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Ivadas

Biologinés membranos yra labai svarbios lastelés, jos organeliy funkcionavimui.
Membranose esantys baltymai pernesa jvairias medziagas, vykdo energijos virsmus.
Membrany integralumo palaikymas, jose esaniy baltymy funkcionavimo uztikrinimas
yra labai svarbus lastelés homeostazei.

Membranos yra pirmas barjeras lastelei saveikaujant su aplinka. [vairios cheminés
medziagos, vaistai, spinduliuoté, gali keisti membrany integraluma. Sios pazaidos gali
sukelti membrany pralaidumo pokycius, slopinti fermentus. Lasteliu membrany pazaidos
gali tiesiogiai arba netiesiogiai veikti jvairius metabolinius procesus. Susidariusios
signalinés molekulés, gali pernesti signala i§ vieny lastelés erdvéskyriy | kitus, taip
pazaidos, kilusios vienose lastelés organelése, gali biiti perduodamos kitoms.

Aktyviosios deguonies formos (ROS) susidarancios organizme tiek metaboliniy
procesy metu, tiek dél iSoriniy veiksniy, pazeidzia biologiniy membrany lipidus, jose
esancius baltymus. ROS kiekis didéja fotosensibilizuojant lasteles. Fotosensibilizacija
generuoja aktyviasias deguonies formas. Sie pazeidimai gali sukelti lastelés zat{, kuri
gali vykti jvairiais biidais. Nustacius, kokiu btidu Ziista lastelé, supratus molekulinius $io
proceso mechanizmus, galima jvertinti kokios prieZastys nukreipia lastelés zatj vienu ar
kitu keliu, bandyti valdyti §i procesa.

Sios apzvalgos tikslas yra giliau pazvelgti i prokarioty plazminés membranos
saveika su hibridiniais baltymais, aktyviyju deguonies formuy sukeltas eukarioty
membrany pazaidas, lasteliy atsako ypatybes, membrany inegralumo poky¢ius, energijos
virsmus.

Apzvalgoje nagrinéjami $ie klausimai:

1. Hibridiniy baltymy Lamb-LacZ saveika su E. coli plazmine membrana ir $iy baltymy
poveikis lasteliy energijos transformacijai.

2. Aktyviyju deguonies formy poveikis eukarioty lasteliy plazminés membranos
integralumui.

3. Eukarioty lasteliy vidiniy pazaidy poveikis lasteliy energetiniam metabolizmui ir
gyvybingumui.

4. Kryptingy mitochondrijy pazaidy poveikis mitochondriju uzpildo baltymy aktyvumui

ir lastelés zaties budams.



1. Prokarioty lasteliy membrany sgveika su hibridiniais baltymais LamB-LacZ

Lastelés plazminé membrana yra pagrindinis barjeras atsakingas uz jony,
molekuliy ir makromolekuliy patekima i$ lastelés ar ji lastele. Bakterijos eksportuoja
daugeli baltymy i periplazma, iSoring membrana, uzlasteling terpg. Pirmajame pernasos
etape baltymai susiriSa su membrana.

PerneSamy pro membrana baltymy saveikos su membranomis tyrimui buvo
pasirinkti hibridiniai baltymai LamB-LacZ, kuriuos koduoja sulieti lamB ir lacZ genai.
LamB yra bakterijy iSorinés membranos baltymas, atsakingas uz maltozés pernasa i
periplazma. LacZ yra tirpus citoplazmos baltymas, kurio B galaktozidazinis aktyvumas
buvo naudojamas sekti baltymy lokalizacijos vieta. Sulieti genai koduoja dviejy skirtingy
baltymy LamB ir LacZ atitinkamas polipeptidines grandines. Genas lamB-lacZ 52-4
koduoja baltyma, sudaryta i§ baltymo LamB 25 aminorugs¢iy signalo peptido, prie kurio
yra prijungtos 15 subrendusio baltymo aminortigStys ir 10-1023 baltymo LacZ
aminoriigséiy (Moreno et al 1980, Benson et al 1984). LamB-LacZ 42-1 baltymas
sudarytas i§ baltymo LamB signalo peptido prie kurio prijungtos 173 aminoriigstys ir
subrendusio LacZ baltymo (Benson et al 1984, Hall et al 1982). Baltymas LamB-LacZ
42-12 sudarytas i§ baltymo LamB signalinio peptido prie kurio prijungtos 241
aminortgstis ir subrendusio LacZ baltymo (Hall et al 1982, Benson ir Silhavy 1983).
Matuojant 3 galaktozidazinj aktyvuma galima nustatyti hibridinio baltymo suriS§ima su
membrana.

Maltozinio operono indukcija bakteriju E.coli lastelése keiCia gyvuy bakterijy
lasteliy skaiciy. Poveikis priklauso nuo LamB baltymo polipeptidinés grandinés ilgio.
52-4 baltymo sintezé neveikia bakterijy augimo. Indukavus LamB-LacZ 42-1 sintezg
vyksta negriztamasis lasteliy augimo slopinimas. Tuo tarpu LamB-LacZ 42-12, turintis
ilgesng subrendusio LamB baltymo dali, griztamai slopina bakterijy augima. Tai gali bati
susij¢ su galima baltymo 42-12 pernasa pro membrang (Silhavy T. J. et al 1983), tuo
tarpu baltymas 42-1 nepraeina pro membrana. Todél jis gali biti toksiskas tiktai pernaSos
metu.

Ivertinant hibridiniy baltymy poveikj lastelei, kyla klausimas apie ju skaidyma

lastelgje. Dalinai { §i klausima padeda atsakyti bandymai su baltymy sintezés slopikliu



chloramfenikoliu. Slopinant LamB-LacZ 52-4 baltymo sintez¢ chloramfenikoliu 3
galaktozidazinis aktyvumas stabilizuojamas pastoviame lygyje (1 pav. A). Nuslopinus
baltymo 42-1 sintezg pra¢jus 1 val. po sintezés indukcijos, B galaktozidazinis aktyvumas
krinta praktiskai iki nulio (1 pav. B, kreivé 3). Taciau B galaktozidazinio aktyvumo
kitimas yra nejautrus chloramfenikoliui, pridétam po 2 val. po indukcijos (1 pav. B,
kreivé 2). Visai kitokia priklausomybé stebima indukavus 42-12 baltymo sintezg (1 pav.

