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IVADAS

Oda yra didziausias zmogaus kiino organas ir barjeras, uztikrinantis
apsauga Nhuo nepalankiy fiziniy (mechaniniy pazeidimy, ultravioletinés
spinduliuotés), cheminiy (alergeny, uzdegimg sukelian¢iy medziagy) ir
biologiniy (mikroorganizmy) aplinkos veiksniy. Keratinocitai sudaro
didziaja dalj epidermio, iSorinio odos sluoksnio, Igsteliy. Pagal keratinocity
morfologija epidermis i$skiriamas j keturis sluoksnius, giliausiame is jy
i§sidéste pamatiniai keratinocitai. Diferencijuodami pamatiniai Keratinocitai
migruoja j virSutinius epidermio sluoksnius, kKur tampa negyvomis, bet
apsaugine funkcija atliekan¢iomis lastelémis. Si keratinocity kelioné link
odos paviriaus yra unikali jy Zities forma, vadinama ragéjimu. Zalingiems
aplinkos veiksniams pazeidus Keratinocitus gali atsirasti mutacijos,
sukelian¢ios odos vézj, kuris yra viena i labiausiai paplitusiy vézio formy
pasaulyje.

Fotodinaminé (FD) terapija yra vézio ir kai kuriy kity ligy, kurias sukelia
intensyvi lasteliy proliferacija, gydymo budas, sékmingai taikomas gydant
pavirdinius odos vézio tipus ir ikivézinius odos susirgimus. Sis gydymo
buidas pagrijstas FD poveikiu — sgveika tarp lastelés sukaupto
fotosensibilizatoriaus, $viesos ir deguonies, susidarant reaktyvioms
deguonies formoms (ROS), kurios oksiduoja biomolekules. Vienlypis
deguonis (*O,) — dazniausiai FD poveikio metu susidaranti ROS. O, greitai
reaguoja su biomolekulémis ir trumpai gyvuoja, o tai riboja jo sklidima
lasteléje. 'O, difunduoja ~ 20-100 nm spinduliu paZeisdamas biomolekules
esanCias greta fotosensibilizatoriaus Susikaupimo vietos, todél vidulasteliné
fotosensibilizatoriaus lokalizacija yra labai svarbi. Be to, kad FD poveikis
yra efektyvus véziniy lgsteliy naikinimo budas, jis gali buti naudojamas ir
tiriant lasteliy Zzaties mechanizmus. Naudodami skirtinguose lastelés
sanduose susikaupusius fotosensibilizatorius, galime atskleisti pazaidy
lokalizacijos arba ROS susidarymo vietos reikSme lasteliy atsakui ir
sukeltam zties keliui.

FD terapijos naudojimo klinikoje klititis yra ta, kad mazai Zinoma apie
sudétingus molekulinius mechanizmus, lemianéius citotoksiskuma, ir dar
maziau apie veiksnius, galinfius pagerinti jo savitumg. Dazniausiai FD
poveikis tiriamas véZinése lastelése. Zinoma, kad jos kaupia
fotosensibilizatoriy, visgi, taikant FD terapija daznai pazeidZiamos ir
sveikos, navika supancios, lastelés. FD terapijos poveikis sveikoms lasteléms
vis dar menkai istirtas, todél $iy lasteliy atsako i FD poveikj jvertinimas gali
suteikti Ziniy, reikalingy klinikinés FD terapijos optimizavimui. Jvertinus
skirtingy lastelés organeliy pazaidy reikSme sveiky ir véziniy lasteliy zaties



vyksmams biity galima prognozuoti Salutinius poveikius, 0 tai yra svarbu
kuriant naujus gydymo biidus. Siame darbe vertinome pirminiy Zmogaus
epidermio keratinocity HEKa ir epidermoidinés karcinomos lasteliy A-431
atsaka j FD poveikj, sukeltg skirtingos vidulgstelinés lokalizacijos
fotosensibilizatoriy.

Lizosomos daugel] mety buvo siejamos tik su biomolekuliy skaidymu.
Siuo metu yra zinoma, kad lizosomos vaidina svarby vaidmenj ir kituose
lasteléje vykstanCiuose procesuose, jskaitant maistiniy medziagy jutimg ir
energijos apykaitos kontrole, saveika su kitomis lasteliy struktiromis.
Lizosomy pazaidos ne tik sutrikdo skaidymo procesa, bet ir sukelia lizosomy
turinio iSsiliejimg, Kuris suaktyvina lasteliy Zatj. Lizosomy pazaidos yra
susije su jvairiomis lgsteliy zaties formomis: apoptoze, nekroptoze,
piroptoze ir feroptoze. Jos ne tiktai dalyvauja vélyvose autofagijos stadijose,
bet yra svarbios autofagijos reguliacijai, o pazeistos gali pacios tapti
autofagijos substratu. Be to, lizosomos palaiko epidermio homeostaze ir
vaidina lemiamg vaidmenj formuojant odos barjera, kai virSutiniuose
epidermio sluoksniuose palaikoma intensyvi autofagija, reikalinga organeliy
ir baltymy skaidymui.

Siame darbe tyréme lasteliy atsaka | lizosomose kaupiamus
fotosensibilizatorius. Naudojome ftalocianiny darinius, kurie kaupiami
skirtinguose lizosomy sanduose: lizosomy membranose kaupiamg aliuminio
ftalocianing, turintj dvi greta iSsidésciusias sulfogrupes (AIPcS,), ir j
lizosomy liumeng patenkantj aliuminio ftalocianino tetrasulfonatg (AIPcS,).
Lizosomose lokalizuoty fotosensibilizatoriy FD poveikj lyginome su
Klinikoje taikomo, jvairiose lastelés membranose kaupiamo mezo-tetra-(3-
hidroksifenil)-chlorino (mTHPC) FD poveikiu pirminiy keratinocity
diferenciacijai, apoptozei ir autofagijai.

Pastebéta, kad atsako i FD terapija metu ne tik inicijuojama véZiniy
lasteliy zatis, bet gali padidéti naviko augimui palankiy prouzdegiminiy ir
proangiogeniniy citokiny raiska. Tyréme AIPCS,, sukelta FD poveiki
epidermoidinés karcinomos lasteliy A-431 apoptozei, autofagijai bei
kraujagysliy endotelio augimo veiksnio A (VEGF-A) ir uzdegima
skatinancio citokino interleukino 1 o (IL-1a) raiskai. IL-1a yra ypatingas
citokinas, atliekantis keleta funkcijy: budamas branduolyje jis veikia kaip
transkripcijos veiksnys, o lastelés iSoré¢je — kaip ligandas, aktyvuojantis
IL-1R receptoriy. IS ankstesniy miisy laboratorijos darby zinodami, kad po
FD poveikio padidéja VEGF-A ir IL-1a raiska, siekéme jvertinti, ar IL-1a
regulivoja VEGF-A raiska. IL-1a raiskg stipriausiai indukavo mTHPC-FD
poveikis, todél IL-1a reik§me VEGF-A raiskai vertinome po Sio poveikio.
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Sio darbo tikslas — jvertinti pirminiy keratinocity ir epidermoidinés

karcinomos lgsteliy atsakg j lizosomose arba jvairiose lgsteliy membranose
sukaupty fotosensibilizatoriy sukelta FD poveikj in vitro.

UzZdaviniai:

Ivertinti pirminiy Zzmogaus epidermio keratinocity HEKa diferenciacija,
apoptoze ir autofagija po fotodinaminio poveikio, sukelto naudojant
Siuos fotosensibilizatorius:

- lizosomy membranose kaupiama AIPcS,;;

- lizosomy liumene pasiskirstantj AIPcSy;

- jvairiose lastelés membranose lokalizuota mTHPC.
Kompiuteriniais metodais nustatyti apoptozés, autofagijos, keratinocity
diferenciacijos ir atsako j lizosomy pazaidas baltymy sgveikas.

Nustatyti citokinus — interleuking la ir kraujagysliy endotelio augimo
veiksnj A — koduojanciy transkripty kiekio pokyc¢ius po AIPcS,,, AIPCS,
arba  mTHPC sukelto fotodinaminio  poveikio  pirminiuose
keratinocituose HEKa.

Ivertinti AIPcS,, fotodinaminio poveikio reikSme apoptozei ir autofagijai
zmogaus epidermoidinés karcinomos A-431 Igstelése.

Ivertinti interleukino la reikSme¢ kraujagysliy endotelio augimo
veiksnio A raiSkai A-431 lastelese po mTHPC sukelto fotodinaminio
poveikio.
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MOKSLINIS NAUJUMAS

Siame darbe pirmg kartg atlikti tyrimai, apimantys jvairiose lgstelés
membranose kaupiamo mTHPC, lizosomy membranose kaupiamo AIPCS,,,
ir | lizosomy liumeng patenkancio AIPCS, suketa FD poveikj pirminiy
keratinocity ~ gyvybingumui  svarbiems  vyksmams: keratinocity
diferenciacijai, apoptozei, autofagijai ir kai kuriy citokiny (IL-lo ir
VEGF-A) raiskos pokyciams.

Pirma karta i$tirta, kad j lizosomas nukreiptas FD poveikis sukelia savita
lasteliy atsaka, kuris skiriasi nuo atsako j jvairiy lgstelés membrany pazaidas.
Lizosomy pazaidos sukelia apoptoze ir keratinocity diferenciacija, padidina
autofagosomy kiekj, bet nevyksta vélyvos autofagijos stadijos — skaidymas
lizosomose. Po FD poveikio mTHPC, pirminiuose epidermio keratinocituose
HEKa vyksta autofagija, apoptoz¢, taciau néra indukuojama keratinocity
diferenciacija ir neindukuojama IL-1c ir VEGF-A raiska.

Siame darbe buvo sudarytas baltymy tarpusavio saveikos tinklas
vertinant lizosomy pazaidy, apoptozés, Kkeratinocity diferenciacijos ir
autofagijos baltymy sgveika keratinocituose. Parodéme, kad K10 apjungia
visus tirtus Keratinocity atsakus (Daugelaviciene et al., 2021).

Misy laboratorijoje buvo nustatyta, jog po FD poveikio, sukelto
naudojant lizosomy viduje sukauptag AIPcS,;, A-431 lagstelése padaugéja
autofagosomy ir autofagija vyksta po silpnos poveikio dozés, taciau didesnés
poveikio dozés slopina vélyvas autofagijos stadijas (Sasnauskiené, 2011).
Siame darbe pirma karta parodyta, jog po AIPCS,-FD poveikio A-431
lastelése autofagosomy daugéja, taciau nevyksta vélyvos autofagijos stadijos
— skaidymas lizosomose. Taip pat, pirmg karta parodyta, kad pirminiuose
keratinocituose HEKa autofagosomy daugéja po FD poveikio sukelto
AIPCS,, ir AIPcS,, tadiau vélyvieji autofagijos etapai, kaip ir véZzinése
lastelése, vyksta tik po silpnos AlPcS,-FD poveikio dozés (Daugelaviciene
et al., 2021).

Pirmg kartg parodyta, kad po AIPCS,,-FD poveikio, nukreipto j lizosomy
membranas, A-431 lastelése padidéja citoking VEGF-A ir IL-1a transkripty
kiekis. Kartu su anksteniais miisy laboratorijos darbais, nustatyta, kad I1L-1a
transkripto kiekis labiausiai iSauga po mTHPC-FD poveikio. Vertindami
IL-1o. reikSme¢ VEGF-A raiskai, Siame darbe mazinome IL-lo kiekj,
naudodami siRNR. Nustatéme, kad IL-la didina VEGF-A raiska po
mTHPC-FD poveikio A-431 lastelése (Dabkeviciene et al., 2012).

Sio darbo metu gauti rezultatai gali bati svarbis tobulinant prie§vézinio
gydymo metodus ir kuriant naujas gydymo strategijas, mazinancias
Salutinius gydymo efektus.
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GINAMIEJI TEIGINIAI

Pirminiy Zmogaus epidermio keratinocity HEKa apoptoze inicijuoja
MTHPC, AIPcS,, ir AlPcS, sukelti fotodinaminiai poveikiai. mTHPC
fotodinaminis poveikis efektyviausiai skatina autofagijos srauta, o
aliuminio ftalocianinai sukelia pirminiy keratinocity diferenciacijg ir
apoptoze.

Remiantis baltymy sgveikos tinklu, Keratinas 10 sieja apoptozés,
keratinocity diferenciacijos, autofagijos ir lizosomy pazaidy baltymus.
Citokiny interleukino la ir kraujagysliy endotelio augimo veiksnio A
transkripty kiekis nekinta po fotodinaminio poveikio pirminiuose
keratinocituose.

AIPCS,, fotodinaminis poveikis sukelia apoptoze ir didina autofagosomy
kiekj, bet sutrikdo autofagijos srauta epidermoidinés karcinomos
lastelése A-431.

Citokinas interleukinas la didina kraujagysliy endotelio augimo
veiksnio A kiekj po mTHPC fotodinamino poveikio A-431 lastelése.

13



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Oda ir jos sandara

Oda - didziausias kiino organas, kurj sudaro epidermis, pamatiné
membrana, derma ir poodis su juose iSsidéstanciais plauky folikulais,
riebalinémis ir prakaito liaukomis (1.1 pav.). Poodj sudaro riebalinio audinio
lastelés — lipocitai. Si odos dalis yra energijos saugykla, ji suivelnina
mechaninius smaigius ir izoliuoja kiing nuo kar$c¢io bei Sal¢io (Baroni et al.,
2012). Dermoje aptinkami kolagena ir elasting sintetinantys fibroblastai, uz
imuninj atsaka atsakingos putliosios ir dentritinés lastelés bei plazmocitai.

Pamatiné membrana jungia derma su epidermiu, 0 dermoje esantis
kraujagysliy tinklas apriipina pastargjj maisto medziagomis (Lai-Cheong &

McGrath, 2009). Dermg iSraizgg limfagyslés (Baroni et al., 2012), taip pat
joje gausu nerviniy galiinéliy, kurios perduoda jutiming informacija centrinei
nervy sistemai (Lumpkin & Bautista, 2005). Epidermis — iSorinis odos
sluoksnis ir pirmasis barjeras, susiduriantis su iSorine aplinka.

// /)

Epidermis =

. -
=————

‘

——) IRaginis
= ) I sluoksnis
Gradetasis

Derma

Dygliuotasis
sluoksnis

Prakaito
liauka

0 | |Pamatinis

WA A | |sluoksnis
Poodis gl

@0Dezmososma  {Hemidezmosoma %, Lamelinis kinelis

f\Glaudzioji jungtis §Sutelktinis salytis @ Keratohialino granulé
1.1 pav. Oda, jos dariniai ir epidermio sluoksniai. Oda sudaryta i§ epidermio,
dermos ir poodzio, su juose i$sidés¢iusiais dariniais: plauky folikulais, riebalinémis
ir prakaito liaukomis. Epidermj sudaro keratinocitai, melanocitai (pilkos),
Langerhanso lastelés (oranzinés) ir Merkelio lastelés (zalios), kurios jungiasi prie
nervy galiinéliy (violetinés), pagal (Moreci & Lechler, 2020).

Oda yra apsauginis ir jutimo organas (Eckhart & Zeeuwen, 2018; Ovaere
et al., 2009). Pamatiniame epidermio sluoksnyje esancios Merkelio lastelés
dalyvauja i§ odos gautos jutiminés informacijos perdavime sensoriniams
neuronams (Boulais & Misery, 2008; Lai-Cheong & McGrath, 2009; Van
Keymeulen et al., 2009). Taip pat epidermyje yra ir kity savitas funkcijas
atliekanc¢iy lasteliy, tai — melanocitai ir Langerhanso lastelés. Melanocitai —
dendritinés lastelés, lokalizuotos pamatiniame epidermio sluoksnyje ir
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plauky folikuluose. Melanocitai nuolat sintetina pigmenta melaning, kuris
suteikia odai ir plaukams spalva bei saugo nuo UV spinduliuotés.
Langerhanso lastelés — migruojancios antigena pateikiancios dendritinés
lastelés, dalyvaujancios imuniniame atsake (Cumberbatch et al., 2003). Nors
epidermio lgstelés turi skirtingas funkcijas, jos bendradarbiaudamos sudaro
vientisg organy sistema (1.1 pav.).

1.2. Epidermio sandara ir funkcijos

Epidermis — tai daugiasluoksnis suragéjes ploksciasis epitelis esantis
ar¢iausiai odos pavirsiaus ir suteikiantis apsaugines funkcijas odai (1.2 pav.)
(Simpson et al., 2011). Sis plonytis odos sluoksnis apsaugo miisy organizma
nuo iSoriniy fiziniy (mechaniniy pazeidimy, ultravioletinés spinduliuotés),
cheminiy (alergeny, wuzdegima sukelianciy medziagy) ir biologiniy
(mikroorganizmy) veiksniy (1.2 pav.).

I Fiziniai, cheminiai ir biologiniai aplinkos veiksniail

Nupleiskanojimas
| Korneocitail : - = : ‘,.—45

Lipidai

Glajlljjﬁigitc;gios
é)itoskeletas + C][:]g [ ,Iferenclacui ]d -
lezmosomos ﬁﬁ(—] andens, jon
[j E ir metabofitqu }
[——)Atsmaupnl as] praradimas

1.2 pav. Epidermio barjeras jvairiems aplinkos veiksniams. Schematiskai
pavaizduoti pagrindiniai epidermio barjero komponentai ir keratinocity
diferenciacijos zingsniai, pagal (Eckhart & Zeeuwen, 2018).

