos, DNR pazaidos vertinatos ta pacia dieng arba po 24 val. DNR pazaidoms
nustatyti eksperimentiniai gyvinai paaukoti, navikai iSimti, homogenizuoti, DNR pazaidos vertintos komety

metodu. Pateikti trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkiai.

Pasirinktoje modelinéje sistemoje lasteliy jautrumas kinta, todél modeliné sistema gali
buti naudojama nustatyti signaliniy keliy elementus, tinkamus lasteliy jautrumo pasirinktu
momentu vertinimui. DNR pazaidy sistema — intensyviai tiriama lastelés apsauginé sistema,
kurioje nustatyta per 50 komponenty (Niida and Nakanishi, 2006). Taigi, naudoti DNR pazaidy

sistemos signalinius elementus norint jvertinti kokiu jautrumu Svitinimui pasiZzymi véZinés
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lasteles, nebiity paprasta. Verta atkreipti démesi, kad vienas Sios sistemos komponenty yra
baltymas p53. Atsizvelgiant | Sio baltymo daugiafunkciSkuma ir daznas jo mutacijas vézinése
lastelése, pasirinkimas, kurie sistemos signalinio kelio komponentai patikimai atspindéty
véziniy lasteliy jautruma tolimesnei apSvitai po patirtos apsvitos — sudétingas uzdavinys, kurio
lengviausias sprendimo btidas — atsisakymas ji spresti, naudojant kokybiskai naujus

pogenominiy tyrimy metodus.

4. Signaliniy keliy komponenty tyrimai pogenominéje eroje — kokybiskai naujas tyrimy

etapas

Informacija, kaupta apie Zmogaus genoma per Zmogaus genomo projekto vykdymo
laikotarpi, leido tobulinti lyginamaja genomuy hibridizacijos (angl. comparative genome
hybridisation, CGH) technologija ir kurti DNR gardel¢ ne i§ gamtiniy chromosomu, bet i$
zinomos sekos genomo fragmenty. Tokiy fragmenty Saltiniu DNR mikrogardeliy kirimui
panaudotos BAC bibliotekos (Solinas-Toldo et al., 1997, Pinkel et al., 1998), bet tokios DNR
mikrogardelés reprezentavo tik nedidel¢ Zzmogaus genomo dalj. Kitas DNR fragmenty Saltinis —
kDNR (kopijiné DNR) bibliotekos. Sis DNR fragmenty altinis taip pat buvo naudojamas DNR
mikrogardeliy kiirimui. kDNR mikrogardelés pirmiausia buvo naudojamos ne genomo daliy
kopiju skaiCiaus analizei, bet geny raiSkos tyrimams (Schena et al. 1995, DeRisi, 1996).
Sukaupta 30000 zmogaus geny kDNR biblioteka (Delsukas et al., 1998) pakankamai tolygiai
reprezentavo visa zmogaus genoma, todel pasiiilyta ja panaudoti DNR mikrogardeliy, skirty
genomo daliy kopijuy skaiCiaus analizei, gamybai. Prielaidos, kad tokia DNR mikrogardele
patikimai atskleidzia viso zmogaus genomo daliy kopijuy skai¢iaus pokycius, buvo patvirtintos
naudojant genoming lasteliy kultiry DNR, kurios pokyciai buvo zinomi (Pollack. et al., 1999).
Nuo tada kDNR bibliotekos (ar geny fragmenty oligonukleotidai) pla¢iai naudojami DNR
mikrogardeliy technologijoje (9 pav.).