C). Nepriklausomai nuo chloramfenikolio pridéjimo laiko, B galaktozidazinis aktyvumas

sumazéja.
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Inkubacijos su maltoze laikas, val

1 pav. Chloramfenikolio poveikis B galaktozidaziniam aktyvumui indukavus
baltymo LamB-LacZ 52-4 (A), 42-1 (B) ir 42-12 (C) sintez¢. Chloramfenikolio
pridéjimas iki galutinés koncentracijos 100 pg/ml parodytas stréle. 1 — kontrolé (be
chloramfenikolio), 2 ir 3 — pridéjus chloramfenikolio

Hibridiniai baltymai su dalinai ilga LamB baltymo grandine (42-1, 42-12) sumazina
lasteliy gyvybinguma, i§ kitos pusés susidarius hibridiniams baltymams isijungia ju
skaidymo sistemos. Pirmiausiai suskaidomi 42-1 ir 42-12 baltymai, tuo tarpu LamB-
LacZ 52-4, turintis tiktai 15 subrendusio LamB baltymo aminoriig§¢iy pasizymi dideliu
stabilumu. Prokarioty ir eukarioty lastelése yra peptidazés, kurios skaido anomalinius
baltymus (Goldberg A. L. ir St. John A. C. 1978, Hershko A. ir Ciechanover A. 1982).
Hibridiniai baltymai, koduojami suliety genu, taip pat yra nebtdingi lastelei, todél jie

gali biiti suskaidomi.



Hibridiniy baltymy stabilumas didéja, igaunant jiems konformacija, butina
galaktozidaziniam aktyvumui. Hibridinis baltymas 42-1 tampa atsparus po 2 val. kai jo 8
galaktozidazinis aktyvumas pasiekia maksimuma. Ypatingai toksinis lastelei yra
baltymas 42-1. Sio baltymo isiterpimas | membrana fiziologinémis salygomis neslopina
energija transformuojanciy procesy. Tai matomai susij¢ su slopinimy kity baltymy
pernasos pro plazming membrana. Hibridiniai baltymai gali isiterpti i membrana ir tuo
paciu slopinti kity baltymy pernaSa i periplazma ir i iSoring membrana, tuo paciu
mazindami lgsteliy gyvybinguma (Silhavy T. J. et al 1983, Ito K. et al 1981).

Buvo tirtas skirtingy LamB-LacZ baltymy pasiskirstymas tarp lastelés apvalkalélio
ir tirpios fazés. Lastelése buvo indukuojama hibridiniy baltymy sintezé, lastelés buvo
suardomos ir nustatytas [ galaktozidazinis aktyvumas tirpioje fazéje ir membrany

frakcijoje (1 lentele).

1 lentelé. Hibridiniy LamB-LacZ baltymy i$sidéstymas bakterijose E.coli

Sulieto lamB-lacZ geno B galaktozidazinis aktyvumas (sant. vienet. /min mg
indeksas baltymo)
Tirpi frakcija Membrany frakcija
52-4 2000 440
42-1 1200 1660
42-12 290 280

Gauti rezultatai rodo, kad baltymai 42-1 ir 42-12 beveik vienodai pasiskirsto
tirpioje ir membrany frakcijose. Tuo tarpu baltymas 52-4 pagrindinai yra tirpiojoje
frakcijoje. Sis pasiskirstymas priklauso nuo lastelés energizacijos. Paveikus lasteles
oksidacinio fosforilinimo skyrikliais, sumazéjo baltymo 42-1  galaktozidazinis
aktyvumas. Tai gali buti susij¢ su transliacijos slopinimu, sumazéjus vidulastelinei ATP
koncentracijai. Su membranomis susijusio baltymo [ galaktozidazinis aktyvumas
sumazéjo 2-10 karty palyginus su tirpiagja frakcija.

Kyla klausimas, kaip kinta energijos transformacijos efektyvumas, saveikaujant
hibridiniams baltymams su lastelés membranomis. 2 lenteléje pateikti duomenys apie 42-

1 baltymo poveiki | bakterijy E.coli protonovaros jégos dydi.




2 lentelé. Baltymo LamB-LacZ 42-1 poveikis lasteliy E.coli protonovaros

jégos dydziui

Maltozé terpéje | Protonovaros jégos ir jos sudedamyjy daliy dydziai
(mV)
Ay ZApH Ap
+ 80 85 165
- 130 90 220

Tiriant baltymo 42-1 poveiki protonovaros jégos dydziui, buvo parodyta, kad
indukavus baltymo sintezg, protonovaros jégos dydis sumazéja 30 % , daugiausiai
sumazéja Awy. Kiti hibridiniai baltymai nekeité protonovaros jégos dydzio.

Hibridiniy baltymy saveika su membranomis buvo tirta naudojant dalinai
iSgrynintus baltymus. Didziausia santykini aktyvuma turéjo baltymas 52-4, kuriame
baltymo LamB dalis yra maziausia, o maziausiag — baltymas, turintis 241 subrendusio
LamB aminoriig$tj. Buvo pagamintos bakterijy E.coli vidinés membranos puslelés ir tirta
ju saveika su hibridiniais baltymais. E.coli membrany pislelés suriSa 5-8 kartus daugiau
baltymy 42-1 ir 42-12 negu baltymo 52-4. Tai rodo, kad Sie baltymai turi papildomas, su
membranomis susiriSanc¢ias aminoriig§ciy sekas. P galaktozidazini aktyvuma turinti
baltymo molekulés dalis yra nukreipta i iSoring faz¢ ir yra jautri proteinkinazés K
poveikiui.

Hibridiniy baltymy saveikai su membranomis gali dalyvauti ir lipidai, ir baltymai.
Mes tyréme vieno i$ baltymus pernesancios sistemos komponenty SecA baltymo itaka
hibridiniy baltymy susiriSimui. SecA baltymas yra labai svarbus baltymy translokono
komponentas (Fekkes et al 1998, de Keyzer J. et al 2003). Tiriant SecA baltymo svarba
mes i$skyréme vidinés membranos pusleles i§ skirtingy sec mutanty. Pakaitinus E. coli
bakterijas turinfias geno secA ts-mutacija, baltymo SecA sintezé yra slopinama, todél
kaupiasi perneSamy baltymy pirmtakai ir lastelé ztina (Liss L. ir Oliver D.B., 1986). 3
lenteléje pateikti duomenys rodo, kad iSskirtos i§ pakaitinty E.coli lasteliy vidinés
membranos puslelése suristo baltymo 42-12 3 galaktozidazinis aktyvumas sumazéja nuo
11 % iki 3 %. Tuo tarpu iSorinés membranos piisleliy suriSto hibridinio baltymo kiekis

nepriklausé nuo geno secA produkto.



3 lentelé. Saveika LamB-LacZ su E. coli bakterijy, turiniy geno secd ts-mutacija,
puslelémis

Inkubacijos temperatiira, Baltymo 42-12 suri$to su membrany puslelémis dalis (%)
°’C Plazminé membrana [Soriné membrana
30 11 4,5
42 3 4,2

Hibridiniy baltymy saveikai su membrany puslelémis reikalingas geno secA
produktas, intaktines piisleles pakaitinus iki 42 °C suriSty baltymuy kiekis nesumaZzéjo.