Be to, kad jis uztikrina barjering funkcijg, epidermis geba nuolat
atsinaujinti bei dalyvauja Zaizdy gijimo procesuose. Kaip $io audinio 1gstelés
pasidalija darbg tarp atsinaujinimo ir barjero susidarymo atlickant, i$
paziiiros, antagonistines funkcijas?

Keratinocitai — pagrindinés odos epidermio lastelés, lemiancios
epidermio mechanines savybes ir yra nepaprastai svarbios palaikant odos
barjero vientisumg. Keratinocitams judant i§ epidermio pamatinio sluoksnio
link odos pavirsiaus jie diferencijuojasi: nustoja dalintis, praranda organeles,
jskaitant ir branduolj, sustiprina citoskeleta bei keicia savo formg. Taip
judant epidermio sluoksniais galutiniame diferenciacijos etape keratinocitai
zusta ir §i unikali programuota keratinocity zutis vadinama ragéjimu.
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Keratinocitai ne tik sudaro fizinj barjera, jie taip pat aktyviai dalyvauja
palaikant audiniy homeostazg, formuojant, stiprinant ir reguliuojant odos
imunin] atsaka.

Didziaja dalj, iki 95% epidermio lasteliy sudaro Keratinocitai.
Kamieniniai keratinocitai gali diferencijuoti j daugybe lasteliy, sudaranciy
plauky folikulus, prakaito ir riebalines liaukas, taip pat i Merkelio lasteles.
Ragg¢jant epidermiui, pamatiniy keratinocity grupés sgveikauja su po jais
esantia derma formuojantis odos dariniams. Sie keratinocitai paprastai
neprisideda prie epidermio homeostazés palaikymo. Plauky folikulai,
prakaito ir riebalinés liaukos — tai odos dariniai, kurie veikia kartu su
keratinocitais uztikrindami termoreguliacijg ir apsaugodami nuo aplinkos
pazeidimy.

Keratinocity sluoksniai epidermyje

Epidermis, pagal keratinocity morfologijos skirtumus ir savity
diferenciacijos baltymy raiska keratinocituose, i$skiriamas j keturis arba
penkis sluoksnius (1.2 pav.):

pamatinis sluoksnis (lot. stratum basale) — giliausias, ar¢iausiai dermos
esantis sluoksnis issidéstes ant pamatinés membranos ir sudarytas i§ vieno
proliferuojanciy keratinocity sluoksnio. Pamatiniame sluoksnyje sintetinami
keratinas 5 (K5) ir keratinas 14 (K14);

dygliuotasis sluoksnis (lot. stratum spinosum) taip vadinamas dél
lasteliy formos. Sis sluoksnis isidéstes vir§ pamatinio sluoksnio, o jj sudaro
8-10 dezmosomomis sujungty lasteliy sluoksniai. Dygliuotajame sluoksnyje
mazéja K5 ir K14 raiska, prasideda keratinocity diferenciacijos pradziai
savity keratino 1 (K1) ir keratino 10 (K10), taip pat kaspazés-14 (CASP14)
raiska. Ar¢iau granulinio sluoksnio pradedama involukrino (IVL),
transgliutaminaziy (TGaz¢) sintezé. Keratinocitai pradeda ploksteti;

griidétasis sluoksnis (lot. stratum granulosum) sudarytas i$ 3-5 lasteliy
sluoksnio. Lasteléms judant griidétuoju sluoksniu auks$tyn prarandamos
organelés ir branduolys. Pradedama profilagrino, lorikrino sinteze,
aktyvuojama CASP14. Siame sluoksnyje aptinkamos keratohialino granulés,
kuriose susikaupg keratinas, lorikrinas, trichohialinas ir profilagrinas;

skaidrusis sluoksnis (lot. stratum lucidum) sudarytas i§ 2-4 negyvy ir
suplokstéjusiy keratinocity sluoksniy. Sis plonas keratinocity sluoksnis
aptinkamas tik storoje delny ir pady odoje;

raginis sluoksnis (lot. stratum corneum) - virSutinis erpidermio
sluoksnis, sudarytas i§ 10-20 negyvy, tankiai uzpildyty keratinu ir
suplokstéjusiy keratinocity sluoksniy. Raginio sluoksnio keratinocitai
vadinami korneocitais.
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Lasteliy sgveikos epidermyje

Oda atlieka gyvybiskai svarbias funkcijas, kurias uZztikrina lasteliy
tarpusavio sgveikos bei sgveikos su nelgsteline medziaga. Jungtys tarp
lasteliy svarbios dalijantis keratinocitams, taciau jos atlieka ir kitas funkcijas.
Tarpusavyje keratinocitai jungiasi salycio, glaudZiosiomis ir plySinémis
jungtimis (Brooke et al., 2012), o su nelgsteline medziaga sgveikauja
hemidezmosomonmis ir sutelktinio saly¢io jungtimis (1.2 pav.).

Lasteliy tarpusavio saveika

Salyc¢io jungtys epidermiui suteikia mechaninj tvirtuma, lgsteléms
poliskumg ir yra skiriamos j du tipus — sgaugas ir dezmosomas. Saaugos
susidaro per pagalbinius baltymus sgveikaujant gretimy Iasteliy aktino
gijoms, o dezmosomos — sgveikaujant keratino gijoms (Simpson et al.,
2011). Dezmosomos jungia keratinocitus nuo pamatinio iki raginio
sluoksnio. Tik diferencijuojant keratinocitams dezmosomy daugéja,
reorganizuojasi tarpinés gijos su kuriomis sgveikauja dezmosomy baltymai ir
raginiame sluoksnyje korneocitus jungia jau pakit¢ dezmosomos —
vadinamos korneodezmosomomis. Jas sudaro kadherinai dezmogleinas 1 ir
dezmoplakinas 1  bei  pagrindinis  korneodezmosomy  baltymas
korneodezmosinas, kuris pradedamas sintetinti grudétajame sluoksnyje.
Pastarasis sutvirtina rysj tarp korneocity kadheriny, o be to yra svarbus
lasteliy nupleiskanojimui (Ishida-Yamamoto et al., 2011; Simpson et al.,
2011).

Glaudziosios jungtys formuojasi tarp kaimyniniy lasteliy griidétajame
epidermio sluoksnyje (Niessen, 2007). Sios jungtys svarbios odos barjerinés
funkcijos palaikymui, taip pat salygoja mazy molekuliy ir jony pernasa
(Morita & Miyachi, 2003; Morita et al., 2011). Klaudinai, JAM (angl.
junctional  adhesion  molecules) ir okludinai —  pagrindiniai
transmembraniniai glaudziyjy jungCiy baltymai, salygojantys saveika tarp
lasteliy (Niessen, 2007). Pastarieji jungiasi su ZO (angl. zonula occludens)
Seimos baltymais, kurie sgveikauja su aktinu (Simpson et al., 2011).

Tiosioginj ry$] tarp gretimy keratinocity citoplazmos salygoja plySinés
jungtys, aptinkamos visuose epidermio sluoksniuose, iSskyrus raginj.
Plysines jungtis sudaro koneksonai sudaryti i§ SeSiy koneksiny. Gretimy
keratinocity koneksonai jungiasi tarpusavyje ir sudaro kanalg, kuriuo
atrankiai transportuojami jonai ir kitos mazos molekulés dalyvaujancios
signalo perdavime tarp lasteliy. Todél $ios jungtys tokios svarbios epidermio
homeostazés palaikymui (Mese et al., 2007).
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Lasteliu saveika su nelasteline medziaga

Sujungdamos tarplastelinj uzpilda su keratino gijomis hemidezmosomos
uztikrina stabily ir tvirta pamatinio sluoksnio keratinocity prisitvirtinimg prie
pamatinés membranos (Tsuruta et al., 2011). Hemidezmosoma sudaro
citoplazminé baltyminé plokstelé, kuri sudaryta i§ BP230 (angl. bullous
pemphigoid antigen 230), plektino ir kt. baltymy, o prie jos jungiasi keratino
tarpinés gijos. Baltyminé plokstelé taip pat sgveikauja su membraniniais
hemidezmosomy baltymais, kurie jungiasi su pamatinés membranos baltymu
lamininu-332 (Borradori & Sonnenberg, 1999; Tsuruta et al., 2008).

Tarplastelinj uzpilda su aktino gijomis jungia sutelktinis salytis, taciau
lyginant su hemidesmosoma, §i jungtis dinamiskesné (Tsuruta et al., 2011).
Lastelés plazminéje membranoje, kur formuojasi sutelktinis salytis,
susikaupia daug integrino molekuliy (a2pf1, a3B1 ar a5P1 integrinai),
sgveikaujan¢iy su tarplastelinio uzpildo baltymais: fibronektinu, kolagenu,
lamininu ir kt. (Petit & Thiery, 2000). Minétieji integrinai lastelés viduje
jungiasi su baltymais, sgveikaujanciais su aktinu (talinu, vinkulinu ir kt.)
(Tsuruta et al., 2011).

1.3. Keratinocity diferenciacija

Pamatiniai keratinocitai — mitoziskai aktyvi lasteliy populiacija, kuri
skatina epidermio vystymasi ir homeostaze. Vystymosi metu pamatiniai
keratinocitai i§ pradziy dalijasi simetriSkai — lygiagre¢iai pamatinei
membranai. Taip dalijantis padidinamas augancio embriono plotas.
Diferenciacijg ir ragéjima lemia verpstés persiorientavimas, tuomet lasteliy
dalijimasis tiesiogiai generuoja vir§ pamatinio sluoksnio esancias
dygliuotasias Igsteles (1.3 pav. A).

/ I. |
u(/—J\__L__
1.3 pav. Keratinocity diferenciacijos mechanizmas. (A) Diferenciacija
embriogenezés metu vyksta asimetrinio dalijimosi budu. (B) Diferenciacija

homeostazés palaikymui vyksta pamatinei lgstelei atsiskiriant nuo pamatinés
membranos, pagal (Moreci & Lechler, 2020).

Homeostazés palaikymas suaugus vyksta pamatinio sluoksnio Igsteléms
atsiskiriant nuo pamatinés membranos, diferencijuojant ir migruojant link
odos pavir§iaus, taip formuojasi dygliuotosios lgstelés (1.3 pav. B). Taigi,
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pamatinés lastelés tapti dygliuotosiomis gali dviem skirtingais biologiniais
keliais, ta¢iau yra panasios viena j kitg (Moreci & Lechler, 2020).

Zvelgdami j oda matome tik maZaja epidermio dalj — raginj sluoksnj,
kuris yra keratinocity ragéjimo arba galutinés keratinocity diferenciacijos
rezultatas (Candi et al, 2005). Ragéjimas — unikali keratinocity
programuota ziities forma, kurios metu proliferuojantys pamatinio sluoksnio
keratinocitai atkimba nuo pamatinés laminos ir pereidami dygliuotaji bei
grudétaji sluoksnius apie 2 savaites keliauja link odos pavirsiaus, kol
pasiekia raginj sluoksnj (Fuchs & Raghavan, 2002). Pamatinio sluoksnio
keratinocitams pradéjus diferencijuoti prarandamos proliferacinés savybés ir
kiekviename epidermio sluoksnyje pradedama savity diferenciacijos baltymy
sintezé.

Diferencijuojant keratinocitams formuojasi raginis apvalkalas — netirpi
baltymy struktira, susidaranti veikiant TGazéms, pakeicianti plazmine
membrang korneocituose ir veikianti kaip karkasas lipidams. 15 nm storio
raginj apvalkalg sudaro kovalentiskai sujungti baltymai (10 nm) ir i§ iSorés
prie jy prijungti lipidai (5 nm) (Eckert et al., 2005).

Dygliuotajame sluoksnyje keratinocitams atkibus nuo pamatinés
membranos lastelés plokstéja, prasideda keratinocity diferenciacija (Lippens
et al., 2005), kurios pradZioje inicijuojama savity diferenciacijos baltymy K1
ir K10 (Koch & Roop, 2004), CASP14 (Denecker et al., 2008) sintezeé.
Didéjanti  vidulasteline Ca** koncentracija lemia raginio apvalkalo
struktiiriniy baltymy envoplakino ir periplakino sinteze, tuoj po jy pradedami
sintetinti IVL bei TGazé 1 ir TGazé 5 (A. E. Kalinin et al., 2002). Vis
didéjant Ca®* koncentracijai susidaro IVL ir envoplakino-periplakino
heterotetramerai  (A. Kalinin et al., 2001), aktyvuotos TGazés
N°-(y-glutamil)lizino izopeptidiniais rySiais sujungia IVL ir plakinus po
lastelés membrana, taip pritvirtindamos juos prie dezmosomy (Candi et al.,
2005). TGazés sujungia ir kitus su membrana susijusius bei dezmosomy
baltymus, todél kinta lastelés jungciy ir griauciy saveika (A. Kalinin et al.,
2001). Galiausiai VL, periplakinas bei envoplakinas telkiami prie vidinio
plazminés membranos pavirSiaus ir tampa pamatu tolimesniam raginio
apvalkalo formavimuisi (A. E. Kalinin et al., 2002).

Gridétajame sluoksnyje pradedami sintetinti kiti struktiiriniai baltymai:
lorikrinas, SPR (angl. small proline-rich protein) baltymai (A. E. Kalinin et
al., 2002), profilagrinas (Candi et al.,, 2005), repetinas, cistainas o,
trichohialinas, elafinas ir kt. TGazé 3 tarpusavyje sujungia lorikring ir SPR
baltymus, o0 TGazé 1 jy kompleksus prijungia prie dygliuotajame sluoksnyje
pradéto formuoti raginio apvalkalo (A. Kalinin et al., 2001). Siame
sluoksnyje sujungiamos keratino gijos, degraduojama DNR, sunaikinamos
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organelés, plazminé membrana kei¢iama raginiu apvalkalu ir lipidais
iS¢jusiais i§ lameliniy ktneliy (Lippens et al., 2005). Epidermio lameliniai
kimeliai  kile i§ Goldzio komplekso, jie susiformuoja griidétajame
sluoksnyje.  Siose lamelinése  puslelése  gausu  poliniy  lipidy,
glikosfingolipidy, laisvy steroliy, fosfolipidy, cholesterolio ir kt. Did¢&jant
vidulgstelinei Ca** koncentracijai lameliniai kiineliai pradeda judéti j
viSuting grudétojo sluoksnio dalj, kur formuojasi raginio apvalkalo lipidinis
sluoksnis (Candi et al., 2005; Proksch et al., 2008). Pasiek¢ virSuting
grudétojo sluoksnio dalj lameliniai kiineliai susilieja su plazmine membrana
ir egzocitozés biidu sekretuoja savo turinj j tarplasteling erdve. ISéje i§
lameliniy  kineliy  lipidai ~ modifikuojami  fermenty  (vykstant
glikosfingolipidy hidrolizei susidaro ceramidai, o i§ fosfolipidy susidaro
laisvos riebaly rugstys) ir iSsidésto tarplastelinése lamelése palei lastelés
pavir$iy. Trys pagrindinés lipidy klasés raginiame apvalkale yra ceramidai,
riebaly ragstys ir cholesterolis (Proksch et al., 2008). TG1 ir TG5 prijungia
ceramidus prie jau sujungty baltymy (envoplakino, periplakino, IVL), 0
ceramidy riebaly rigséiy grandinés licka membranos iSoréje (Candi et al.,
2005). Raginis apvalkalas su ceramidais visiskai pakei¢ia plazming
membrang keratinocituose (Lippens et al., 2005). Griidétajame sluoksnyje,
esanCiame aréiausiai raginio sluoksnio, yra stebima mitochondrijy
fragmentacija, kuri gali atsirasti dél sumazéjusio energijos poreikio lastelése.
Grudétajame sluoksnyje keratinocity transkripcijos lygis yra Zymiai
mazesnis, palyginus su pamatinio ar dygliuotojo sluoksnio keratinocitais
(Gdulaet al., 2013).

Galutine griidétojo sluoksnio lasteliy diferenciacija j korneocitus
vadinama ragéjimu. Raginiame sluoksnyje esantys korneocitai — tai
galutinai diferencijuoti keratinocitai, kurie yra negyvos, iSplokstéje, suragéje
lastelés, sudarancios mechaninj ir vandens barjera apsaugantj oda (Candi et
al., 2005). Siame sluoksnyje toliau TGI prijungia lorikring bei kitus
baltymus prie susidariusio baltyminio pamato, iSstumiami »-OH-ceramidai,
riebaly rigstys, cholesterolis j odos pavirsiy. PrieSingai nei kity Ziities formy
atveju, negyvos lastelés néra pasalinamos, o atlieka apsauging funkcija. Ir tik
pasieke odos pavirsiy korneocitai nupleiskanoja (Lippens et al., 2005).

Raggéjimo baltymai
TGazés — nuo Ca** koncentracijos priklausantys fermentai, katalizuo-
jantys N°-(y-glutamil)lizino izopeptininiy rySiy tarp baltymy susidaryma
(Candi et al., 2005). Sujungti baltymai sudaro didelés molekulinés masés

stabilius kompleksus, kurie jungiasi su membraniniais lipidais ir taip
formuoja apsaugg nuo jvairiy pazaidy. Keturios i§ devyniy zmogaus TGaziy
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aptinkamos odoje, trys ju (TGazé¢ 1, TGazé¢ 3 ir TGazé¢ 5) dalyvauja
susidarant raginiam apvalkalui (Hitomi, 2005), o TGazé 2 aptinkama tik
pamatinio sluoksnio keratinocituose (Candi et al., 2005). TGazé¢ 2 — tai
daugiafunkcinis baltymas veikiantis kaip TGaz¢, GTPazé¢/ATPaze, baltymy
kinazé ir kt., o taip pat sudarydama nekovalentinius rySius su Kkitais
baltymais pasizymi ir nefermentinémis savybémis (Nurminskaya & Belkin,
2012).