Palyging klasiking CGH ir CGH, naudojant mikrogardeles (a-CGH, array-CGH),
pastebésime, kad vienintelis Siy technologiju skirtumas — mikrogardelé, bet Sis skirtumas labai

padidino metodo jautruma ir net vienintelio geno kopiju skai¢iaus pokydiai tapo pastebimi. Sis
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9 pav. Lyginamosios genomy hibridizacijos naudojant DNR mikrogardeliy technologija principiné schema

technologinis patobulinimas tapo jmanomas d¢l Zmogaus genomo projekto, taip pat dél kity
organizmy genomy projekty rezultaty. Sis technologinis patobulinimas, dél jo padidéjes CGH
technologijos jautrumas bei mikrogardeliy naudojimas geny raiSkos analizei biologijos,
biomedicinos moksly vystimuisi atvéré kokybiskai nauja etapa, pavadinta Pogenomine era.
Taigi dabartinj etapa biologijoje pagristai vadiname Pogenomine era ne todé¢l, kad buvo baigti
Zmogaus genomo ir kity organizmy genomy projektai, bet todél, kad $iy projektu rezultatai
leido sukurti technologijas labai paspartinusias biologijos vystymasi. Padidéjgs CGH
technologijos jautrumas, kai vieno tyrimo metu galima tirti ne tik viso organizmo genu veikla,
bet ir analizuoti kiekvieno geno raiSka, leido tyréjams atsisakyti hipoteziy tikrinimo tyrimy ir
vykdyti Zvalgomuosius tyrimus. Visa tai labai padidino tyrimy veiksminguma.

Biitina visuminiy tyrimy infrastruktiiros dalis — biologiniy éminiy ir informacijos apie
juos saugykla — biobankas (Stancitité ir kt., 2008). Vilniaus universiteto Onkologijos institute
jau ne pirmi metai kaupiami i klinikinius tyrimus ijtraukty pacienty éminiai. Kitas biobanko
plétros etapas — sisteminis (ne tik { specifinius tyrimus itraukty pacienty éminiy) biobanko
kaupimas.

VUOI taip pat funkcionuoja DNR mikrogardeliu technologijos infrastruktiira, kurios
pagalba tyrimuise galima naudoti tiek komercines tiek paciy tyréjy Lietuvoje pagamintas DNR
mikrogardeles. DNR mikrogardeliy technologija - ne vienintel¢ Lietuvos tyré¢jams jau prieinama
visuminio tyrimo technologija. Lietuvoje taip pat vystoma proteominiy tyrimy infrastruktiira,
kurios pagrindinis padalinys — Proteomikos centras isteigtas Biochemijos institute, o su Siuo
centru susijusiy laboratoriju-terminaly yra jvairiose Lietuvos mokslo institucijose (tarp ju ir
Vuol).

Dar viena perspektyvi tiek technologiniu pozitiriu, tiek ir tyrimy sritis yra miRNR ir

siRNR naudojimas (Vidugiriené et al, 2007).
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Perspektyvos

Tikétina, kad Lietuvoje sukurta ir tobulinama visuminiy tyrimy infrastruktiira leis atlikti
visuminj signaliniy komponenty kiekio ir biivio koreliacijos su lasteliy jautrumu spindulinés ar
chemoterapijos poveikiui nustatyma, taip pat kitus klinikinius tyrimus, kuriy tikslas - koreguoti
(individualizuoti) onkologiniy pacienty gydymo taktika terapijos metu, vertinant terapijos
veiksminguma pagal naviko/organizmo lasteliy signalines molekules. Tokie tyrimai jau
vykdomi bendradarbiaujant VUOI, VU ir Bchl mokslininkams, naudojant esama tyrimy

infrastruktiira ir apzvelgtuose tyrimuose sukurtas modelines sistemas.

ISvados

1. MAPK — universalus Ras aktyvinamo lasteliy dalijimosi signalinio kelio komponentas, pagal
kurio fosforilinimo laipsni galima spresti apie lasteliy aktyvinima dalijimuisi;

2. asr RNR — universalus enterobakterijy adaptacijos riig§¢iai aplinkai komponentas, kurio
sintezé lasteléje atskleidzia bakteriju pasirengima adaptacijai rigsc¢ioje aplinkoje;

3. Véziniy lasteliy jautrumo gama spinduliuotei tyrimas leido sukurti modeling sistema, tinkama
nustatyti signalines molekules, atspindincias lasteliy jautrumo poky¢ius.

4. Signaliniy molekuliy, kaip jrankio lasteliy jautrumo terapiniam poveikiui vertinti naudojimas

siejamas su visuminio tyrimo infrastruktiiros plétra.
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