Hibridiniy baltymy saveikai su membraninémis puslelémis svarbus yra
polipeptidinés  grandinés hidrofobiskumas. Zinant aminorfigi¢iy seka, buvo
paskaiciuotos hibridiniy baltymy fizikinés cheminés charakteristikos — antriné struktiira,
hidrofobiskumo profiliai, Eizenbergo kriterijai. Jeigu i hibridinio baltymo sudétj jeina
aminortgscéiy likuciai nuo 173 iki 241 aminoriigsties, tai tokie baltymai turi segmentus
giminingus membranai. Hibridinis baltymas 52-4 turi tiktai 15 subrendusio LamB
baltymo aminoriigsCiy, jo signaliné seka iSsidésto greta hidrofilinés LacZ dalies, todél

matomai §is hibridinis baltymas blogai saveikauja su lastelés membranomis.

2. Eukarioty lasteliy membrany paZaidy reikSmé

Lasteliy gyvybingumui labai svarbios membranos. Pazeidus plazming membrang
didéja jos pralaidumas kinta lasteléje jony, molekuliy koncentracija. Dél mitochondrijy
membrany pazaidy sumazéja elektrocheminis vandenilio jony gradientas, slopinama
ATP sintezés. Membrany pazaidos gali sukelti jose esanciy baltymy funkcinius
sutrikimus. Membrany pazaidoms indukuoti mes naudojome fotosensibilizacija.

Mes tyréme eukarioty lasteliy membrany integralumo jtaka lasteliy gyvybingumui.
Tyrimus atlikome su BHK (naujagimio siry ziurkéno fibroblastai), MH-22A (epiteliskos
pelés hepatomos lastelés) ir A-341 (zmogaus epidermoidinés karcinomos lastelés)
lasteliy linijomis.

Suzadinus  lokalizuotus ~membranose fotosensibilizatorius,  generuojamos
aktyviosios deguonies formos (ROS), kurios pazeidzia membrany lipidus, baltymus,
nukleortigstis. Fotosensibilizatoriy aktyvumas priklauso nuo juy lokalizacijos ivairiuose
lastelés erdvéskyriuose, ju koncentracijos bei 10, ir laisvyjy radikaly susidarymo

kvantinio nasumo. Fotodinaminio poveikio metu susidariusios aktyviosios deguonies




formos difunduoja ne daugiau kaip 20 nm (Moan ir Berg 1991), todél
fotosensibilizatoriaus veikimas priklauso nuo fotosensibilizatoriaus lokalizacijos, nuo ju
lipofiliSkumo, nuo lasteliy inkubacijos su fotosensibilizatoriumi laiko. Vienas i§ placiai
tiriamy fotosensibilizatoriy yra mTHPC (mezo-tetra-(3-hidroksifenil)chlorinas), jis gerai
tirpsta lipiduose (Ma L. et al Int, J. Cancer 1994), lengvai praeina pro plazming
membrang ir gali kauptis organeliy membranose. Mes tyréme mTHPC poveiki

membrany integralumui ir energetiniam rezimui.
2.1. Eukarioty lasteliy plazminés membranos paZaidos

Lipidy pazaidos turi keisti membrany integraluma, to pasekoje gali kisti membranos
pralaidumas. Plazminés membranos pralaiduma registravome pagal citozolio baltymo
laktato dehidrogenazés iS¢jima 1S lastelés | inkubacijos terpg. Lipofilinis
fotosensibilizatorius mTHPC kaupiasi ivairiose lastelés membranose — plazminéje,
mitochondrijy, Goldzio komplekso, endoplazminiame tinkle (Teiten M. H. et al 2003).
Po $vitinimo, LDH koncentracija inkubacijos terpéje didéja (2 pav.).. Inkubavus lasteles
su fotosensibilizatoriumi 18 val., LDH koncentracija uzlastelinéje terpéje padidéjo ~25

%.
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2 pav. Plazminés membranos pralaidumo padidéjimas po fotosensibilizcijos.
Lastelés inkubuotos su 0,7 uM mTHPC, 4 val. (uzdari simboliai) arba 18 val. (atviri simboliai),
po to §vitinta 30 min (A>590 nm, 1 W/m?). Po &vitinimo inkubuota DMEM terpéje; briikiniai —
standartiné klaida



LDH is¢jimas i$ lasteliy priklausé nuo lasteliy energetinio apriipinimo. Inkubuojant
BHK lasteles DMEM terpéje, tiktai 10 % LDH aktyvumo buvo inkubacijos terpéje, tuo
tarpu DPBS, LDH aktyvumas iSaugo iki 75 %. MH-22A lasteliy membranos
pralaidumas LDH buvo mazesnis. Baltymo i$é¢jimas i§ lasteliy turi buti susijges su
membranos pralaidumo padidéjimu, su membranos lipidy pazaidomis.

Lipidy pazaidas po fotosensibilizcijos jvertinome matuojant susidariusio malono
dialdehido, kuris atspindi nesoCiyjy riebaly riig§¢iy oksidacija, susidaryma. ApSvietus
mTHPC paveiktas lasteles stebimos nuo dozés priklausomos lipidy pazaidos (3 pav.). Po
30 min nuo $vitinimo pradzios malono dialdehido koncentracija iSauga ~60+£15 pmol/mg
baltymo. Po Svitinimo pabaigos, lastelése, kurios buvo inkubuotos visavertéje terpéje po
2 val. lipidy peroksidacijos lygis atsistaté pilnai, iki pradinio lygio. Lastelés, kurios po
$vitinimo buvo inkubuotos drusky tirpale, nesugebéjo atstatyti malono dialdehido kiekio
ir padidéjusi lipidy peroksidacija iSsilaiké inkubuojant lasteles 2 val. tamsoje. Gautieji
rezultatai rodo, kad padidéjusi lipidy peroksidacija yra pradinis atsakas { nuo mTHPC
priklausomas lasteliy pazaidas, kurios atsistato inkubuojant lasteles terpéje turincioje
metabolizmo substratus. Visavertéje terpéje yra stebima lipidy pazaiduy reparacija,

matomai todél LDH i$éjimas i$ lasteliy yra slopinamas.
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3 pav. Lipidy paZaidos po fotosensibilizacijos. Lastelés inkubuotos su 0,7 uM
mTHPC 18 val., po to §vitinta 30 min (A>590 nm, 1 W/m?). Lastelés po §vitinimo inkubuotos
DMEM (atviri simboliai) ar DPBS (uzdari simboliai). Bruksniai — standartiné klaida.
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Plazminés membranos pazaidos priklauso nuo lastelés energetinio apriipinimo ir nuo
saveikos su mTHPC laiko. Trumpalaike, 1 val. inkubacija su mTHPC ir po to Svitinimas
30 min nesukélé LDH is¢jimo i§ lasteliy. Po 4 val. inkubacijos su mTHPC LDH
koncentracija inkubacijos terpéje statistiSkai patikimai mazesné nei po 18 val. Ilginant

inkubacijos laika, LDH koncentracija inkubacijos terpéje didéja.
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[ATP], MTT savitasis aktyvumas, kontrolés %