Keratinai — pagrindiniai epidermio struktiiriniai baltymai priklausantys
tarpiniy gijy baltymy Seimai. Pagal molekuline mase¢ bei izoelektrinj taska
Sie baltymai skirstomi j I ir II tipo keratinus. I tipo keratinai — mazesnés
molekulinés masés (40-56,5 kDa) rugstiniai (pK; = 4,5-5,5) baltymai, o Il
tipo — didesni (53-67 kDa) ir neutralis - Sarminiai (pK; = 5,5-7,5) (Jacob et
al., 2018). Heteropolimerai, sudaryti i§ I ir II tipo keratino molekuliy,
epitelio lasteliy citoplazmoje formuoja dinamiska gijy tinkla, biting
normaliam epidermio vystymuisi, jo struktarai ir funkcijoms palaikyti (Gu &
Coulombe, 2007; Koch & Roop, 2004). Zinduoliy genomuose nustatyti 54
genai, koduojantys keratinus, 28 jy I tipo keratinai, o likusieji - 1l tipo (Hesse
et al., 2004). Epidermio keratiny geny mutacijos siejamos su jvairiomis
audiniy ligomis. Daznai dél $iy mutacijy suyra tarpiniy gijy tinklas ir tuomet
net menkiausias mechaninis poveikis gali sukelti citolize (Koch & Roop,
2004).

Savity keratiny sintezé, kurie pasizymi skirtingomis funkcijomis,
priklauso nuo audinio tipo, lasteliy diferenciacijos (Schweizer et al., 2006).
K5 ir K14 aptinkami epidermio pamatiniame sluoksnyje, proliferuojanciose
lastelése, o K1 ir K10 — vir§ pamatinio esan¢iuose epidermio sluoksniuose.
K1 ir K10 vieni pirmyjy baltymy, kuriy sintezé indukuojama keratinocity
diferenciacijos pradzioje, tod¢l Sie baltymai naudojami kaip diferenciacijos
zymenys (Fuchs & Green, 1980; Purkis et al., 1990). Idomu tai, kad
pazeistame epidermyje sutrinka K1-K10 raiSka ir pradedami sintetinti
K16/17-K6 kurie jprastai epidermyje nesintetinami. Pasikeitus $iy baltymy
raiSkai nesustabdoma keratinocity proliferacija ir migracija, kuri butina
zaizdos gijimui (X. Zhang et al., 2019).

Keratinai ne tik palaiko lastelés struktiirg, taciau turi ir kity funkcijy
(Koch & Roop, 2004): K10 dalyvauja lastelés ciklo stabdyme keisdama
fosfatidilinozitolio 3 — kinazés (PI3K) signalo perdavimo kelig; vystantis
navikui ar po mechaniniy pazaidy kinta tam tikry keratiny sintezé (Santos et
al., 2002); daugéja duomeny, kad keratinai reguliuoja odos pigmentacijos
procesus (Gu & Coulombe, 2007) ir kt.

IVL — vienas pirmyjy raginio apvalkalo komponenty, kuris pradedamas
sintetinti dygliuotajame sluoksnyje (Eckert et al., 1993) kiek véliau nei
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keratinai K1 ir K10 (Steven & Steinert, 1994). IVL vienas pagrindiniy
raginio apvalkalo komponenty, kuris suformuoja karkasa Kitiems
struktiriniams raginio apvalkalo baltymams bei lipidams (daugiausia
ceramidams) (Nemes et al., 1999). Zmogaus IVL turi daug glicino ir asparto
aminorigséiy, jame gausu o spiraliy (Candi et al., 2005). IVL esantj
keratinocity citoplazmoje TGazés izopeptidiniais rySiais prijungia prie
lasteliy membranos baltymy (Eckert et al., 1993).

SPR baltymai — 6-18 kDa SPR baltymy Seimg sudaro trys klasés: SPR1,
SPR2 ir SPR3 (Candi et al., 2005). Epidermyje aptinkami SPR1 ir SPR2
Seimos baltymai (Steinert et al., 1998). SPR baltymai galvos ir uodegos
domene esanciomis lizino ir glutamino aminoriig§¢iy liekanomis jungiasi
tarpusavyje aba su kitais raginio apvalkalo struktiiriniais baltymais.
Daugiausiai SPR jungiasi su lorikrinu, taip pat VL, keratinu, dezmoplakinu,
envoplakinu ir kt. (Steinert et al., 1998). Skirtingose kiino vietose lorikrino ir
SPR baltymai visada sudaro apie 85 % bendro raginio apvalkalo baltymy
kiekio, taciau kinta jy santykis. Epidermio lankstumas ir tvirtumas priklauso
nuo SPR baltymy kiekio, kuo jis didesnis, tuo epidermis tvirtesnis ir
atsparesnis mechaninéms pazaidoms (Candi et al., 2005).

Lorikrinas yra hidrofobinis, netirpus baltymas (Mehrel et al., 1990),
kuriame aptinkama daug glicino, serino ir cisteino aminoraigs¢iy (Candi et
al., 2005). Rag¢jimo metu lorikrinas pradedamas sintetinti griidétajame
sluoksnyje ir kartu su profilagrinu kaupiamas keratohialino granulése.
Lorikrinas yra pagrindinis diferencijuojanéiy keratinocity baltymas,
sudarantis daugiau nei 70 % raginio apvakalo baltymy (Steinert & Marekov,
1995; Yoneda et al., 1992).

Profilagrinas — apie 500 kDa baltymas, kurio produktas filagrinas yra
prijungiamas prie raginio apvalkalo. Profilagring sudaro pasikartojantys
filagrino domenai sujungti peptidine jungtimi. Diferenciacijos metu
keratinocitams migruojant i§ granulinio j raginj sluoksnj peptiding jungtj
skelia endopeptidazé (tarp jy ir CASP-14) taip susidarant atskiroms filagrino
molekuléms (Gan et al., 1990; Resing et al., 1985). Filagrinui agreguojant
keratino gijas susidaro keratino tinklas, kuris prijungiamas prie raginio
apvalkalo. Korneocituose CASP14 ir kitos peptidazés suskaido filagring iki
aminoriig§¢iy. Kai kurios jy yra reikalingos nattiralaus drékinimo veiksnio
(angl. natural moisturizing factor), palaikancio odos drékinima, susidarymui
(Hoste et al., 2011).

CASP14 — cisteino peptidaziy Seimos kaspazé. Nors ji ir priklauso
apoptotiniy  baltymy Seimai, taciau $i unikali kaspazé apoptozéje
nedalyvauja. CASP14 svarbi formuojantis apsauginiam odos barjerui. Be to,
jos pakitusi raiska yra pastebéta ir véziniy susirgimy metu (Markiewicz et
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al., 2021). PrieSingai nei kity kaspaziy, CASP14 raiska nustatoma tik
diferencijuojanciuose ir ragéjanciuose epidermio sluoksniuose, o aktyvi
CASP14 aptinkama tik raginiame sluoksnyje (Eckhart et al., 2000; Gkegkes
et al.,, 2013; Lippens et al., 2000). Prokaspazé CASP14 yra 28 kDa
katalitiSkai neaktyvus baltymas, kurj aktyvuoja su Kkalikreinu susijusi
peptidazé-7 (angl. kallikrein-related peptidase-7) skeldama j didyjj (p20) ir
mazajj (p8) subvienetus (Yamamoto et al., 2012). CASP14 yra svarbi
peptidazé funkcionaliam odos barjero susiformavimui. Parodyta, kad peliy
odoje esant CASP14 trakumui nesusidaro pilnaveréiai korneocitai (Hoste et
al., 2011). Tiriant zmogaus epidermio keratinocity 2D kultaras CASP14
raiSka nustatyta iki pilno monosluoksnio augintuose ir pradéjusiuose
diferencijuoti keratinocituose. Nepaisant to, kad Siuose keratinocituose yra
CASP14, sios kaspazés aktyvumas nustatytas tik 3D epidermio odos
modeliuose (Kataoka et al., 2013).

CASP14 dalyvauja profilagrino skaidyme j filagring, bei tolimesniame
filagrino skaidyme iki aminortigd¢iy, kurios veikia kaip vienas i§ nattraliy
drékinamyjy veiksniy komponenty, apsauganciy oda nuo vandens praradimo
(Hoste et al., 2011).

Epidermio atsinaujinimas

Epidermis nuolat atsinaujina déka homeostazés tarp proliferacijos ir
diferenciacijos. Proliferacija vyksta tik pamatiniame epidermio sluoksnyje, o
keratinocity diferenciacija prasideda keratinocitams migruojant i§ pamatinio
sluoksnio ir baigiasi jiems pasiekus raginj sluoksnj (Blanpain & Fuchs,
2009). Proliferuojantys kamieniniai pamatinio sluoksnio keratinocitai — tai
unipotencinés kamieninés lastelés, palaikancios epidermio homeostazg
nuolatos pakeisdamos vir§ pamatinio sluoksnio esancias lgsteles, kurios
diferencijuoja ir po 2-3 savaiCiy nupleiskanoja nuo odos pavirSiaus
(Blanpain et al., 2007). Taciau epidermio homeostazg palaiko ne tik
unipotencinés, bet ir plauko folikulo multipotencinés kamieninés lastelés,
kurios susitelkusios iSoriniame plauko folikule esancioje nisoje, todél jos dar
vadinamos nisos lastelémis (Niemann & Watt, 2002) (1.2 pav.). Esant
normalioms salygoms, plauko folikulo kamieninés lastelés dalyvauja tik
plauko folikulo atnaujinime, taciau atsiradus pazeidimams jos juda link
pazeidimo vietos ir dalyvauja atkuriant odos barjerg (Sotiropoulou &
Blanpain, 2012).

Lizosomy vaidmuo keratinocity diferenciacijoje

Palaikydami epidermio vientisuma keratinocitai diferencijuoja. Sio
proceso metu keratinocituose vyksta struktiiriniai pokyc¢iai, prarandamos
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vidulastelinés organelés, jskaitant branduolj, skaidomi vidulasteliniai
baltymai, tai rodo autofagijos ir lizosomy svarbg keratinocity diferenciacijoje
(Akinduro et al.,, 2016; Yoshihara et al.,, 2015). Lizosomos vaidina
pagrindinj vaidmenj reguliuojant autofagija. Funkcinés lizosomos yra labai
svarbios ankstyvajai ir vélyvajai epidermio diferenciacijai. Manoma, kad
autofaginis ir lizosominis baltymy skaidymas yra bitinas baltymy ir
organeliy reorganizacijai, o keratinocity diferenciacijos metu jis taip pat
sumazina bendrg lasteliy biomas¢ (Monteleon et al., 2018). Nesenai
nustatyta, kad Kkalciu indukuojant keratinocity diferenciacijg yra skatinama
lizosomy biogenezé (Mahanty et al., 2019).

Atlikti tyrimai su autofagijos slopinimu rodo jos svarbg keratinocity
diferenciacijai. Nuslopinus su autofagija susijusj Atg7 gena pelése, nustatyta
sutrikusi autofagija ir odoje aptikti diferenciacijos defektai, sumazéjusi
diferenciacijos dalyvaujanéiy baltymy (loricrino, filaggrino ir IVL) raiska
(Yoshihara et al., 2015). Taip pat, slopinant autofagija ar lizosomy funkcija
organotipinéje zmogaus kultiiroje buvo parodyta, kad Zmogaus epidermio
diferenciacijai batinas lizosomy aktyvumas (Monteleon et al., 2018).

1.4. Keratinocity karcinomos

Nuolatinis poreikis epidermio atsinaujinimo metu pakeisti nuo odos
pavirSiaus nupleiskanojusius korneocitus, sukuria naujy, diferencijuoty
lasteliy poreikj, o tam turi dalintis pamatinio sluoksnio kamieninés lgstelés.
Su amziumi §ie pamatiniai keratinocitai gali jgyti mutacijas, sukelianCias
odos vézj, kuris yra vienas labiausiai paplitusiy pasaulyje. Dél kancerogeny
poveikio, tokiy kaip UV $viesa, navikai dazniausiai formuojasi epidermyje.

Skirtingus odos vézio tipus lemia saviti genetiniai poky¢iai. ISskiriami du
pagrindiniai vézio tipai: bazaliniy lasteliy karcinoma (BCC) arba
bazalioma ir ploks¢iyju lasteliu karcinoma (SCC), kitaip vadinama
epidermoidine karcinoma. BCC issivysto pamatinio sluoksnio epitelio
lastelése, o SCC issivysto epidermio ploksciosiose epitelio lastelése. BCC
sudaro didziaja dalj, apie 80 %, visy keratinocity karcinomy atvejy, o SCC
nustatoma kur kas reciau ir sudaro apie 20 % odos naviky (Choquet et al.,
2020).

SCC gali i8sivystyti i§ negydomos aktininés keratozés (AK) — ikivéZzinio
odos pakitimo, kuriam budinga atipiniy keratinocity proliferacija (epidermio
displazija). Pagrindinis AK sukeliantis veiksnys — ilga laika oda veikiantys
UV spinduliai, kurie keratinocituose sukelia proliferacijos ir diferenciacijos,
uzdegima reguliuojanciy signaliniy keliy pokycius. AK lgstelése nustatomos
p53 ir kity geny mutacijos, kurios sutrikdo apsauginius apoptozés
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mechanizmus, lemian¢ius pakitusiy keratinocity proliferacija (Berman &
Cockerell, 2013). Nevaldoma keratinocity proliferacija pazeidzia
diferenciacijg, todél susidaro storas epidermio raginis sluoksnis, lastelés
iSlaiko branduolius. Pakitusiy keratinocity branduoliai dideli, pleomorfiniai,
turi daug chromatino granuliy.

Odos véziui gydyti pasitelkiami jvairis gydymo biidai: chirurgija,
radioterapija, gydymas S$alCiu, gydymas lazeriu, taip pat ir FD terapija.
Kiekvienam pacientui parenkamas tinkamiausias gydymo bidas,
priklausomai nuo jvairiy veiksniy: naviko dydzio, formos, vietos, kurioje
navikas iSsivysté, kaip giliai navikas jsiskverbes, o taip pat ir paciento
amziaus bei sveikatos biklés. Vienas pagrindiniy gydymo budy yra
chirurginis. Taciau, kai navikas i$sivysto vietose, kurias sunku operuoti, taip
pat norint i8saugoti audinius be dideliy pooperaciniy randy chirurginis btidas
negali buti taikomas. Tokiu atveju, naudojama FD terapija ar kitas gydymo
budas. FD terapija yra maziau invazyvus gydymo budas nei chirurgija,
specifiSkesnis nei chemoterapija ir, prieSingai nei radioterapija, gali buti
kartojama keleta karty.

Fotosensifilizatoriy atrankumas ir $alutinis fotodinaminés terapijos poveikis

Veiksniai, turintys jtakos atrankesniam fotosensibilizatoriy kaupimuisi
véziniame audinyje yra sudétingi ir egzistuoja kelios teorijos, pagrjstos
skirtingais mechanizmais. Vieni autoriai teigia, kad fotosensibilizatoriy
atrankesnio  kaupimosi  priezastis gali buti  fotosensibilizatoriaus
hidrofobiskumas, lemiantis jy jungimasi su mazo tankio lipoproteinais
(LDL, angl. low density lipoproteins). LDL apriipina audinius cholesteroliu,
kuris reikalingas membrany susidarymui dalijantis lasteléms. Sparciai
besidalijancios vézinés lastelés gali turéti didesnj cholesterolio poreikj
membranos biosintezei. LDL Siuo atveju veikia kaip fotosensibilizatoriy
Htransporteriai, kuriy vézinés lastelés pasisavina daugiau nei sveikos
lastelés. Taip pat, audiniai su didesniu mitoziniu aktyvumu pasizymi gausia
LDL receptoriy raiska lasteliy pavirSiuje. Fotosensibilizatoriai geba
sgveikauti su LDL receptoriais, taip patekdami j vézinj audinj (Kwiatkowski
et al., 2018). Kiti autoriai teigia, kad fototoksinis FD terapijos poveikis néra
selektyvus naviko lgsteléms ir fotosensibilizatoriy kaupia tiek sveikos, tiek
navikinés lgstelés. Ilgainiui sveiki audiniai fotosensibilizatoriy pasalina, o
véziniai audiniai to padaryti negali dél sutrikusio limfos nutekéjimo ir tai
lemia didesnj fotosensibilizatoriaus susikaupimg véZziniame audinyje (van
Straten et al., 2017).

Vézinés lastelés iSsivysto 1§ sveiky organizmo lgsteliy, kuomet
pastarosiose susikaup¢ mutacijos pazeidzia normalius procesus (Fouad &
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Aanei, 2017). Neseniai parodyta, kad normaliuose audiniuose yra sveiky
lasteliy klonai, turintys daugybe onkogeniniy pakitimy (Lee-Six et al., 2019;
Martincorena et al., 2015). Jgytos mutacijos lemia greitesnj véZiniy lasteliy
dalijimasi, jose greiCiau vyksta medziagy apykaita, jos nebereaguoja |
daugelj signaly reguliuojanciy lasteliy proliferacija ir zutj, taip pat jgyja
kitokiag forma nei sveikos lastelés ir kt. (Bertram, 2000; Fouad & Aanei,
2017).

Nepaisant kai kuriais atvejais nustatyto didesnio fotosensibilizatoriy
kaupimosi vézinése lastelése, fotosensibilizatoriai gali patekti ir j sveikas
lasteles (van Straten et al., 2017). Klinikoje taikant FD terapija dazniausiai
apSvieciamas ne tik navikas, bet didesnis audinio plotas aplink navika,
kuriame gali biti iSplitusiy mikroskopiniy naviko zidiniy, todél
pazeidziamas ir sveikas audinys (de Visscher et al., 2013). Oda gydant FD
terapija gali buti sukeliami anktyvieji ir vélyvieji Salutiniai poveikiai.
Eritemos, nudegimai, skausmas, patinimai, odos niez¢&jimas, odos
pleiskanojimas, pilinéliné dermatozé — dazniausi ankstyvieji Salutiniai
poveikiai, pastebimi kelios valandos ar dienos po terapijos. Reciau
pasitaikan¢ios  komplikacijos —  dilgéliné, kontaktinis dermatitas
fotosensibilizatoriaus veikimo vietoje ar eroziné pilinéliné dermatozé.
Vélyviesiems S$alutiniams poveikiams po FD terapijos priskiriama
hiperpigmentacija ir atsirade randai. Taip pat, yra keletas praneSimy apie
puslinio pemfigoido iSsivystymg, FD terapijos skatinamg odos
karcinogeneze (Borgia et al., 2018). Taigi, taikant FD terapija svarbu ne tik
zinoti mechanizmus, sglygojancius véziniy lasteliy zutj, taCiau taip pat
svarbu suprasti, kokie procesai vyksta normaliose organizmo Igstelése,
esanciose sveikuose audiniuose Salia naviko.

1.5. Fotodinaminis poveikis

FD poveikis — Sviesos katalizuojamas procesas, kurio metu savitose
lastelés organelése susidarancios ROS gali inicijuoti lgsteliy ztties vyksmus
(Kessel, 2020). Pirmieji praneSimai apie ,FD efekto“ sukelta
mikroorganizmy zitj literatiiroje pasirodé dar 1900 m. Per deSimtmecius
sukauptos zinios véliau buvo pritaikytos klinikoje ir toks gydymo budas
pavadintas FD terapija (Kessel, 2019b). FD terapija — veiksmingas lasteliy
naikinimo budas, taikomas gydyti jvairiems véZiniams susirgimamas, kaip
alternatyvus arba papildomas gydymas kartu su chemoterapija ir chirurgija
(Gunaydin et al., 2021; L. Yang et al., 2017). FD terapija taip pat gydomos
ligos, kurias sukelia intensyvi lasteliy proliferacija — amzin¢ geltonosios
démés degeneracija, jvairlis choreoretinaliniai susirgimai, ikivéZziniai

26



susirgimai — AK, uzdegiminés ligos — psoriazé, bakterinés ir grybelinés
infekcijos (Biel, 2010; Choi et al., 2015; Kim et al., 2015; Morton &
Braathen, 2018; Newman, 2016; Queiros et al., 2020).

ROS susidarymo mechanizmas

FD poveikiui reikalingi trys kompenentai: $viesa, fotosensibilizatorius ir
deguonis. Lasteléje sukaupty fotosensibilizatoriy suzadinus tam tikro bangos
ilgio $viesa, vyksta I arba II tipo fotocheminés reakcijos (Ding et al., 2011).

Biomolekulés

"FS " Aminoragstys
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1.4 pav. ROS susidarymas FD poveikio metu. FS — fotosensibilizatorius
pagrindinéje biisenoje; "FS — fotosensibilizatorius trumpai gyvuojandioje
suzadintoje vienlypéje biuisenje; 'FS™ - fotosensibilizatorius suZadintoje vienlypéje
busenoje; °FS™ — fotosensibilizatorius suZadintoje trilypéje busenoje; 0, —

molekulinis deguonis; 'O, — vienlypis deguonis; hv — $viesa, pagal (Martinez De
Pinillos Bayona et al., 2017).

Sviesos suzadintas fotosensibilizatorius i§ pagrindinés biisenos pereina j
trumpai gyvuojanciag suzadinta vienlype bilisena, kuri pereina j suzadintg
vienlype biiseng. I$ suzadintos vienlypés biisenoS ] pagrinding biiseng
fotosensibilizatorius gali  grizti iSspinduliavgs absorbuota energija
(fluorescencija) arba gali pereiti | ilgiau gyvuojancig trilype biiseng jvykus
tarpsisteminiam  Suoliui.  SuZadintoje trilypéje  busenoje  esantis
fotosensibilizatorius lengviau redukuojamos ar oksiduojamos nei molekulés
esancios pagrindinéje biisenoje ir turi ilgesng gyvavimo trukme nei esanc¢ios
suzadintoje vienlypéje biisenoje. Fotosensibilizatorius i§ suzadintos trilypés
biisenos j pagrinding biiseng gali grizti keliais buidais: elektrony pernasa (I
tipo reakcija) arba energijos pernasa (Il tipo reakcija) (1.4 pav.).

| tipo reakcijos metu fotosensibilizatorius saveikauja su Salia esan¢iomis
biomolekulémis susidarant radikalams, o $iems reaguojant su °0, gali
susidaryti aktyvios deguonies formos (ROS) — superoksido anijonai (O, ),
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hidroksiradikalai (OH’) ir vandenilio peroksidas (H,O,). Il tipo reakcijos
metu 3FS” biisenos fotosensibilizatorius tiesiogiai perduoda energija O, ir
susidaro trumpai gyvuojantis, ta¢iau itin aktyvus vienlypis deguonis (*O).
Abiejy tipy reakcijos gali vykti tuo paciu metu, o kuriy ROS susidarys
daugiau  lemia  fotosensibilizatoriaus  prigimtis,  atstumas  tarp
fotosensibilizatoriaus ir taikinio, o taip pat aplinkoje esanti deguonies
koncentracija (Tsubone et al., 2019; J. Zhang et al., 2018). Daugelis atlikty
tyrimy rodo, kad FD poveikio metu vyrauja Il tipo reakcija (Fan et al.,
2016). Nors lastelése susidares 'O, yra itin aktyvus ir trumpai gyvuojantis,
tai riboja jo pasiskirstyma lasteléje. Susidariusio 'O, gyvavimo trukmé
nusako, kokj atstumg nuo susidarymo vietos gali difunduoti suzadinta
deguonies molekulé. Nustatyta, kad 'O, gyvavimo trukmé vandenyje yra
4 ps, o tai reiskia, kad jo difuzijos atstumas ribojamas iki ~ 220 nm (1.5 pav.
A).

B 10-30 pm

A Gyvavimo Difuzijos
trukmé  atstumas

H,0, 1ms lum
10, A4ps 220nm
*OH 9ns 93A
Reaktyvumas

1.5 pav. ROS difuzijos atstumas ir eukariotinés lastelés matmenys. (A) RySys
tarp ROS reaktyvumo, gyvavimo trukmés ir difuzijos atstumo lgstelése. (B)
Eukariotinés lgstelés, jos organeliy ir lgstelés membrany matmenys, pagal (Tsubone
et al., 2019).

Dél skirtingos klampos lgstelés viduje difuzija gali vykti netolygiai. Be
to, 'O, gyvavimo trukme efektyviai mazina reakcijos su biomolekulémis,
todél 'O, lastelése gali oksiduoti makromolekules difuzijos spinduliu apie
20-100 nm (Di Mascio et al., 2019; Redmond & Kaochevar, 2006).
Eukariotiniy lasteliy skersmuo yra apie 10-30 um, o lastelés organeliy
(mitochondrijy, lizosomy, endoplazminio tinklo (ET)) dydis yra apie
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500 nm. Lastelés membrany storis yra < 10 nm, nesotieji fosfolipidai ir
steroliai yra susidariusiy ROS taikiniai (1.5 pav. B) (Tsubone et al., 2019).
Taigi, vidulasteliné fotosensibilizatoriaus lokalizacija yra ypatingai svarbi,
nes susidares 'O, difunduoja nedidelius atstumus ir reaguoja tik su alia
esanCiomis molekulémis. Todél, ROS kiekio susidarymas nenusako
fotosensibilizatoriaus efektyvumo (Oliveira et al., 2011).

FD proceso metu biologinése sistemose susidare ROS reaguoja su
jvairiom biomolekulém, daugiausiai baltymais, nukleoriig§timis ir lipidais.
Visgi, baltymai yra vienas i§ pagrindiniy ROS taikiniy. Tai lemia baltymy
gausa lgstelése (Davies, 2005), o taip pat baltymuose esancios oksidacijai
jautrios aminoriigstys (Davies, 2016). Biomolekuliy oksidacinés pazaidos
trikdo daugelio fiziologiniy procesy eiga: sustiprina uzdegimines reakcijas,
nuo jy priklauso ir Igsteliy augimas, diferenciacija, proliferacija ir apoptozé.

1.6. Fotosensibilizatoriai ir jy klasifikacija

Fotosensibilizatoriai — vienas pagrindiniy FD poveikio komponenty,
kurie gali buti klasifikuojami remianatis jy chemine struktiira, taciau
dazniausiai skirtomi j pirmos, antros ir tre¢ios kartos fotosensibilizatorius.

Pirmosios kartos fotosensibilizatoriai — daugiausiai porfirino, chlorino ir
bakteriochlorino dariniai, hematoporfirinas ir jo dariniai (Kou et al., 2017;
Kwiatkowski et al., 2018). Fotofrinas — hematoporfirino darinys, vienas
labiausiai iStirty ir iki iy dieny naudojamas fotosensibilizatorius klinikoje
(Abrahamse & Hamblin, 2016). Nepaisant plataus Sio preparato pritaikymo,
mazas cheminis grynumas, prasta skvarba j audinj, po FDT ilgai iSliekantis
odos jautrumas Sviesai ir kt. pirmos kartos fotosensibilizatoriy trukumai
paskatino naujy fotosensibilizatoriy sinteze (J. Zhang et al., 2018).

Antrosios kartos fotosensibilizatoriai — hematoporfirino  dariniai,
chlorinai, ftaliocianinai, benzoporfirinai ar jy dariniai, baktechlorino
analogai ir kt. Sie fotosensibilizatoriai pasizymi  geresnémis
farmakokinetinémis charakteristikomis, mazesniu toksiSkumu, aukStesniu
'0, susidarymo kvantiniu na§umu ir geriau sugeria ilgyjy bangy $viesa nei
pirmosios  kartos fotosensibilizatoriai.  Verteporfinas, temoporfinas,
5-aminolevulino ragstis (ALA), talaporfinas ir kt. yra antrosios kartos
fotosensibilizatoriai naudojami klinikoje (Kwiatkowski et al., 2018).

Naujausi, treciosios kartos fotosensibilizatoriai, sukurti prie antrosios
kartos fotosensibilizatoriy funkciniy grupiy prijungiant jvairias nesiklio
molekules, pvz. monokloninius antikiinus, monosacharidus, polimerus,
liposomas, nanodaleles (Haimov-Talmoud et al., 2019; Hak et al., 2021; Y.
Yang et al., 2019) ir kt. Prijungti nesikliai pagerina fotosensibilizatoriaus
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atrankumg véziniam audiniui sumazindami aplinkiniy, sveiky audiniy
pazeidimus (Stajer et al., 2020).

Idealaus fotosensibilizatorius savybés — didelis trilypés biisenos
susidarymo kvantinis naSumas, kuris pasvitinus uztikrina ROS susidaryma,
veiksminga Sviesos sugertis, itin mazas tamsinis citotoksiSkumas arba jo
nebuvimas. Klinikoje naudojami fotosensibilizatoriai turi pasizyméti stipria
Sviesos sugertimi 650-800 nm bangose, nes didéjant bangos ilgiui didéja ir
Sviesos skvarba j audinj. Taip pat turi buti gana greitai pasalinamas i sveiky
audiniy, taip sumazinant Salutinius fototoksiskumo poveikius (Abrahamse &
Hamblin, 2016). Visas $ias savybes atitinkanc¢io fotosensibilizatoriaus néra,
taciau kuriant naujus fotosensibilizatorius bandoma priartéti prie $iy savybiy
VISUMOS.

Fotosensibilizatoriy savybés

FD poveikio veiksmingumas, fotosensibilizatoriy pasiskirstymas lasteléje
priklauso nuo fotosensibilizatoriaus savybiy. Hidrofobiskumas — viena
svarbiausiy savybiy, leidzianti numatyti molekuliy gebéjima pasiskirstyma
lasteliy membranose ir daznai koreliuojanti su vaisto fototoksiskumu.
Hidrofobiskumas iSreiskiamas molekuliy pasiskirstymo koeficiento
logaritmu tarp organinio tirpiklio n-oktanolio ir vandens (log Pow) (Leo,
1993).  Didesnis  hidrofobiskumas  paprastai  uztikrina  geresnj
fotosensibilizatoriaus patekimg ] lasteles, taCiau taip pat gali sukelti
agregacija ir mazesnj ROS susidaryma. Be to, itin hidrofobiski junginiai
sunkiai patenka | lasteles (Ben-Dror et al., 2006). Amfifiliniai
fotosensibilizatoriai gali difunduoti per plazming membrang ir pasiskirstyti
lasteliy organeliy membranose. Priklausomai nuo hidrofiliskumo ir kravio,
fotosensibilizatoriai kaupiasi mitochondrijose, ET, lizosomose, membranose
ar Goldzio komplekse, netgi branduolyje (R. Wang et al., 2021).

Darbe naudoti fotosensibilizatoriai, jy lokalizacija

Siame darbe naudoti antrosios kartos fotosensibilizatoriai: mezo-tetra-(3-
hidroksifenil)chlorinas (mTHPC), aliuminio ftalocianino disulfonatas su
greta iSsidésCiusiomis sulfogrupémis (AIPCS,,) ir aliuminio ftalocianino
tetrasulfonatas (AIPcS,) (1.6 pav. A).

Mezo-tetra-(3-hidroksifenil)chlorinas — mTHPC, temoporfinas arba
Foscan® (vaisto komercinis pavadinimas) yra sintetinis chlorino darinys.
2001 m. Europos vaisty agentiira patvirtino Foscan® galvos ir kaklo
ploks¢iyjy lagsteliy karcinomos gydymui (Hamblin, 2020). Gydymui
susvirk§¢iama 0,15 mg/kg kiino svorio Foscan® dozé. Pragjus 96 val. po
Foscan® injekcijos gydoma sritis apsviec¢iama 652 nm bangos ilgio Sviesa.
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Vienkarting §viesos doz¢ 20 J/cm® (100 mW/cm?), kai §vitinimo laikas
200 sek. (EMA, 2001).

MTHPC yra labai hidrofobinis junginys, ir §i jo savybé lemia sgveika su
lastelés membranomis. Nustatyta, kad mTHPC kaupiasi ET, goldzio
komplekso, mitochondrijy ir lizosomy membranose (Marchal et al., 2007;
Sasnauskiene et al., 2009; Teiten et al., 2003), o po mTHPC-FD poveikio
sukelia Siy organeliy pazaidas. mTHPC iki Siy dieny iSlieka vienu i§
efektyviausiy FD terapijoje naudojamy fotosensibilizatoriy dél turimy
privalumy: stipriai sugeria raudonosios spektro dalies $viesg, sugerties
maksimumas yra 650 nm, naudojant klinikoje pakanka mazy vaisto ir
S§viesos doziy, trumpo gydymo laiko pasiekti norimiems rezultatams (Senge
& Brandt, 2011).

Aliuminio ftalocianino disulfonatas, su greta iSsidésCiusiomis
sulfogrupémis — AIPCS,,, pasizymi stipria sugertimi 660-700 nm intervale,
sugerties maksimumas yra 673 nm (Andrzejak, Santiago, et al., 2011).
Fotosensibilizatorius j 1gsteles patenka endocitozés budu (Prasmickaite et al.,
2001), kaupiasi lizosomy membranose (Berg & Moan, 1994; Hogset et al.,
2004). AIPcS,,-FD poveikis paZeidzia lizosomy membranas ir padidina
lizosomy membrany pralaidumg. Nustatyta, kad lizosomy pazeidimas gana
selektyvus, kitos Salia lizosomy esanCios organelés iSlieka beveik
nepazeistos (Hung et al., 2013). Po lizosomy membrany pazaidy, lizosomy
liumeno turinys iSleidZiamas j lgsteliy citoplazma.

Aliuminio ftalocianino tetrasulfonatas — AIPcS,, pasizymi stipria
sugertimi  660-700 nm intervale, sugerties maksimumas yra 680 nm.
Neigiama kravj turinCios sulfogrupés lemia stipry fotosensibilizatoriaus
hidrofiliSkumg bei AlPcS,; kupimagsi lizosomose bei endosomose (Jerjes et
al., 2020; Q. Peng & Moan, 1995).

Iki siol tik vienas vandenyje tirpiy jvairiy sulfoninty aliuminio
ftalocianing (nuo mono iki tetra) misinys, komerciniu pavadinimu
Photosens®, patvirtintas keliy vézio tipy (plauciy, kepeny. kriities, odos ir
vir§kinamojo trakto) gydymui Rusijoje (Brilkina et al., 2019; Hamblin,
2020). Pacienty gydymui suSvirk§¢iama 0,5-2 mg/kg kiino svorio
Photosens® dozé¢ ir pragjus 48-72val. po injekcijos gydoma sritis
apSvieCiama 670 nm bangos ilgio $viesa. Vienkartiné Sviesos dozé 15-
200 J/cm? (20-1400 mW/cm?®) (Sokolov et al., 1996). Reikia pabrézti, kad
Photosens® nebuvo patvirtintas kitose pasaulio Salyse dél per mazo
fotosensibilizatoriaus grynumo (Karges, 2022).