Laikas po $vitinimo, val

4 pav. Inkubacijos po $vitinimo su mTHPC poveikis LDH i§¢jimui (trikampiai
simboliai), ATP Kkiekiui (apvaliis simboliai) ir MTT savitajam aktyvumui
(kvadratiniai simboliai) BHK lgstelése. Reakcijos salygos nurodytos 2 pav., bet inkubuota
su mTHPC 4 val

Trumpalaikés inkubacijos su mTHPC metu fotosensibilizatorius pradzioje kaupiasi
plazminéje membranoje, po Svitinimo lipidy peroksidacija didéja, taciau plazminés
membranos pralaidumas kinta nezymiai. Tiktai ilgalaiké inkubacija su mTHPC Zenkliai
padidina membranos pralaiduma baltymams. Gali buti, kad trumpalaikés inkubacijos
metu, po Svitinimo susidariusios lipidy pazaidos yra atstatomos, sintetinant
endoplazminiame tinkle naujus membranos lipidus. Tiktai ilgalaiké inkubacija su
mTHPC (18 val), kai jau gali biiti pazeidziamos ir endoplazminio tinklo membranos bei
mitochondrijy, plazminés membranos pralaidumas kinta zymiai. Drusky terpéje, kurioje
metaboliniai procesai yra létesni, tiek lipidu peroksidacija, tiek plazminés membranos
pralaidumo padidéjimas neatsistato. Norédami patikrinti vidulasteliniy membrany
pazaidy jtaka membrany integralumui ir lastelés metabolizmo pokyciams mes tyréme

fotosensibilizacijos jtaka lastelés metabolizmui.
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2.2 Vidiniy lastelés membrany pazaidos

Lipofilinis fotosensibilizatorius mTHPC lokalizuojasi ne tik plazminéje membranoje,
bet difuziskai pasiskirsto lasteliy vidinése membranose, ju tarpe ir mitochondrijose.
Tolimesniuose darbo etapuose mes tyréme fotosensibilizacijos jtaka lastelés
energetiniam metabolizmui. Pagrindinis lastelés energijos Saltinis yra ATP, kuri susidaro
glikolizés ir oksidacinio fosforilinimo metu. Funkcionuojanciose lastelése didziausias
ATP kiekis susidaro mitochondrijose. Vienas i§ rodikliy atspindintis mitochondrijy
metabolizma yra MTT redukcinio pajégumo kitimas. MTT redukcinis pajégumas
atspindi oksidoreduktaziy, ju tarpe ir mitochondriniy aktyvumg. Fotosensibilizuojant
lasteles, oksidoredukataziy aktyvumas maze¢ja (5 pav.). Inkubuojant lasteles DPBS
terpéje, i§ karto po Svitinimo pabaigos MTT redukcinis aktyvumas yra sumazéjgs 20-30
%. Toliau laikant lasteles tamsoje, pra¢jus 3 val po Svitinimo pabaigos, oksidoreduktaziy
aktyvumas sumazéja iki nulio. Tuo tarpu inkubuojant visavertéje terpéje, po 3 val
inkubacijos tamsoje, MTT redukcinis aktyvumas sumazéja tiktai apie 50 %. Yra
nedidelis skirtumas tarp fotosensibilizatoriy poveikio skirtingom lasteliy linijom, MH-

22A lastelés yra dalinai atsparesnés.
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5 pav. Fotosensibilizacijos poveikis MTT redukcijos aktyvumui BHK-21
(apskritimai) ir MH-22A (kvadratai) lastelése. Lastelés inkubuotos su 0,7 uM mTHPC
18 val, po to §vitinta 30 min (A>590 nm 1 mW/cm?), po vitinimo inkubuota DMEM terpéje
(balti simboliai) arba DPBS drusky tirpale (juodi simboliai); briik$niai — standartiné klaida.
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Sekancioje bandymuy serijoje tyréme membranos pazaidy itaka lastelés metabolizmui.
Pelés hepatomos lastelés buvo fotosensibilizuotos skirtingos lokalizacijos
fotosensibilizatoriais — lipofiliniais mTHPC, endogeniniais porfirinais ir hidrofiliniu
TPPS, (meso-tetra(4-sulfonatofenil)porfinas). Porfirinai yra lipofilinés medziagos, jie yra
sintetinami mitochondrijose ir jie kaupiasi mitochondrijose. Porfirinai yra sintetinami i§
aminolevulino rugsties (ALA). Hidrofilinis fotosensibilizatorius TPPS, lokalizuojasi
lizosomose (Dang C. V. ir Semenza G. L. 1999).

Lastelés energetinj statusa geriausiai atspindi ATP koncentracijos kitimai. Matuojant
po fotosensibilizacijos ATP koncentracija DPBS terpéje, po 3 val inkubacijos tamsoje,
jos koncentracija sumazgja iki nulio (6 pav.). Pastebétas nezymus skirtumas tarp
skirtingy lasteliy linijy. BHK Iastelése, ATP koncentracija mazéja grei¢iau negu MH-
22A lastelése. Jeigu lastelés po Svitinimo buvo inkubuotos visavertéje terpéje, ATP
koncentracijos maz¢jimas buvo nezymus. Buvo pastebétas jdomus faktas, kad po
$vitinimo pirmomis valandomis buvo registruojamas nedidelis (~20 %) ATP

koncentracijos iSaugimas.
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6 pav. Fotodinaminis poveikis ATP Kkoncentracijos pokyfiams BHK-21
(apskritimai) ir MH-22A (kvadratai) lastelése. Eksperimento salygos nurodytos 5 pav.