Fotosensibilizatoriai ] lasteles patenka difunduodami per plazming
membrang, kaip pvz. mTHPC (1.6 pav. B, 1 kelias), arba endocitozés biidu
(1.6 pav. B, 2-4 keliai).
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1.6 pav. Fotosensibilizatoriu patekimas i lastele. (A) Fotosensibilizatorius turintis
nedaug jkrauty funkciniy grupiy (pvz. mTHPC), gali prasiskverbti per lastelés
membrang pasyvios difuzijos budu, amfifilinis (pvz., AIPcS,,) ar hidrofilinis (pvz.,
AIPcS,) | lasteles patenka endocitozés badu. (B) Fotosensibilizatoriy patekimo j
lastelg keliai. FS — fotosensibilizatorius, pagal (Jerjes et al., 2020).

Porfiriny kilmés fotosensibilizatoriai su 1-2 karboksilogrupémis j
lizosomas patenka endocitozés biidu, taciau dél zemo lizosomy pH gali
protonizuotis ir pereiti j citoplazma (pav. 1.6 pav. B, 4 Kkelias).
Fotosensibilizatoriai su daugiau nei dviem karboksigrupémis arba su
sulfogrupémis, pvz. AlPcS,, (1.6 pav. B, 3 kelias) ir AIPcS, (1.6 pav. B, 2
kelias), uztikrina jy lokalizacija lizosomose ir endosomose. AlPcS, yra labai
hidrofilinis, todél j lastele patenka pinocitozés biidu ir iSlicka endocitiniy
pusleliy liumene. Veikiant $viesai, paZzeidziami liumeno komponentai, o
esant stiprioms pazaidoms plySta endocitiniy piisleliy membrana. AlPcSy, —
amfifilinis fotosensibilizatorius, kurio sulfogrupés yra iSsidést¢ vienoje
puséje, negalédamas praeiti plazminés membranos, joje isiterpia, o tuomet
adsorbcinés endocitozés budu patenka j endocitiniy pusleliy membranas
(Jerjes et al., 2020).
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1.7. Lasteliy zaties tipai

Lasteliy zities klasifikacija pirma karta pasialé Iasteliy Zzities
nomenklatiiros komitetas NCCD (angl. The Nomenclature Commitee on Cell
Death) 2005 m. (Kroemer et al., 2005). Ziniy apie lasteliy Zities
mechanizmus vis daugéja, nuolat atrandami nauji mechanizmai ir signaliniai
keliai. Lasteliy zities formos tarpusavyje skiriasi savo morfologinémis
savybémis ir/arba molekuliniais mechanizmais. Taciau identifikuoti zities
mechanizma kartais gana sudétinga, nes jie gali persidengti. Zities
klasifikacija keleta karty buvo atnaujinta, paskutinj karta — 2018 m.
(Galluzzi et al., 2018). Pirmosios NCCD Klasifikacijos versijos buvo
pagrjstos morfologinémis ypatybémis, o vélesnéje 2012 m. versijoje
klasifikacija buvo pakeista remiantis zaties molekuliniais mechanizmais.
Sioje klasifikacijoje yra ir preliminarus ragéjimo apibrézimas (Galluzzi et
al., 2012). Ragé¢jimo metu lgstelés néra pasalinamos, taCiau atlicka

strukttirine funkcija, palaikancig audiniy formavimasi, nes negyvos lastelés,
vadinamos korneocitais, sudaro iSorinius odos sluoksnius. Nepaisant
paskutiniy NCCD rekomendacijy, ragéjimas daznai vis dar priskiriamas

=

APOPTOZE

é

<«— Aktyvacija F—Slopinimas OCitochromasc

1.7 pav. Lastelés organeliy fotopazaidos. FD poveikio generuojamos reaktyviosios
deguonies formos (ROS) dazniausiai paZeidzia mitochondrijy (1), lizosomy (2) ir
ET (3) membranas, taip sukeldamos reguliuojamg lagsteliy zatj. AACD - su
autofagija susijusi lasteliy Zatis, pagal (Tsubone et al., 2021).
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FD poveikio metu ROS sukelia lastelés homeostazés sutrikimus, kuriy
lastelei nepavykus atstatyti, galiausiai sukeliami jvairts lasteliy Zities
mechanizmai. Nekrozé, apoptozé ir autofagija yra geriausiai istirtos ir
dazniausiai nustatomos Zzities formos po FD poveikio (1.7 pav.), taciau
aptinkama vis daugiau naujy zities mechanizmy, pvz. partanatos,
nekroptozé, paraptozé ir kt. (Bedoui et al., 2020; Fuchslocher Chico et al.,
2017; Miki et al., 2015; Mou et al., 2019; Soriano et al., 2017). Kuris Zuties
kelias bus aktyvuotas, priklauso nuo fotosensibilizatoriaus savybiy ir jo
lokalizacijos lasteléje, poveikio dozés bei Iasteliy tipo.

Apoptoze

Apoptozé yra aktyvus ir energijos reikalaujantis procesas. Apoptozés
metu Kinta zavanciy lgsteliy morfologija, jos suapvaléja, sumazéja turis,
lastelés jtraukia pseudopodijas, o taip pat kondensuojasi chromatinas ir
fragmentuojasi branduolys, pisléja plazminé membrana. Lastelei subyréjus j
apoptozinius kiinelius, Siuos efektyviai pasisavina kaimyninés Iastelés,
turinios fagocitinj aktyvumg arba suskaido lizosomos (Galluzzi et al.,
2018). Branduolio morfologiniai poky¢iai, kondensacija ir fragmentacija, yra
skiriamasis bruozas, kuriuo charakterizuojama apoptozé (Cummings et al.,
2012). Pagrindiniai keliai, kuriais inicijuojamas $is ziities kelias: vidinis
kelias (inicijuomas mitochondrijy) ir iSorinis kelias (inicijuojamas Zities
receptoriy) (pav. 1.8).

Svarbiausi vidinio apoptozés kelio dalyviai, atsakingi uz apoptozes
reguliacija ir vykdyma, yra BCL-2 (angl. B-cell lymphoma protein-2) Seimos
baltymai. Vidiniame apoptozés kelyje dalyvauja apoptoze slopinantysS ir
apoptoze skatinantys BCL-2 Seimos nariai, o pusiausvyra tarp Siy dviejy
baltymy grupiy gali nulemti lastelés likimg. Apoptoze skatinantys baltymai
jungiasi su poras formuojanciais baltymais BAX (angl. BCL2-associated X
protein) arba BAK (angl. BCL-2 antagonist/killer) ir juos aktyvuoja.
Pastarieji  oligomerizuojasi ir suformuoja makroporas mitochondrijy
membranoje, taip sukeldami mitochondrijy iSorinés membranos pralaidumo
(MOMP) (angl. mitochondrial outer membrane permeabilization)
padidéjima (Singh et al., 2019). MOMP padidé¢jimas yra Kritinis etapas,
kuomet Igsteléje prasideda negriztami procesai ir yra inicijuojama apoptozé
(Tait & Green, 2013). Tai lemia mitochondrijy tarpmembraniniy baltymy
patekima ] citozolj, kur tiesiogiai arba netiesiogiai yra aktyvuojamos
kaspazés. Tiesiogiai aktyvuojant kaspazes dayvauja citochromas c, kuris
jungiasi prie APAF1 (angl. apoptotic protease-activating factor 1) susidarant
apoptosomai (Singh et al., 2019).

34



ISORINIS KELIAS

Zuties

receptorius \
(DVZ’?FAS) — VIDINIS KELIAS
Apoptoze slopinantys
FADD BCL-2 baltymai
Kaspazé-8

] Tik BHBtgﬂoltn;enq turintys
@D fy——= BAY/ altymal _ Apoptoziniai veiksniai
| —_—
_. Ei & 0? BHAK F(:::)\.r':;. DNR pazaidos)
Kaspazé-3/7 Ly

8% %@
&° N W S
=) . & MOMP
o ® %
Vo o° OQ)l(I()J 0o ©
© e®yo
Citochromas ¢ SMAC/OMI/Kkiti
APAF1
{
Kaspizé-g F————x1aP
Kaspazté-3f7‘|—J
. APOPTOZE

1.8 pav. Apoptozés signaliniai keliai. Apoptozé gali vykti dviem biidais: iSoriniu ir
vidiniu. ISorinis kelias apima Zzities receptoriaus ligando prisijungima prie Zities
receptoriaus. Vidinj kelig sukelia daugybé skirtingy dirgikliy (DNR pazeidimai,
mitozinis arestas ir kt.), dél kuriy suaktyvéja BCL-2 baltymai. Sukeliamas
mitochondrijy iSorinés membranos pralaidumas (MOMP), pagal (Bock & Tait,
2020).

Kaspazeés gali bti aktyvuotos ir netiesiogiai, kai i§ mitochondrijy istekéje
SMAC (angl. second mitochondria-derived activator of caspases) ir OMI
(angl. serine protease) neutralizuoja kaspazes slopinanéius baltymus, pvz.
XIAP (angl. X-linked inhibitor of apoptosis protein). Siy procesy metu
aktyvuojamos iniciacijos kaspazé-9 ir vykdymo kaspazés-3, -6 bei -7
(Srinivasula et al., 2001; Suzuki et al., 2001).

Tarplasteliniams ziities ligandams (naviko nekrozés veiksnio (TNF)
(angl. tumor necrosis factor) superSeimos nariams) prisijungiant prie
transmembraniniy  zities receptoriy  (Fas/CD95, TNFR-1, DRS,
DR4/TRAILR1 ir DR5/TRAILR2) yra aktyvuojamas iSorinis apoptozés
kelias. Kiekviename i$ zlties receptoriy yra citoplazminis ,,ziities domenas®,
kuris atsakingas uz ligando (FasL, TRAIL ir TNFa) signalo perdavima
(Galluzzi et al., 2018; Schulze-Osthoff et al., 1998). Susijungus receptoriui
su atitinkamu ligandu, receptorius trimerizuojasi ir sutelkia pritaikymo
baltymus (pvz. FADD (angl. FAS-associated death domain protein),
TRADD (angl. TNFR-associated death domain protein)) prie ,zaties
domeno*, taip suformuojamas ziitj sukeliantis signalinis kompleksas DISC
(angl. death-inducing signalling complex) (Ashkenazi & Dixit, 1999;
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Kischkel et al., 1995). DISC pritraukia iniciacijos kaspazg-8 ir -10, kurios
yra skeliamos susidarant aktyvioms kaspaziy formoms (Schulze-Osthoff et
al., 1998). Tuomet aktyvios iniciacijos kaspazés aktyvuoja vykdymo
kaspazes-3, -6 ir -7. ,,I tipo* lasteléms to ir pakanka, kad buty aktyvuojamos
vykdymo kaspazes (Li et al., 1997), taciau ,,Il tipo* lasteléms reikalingas
mitochondrijy jsitraukimas. Cia kaspazé-8 aktyvuoja baltymg BID (angl.
BH3-interacting domain death agonist), §is — baltymag BAX arba BAK,
sukeliamas MOMP. Tolesné¢ aktyvacija vyksta vidinio apoptozés kelio
mechanizmu (X. Wang, 2001). ISorinj apoptozés kelig taip pat gali indukuoti
receptoriai UNC5B (angl. unc-5 netrin receptor B) ir DCC (angl. DCC
netrin 1 receptor), kurie aktyvuoja iniciacijos kaspaze-9 arba defosforilina
DAPK1 (angl. death-associated protein kinase 1) (Bredesen et al., 2004).

Apoptozé keratinocituose

Keratinocity apoptozé svarbi reguliuojant epidermio vystymasi ir
stabdant kancerogeneze. Si programuota lasteliy Zities forma dalyvauja
palaikant pusiausvyra tarp keratinocity proliferacijos ir diferenciacijos, kad
iSlaikyty reikiama epidermio storj, prisideda prie raginio sluoksnio
susidarymo. Taip pat apoptozé svarbi kaip lasteliy apsaugos mechanizmas,
kuomet turintys mutacijy ar pazeisti (pvz. UV spinduliuotés, oksidacinés
pazaidos) keratinocitai pasalinami apoptozes keliu. Todél sutrikus apoptozei
pasirei$kia kai kurios odos ligos, pvz. psoriazé ir odos vézys (Raj et al.,
2006).

Apoptozé ir ragéjimas turi keletg panasumy: abiejy procesy metu
skaidomas branduolys ir DNR, o destruktyvios ar uzdegiminés reakcijos
aplinkiniame audinyje nevyksta (Melino et al., 2005). Tadiau yra ir
skirtumy: ragéjimas vyksta visame Igsteliy sluoksnyje, o apoptozé biidinga
individualioms lasteléms (Costanzo et al., 2015). Taip pat apoptozé ir
ragéjimas skiriasi morfologiniais poZymiais, ziities mechanizmu. PrieSingai
nei ragéjimas, apoptozé keratinocituose vyksta tik epidermio pamatiniame
sluoksnyje, o diferencijuojancios lastelés sukuria tvirta mechaninj keratino
gijy tinklg ir tampa vis atsparesnés apoptozei.

Lastelése, kuriose vyksta apoptozé susitraukia, fragmentuojasi |
apoptozinius kiinelius, kuriuos pasalina kaimyninés lgstelés. Keratinocity
ragéjimas ir epidermio barjero susidarymas yra kontroliuojami procesai,
kuomet visiSkai sunaikinamos vidulastelinés organelés, tame tarpe ir
branduolys. Organelés pradedamos skaidyti gridétajame sluoksnyje.
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Fotodinaminis poveikis ir apoptozé

Apoptozé, kaip atsakas | FD poveikj, buvo nustatyta dar 1991 m.
(Agarwal et al., 1991). Zinoma, kad ROS, susidar¢ mitochondrijose, ET ir
lizosomose efektyviai sukelia apoptoze in vitro ir in vivo. Po FD poveikio
dazniausiai lgsteliy Zzitis inicijuojama vidiniu apoptozés keliu. Tiesiogiai
apoptozés vidinis kelias indukuojamas, kai pazeidziamos mitochondrijos, o
netiesiogiai — aktyvuojant signalinius kelius po kity lastelés organeliy
pazaidy. Mitochondrijose besikaupiantys fotosensibilizatoriai siejami su
apoptoze slopinanciy BCL-2 Seimos baltymy pazeidimu, po kurio seka
MOMP padid¢jimas, citochromo ¢ iStekéjimas i§ mitochondrijy
tarpmembraninés ertmés j citozolj ir Igsteliy apoptotinio atsako indukcija
(Donohoe et al., 2019). BCL-2 baltymy pazaidos buvo nustatytos po FD
poveikio su ALA, Pc4 (silicio ftalocianinas 4), CPO (9-kaproniloksi-
2,7,12,17-tetra(metoksietil)-porficenas), mTHPC ir kt. fotosensibilizatoriais
(Karmakar et al., 2007; Kessel & Castelli, 2001; Xue et al., 2001).
Hipericinas ir redaporfinas, fotosensibilizatoriai besikaupiantys ET ir
Goldzio komplekse, taip pat sukelia apoptoze. Vidinis apoptozés kelias
inicijuojamas po apoptozg slopinan¢io BCL-x, (angl. B-cell lymphoma-extra
large) pazaidy (Gomes-da-Silva et al., 2018; Koval et al., 2010).

Fotosensibilizatoriams, kurie lokalizuojasi lizosomose, pazeidus
lizosomy membranas, padidéja S$iy pralaidumas ir i§ lizosomy liumeno j
citozolj patenka lizosominés peptidazés. Peptidazéms hidrolizuojant
citozolinj Bid baltyma susidaro tBid, kuris skatina MOMP padidéjima ir taip
aktyvuojamas vidinis apoptozés kelias (Kessel & Oleinick, 2018). Bid
svarba vidinio apoptozés kelio aktyvacijai nustatyta naudojant lizosomose
kaupiamg chlorino darinj NPe6, ftalocianing Pc181 (Chiu et al., 2010;
Reiners et al., 2002; Wan et al., 2008). Taip pat yra parodyta, kad lasteles
veikiant ftalocianinu, padidéja BCL-2 raiska, taip sustiprinama apoptozé dél
mitochondrijy pazeidimo (Almeida et al., 2004).

Nors FD poveikis daznausiai sukelia vidinio apoptozés kelio aktyvacija,
kai kurie Igstelés membranoje besikaupiantys fotosensibilizatoriai aktyvuoja
iSorinj apoptozés kelig. FD poveikis salygoja TNF Seimos lasteliy Zzuties
ligandy saveika su savitais lgsteliy ziities receptoriais. Vienas pagrindiniy
ziities receptoriy, dalyvaujanéiy FD poveikio sukeltoje apoptozéje, yra Fas
receptorius. Nustatyta, kad po FD poveikio su ftalocianinu Pc4 padidéja Fas
receptoriaus ir jo ligando raiSka (Ahmad et al., 2000). Skirtingas lasteliy
linijas veikiant hipericinu taip pat indukuojamas iSorinis apoptozés kelias
(Almeida et al., 2004; Ortel et al., 2009).
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Taip pat yra duomeny, kad apoptozé gali vykti vidiniu ir iSoriniu keliu po
FD poveikio. Nustatyta, kad po cinko ftalocianino ZnPcS,,x-FD poveikio
didé¢ja apoptoze skatinan¢iy BCL-2 Seimos baltymy raiSka ir TNF ligando
raiSka (Manoto et al., 2017).

Autofagija
Skiriami trys autofagijos tipai: mikroautofagija, nuo Saperony

priklausoma autofagija ir makroautofagija (ja toliau vadinsime autofagija)
(1.9 pav.).

Mitofagija &« o = o

MAKROAUTOFAGIJA ¥ R
Ksenofagijact: —
- MIKROAUTOFAGIJA

- . © .
Peksofagijad®, — o °. ¢
3% :
< i
SO
Lipofagija cfoe — & ¢, ]

Lizosoma
(Nuo SAPERONE PRIKLAUSOMA)
AUTOFAGIJA

Taip pat nukleofagija, ribofagija ir kt.

Degraduojamos Saperonas
</ ® medziagos Q) h‘\ h
. & ; —a
Y : Neteisingai sulankstyti
@ Autofagolizosoma baltymai

Fagoforas @ Autofagosoma

1.9 pav. Autofagijos tipai. Vidulgsteliniai lastelés komponentai j lizosoma patenka
ir yra suskaidomi trimis autofagijos keliais: makroautofagija, mikroautofagija ir nuo
Saperony priklausoma autofagija, pagal (Perez-Montoyo, 2020).

Mikroautofagijos metu lizosomos membrana jlinksta apgaubdama
degraduojama medziagg ir jtraukus ja j vidy suskaidoma lizosomos liumene.
Nuo $aperony priklausomos autofagijos metu $aperonai atpazjsta citozolinius
baltymus, turinCius tikslinj motyva, ir perneSa juos prie lizosomy
membranos. Autofagija gali buti selektyvi arba neselektyvi (Kissova et al.,
2007). Selektyvios autofagijos metu savity receptoriy déka degraduotinos
molekulés, struktiros ar organelés yra atpazjstamos, atskiriamos
autofagosomose, o susiliejus su lizosomomis, suskaidomos. Neselektyvios
autofagijos metu, makromolekulés j autofagosomas patenka nespecifiskai
(Kissova et al., 2007; Zaffagnini & Martens, 2016).

Autofagija — nuo lizosomy priklausomas katabolinis procesas, kurio
metu citoplazminiai komponentai apgaubiami dvigubos membanos strukttra,
autofagosoma, o S$iai susiliejus su lizosoma, degraduojami lizosomy
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hidrolaziy (Z. Yang & KIlionsky, 2010). Autofagija paprastai laikoma
lasteliy iSgyvenimo/apsaugos mechanizmu, nes autofagijos metu pasalinami
toksiski ar paseng baltymai ir organelés. Skaidymo produktai yra perdirbami
ir panaudojami kaip energijos bei metabolity Saltiniai kituose procesuose
(Mizushima et al., 2008). Taciau, autofagija taip pat gali lemti lasteliy zitj,
taip vadinama autofaginé lasteliy zttis ACD (angl. autophagic cell death)
(Galluzzi et al., 2018).

Normaliomis salygomis lgstel¢je autofagijos lygis yra nezymus. Signalai,
suaktyvinantys autofaginj procesa, paprastai atsiranda dél jvairiy iSoriniy ir
vidulasteliniy stresiniy veiksniy, tokiy kaip maistiniy medziagy ar augimo
veiksniy trukumas, hipoksija, ROS, DNR pazaidos, susidar¢ baltymy
agregatai, pazeistos organelés ir vidulasteliniai patogenai (Kroemer et al.,
2010). Autofagija prasideda susidarant fagoforui — strukttira, kuri atskiria
degraduoting citoplazmos dalj. Fagoforui ilgéjant formuojasi unikali
organelé¢ — autofagosoma. Procesas baigiasi autofagosomai susiliejus su
lizosoma ir susidarant autofagolizosomai, kurioje lizosominiai fermentai
suskaido citoplazmos komponentus (Mizushima et al., 2011) (1.9 pav.).

Normaliomis sglygomis, kuomet autofagijos lygis nezymus, kinazé
mTORL1 (angl. target of rapamycin complex 1) fosforilina kinazg¢ ULK1
(arba ULK2) (angl. Unc-51-like kinase 1), taip ja iSlaikydama neaktyvig.
Esant stresinéms salygoms mTORC1 yra slopinama, todél ULKI1
kompleksas defosforilinamas ir aktyvuojamas. Aktyvus ULK1 kompleksas
pradeda autofagijos vyksmus, kurie iSskiriami j keletg etapy: iniciacija,
ilgéjimas ir didéjimas, susiliejimas su lizosoma, autofagosomos turinio ir
vidinés membranos skaidymas (Kaur & Debnath, 2015; Perez-Montoyo,
2020).

Iniciacija. Autofagosomy susidarymas dazniausiai prasideda greta ET,
ypatingai ET-mitochondrijy kontakto vietose. lki Siol buvo manoma, kad
jvairios membranos gali bati lipidy Saltiniai autofagosomy biogenezei.
TaCiau naujausi tyrimai rodo, kad dazniausiai lipidy Saltinis yra ET
(Nakatogawa, 2020).

Autofagija aktyvuojantys signalai skatina ULK1 komplekso susidaryma.
Minétg kompleksa sudaro ULKI, ATGI13 (angl. autophagy-related
protein 13), FIP200 (angl. RB1-inducible coiled-coil protein 1) ir ATG101
baltymai. ULK1 kompleksas fosforilina PI3K (angl. phosphatidylinositol 3-
kinase) komplekso I (sudaryto i§ PI3K, VPS34 (angl. vacuolar protein
sorting 34), Beclin 1, ATG14, AMBRAL (angl. activating molecule in
Beclin 1-regulated autophagy protein 1), p115 (angl. general vesicular
transport factor)) komponentus, taip palengvindamas autofagijos baltymy
jungimasi prie fagoforo ir autofagosomos susiformavimg. PI3K kompleksas
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| skatina fosfatidilinozitolio 3-fosfato (PI3P) susidaryma membranose,
dalyvaujanciose autofagosomos biogenezéje (Itakura et al., 2008).

Ilgéjimas ir didéjimas. Prie PI3P jungiasi WIPI2 (angl. WD repeat
protein interacting with phosphoinositides) ir DFCP1 (angl. zinc- finger
FYVE domain- containing protein 1)) baltymai. WIPI2 tiesiogiai saveikauja
su ATG12-ATG5-ATG16L1 kompleksu, kuris skatina ATG8 S$eimos
baltymy, jskaitant LC3 (angl. microtubule-associated protein 1A/1B-light
chain 3) ir GABARAP (angl. GABA receptor-associated proteins),
konjugacija su membranoje esantiu  fosfatidiletanolaminu.  Tai
suformuojamos su membrana susietos, lipidinés baltymy formos.
Pavyzdziui, tokios konjugacijos reakcijos metu LC3-I forma paveréiama j
LC3-1l. Daznai LC3-11 baltymas yra naudojamas kaip autofagijos zymuo,
kadangi LC3-I ir LC3-II formos skiriasi savo dydziu, galima nesunkiai
jvertinti LC3-II kiekj, kuris koreliuoja su autofagosomy kiekiu. ATG8
baltymai taip pat pritraukia baltymus, reikalingus fagoforo membranos
ilgéjimui ir uzsidarymui, susidarant autofagososmai (Nakatogawa, 2020).

Susiliejimas su lizosoma ir skaidymas. Fagoforo membranai
suformavus beveik pilng sfera, liecka pora, kuri turi biiti uzdaryta, kad
susidaryty autofagosoma. Prie§ kelerius metus buvo parodyta, kad ESCRT
(angl. endosomal sorting complexes required for transport) baltymy
kompleksy komponentai yra aptinkami ant fagoforo membranos ir skatina
jos uzsidaryma (Takahashi et al., 2018; Takahashi et al., 2019). Susidarius
autofagosomai ji pradeda bresti. Brendimo metu nuo iSorinés
autofagososmos membranos yra pasalinami ATG baltymai, ir sutelkiami
autofagosomos gabenimui reikalingi komponentai. Tuomet autofagososma
mikrovamzdeliais perneSa degraduoting medziagg link lizosomos.
Autofagosomai atkeliavus prie lizosomos, autofagosomos iSoriné membrana
susilieja su lizosoma ir susidaro autofagolizosoma. Saliejos procese
dalyvauja trys baltymy Seimos: Rab GTPazé, HOPS (angl. homotypic fusion
and protein sorting—tethering complex) ir SNARE (angl. N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptor) baltymai (Nakamura &
Yoshimori, 2017).

Paskutiniame autofagjos etape ragstinio pH aktyvuotos savitos
lizosominés hidrolazés autofagolizosomoje suskaido degraduotinas
medziagas ir viding autofagosomy mebrang (1.9 pav.). Suskaidyti produktai
transportuojami atgal j citoplazma ir naudojami lgsteléms reikméms (Abada
& Elazar, 2014; Dikic & Elazar, 2018).

Autofagijai pasibaigus i§ autolizosomy vél atsikuria funkcionalios
lizosomos (Yu et al., 2010).
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Autofagija keratinocituose

Ragé¢jimo metu epidermio keratinocituose sujungiami strukttriniai
baltymai, sunaikinamos organelés. Susidar¢ korneocitai sudaro apsauginj
odos sluosnj (zr. sk. 1.2). Manoma, kad autofagija dalyvauja Siame
vidulgsteliniame pertvarkymo procese.

Nustatyta, kad zinduoliy embriono vystymosi metu, formuojantis
granuliniam epidermio sluoksniui, didéja autofagijos zymeny raiska. Taciau
autofagijos procesas vyksta nuolat, ne tik vystantis epidermiui, bet ir
epidermio diferenciacijos metu. Parodyta, kad diferencijuojanciuose
keratinocituose vyksta nukleofagija (Akinduro et al., 2016) bei mitofagija
(Moriyama et al., 2014). Ipponjima ir kt. atlikty tyrimy metu, buvo
patvirtinta, kad mitochondrijos kolokalizuojasi su autofagososmomis, tai
patvirtina, jog mitochondrijos yra skaidomos autofagijos proceso metu
(Ipponjima et al., 2020). Taip pat, nesenai atlikti tyrimai rodo, kad autofagija
yra inicijuojama galutinés keratinocity diferenciacijos stadijoje, kai lastelés
tampa atsparios apoptozei. Sio proceso metu, padidéjus GolZio kompleksui,
susidaro pirminés lizosomos, o branduolys pradeda kondensuotis. Stebimas
autofagosomy formavimasis, pirmiausia fagocituojamas ET, 0 po to seka ir
branduolio autofagija. Dél Sios selektyvios autofagijos dauguma
citoplazminiy organeliy yra suardomos, taciau struktiiriniai baltymai lieka
nepakite (Koenig et al., 2020). Autofaginis ir lizosominis baltymy
skaidymas biitinas ne tik baltymy ir organeliy reorganizacijai keratinocity
diferenciacijos metu, tafiau tai taip pat sumazina bendrg lasteliy biomase
(Monteleon et al., 2018). Autofagjja taip pat yra aktyvi nagy ir plauky
keratinocity ragéjimo metu (Jaeger et al., 2019; Yoshihara et al., 2015).

Zinoma, kad lizosomos yra labai svarbios autofagijos reguliacijai.
Lizosomy biogeneze ir keratinocity diferenciacija gali skatinti ET stresas.
Sio proceso metu daugéja lizosomy ir yra aktyvinama keratinocity autofagija
(Mahanty et al., 2019).

Fotodinaminis poveikis ir autofagija

FD poveikis gali sukelti autofagija (Domagala et al., 2018; Kessel &
Reiners, 2007), kuri, priklausomai nuo lasteliy tipo, fotosensibilizatoriaus
lokalizacijos ir FD poveikio dozés, veikia kaip lgsteliy apsaugos
mechanizmas. Uzuot skatinusi lgsteliy zutj, autofagija daZnai yra paskutinis
lasteliy bandymas susidoroti su oksidaciniu stresu ir iSgyventi. Keli in vitro
ir in vivo tyrimai parodé, kad autofagija vyksta kartu su reguliuojama zatimi
(apoptoze, nekroptoze, nekroze, partanatos) ir Cia veikia kaip apsauginis
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mechanizmas. Taciau esant stiprioms pazaidoms po FD poveikio autofagija
gali indukuoti ir lasteliy zatj (Martins et al., 2020).

Autofagija saugo lasteles nuo oksidacinio streso, kurj sukelia ALA,
chlorofilinas e4, chlorofilinas-f, hipericinas, fotofrinas, protoporfirinas IX,
verteporfinas ir kiti fotosensibilizatoriai FD poveikio metu. Tokiu atveju,
autofagijos slopinimas padeda jveikti lasteliy prisitaikyma ar atsparuma
oksidaciniam stresui (Martins et al., 2020). Parodyta, kad veikiant lasteles
fotosensibilizatoriais, kurie kaupiasi mitochondrijose ir ET, autofagija veikia
kaip apsaugos mechanizmas (Andrzejak, Price, et al., 2011). Po ATGS5 ar
ATGY7 tildymo, autofagija sutrinka ir FD poveikio efektyvumas padidéja.
Taciau veikiant Igsteles fotosensibilizatoriais, besikaupianciais lizosomose,
ATG5 raiskos tildymas neduoda jokio efekto. Manoma, kad FD poveikio
metu paZeidus lizosomas negali vykti lgsteles apsauganti autofagija, todél
esant tai paciai FD poveikio dozei kaip ir mitochondrijy fotopazaidy atveju,
lizosomy fotopazaidos gali bati letalios (Reiners et al., 2002; Tsubone et al.,
2017). Priesingai, ATG7 slopinimas mazina fototoksinj atsaka (Kessel,
2020). FD poveikio metu pazeidus lizosomas, j citozolj iSteka lizosominés
hidrolazés (katepsinai), kurios skelia BID ir taip aktyvuoja apoptoze (Kessel
et al, 2000). Nutildzius ATG7, stabdomas dideliy molekuliy (pvz.
katepsiny) i§¢jimas i$ pazeisty lizosomy (Andrzejak, Price, et al., 2011).

FD poveikis sukelia autofagija vézinése lastelése, slopindamas mTOR
signalinj kelig arba aktyvuodamas AMPK (angl. AMP-activated kinase)
kelig. Nuslopinus mTOR, autofagija inicijuojama aktyvuojant ULK1
kompleksg. AMPK taip pat gali aktyvuoti ULK1 kompleksg (Dewaele et al.,
2011; Qian et al., 2017; Song et al., 2020). FD poveikis sustiprina ir HIF-
lo/VIMP1 sukeliamg autofagijg. Taip pat yra ir kity FD poveikio
indukuojamy signaliniy keliy galin¢iy reguliuoti autofagijos mechanizmus,
pvz. NFkB ir MAPK1/3 (Martins et al., 2020).

Autofagija gali apsaugoti lgsteles ir padéti pasalinti pazeistas molekules
(Dewaele et al., 2011), taciau jei yra sukeliama intensyvi autofagija arba
sutrikdomas autofagijos srautas (angl. autophagic flux), gali biti inicijuota
lasteliy zutis. Lasteliy zuties nomenklatiiros komitetas siiilo tokia lasteliy
zutj, kai autofagija skatina lasteliy zatj, vadinti nuo autofagijos priklausoma
lasteliy zatimi (ADCD) (angl. autophagy-depenent cell death) (Galluzzi et
al., 2018). Norint identifikuoti Sio tipo zuti, nepakanka padidéjusio
autofagijos srauto ar autofagosomy susidarymo jrodymy. Tai reikia
patvirtinti jvertinant autofagijos reikSme lasteliy iSgyvenimui, nuslopinus
autofagijos molekules siRNR, shRNR, arba CRISPR / Cas9. Autofagija taip
pat gali skatinti ir Kitus lasteliy zities kelius, pvz. apoptozés ar nekroptozés,
tokiu atveju Zziitis vadinama — autofagijos sukelta lgsteliy zatimi (AMCD)
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(angl. autophagy-mediated cell death). Fotopazaidy metu gali bti
inicijuojama AMCD Kkartu su apoptoze.

Yra iSskiriama dar viena — su autofagija susijusi lgsteliy zatis (AACD)
(angl. autophagy-associated cell death), kuri gali vykti kartu su kuria nors
kita lasteliy zatimi, pvz apoptoze, arba atskirai. AACD metu sutrikdomas
autofagijos srautas. Skirtingai nuo AACD, AMCD metu autofagija dalyvauja
apoptozés procese. Priklausomai nuo poveikio dozés, fotosensibilizatoriaus
fizikiniy, cheminiy savybiy ir vidulastelinio pasiskirstymo, gali biti
inicijuota AACD arba AMCD (Martins et al., 2020). Buvo parodyta, kad
lasteles veikiant vidutine ir stipria mTHPC-FD poveikio dozémis sukeliamas
skirtingas autofagijos atsakas. Lasteles veikiant vidutine FD poveikio doze
vyksta nezymi apoptozé ir nustatytas autofagijos suintensyvéjimas, o didelés
FD poveikio dozés, pazeisdamos autofaginio mechanizmo baltymus, sukelia
autofagija, susijusia su apoptozés pozymiy aktyvavimu (Lange et al., 2019).

Kai fotosensibilizatoriai, kurie lokalizuojasi lizosomose, po FD poveikio
sumazina funkcionaliy lizosomy skaiciy arba jas visiSkai suardo, ar sutrikdo
lizosomy susiliejimg su autofagosomomis, aktyvuojama AACD (Martins et
al., 2020). Po nestipriy lizosomy fotopazaidy, autofagija (lizofagija) atkuria
pusiausvyra lasteléje ir Iastelé iSgyvena. Tokia mazy doziy sukelta autofagija
gali lengvai pereiti | AACD, ypatingai tuomet, kai kartu indukuojami
mitochondrijy membranos pazeidimai (Martins et al., 2019).