Norédami jvertinti oksidacinio fosforilinimo ir glikolizés indéli i ATP sintezg,
naudojome skirtingus glikolizés ir mitochondrijy kvépavimo grandinés substratus ir

ivairius slopiklius.
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Glikolizés procesas buvo slopinamas deoksigliukoze, kuri konkuruoja su gliukoze
heksokinazés katalizuojamoje reakcijoje. Elektrony pernasa elektrony pernasos grandine
buvo slopinama antimicinu. Po fotosensibilizacijos slopikliai mazino ATP koncentracija
lastelése, taCiau deoksigliukozés poveikis buvo ryskesnis (7 pav. A). Antimicinas
sumazino ATP koncentracija ~30 %, tuo tarpu glikolizés slopinimas sumazino ATP

koncenracija net 70 %.
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7 pav. Fotosensibilizacijos sukelti ATP koncentracijos poky¢iai MH-22A
Iastelése. A — lastelés inkubuotos su oksidacinio fosforilinimo ir glikolizés slopikliaias, B — su
skirtingais energijos substratais. Fotosensibilizuota 0,7 uM mTHPC (8 kJ/mz), 1 mM ALA (16
kJ/m?), 50 uM TPPS, (65 kJ/m?). A — $vitinimo metu ir po jo lastelés inkubuotos visavertéje
terpéje pridéjus elektrony pernaSos slopiklio (10 pg/ml antimicino A, Ant) arba glikolizes
slopiklio 5,5 mM 2-deoksigliukozés, DG). B — §vitinimo metu ir po jo lastelés inkubuotos su
glikolizés arba trikarboksirtig§éiy ciklo substratais: 1 — 5,5 mM Glc, 4 mM Gln, 5 mM Pvr, 2 —
5,5 mM Glc, 3 —4 mM GlIn, 5 mM Pvr

Deoksigliukozé slopindama glikoliz¢ mazina ir trikarboksirtigi¢iy ciklo substrato
piruvato koncentracija. Todél mes palyginome jvairiy substraty indélj | susidariusio ATP
kieki. Energizuojant lasteles glikolizés substratu gliukoze arba substratais, kurie
tiesiogiai oksiduojami mitochondrijy (Gln, PVR), susidariusio ATP koncentracija,
kontrolinése lastelése, nepriklausé nuo energijos Saltinio (7 pav. B). Fotosensibilizavus
lasteles TPPS,, kuris pazeidzia lizosomas, sukéle ATP koncentracijos iSaugima 20 %
lastelése, kurios buvo inkubuojamos su glikolizés ir oksidacinio fosforilinimo
substratais. Tai gali buti susije arba su ATP sintezés padidéjimu arba su ATP

sunaudojimo maz¢jimu. Lasteliy fotosensibilizacija su mTHPC, ryskiai sumazina (=50

%) ATP koncentracija, naudojant substratus, kuriuos tiesiogiai oksiduoja mitochondrijos
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(PVR, Gln), tai rodo apie galimas mitochondriju pazaidas. Gliukozés vaidmuo
neapsiriboja tiktai energetine. Ji gali valdyti kai kuriy geny ekspresija, ji gali buti jvairiy
procesy reguliatorius (Rolland et al 2001).

Lasteliy fotosensibilizacija sumazina lasteliy gyvybinguma. Yra Zinoma, kad
aktyviosios  deguonies  formos, susidariusios ~ fotosensibilizavus  lasteles
fotosensibilizatoriais, kurie lokalizuojasi mitochondrijose, sukelia lastelés Ziiti apoptozés
bidu (Buytaert E. et al 2007). Vidiniai ir iSoriniai veiksniai, kurie padidina
mitochondrijy iSorinés membranos pralaiduma yra apoptozés stimulai (Green D.R. ir
Kroemer G. 2004). Jy poveikyje i$ tarpmembraninés ertmés i citozolj iSeina citochromas
c ir kiti apoptogeniniai veiksniai. Apoptogeniniy veiksniy iSsiskyrima turi stimuliuoti
ROS susidariusios iSorinéje mitochondrijy membranoje arba peréjusios i iSoring
membrang. Fotodinaminis poveikis sukelia lasteliy zati tiek apoptozés, tiek nekrozés
budu. Apoptozés ir nekrozés procesus jvertinome fluorescencijos metodu, matuojant
akridino oranzinio ir etidzio bromido fluorescencija. ATP yra bitina apoptozei (Leist et
al 1997). Taciau vien ATP koncentracijos padidéjimas fotosensibilizuojant lasteles
TPPS, nesukélé lasteliy zities apoptozés blidu, prieSingai lastelése dominavo Zziitis

nekrozés biidu. (8 pav.). Tuo tarpu fotosensibilizacija mTHPC arba ALA terpéje, kur

TPPS, | mTHPC | ALA _

Zavanéiy lasteliy dalis, %

0 ~Glc GinGlc Gle Gin Glc Glo Gin Glg
Gin Pwr Gln Pvr Gln Pyr
Pvr Pur Pur

8 pav. Fotosensibilizuoty 1asteliy sukelta apoptozé ir nekrozé. Inkubuota: mTHPC
— 1,5 val, ALA — 2,5 val, TPPS; — 5 val po $vitinimo. Apoptozinés lastelés pilki stulpeliai,
nekrozinés lastelés — juodi. Lastelés buvo inkubuotos DMEM terpéje su glikolizés arba
trikarboksirtig§¢iy ciklo substratais: gliukozé (Glc) 5 mM, glutaminas (Gln) 4 mM, piruvatas
(Pvr) 5 mM. Branduoliy poky¢iai buvo stebimi fluorescenciniu mikroskopu
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kartu buvo glikolizés ir trikarboksirtigsciy ciklo substratai sukeélé lasteliy zuti,
daugiausiai apoptozés biidu. Energizuojant Iasteles vien gliukoze, be piruvo rigsties ir
glutamino, nekrozés budu zistanéiy lasteliy skaiius iSauga.

Skirtingos lokalizacijos fotosensibilizatoriai sukelia skirtingai sukelia lastelés zatj.
Fotosensibilizatoriai kurie kaupiasi mitochondrijose, sukelia mitochondrijuy membrany
pazaidas ir apoptotiniai signalai iSeina pro iSoring membrana | citozoli (Manna S.K. et al.
1998). Vienas i$ svarbiausiy apoptogeniniy signaly yra citochromas c.

Fotosensibilizavus lasteles mTHPC tomis salygomis, kai gyvy lasteliy skaicius lieka
50 % citochromo c kiekis citozolyje padidéja (9 pav.). Padidinus fotosensibilizacijos

dozg (CDA80), citochromo c kiekis Zymiai padidéja.

Citc ‘ | —— _‘
p-aktinas r- | onmmmm—"
Kontrole mTHPC ~ mTHPC
CD50 CD80

9 pav. Citochromo c iSéjimas j citozolj fotosensibilizuotose mTHPC A-431
lastelése. Citochromas c nustatytas Western blot metodu. Lastelés inkubuotos su 0,1 pg/ml
mTHPC 18 val, §viesta 1 ir 3 min (1,0 kJ/m>(CD50) ir 2,9 kJ/m® (CD80))

Vienas i§ galimy citochromo ¢ i$¢jimo i§ mitochondrijy tarpmembraninés ertmés i
citozolj keliy yra pro nespecifinio pralaidumo pora, kuria slopina ciklosporinas (CspA),
savitasis ciklofilino slopiklis (Andreeva et al 1995). I$¢jgs citochromas c aktyvina
kaspaze-3, kurios aktyvumas buvo registruotas naudojant DEVD substrata. Lasteliy
fotosensibilizacija su mTHPC aktyvina DEVD-savitaja kaspaze (4 lentel¢).