Nekrozé

Negrjztamas lgsteliy pazeidimas ir lgsteliy ziitis dél patologiniy procesy
yra vadinama nekroze. NCCD komitetas nekroze rekomenduoja vadinti
lasteliy zities forma, kuomet nenustatoma apoptozei ar autofagijai biidingy
pozymiy ir nekroziniy lgsteliy sunaikinimo procese nedalyvauja fagocitai ir
lizosomos (Galluzzi et al., 2018). Nekroze sukelia iSoriniai veiksniai, pvz.,
infekcija, toksinai ir fiziniai pazeidimai Siai zGi¢iai budingi lasteliy poky<iai:
i8brinkusios organelés, padidéjes lastelés tiiris, plazminés membranos
plySimas ir vidulasteliniy organeliy praradimas, nors chromatino
kondensacija nevyksta, ta¢iau DNR suskaidoma atsitiktinése vietose.
Nekrozés metu lgsteliy turiniui iStekéjus | tarplasteling ertme¢ sukeliamas
imuninis atsakas ir uzdegimas, kurio metu aktyvuojamos imuninés sistemos
lastelés.

Anksciau nekrozé buvo laikyta atsitiktine lasteliy zities forma, taciau
dabar jau zinoma, kad nekrozé gali biiti reguliuojama, tokia reguliuojama
nekroz¢ yra vadinama nekroptoze (Galluzzi & Kroemer, 2008). Nekroptozé
pasireiskia panaSiomis morfologinémis savybémis kaip ir nekroze.
Pagrindinés nekroptozés signalo perdavime dalyvaujanéios molekulés — su
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receptoriais sgveikaujancios baltymy kinazés RIP1 ir RIP3 (angl. receptor-
interacting protein) (Pasparakis & Vandenabeele, 2015).

Nekrozeé keratinocituose

Nekroziniai keratinocitai yra svarbiis histopatologiniai Zymenys, biidingi
tam tikry ligy sukeltiems odos pazeidimams, jskaitant ploks¢igja kerplige,
transplanto prie$ Seimininkg liga (angl. graft versus host disease), psoriazg ir
kt. (Cloutier et al., 2020). Nustatyta, kad didelés dozés UVB spinduliuotés
sukelia keratinocity nekroz¢ (Mammone et al., 2000).

Nekrozé ir fotodinaminis poveikis

Nekroze dazniausiai sukelia stiprios FD poveikio dozés ir plazminéje
membranoje kaupiami fotosensibilizatoriai (van Straten et al., 2017).
Klinikiniu pozitriu, FD terapijos gydymo dozés turéty buti tokios, kurios
indukuoja lgsteliy zities formas nesukelianéias uzdegiminiy reakcijy, pvz.
apoptoze.

1.8. ISgyvenimga skatinantis atsakas

FD poveikio indukuotos ROS taip pat sukelia atsakg, kuris padeda
vézinéms lasteléms susidoroti su oksidaciniu stresu ir lasteliy pazeidimais
bei yra Igsteliy iSgyvenimo mechanizmo dalis. FD terapijos metu dazniausiai
bandoma sustabdyti tam tikrg signalinj kelig, kuris badingas tik vézinéms
lasteléms. Taciau terapijos metu lastelés, kuriose indukuojami iSgyvenima
skatinantys keliai, gali islikti ir tapti dar atsparesnémis, agresyvesnémis bei
invaziskesnémis (Bazak et al., 2017; Solban et al., 2006).

Véziniy lgsteliy iSgyvenimas po FD terapijos yra siejamas su maziausiai
penkiais tarpusavyje susijusiais keliais, kuriy tarpininkai yra transkripcijos
veiksniai, dalyvaujantys Siuose procesuose: (1) antioksidaciniame atsake —
NRF2 (angl. nuclear factor E2-related factor 2), (2) hipoksiniame
iSgyvenimo atsake — HIF-1 (angl. hypoxia-inducible factor 1), (3)
prieSuzdegiminiame ir angiogeniniame atsake — NF-xkB (angl. nuclear factor
kB), (4) proteotoksinio streso atsake — HSF1 (angl. heat shock factor 1) ir
transkripcijos veiksniai susij¢ su UPR (angl. unfolded protein response), (5)
esant imiam atsakui j stresg — AP-1 baltymo (angl. activating protein 1)
transkripcijos veiksniy Seima (Broekgaarden et al., 2015). Lasteliy
iSgyvenimg skatinan¢iy keliy aktyvacijoje dalyvaujantys transkripcijos
veiksniai, pvz. HIF-1, NF-kB transkripcijos veiksniai, indukuoja
prouzdegiminiy citokiny ir augimo veiksniy, tarp jy ir VEGF-A, raiska
vézinése lastelése (Ferrario et al., 2000; Kawczyk-Krupka et al., 2018;
Korbelik, 2009).
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VEGF-A laikomas pagrindiniu angiogenezés ir naviko augimag
skatinan¢iu veiksniu, o dauguma véziui gydyti patvirtinty vaisty blokuoja
VEGF-A signalinj kelia, taip slopindami naviko augima (Ferrara & Adamis,
2016; Kopetz et al., 2010; Maj et al., 2016). Yra parodyta, kad atsako j FD
terapij metu padidéja VEGF-A raiska in vitro ir in vivo (Bhuvaneswari et al.,
2009; Jiang et al., 2008; Uehara et al., 2001), o tai galéty skatinti naviko
atsinaujinimg. Padidéjusio VEGF-A baltymo kiekio po FD terapijos
slopinimui pradétas naudoti angiogeninés terapijos ir FD terapijos derinys,
kai sumazéjusi proangiogeniniy baltymy raiska sustiprina FD terapijos
citotoksinj poveikj navikui (Gallagher-Colombo et al., 2012; C. L. Peng et
al., 2018).

Naviko vietose yra gausu citokiny ir jie gali turéti jtakos véZinio proceso
vystymuisi, taip pat naviko reakcijai j gydyma. Zinoma, kad FD naviky
terapija moduliuoja citokiny sintez¢ ne tik vézinése, bet ir Su jomis
susijusiose lastelése, esaniose véziniame audinyje (Gollnick et al., 2003).
Citokinai ir uzdegiminis atsakas j FD terapijos sukeltas pazaidas gali
sumazinti gydymo veiksminguma.

Citokinai yra nedideli tirpts baltymai, tarpininkaujantys imuniniy ir
neimuniniy lgsteliy sgveikose. Prouzdegiminiai citokinai taip pat yra stipriis
angiogenezés indukcijos ir palaikymo veiksniai. Vienas i$ ypatingg reik§me
angiogenezei turin¢iy citokiny yra interleukinas-1 (IL-1). Jau seniai zinoma,
kad IL-1 yra pagrindinis imuniteto ir uzdegimo tarpininkas, o sutrikusi jo
reguliacija siejama su naviko atsiradimu ir progresavimu (Kimura et al.,
2007; Voronov et al., 2014). Parodyta, kad padidéjusi IL-1 Seimos citokiny
IL-1a ir IL-P raiska skatina naviko invazyvumg ir metastazes, skatindamas
angiogeniniy geny ir augimo veiksniy raiSka. IL-1 slopikliai jau yra
patvirtinti ir naudojami gydant kai kurias autoimunines ligas ir $§iuo metu yra
tiriami ikiklinikiniy ir Zzmogaus klinikiniy vézio tyrimy metu (Litmanovich et
al., 2018). Nors IL-1a ir IL-1p sintetinami kaip pirmtakai (prolL-lo ir pro-
IL- B) (apie 31 kDa), o véliau proteolizés metu susidaro sekretuojami
baltymai (17 kDa), biologiskai aktyvus yra tik prolL-1a. Taip pat, IL-1a ir
IL-1B saveikauja su lasteliy pavirSiaus receptoriumi IL-1R1 (angl. IL-1 type
1 receptor) ir sukelia identiskus biologinius atsakus. Taciau nepaisant $iy
panasumy, IL-la ir IL-1f turi ir skirtumy. Sie citokinai yra skirtingy geny
produktai, ir jy seky homologja yra tik 20-30 %. Kitaip nei IL-a, kuris
sintetinamas esant homeostazei, IL-1p indukuojamas ir sekretuojamas tik
esant uzdegimui. Be to, skiriasi IL-lo ir IL-1f raiskos bei aktyvacijos
procesai, todél jie turi skirtingg biologinj ir fiziologinj poveikj daugeliui ligy,
ypa¢ véziui (Di Paolo & Shayakhmetov, 2016). IL-1a maziau istirtas nei jo
homologas IL-1p.
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Zinoma, kad IL-1 $eimos citokinai tiesiogiai ir netiesiogiai skatina
angiogeneze indukuodami proangiogeninius veiksnius, tokius kaip VEGF-A
(Fahey & Doyle, 2019). Nustatyta, kad IL-1a stimuliuoja VEGF-A sekrecija
Zzmogaus periferinio kraujo vienbranduolése lastelése PBMNC (Salven et al.,
2002). Tyrimy kaip IL-1a susijes su naviko progresavimu ir metastazémis
néra daug, taciau aisku, kad IL-1a gali skatinti vézio progresavima (Voronov
et al.,, 2018). Parodyta, kad yra reik§mingas rySys tarp IL-lo raiskos ir
metastaziy iSsivystymo galvos ir kaklo plokscialgsteline karcinoma
sergantiems pacientams (Leon et al., 2015). IL-la skatina naviko
invazyvumg ir metastazes. Pastebéta, kad naviko lastelése, kuriose daugiau
IL-lo. yra padidéjusi angiogenezé, limfangiogenezé ir limfmazgiy
metastazés, nes jose kaip atsakas j IL-la skatinama VEGF-A gamyba
(Watari et al., 2014).

Po FD terapijos IL-1 Seimos citokiny raiSkos poky¢iai néra placiai istirti.
FD terapija gydytuose navikuose pastebéti IL-1p raiskos pokyciai, kuriuose
dazniausiai $io citokino raiska padidéja, didéjant angiogeneze skatinanciy
veiksniy raiSkai (Cecic & Korbelik, 2002; Ferrario et al., 2005; Sun et al.,
2002). Nustatyta, kad hipericinu sensibilizuoti Zmogaus nosiaryklés navikai
sintetina IL-1a ir IL-1B, kurie sukelia uzdegiminj atsaka FD terapija
gydytose naviko lastelése (Koon et al., 2010). Misy laboratorijoje taip pat
pastebéta, kad mTHPC indukuotas FD poveikis skatina IL-1a ir VEGF-A
raiSka in vitro.

Keratinocitai ir IL-1a

IL-1a yra Kkonstitutyviai ekspresuojamas esant homeostazei daugelyje
lasteliy tipy sveikuose audiniuose. Jo raiska didéja reaguojant i augimo
veiksnius ir prouzdegiminius ar su stresu susijusius dirgiklius. IL-1a baltymo
kiekis jvairiuose lgsteliy tipuose skiriasi, taCiau barjerinés lastelés, tokios
kaip endotelio ir epitelio lastelés, ekspresuoja didelius $io citokino kiekius
esant homeostazei (Bersudsky et al.,, 2014; Garlanda et al., 2013).
Keratinocitai atsakingi ne tik uz odos barjering funkcija, jie dalyvauja
imuniniame atsake ir yra pagrindinés odos lastelés gaminancios citokinus
(Grone, 2002). Vyrauja IL-lo, nes jis yra sintetinamas kaip biologiskai
aktyvus pirmtakas prolL-la, o IL-1B yra neaktyvios pirmtako formos
(Mizutani et al., 1991). UVB spinduliuoté, forbolio esteriai ir kt. didina
IL-1o raiskg keratinocituose, o ilgalaikis UVB spinduliuotés ir toksiniy
cheminiy medziagy poveikis yra susijes su létiniu uzdegimu, kuris prisideda
prie odos vézio vystymosi (Magcwebeba et al., 2012).

Duomeny apie IL-1a raiska po FD terapijos sveikuose keratinocituose
nepavyko rasti, bet yra paskelbta keletas darby apie FD terapijos poveikj
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citokino IL-1a raiSkai nevéZinése lastelése. FD terapijos pazeistos plauciy
epitelio Igstelés isskiria didelius biologiskai aktyvaus IL-1a kiekius, Kur jis
veikia kaip fibroblasty stimuliatorius (Suwara et al., 2014; Tracy et al.,
2012). Kadangi IL-1a yra dvigubos funcijos prouzdegiminis citokinas, jo
poky¢iai prognozuojant priesvézinio poveikio efektus gali buti reikSmingi.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

Tritonas X-100 — oksifenoldekaetilenglikolio eteris (Ferak), CHAPS —
[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propan-sulfonatas (Roth), DTT -
ditiotreitolis (Roth). Kitos darbe naudotos medziagos ir reagentai — Sigma,
jei nepazymeéta kitaip.

2.2. Fotosensibilizatoriai

MTHPC  (m-tetra(3-hidroksifenil)-chlorinas) — prof. R.Bonett’o
(Londono universitetas, DidZioji Britanija) dovana. Pradinis 1 mg/ml
mTHPC tirpalas paruostas 96 % etanolyje.

AIPCS,, (aliuminio ftalocianino disulfonatas su greta iSsidésciusiomis
sulfogrupémis) (Frontier Scientific). Pradinis 5 mg/ml AIPcS,, tirpalas
paruostas AlPcS,, istirpinus 0,1 M NaOH ir atskiedus PBS iki reikiamos
koncentracijos.

AlPcS,; (aliuminio ftalocianino tetrasulfonato) (Frontier Scientific)
pradinis 5 mg/ml tirpalas paruostas PBS.

Visi fotosensibilizatoriy pradiniai tirpalai buvo laikomi tamsoje, -20° C
temperatiiroje. Eksperimentams pradiniai tirpalai buvo skiedZiami lgsteliy
inkubavimo terpéje. Fotosensibilizatoriy strukttiros pateiktos 2.1 paveiksle.

S0} so,

mTHPC AlPcS,, AlPcS,

2.1 pav. Darbe naudoty fotosensibilizatoriy cheminés struktiiros.

2.3. Medziagos ir tirpalai lasteliy kultivavimui

PBS buferinis drusky tirpalas (pH 7,3): 171,1 mM NaCl, 3,35 mM KCl,
1,84 mM KH,POy, ir 10,14 mM NaH,PQ,, istripinta ddH.0 ir autoklavuotas.

DPBS buferinis drusky tirpalas (pH 7,3): 136,9 mM NacCl, 2,68 mM KClI,
1,47 mM KH,PQO,, 8,12 mM NaH,PO,, 0,9 mM CaCl, ir 0,83 mM MgSOy,,
iStirpinta ddH.0 ir autoklavuotas.
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EDTA tirpalas: 0,985 mM EDTA, istirpinta PBS buferiniame drusky
tirpale.

Tripsino tirpalas: 0,5 mg/mL tripsino istirpinta EDTA tirpale.

2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfoniné rugstis (HEPES).

Dimetilsulfoksidas (DMSO).

Lasteliy kultivavimo flakonai, 1ékstelés ir plokstelés, sterilios pipetés,
kriogeniniai mégintuvéliai (Thermo Scientific arba TPP).

2.4. Lasteliy kultiiros

HEKa — pirminiai zmogaus epidermio keratinocitai (angl. primary
human epidermal keratinocytes), isskirti i§ suaugusio Zmogaus odos, buvo
jsigyti i§ Gibco (Thermo Scientific, kat. nr. C0055C). Monosluoksnj
sudarancios lgstelés Kultivuotos EpiLife® pirminiy keratinocity auginimo
terpéje be serumo su HKGS terpés priedais (0,2% jaucio hipofizés
ekstrakto, 5 pg/ml jaucio insulino, 0,18 pg/ml hidrokortizono, 5 pg/ml jaucio
transferino, 0,2 ng/ml zmogaus epiderminio augimo faktoriaus), 0,15 mM
Ca®*, 10 ug/ml gentamicino ir 0,25 pg/ml amfotericino B (visi tirpalai i3
Gibco), 37°C temperatiiroje ir 5% CO, bei 95 % drégmés atmosferoje.
HEKa lastelés kultivuotos iki 70-80 % konfluentiskumo ir tuomet persétos
atkeliat 0,025 % tripsino/0,02 % EDTA tirpalu. FD poveikio eksperimentai
atlikti su trecio ir ketvirto pasazo HEKa lgsteliy kultiira, pasiekusia 60-80 %
konfluentiskuma.

A-431 — Zmogaus epidermoidinés karcinomos lgstelés (ATCC®, kat. nr.
CRL-1555™). Monosluoksnj sudaran¢ios lastelés kultivuotos DMEM
terpéje su 5 % FCS, pridéjus 100 U/ml penicilino, 100 pg/ml streptomicino
(visi i§ Biochrom AG), 2mM glutamino ir 10 mM HEPES, 37 °C
temperatiroje ir 5% CO, bei 95% drégmés atmosferoje. Lastelés
kultyvuotos iki 80-90 % konfluentiskumo ir tuomet persétos atkeliant
0,025 % tripsino/0,02 % EDTA tirpalu.

2.5. Lasteliy uzSaldymas

HEKa lastelés Saldytos paruostoje naudoti Synth-a-Freeze™ terpéje su
10% DMSO, skirtoje pirminiy lasteliy Saldymui (Thermo Scientific).
Atkeltos lastelés suskai¢iuotos, nucentrifuguotos, suspenduotos 10° Iast./ml
4°C Synth-a-Freeze™ terpéje ir iSpilstytos i kriogeninius mégintuvélius,
kurie perkelti j -80°C temperatiiros S$aldiklj. Po 48 val., ilgalaikiam
saugojimui, lastelés perkeltos i skysta azota.