4 lentele. DEVD-savitosios kaspazés aktyvumas mTHPC fotosensibilizuotose
MH-22A lastelése

Poveikis Kaspazés aktyvumas
pmol/min

Kontrolé 0

Kontrolé su CspA 0

Svitinta 0,6 kJ/m’ 2,6
Svitinta 0,6 kJ/m? su CspA 3,3
Svitinta 1,8 kJ/m’ 1,8
Svitinta 1,8 kJ/m’® su CspA 1,8

Lastelés buvo inkubuotos su 0,15 pg/ml mTHPC 18 val., kaspazés aktyvumas nustatytas po
2 val po $vitinimo
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Nespecifinio pralaidumo poros uzdarymas ciklosporinu nesumazino kaspazés-3
aktyvumo, priesingai, esant mazom 3vitinimo dozéms (0,6 kJ/m?) kaspazés aktyvumas
padidéjo.

Lipofiliniai  fotosensibilizatoriai  kaupiasi jvairiose lastelés membranose.
Citochromo c i$¢jima | citozoli, kaspaziy aktyvinima, gali sukelti ir kiti proapoptoziniai
Bcl2 Seimos baltymai, esantys esantys endoplazminiame tinkle (Murphy K.M., et al
2000). Jie padidina mitochondrijy iSorinés membranos pralaiduma ir skatina citochromo
¢ i8¢jima i§ mitochondrijy (Kessel D., Reiners J. J. Jr (2007). Sekanc¢iame darbo etape
mes tyréme mitochondrijy atsaka i mitochondrijy membranos pazaidas ir { mitochondrijy

uzpilde esanciy fermenty slopinima

2.3. Kryptingos mitochondrijy pazaidos

Lasteles fotosensibilizavome mTHPC ir ALA, po fotosensibilizacijos membranos
itampa sumazgjo, tuo tarpu lasteles inkubavus hidrofiliniu su TPPS,, membranos jtampa
net 20 % iSaugo (10 pav.) Mitochondrijy membranos jtampa registravome matuodami
lipofilinio katijoninio fluorochromo DiOCg, kuris yra perneSamas | mitochondrijas déka
Ay, fluorescencija. Matome, kad lipofiliniai fotosensibilizatoriai mazina membranos

itampa, matomai didindami vidinés membranos pralaiduma.

40

20

i

60 |-

DiOC; fluorescencijos pokyciai, kontrolés %

mTHPC ALA TPPS, CCCP

10 pav. Mitochondrijy jtampos pokyciai fotosensibilizuotose MH-22A lastelése.
Membranos jtampos pokyc¢iai buvo vertinami pagal DiOCs fluorescencijos pokycius. Lastelés
buvo inkubuojamos su 0,7 uM/ml mTHPC (18 wval), su 50 pg/ml TPPS; (4 val) ir ImM
aminolevulino ragsties ALA (4 val). Bruksniai — standartiné klaida
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Kitoje darbo dalyje mes tyréme kaip oksidacinis stresas, sukeltas mitochondrijy viduje
veikia lastelés. Nustatyta, kad padidéjus ROS yra aktyvinama apoptozé (Ott M. et al
2007). ROS (singuletinis deguonis) mitochondrijy viduje buvo generuojamos $vitinant
rodaming 123 (Rod123) arba safranina (Safr).

Rodaminas 123 ir safraninas yra lipofiliniai katijonai, kurie elektroforetiskai
patenka tiesiai i mitochondriju vidy déka ant vidinés membranos esanc¢ios membranos
itampos (minus viduje) (Palmiera et al 1996, Modica-Napolitano J.C 2001, ). Jie
nepatenka i vidines lasteliy piisleles, lizosomas (Johnson L.V. et al 1980, Chen L. B.
1988), o ju kiekis mitochondrijose priklauso nuo elektriniy potencialy skirtumo. Mes
pasirinkome $iuos dazus norédami sukelti fotopazaidas mitochondrijy viduje.

Rodamino 123 yra placiai naudojamas fluorescencinis zymuo tirti gyvas
mitochondrijas, jo fluorescenciné kvantiné iSeiga yra didelé ®r = 0,9 (Chow A. et al
1986). Tai rodo, kad tripletinés biisenos, kuri svarbi '0,, vieno i§ svarbiausiy veiksniy
fotodinamingje terapijoje, kvantiné iSeiga yra maza. Lazerinés fotolizés eksperimentai
parodé, kad tripletinés blisenos kvantiné iSeiga @1 = 0,1. Taciau buvo pastebéta, kad
rodamino 123 sukeltas fototoksiSkumas priklausé nuo deguonies koncentracijos, tai rodo,
kad ROS yra fotopazaidy skatintojas ar tarpininkas (Richmond R.C. ir O'Hara J.A.
1993).

Mes palyginome rodamino 123 sukeltas fotopazaidas su stipraus
fotosensibilizatoriaus mTHPC, kurio tripletinés biisenos kvantiné iseiga ®r = 0,9
(Berenbaum M.C. et al 1986) veikimu.

MH-22A lastelés buvo inkubuojamos su rodaminu 123, po 60 min. Iastelés jau
buvo prisotintos dazu ir tolimesné inkubacija nezymiai didino vidulasteling rodamino
123 koncentracija (11 pav. A). Rodamino 123 pernasa { lasteles yra membranos jtampos
zymuo, ji gana placiose ribose, iki 10 pg/ml nepriklauso nuo Rod123 koncentracijos
inkubacijos terpéje. (11 pav. B). Esant didesnéms rodamino 123 koncentracijoms,
pernasa | lasteles zenkliai padidéja ir padidéjimas koreliuoja su lasteliy gyvybingumo
sumaz¢jimu tamsoje (11 pav. C). Buvo parodyta, kad rodaminas 123 slopina
mitochondrijy bioenergetines funkcijas, esant jo koncentracijoms didesném nei 10 pg/ml
(Modica-Napolitano J.S. et al 1984, Atlante A. et al 1992). Matomai mitochondrijy

perkrova rodaminu pazeidzia lasteliy homeostazg. Be to yra zinoma, kad Zistancios
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lastelés nekontroliuojamai absorbuoja didelius medziagy, esanciy inkubacijos terpéje,

kiekius. Tenka pazyméti, kad §ie rodamino 123 poveikiai yra nesvitinant lasteliy.
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11 Pav. Rodamino 123 patekimas | MH-22A lgsteles ir lasteliy gyvybingumas.
(A) — Rodamino 123 sugérimo priklausomybé nuo inkubacijos laiko; lastelés buvo
inkubuojamos terpéje su 5 pg/ml rodamino 123. (B) — Rodamino 123 sugérimo priklausomybé
nuo rodamino 123 koncentracijos inkubacijos terpéje. Lastelés buvo inkubuojamos 1 val.
Lasteliy gyvybingumo priklausomybé nuo rodamino koncentracijos. Lasteliy gyvybingumas
matuotas pagal MTT redukcija

Todél tirdami mitochondrijy pazaidas, mes netyréme rodamino toksiskumo, esant
dideléms rodamino koncentracijoms, apsiribojome fotopazaidomis, esant 5 pg/ml
rodamino 123. Si koncentracija nesukélé dideliy poky&iy mitochondriju pasiskirstyme

lasteléje ir neturéjo jtakos lasteliy gyvybingumui.
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12 pav. Fotosensibilizacijos rodaminu poveikis MH-22A lasteliy gyvybingumui
(A) ir citrato sintazés aktyvumui (B). Lasteliy gyvybingumas buvo matuotas MTT metodu,
po 24 val. po $vitinimo. Lastelés inkubuotos 1 val. su 5 pg/ml Rod 123 pries Svitinant 509+5
nm, 29 W/m? 60 min. Atviri simboliai: lastelés Svitintos, uzdari simboliai — lastelés nesvitintos.
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DidZiausias lasteliy gyvybingumo sumazéjimas sieké 40 % Svitinant Iasteles inkubuotas
su rodaminu 60 min (104,4 kJ/m?) (12 pav. A). Tuo tarpu toks pat gyvybingumo
praradimas mTHPC-PDT pasiektas esant 0,72 kJ/m2 (45 sek veikiant $viesai).

Reikia pastebéti, kad apsvitinus lasteles, inkubuotas su rodaminu 123, wvyksta
mitochondrijy morfologiniai pokyc¢iai — padidéja mitochondrijy dalijimasis, pragjus 24
val po §vitinimo neatsistato mitochondrijy tinklai.

Rodaminas 123 yra sutinkamas mitochondrijuy uzpilde, todél jo kaip
fotosensibilizatoriaus taikiniai galéty biti fermentai, esantys mitochondrijy uzpilde. Mes
matavome fotosensibilizacijos poveiki trikarboksirig§¢iy ciklo tirpaus uzpildo fermento
citrato sintazés aktyvumui. Sio fermento aktyvumo sumaZéjimas rodo vidinés
mitochondrijy ertmés pazaidas. Inkubuojant lasteles tamsoje su rodaminu 123 buvo
pastebétas nezymus (10 %) citrato sintazés aktyvumo sumazéjimas. Taciau
fotosensibilizuotose lastelése citrato sintazés aktyvumas zenkliai sumaz¢jo ir sieke 50 %
buvuso lygio (12 pav. B). Tuo tarpu po fotosensibilizacijos su mTHPC, fermento
aktyvumo slopinimas sieké 10 — 15 % kuris atsistaté po 2 val.

Rodamino 123 sukeltos mitochondrijy pazaidos yra nedidelés, reikalingos didelés
$vitinimo dozés, todél efektyvesnei singuletinio deguonies produkcijai mitochondrijy
viduje mes naudojome katijonini fotosensibilizatoriy safraning, kurio singuletinio
deguonies susidarymo kvantiné iSeiga yra didelé (Akerman K.E ir Wikstrom M.K 1976,
Bunting J.R. 1992).

Safranino ir mTHPC lokalizacija A431 lastelése buvo nustatyta fluorescenciniu
konfokaliniu mikroskopu.. Naudodami klasikinius mitochondrijy Zymenis MitoTracker
Deep Red ir MitoTracker Green mes parodéme, kad safranino fluorescencija atitinka
mitochondrijy buvimo vietas lastel¢je. Lyginant mTHPC ir mitochondrijy Zymeny
fluorescencija nustatéme, kad Siy medziagy fluorescencijos vietos dalinai sutampa, tai
dar karta patvirtina, kad dalis mTHPC yra lokalizuota ir mitochondrijose.

Apsvietus lasteles, abu fotosensibilizatoriai efektyviai maZino nuo S$viesos
priklausantj lasteliy gyvybinguma. (13 pav. A). Vienas fotosensibilizatorius ar tiktai

lasteliy Svitinimas neturéjo jtakos lasteliy gyvybingumui.
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13 pav. Fotosensibilizatoriy safranino ir mTHPC poveikis A431 lasteliy
gyvybingumui ir citrato sintazés aktyvumui. (A) Lasteliy gyvybingumas buvo tirtas
dazant lasteles kristaliniu violetiniu. Svitinimo salygos: safraninas 50915 nm, 21 W/m?,
mTHPC, 66045 nm, 16 W/m?. (B) Citrato sintazés aktyvumas. Svitinimo salygos: 1 — kontrolé,
2 — CD50, 3 — CD80. Safraninas CD50, 3 min 5,2 kJ/mz; safraninas CD80, 10 min, 17,4 kJ/mz.;
mTHPC CD30, 1 min, 1 kJ/m* , mTHPC CD80, 3 min, 2,9 kJ/m’. Citrato sintazés aktyvumas
lasteliy lizatuose buvo matuojamas i§ karto po $vitinimo arba po 3 val

Lipofiliniai fotosensibilizatoriai sukelia lasteliy ziiti fotosensibilizatoriai sukelia
lasteliy ziiti apoptotoés ir nekrozés budu, silpna fotosensibilizacija sukelia apoptozg, tuo
tarpu didelé — nekrozg (Chernyak B. V. et al 2006, Alvarez M.G. et al 2005). Dauguma
tolimesniy eksperimenty buvo atlieckami tomis Svitinimo salygomis, kuriomis gyvy
lasteliy skaicius po $vitinimo sumazgjo arba 50 % (CDS50) arba 80 % (CD80). Safranino-
PDT atveju buvo §vitinama 3 arba 10 min (atitinkamai 5,2 arba 17,4 kJ/m?, 50945 nm), o
mTHPC-PDT 1 arba 3 min (1 arba 2,9 kJ/m>, 66045 nm).

Svitinant buvo slopinamas mitochondrijy uZpildo fermenty aktyvumas (13 pav. B).
I§ karto po Sviesos poveikio citrato sintazés aktyvumas nekito, esant terpéje mTHPC.
Tuo tarpu lastelése, inkubuotose su safraninu fermento aktyvumas sumazéjo 40 % esant
CDS80. Ryskaus citrato sintazés aktyvumo sumazéjimo nebuvo pastebéta inkubuojant
lasteles 3 min su mTHPC ir matuojant fermento aktyvuma po 3 val. Didelis (22 %)
citrato sintazés aktyvumo sumazéjimas buvo pastebétas veikiant lasteles safraninu po 3
val (CD50). Esant CD80, fotosensibilizuotose mTHPC lastelése, citrato sintazés
aktyvumas sumazéjo 20 % (P < 0,001), tuo tarpu safraninu veiktose lastelése citrato

sintazés aktyvumas sumaz¢jo net 61 % (P = 0,003). Greitas citrato sintazés aktyvumo
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sumaz¢jimas safranino-PDT yra pasekmé katijoninio dazo safranino pernasos i
mitochondrijy uzpilda ir jame esanciy fermenty pazaidy.
Norédami issiaisSkinti koki poveiki vidinés mitochondriju ertmés pazaidos turi
Yra nustatyta, kad iSorinés mitochondrijy membranos pralaidumo padidinimas ir
citochromo c i§éjimas yra pagrindinis vidinis apoptozés stimulas. Norédami i$siaiskinti
ar pazeidus ne mitochondrijy membrana, o mitochondrijy viduje esancius taikinius
keiciasi lasteliy morfologija ir zities biidai, mes fotosensibilizavome lasteles

fotosensibilizatoriais, kurie kaupiasi mitochondrijy viduje — rodaminu 123 ir safraninu.
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14 pav. Fotosensibilizacijos indukuota apoptozé. (A) Hoechst 33342 fluorescencija
po PDT. Inkubacija su rodaminu 123, 4 val; mTHPC, 1,5 val. (B) DEVDazés aktyvumas po
PDT. Trikampiai — nepaveiktos, kontrolinés lastelés. Rutuliukai: inkubuota su 5 pg/ml rodamino
123 1 val; $vitinimas, 509+5 nm, 29 W/m? , 60 min. Kvadratéliai: inkubuota su 0,15 pg/ml
mTHPC 18 val, $vitinimas, 660+5 nm, 16 W/m?, 45 sek

Fotosensibilizavus rodaminu 123, buvo nustatytos tik kelios Zzuvusios lastelés
apoptotiniu ar nekroziniu biidu (toks pat kiekis buvo nustatytas ir kontroliniuose
méginiuose) (14 pav. A). Fotosensibilizacija rodaminu 123 nepadidino citochromo ¢

i8¢jimo i§ lasteliy ir neaktyvino kaspazés-3 (14 pav. B).
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Lastelés atsaka i fotosensibilizacija tyréme esant skirtingom citotoksiném safranino
dozém nuo CD10 iki CD80. Fotosensibilizuojant lasteles safraninu, tomis salygomis, kai
gyvu lasteliy skaicius lieka 50 % (CDS50) buvo nustatytos tiktai kelios lastelés
zustanCiosapoptozeés ar nekrozes biidu (15 pav. A). Taip pat nustatyti pédsakai iS€jusio i$

mitochondrijy citochromo ¢ (15 pav. B), bei nedidelis kaspazés-3

Citc

B-aktinas

Kontrolé Safr CD50 Safr CD80

15 pav. Fotosensibilizacijos sukelta apoptozé. (A) Hoechst 33342 fluorescencija A-
431 lastelése po fotosensibilizacijos. Inkubacijos laikas po §vitinimo: Safr-PDT CD50 ir CD80 —
4 val (B) citochromo c i$¢jimas | citozolj po 3 val Svitinimo
aktyvumas (16 pav. A). Tuo tarpu lyginant su lipofiliniu fotosensibilizatoriumi mTHPC,
jo poveikis esant CD50 rodé ryskia lasteliy ztiti apoptozés budu - lastelés tapo apvalios,
susitrauké, {vyko branduolio kondensacija citochromas c i$éjo i citozoli (9 pav.), bei
buvo aktyvinama kaspazé-3 (DEVDazés aktyvumas iSaugo) (16 pav.). Nekrozés biidu
ziinan¢iy lasteliy skaicius buvo nezymus, maziau nei 2 %.

Gauti rezultatai rodo, safranino-PDT metu, naudojant dozes maZesnés nei CDS50,
lastelés nezuvo nei nekrozés, nei apoptozés budu, net praéjus 72 val po Svitinimo. Taciau
didelés safranino-PDT dozés vir§ CD70 sukélé zymia apoptozg: charakteringai pakito
lastelés ir branduolio morfologija (15 pav. A), ryskiai padidéjo citochromo c i$¢jimas {
citozoli (15 pav. B), padidéjo kaspazés-3 aktyvumas (16 pav. A, B). Safranino-PDT

sukeltos apoptozés metu, apie 2 % lasteliy ziina ir nekrozés budu.
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16 pav. Kaspazés-3 aktyvinimas po fotosensibilizacijos. (A) Kaspazés-3 aktyvumas
po Safr-PDT ir mTHPC-PDT. (B) DEVDazés aktyvumas po Safr-PDT po 3 val inkubacijos po
$vitinimo pabaigos

Fotosensibilizatoriai, kurie pazeidzia mitochondrijy membranas sukelia citochromo
c i8¢jma, aktyvina kaspazg-3, bei sukelia lastelés zat] apoptozés budu. Tie
fotosensibilizatoriai, kurie pasiskirsto mitochondrijy viduje nesukelia lastelés Zzities
apoptozés buidu. Apoptoze sukelia tiktai taikant dideles fotosensibilizacijos dozes.

Perspektyvos

Miisy atliktuose tyrimuose buvo palygintos ivairiy membrany pazaidy poveikis
membrany pralaidumui, metabolizmui, ziities bidams. Toliau numatoma atlikti tyrimu
su skirtingos histogenezés ir diferenciacijos laipsnio lastelémis. Numatoma tirti lasteliy
membrany pazaidy itaka lasteliy gyvybingumui, medziagy apykaitai, lastelés
energetiniam apripinimui. Numatoma tirti aktyviyju deguonies formy poveiki lastelés
ciklui, nustatyti lasteliy Zities autofagijos biidu mechanizmus.Sie tyrimai pagilins Zinias

apie aktyviyjy deguonies formy sukeltus lastelés ztities mechanizmus.
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ISvados

. Hibridiniy baltymy Lamb-LacZ saveika su E. coli membrany piislelémis priklauso

nuo membranos baltymo LamB polipeptidinés grandinés ilgio ir nuo baltymo SecA

buvimo membranose.

. Aktyviyjy deguonies formy generacija eukarioty lastelése padidina lipidy

peroksidacijos lygi, padidina plazminés membranos pralaiduma baltymams,

sumazina lastelés oksidoreduktaziy aktyvuma.

. Lasteliy gyvybingumo poky¢iai maZziau jautrts aktyviuyjy deguonies formy

susidarymui mitochondrijy viduje ir mitochondrijy vidinés ertmés pazaidoms, nei

lasteliy membrany pazaidoms.

. Lasteliy ziities budai priklauso nuo membrany pazaidy lokalizacijos, poveikio dozés,

poveikio lastelés metabolizmui stiprumo, lastelés energetinio apripinimo.
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