A-431 lastelés Saldytos FCS su 10% DMSO. Atkeltos lgstelés
suskai¢iuotos, nucentrifuguotos, suspenduotos 10° Iast./ml 4°C FCS su 10 %
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DMSO ir ispilstytos j kriogeninius mégintuvélius, kurie perkelti i -80 °C
temperataros Saldiklj. Po 48 val., ilgalaikiam saugojimui, lastelés perkeltos j
skysta azotg.

2.6. Lasteliy atSildymas

HEKa ir A-431 lastelés atsildytos inkubuojant 2 min. 37 °C temperattiros
vandens voneléje. AtSildyty Igsteliy suspensija sulasinta j auginimo terpe su
priedais, nucentrifuguota. Nupylus supernatantg lastelés suspenduotos
auginimo terpéje su priedais, augintos 37 °C temperatiiroje ir 5 % CO, bei
95 % drégmeés atmosferoje. Pragjus 24 val. pakeista augimo terpé.

2.7. Inkubacija su fotosensibilizatoriais bei §vitinimas

Inkubacijai su fotosensibilizatoriais HEKa isétos 1 x 10* cm?, A-431
lastelés — 2 x 10* cm? tankiu. 30 val. po i3s¢jimo, lastelés praplautos PBS ir
inkubuotos 18 val., atitinkamai EpiLife® terpéje be priedy arba DMEM
terpéje be FCS, pridéjus 0,1 pg/ml mTHPC (Dabkeviciene et al., 2012;
Hadjira et al., 1996), 10 pg/ml AIPcS,, (Prasmickaite et al., 2004;
Prasmickaite et al., 2002; Vikdal et al., 2013) arba 20 pg/ml AlIPcS, (Gomes
et al., 1999; Labanauskiene et al., 2009; Moan et al., 1994). Lastelés
inkubuotos tamsoje 37 °C temperattroje ir 5% CO, bei 95 % drégmés
atmosferoje. Po inkubacijos, lgstelés praplautos PBS, pridéta atitinkamai
EpiLife® terpé su priedais arba DMEM terpé su FCS. AIPCS,, atveju,
praéjus 2 val., terpé buvo dar kartg pakei¢iama. Lastelés $vitintos diodiniu
Sviesos Saltiniu UNIMELA-1 (Vilniaus universiteto Lazeriniy tyrimy
centras), kurio spinduliuotés A =660+5nm (16 mW/cm?). Lasteliy
§vitinimo trukmé nurodyta 2.1 lenteléje. Toliau lastelés inkubuotos
4-24 val. tamsoje 37 °C temperatiiroje ir 5 % CO, atmosferoje.

2.1 lentelé. Lasteliy Svitinimo trukmé ir ja atitinkanti dozé

A-431 lgstelés  CtD25 CtD50 CtD80

mTHPC 305 (0,48 ki/m?) 1 min (0,92 kJ/m® 3 min (2,88 ki/m?
AIPCS,, 4min (576 kJ/M?) 8 min (11,52 kJ/m?) 12 min (17,28 ki/m?)
AlPCS, 3min (3,84 kIim? 4 min (5,76 ki/m?) 6 min (8,64 ki/m?)
HEKa lastelés CtD25 CtD50 CtD80

mTHPC 10’5 (0,16 kJ/m?) 205 (0,32 kd/m?) 305 (0,48 kd/m?)
AlIPcS,, 0,5 min (0,48 kJ/m? 3 min (2,88 ki/m?) 4 min (3,84 ki/m?)
AIPCS, 1min (0,92 k¥/m?  2min (1,92 ki/m? 4 min (3,84 ki/m?)
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2.8. AIPcS,, lokalizacijos A-431 lastelése vaizdinimas

Fotosensibilizatoriaus ~ AIPcS,, ir lizosomoms savito Zymens
kolokalizacijai nustatyti i A-431 lasteliy inkubavimo terpg pridéta 75 nm
lizosomy zymens LysoTracker Yellow-HCK-123 (Molecular Probes),
lastelés inkubuotos 1 val. Fluorescencija vaizdinta lazeriniu skenuojamuoju
mikroskopu Leica SP5, naudojant 63x vandens imersijos objektyvg HCX PL
APO CS, kurio NA1,2. Fotosensibilizatoriy AlPcS,, ir AlPcSa
fluorescencija stebéta Aex =633 nm, Aem=640-690nm, o lizosomy
zymenens LysoTracker Yellow-HCK-123, dex = 488 nm, Aem = 494-605 nm.

2.9. Lasteliy gyvybingumo nustatymas

Po FD poveikio lastelés inkubuotos 24 val. ir vertintas Iasteliy
gyvybingumas.

MTT metodas

Metodas pagristas MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio
bromido) redukcija iki violetinés spalvos produkto 1-(4,5-dimetiltiazol)-3,5-
difenilformazano.

Lastelés praplautos DPBS, uzpilta DPBS skiestu 0,2 mg/ml MTT tirpalu
ir inkubuota 2val. 37°C temperatiiroje. Po inkubavimo MTT tirpalas
pasSalintas, o dél gyvybingy lasteliy oksidoreduktaziy veiklos susidares
violetinés spalvos dazas ekstrahuotas 100% izopropanoliu. Supernatanto
sugertis matuota 570 nm bangos ilgyje spektofotometru Asys UVM340
(Denizot & Lang, 1986).

KV metodas

Metodas pagristas kristalinio violetinio (KV) daZo prisijungimu prie
baltymy ir DNR.

Lastelés praplautos 0,9 % NaCl tirpalu ir 10 min. fiksuotos 96 %
etanoliu. Uzfiksuotos lastelés dazytos 0,05 % KV tirpalu 20 % etanolyje. Po
30 min. dazas nupiltas, lasteliy monosluoksnis 5 kartus praplautas vandeniu
ir dazas istirpintas 0,1 % acto ragsties tirpalu 50 % etanolyje. 585 nm
sugertis matuota spektrofotometru Asys UVM340 (lto, 1984).

Abiem metodais jvertintas gyvybingumo sumazéjimas iSreikstas
citotoksine doze (CtD), kuri apskaiciuota pagal formule:

CED(%) = 100 — (222222 x 100)

K

OD - optinis tankis; K — neveiktos kontrolinés lgstelés.
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Apibrézéme, kad CtD25 atitinka iki 25 % lasteliy gyvybingumo
sumazéjimg, CtD50 — iki 50 % ir CtD80 — iki 80 %. Reikiamai CtD pasiekti
lastelés Svitintos tam tikrg laikg atitinkama Svitinimo doze (2.1 lentele).

2.10. Branduoliy vaizdinimas

Lasteliy branduoliai vertinti praé¢jus 6 ir 24 val. po Svitinimo. Gyvy A-
431 lasteliy branduoliai vizualizuoti 30 min. dazant 5 pg/ml of Hoechst
33342 (Molecular Probes) 37 °C. Fiksuoty HEKa lgsteliy branduoliai
vizualizuoti 15 min. dazant DAPI  (4',6-diamidino-2'-fenilindolo
dihidrochloridu) (Invitrogen) KT.

Lastelés vaizdintos Olympus AX70 mikroskopu, naudojant 60x aliejaus
imersijos objektyvg UPlanFl, kurio NA 1,25, filtry kubg WU (kex = 330-
385 nm; Ae,m=420nm), vaizdus registruojant CCD kamera Orca
(Hamamatsu). Branduoliy vaizdai analizuoti FIJI programa. Lasteliy
branduoliai, jskaitant apoptozinius, buvo suskai¢iuoti atsitiktinai pasirinkus
10-15 nepersidengianciy matymo lauky viename meéginyje, kaip apraSyta
anksc¢iau (Cummings & Schnellmann, 2004). Apoptozinémis buvo laikomos
Iastelés su fragmentuotais branduoliais arba sutankéjusiu chromatinu ir/arba
branduoliu. Apoptoziniy branduoliy dalis buvo iSreiksta procentais nuo
bendro lasteliy skaiciaus.

2.11. N-acetil-B-gliukozaminidazés aktyvumo nustatymas

N-acetil-p-gliukozaminidazés aktyvumas A-431 Iastelése matuotas is
karto po lasteliy $vitinimo. Lastelés praplautos PBS ir uzpiltos 200 pl
lizavimo buferio (0,1% Tritono X-100 100 mM Na acetato buferiniame
tirpale, pH 4,6) ir surinktos guminiu gramdikliu. Kiuvetéje sumaisyta 100 pl
lasteliy lizato ir 400 pl substrato tirpalo (2 mM p-nitrofenilo-N-acetilo-f-
gliukozaminido 100 mM Na acetato buferiniame tirpale, pH 4,6). MiSinys
inkubuotas 2 val. 37 °C temperattiroje, tuomet reakcija sustabdyta i kiuvetes
ipilant 500 pl salto 0,5 M Na,CO; tirpalo. p-Nitrofenoliui budinga 410 nm
sugertis matuota spektrofotometru Perkin Elmer A20, kaip aprasyta anks¢iau
(Beaufay et al., 1974). N-acetil-B-gliukozaminidazés aktyvumas isreikstas
procentais, lyginant su FD neveiktomis 1gstelémis.

2.12. Kaspazés 3 aktyvumo nustatymas

Kaspazés 3 aktyvumo matavimui naudotas rinkinys ,,Caspase-3 Cellular
Activity Assay Kit PLUS* (Biomol). Metodas pagrjstas fluorescencinio dazo
7-amino-4-trifluorometilkumarino (AFC) atskélimu nuo peptido Ac-DEVD-
AFCC-galo. Atskélus AFC nuo substrato, padidéja jo 510nm
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fluorescencijos intensyvumas. Fermento aktyvumas matuotas praéjus 0, 2, 4,
6, 8 ir 24 val. po $vitinimo, pagal gamintojo rekomenduota protokola.

Kaspazés 3 aktyvumas matuotas prikibusiose ir atkilusiose lgstelése.
Atkilusios lastelés surinktos su lgsteliy kultivavimo terpe. Prikibusios
Iastelés atkeltos nuo kultivavimo indo pavirSiaus naudojant 0,05 %
tripsino/0,02 % EDTA tirpalg. Atkelty lasteliy suspensija sumaiSyta su
surinktomis atkilusiomis lastelémis kultivavimo terpéje ir centrifuguota
10 min., 1000 x g, 4 °C. Pasalinus supernatantg, lgstelés praplautos PBS,
suskai¢iuotos. Dar karta nucentrifuguotos lgstelés suspenduotos tokiame
lizés buferio taryje (50 mM HEPES, pH 7,4, 0,1 % CHAPS (Roth), 1 mM
DTT (Roth), 0,1 mM EDTA), kad lasteliy koncentracija bty 10’ last./ml.
Lastelés lizuojamos 5 min. leduose. Citozolio ekstraktas gautas 10 min.
centrifuguojant 10000 x g, 4°C. ] 96 $ulinéliy matavimo plokstelés
(Labsystems) Sulinélj jpilta 80 pl matavimo buferio (50 mM HEPES, pH 7,4,
100 mM NacCl, 0,1% CHAPS, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, 10 % glicerolio),
10 ul citozolio ekstrakto ir 10 pl kaspazei savito substrato (0,2 mM). AFC
budinga fluorescencija matuota 60 min., kas 3 min., fluoroskanu Ascent FL
(Labsystems), Aex = 390 nm, Agm = 510 nm.

Pagal gautus duomenis nubrézta kreivé, ordinadiy aSyje atidéjus
santykinius fluorescencijos vienetus (SFV), abscisiy — laika (min.). IS tiesés
lygties apskaidiuotas kreivés nuokrypis. Fermento DEVDazinis aktyvumas
apskaiciuotas pagal lygt;:

DEVDazinis (meI) Kreives <SF_V>  Perskaitiavimo (ﬂ) « Reakcijos .

aktyvumas \ min / ~ nuokrypis \min koeficientas \SFV taris

Perskaic¢iavimo koeficientas yra lygus 1/kreivés nuokrypio, gauto i§ AFC
kalibracinés kreives, ordinaCiy aSyje atidéjus SFV, o abscisiy aSyje —
skirtingas AFC standarto koncentracijas (uM). Kaspazés aktyvumas
(pmol/min) isreikitas pmol/min/10° lasteliy.

2.13. Transkripty kiekio vertinimas

RNR i$skyrimas

RNR skirta i$ prikibusiy ir atkilusiy lasteliy. Atkilusios Iastelés surinktos
su lasteliy kultivavimo terpe. Prikibusios lgstelés atkeltos nuo kultivavimo
indo pavirsiaus naudojant 0,05 % tripsino/0,02 % EDTA tirpala. Atkelty
Iasteliy suspensija sumaiSyta su surinktomis atkilusiomis lgstelémis
kultivavimo  terpéje ir  centrifuguota 10 min., 1000xg, 4°C.
Nucentrifuguotos lastelés praplautos PBS ir suskaiciuotos.  Lasteliy
suspensijos tiris, kuriame buvo 1x10° lasteliy, centrifuguotas 10 min.,
1000xg, 4 °C. I$ surinkty lasteliy RNR skirta tuoj pat arba Iasteliy nuosédos

53



buvo laikomos -70 °C. RNR skirta ,,RNA Isolation Kit Purescript®* (Gentra
Systems) rinkiniu, pagal gamintojo rekomendacijas. ISskirtos RNR kokyb¢ ir
kiekis vertintas 1 % agaroziniame gelyje ir spektrofotometriskai nustatant
OD 601280 Santykj. Isskirta RNR buvo laikoma -70 °C.

kDNR sintezé

KDNR (angl. cDNA, copy DNA) sintezei naudotas ,,RevertAidTM H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit“ rinkinys (Thermo Scientific).
kDNR sintetinta naudojant atsitiktinius heksamerus, pagal gamintojo
rekomendacijas, termocikleryje Mastercycler (Eppendorf).

Kiekybiné PGR

Kiekybinés PGR metu susidargs produktas buvo nustatomas naudojant
SYBR Green daza. Tiriamy IL1A, VEGFA geny raiska vertinta pagal geno
ACTB raiska. Pradmenys pasirinkti naudojant programa Primer3 ant
egzono-egzono ribos, taip isvengiant genominés DNR amplifikacijos.

Reakcijos tiiris 20 pl: 1,6 pl 3 kartus skiestos kDNR, po 1 pl tiesioginio ir
atvirkstinio pradmens (10 uM) (Metabion), 10 ul SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems) ir 6,4 ul vandens. Reakcija vykdyta 96 sulinéliy PGR
plokstelése (Applied Biosystems) Mastercycler ep realplex (Eppendorf)
termocikleryje, pradmeny sekos pateiktos 2.2 lenteléje.

Geny raiSkos pokytis vertintas AACT metodu. Tiriamajame méginyje
santykinis transkripto kiekis, isreikStas kartais, palyginus su kontrolinémis
lastelémis, apskaiciuotas pagal formule:

Transkripto pokytis kartais, _ 9-48C;
lyginant su kontrole !

AAC, = (Ct tiriamojo transkripto) _ (Ct tiriamojo transkripto)
Ceacrs po FDP Ciacrs

Ct (angl. cycle threshold) — cikly skaicius, kai registruojamas fluorescencijos
signalas virSyja slenksting verte (foning fluorescencija); K — kontrolinés neveiktos
lasteleés.

Rezultatai pateikti kaip geny raiSkos pokyciai, iSreiksti kartais, pagal
ACTB geno raiSka, palyginus su kontrole (FD poveikiu neveiktomis
lastelémis), trijy matavimy vidurkis + SN.

2.2 lentelé. Oligonukleotidiniy pradmeny sekos

Geno Tiesioginio pradmens seka Atvirkstinio pradmens seka
Geno sekos nr. .o o

pav. (5'—>3") (5'—>3")

ACTB  NM_001101 ACAGAGCCTCGCCTTTGC CATCATCCATGGTGAGCTG

ILA NM_000575.3 GCTGCTGAAGGAGATGCCTGA ~ CAGACCTACGCCTGGTTTTC

VEGFA NM_001025366.2 CCCACTGAGGAGTCCAACAT — TTCTTTGGTCTGCATTCACATT
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2.14. Lasteliy transfekcija siRNR

A-431 lastelés transfekcijai mazomis interferuojan¢iomis RNR (siRNR)
(small interfering RNA) i3sétos 2,5 x 10* Iast./cm? tankiu, DMEM terpéje su
5% FCS, 2mM glutamino, be antibiotiky. Transfekcija siRNR atlikta
praéjus 24 val. po lasteliy iSs¢jimo, pagal gamintojo rekomendacijas
(Invitrogen). Lastelés transfekuotos 4-6 val., iki pridedant j terpe mTHPC.
siRNR sekos slopinancios IL1-A geno (geny bako Nr. NM_000575) raiska
(IL-siRNR) ir siRNR, kuri nesavita jokiam zmogaus genui (NK-SiRNR),
nurodytos 2.3 lenteléje. siRNR chemiskai susintetintos MWG Biotech AG.

2.3 lentelé. Mazy interferuojanéiy RNR (siRNR) sekos
siRNR SiRNR seka

NK-siRNR 5' AGGUAGUGUAAUCGCCUUGATAT 3'
IL-siRNR;;4s 5’ CAUCCAAGCUUACCUUCAAATAT 3’
IL-siRNRyp0 5' CGCCAAUGACUCAGAGGAAdTAT 3'
IL-siRNRjs;3 5' GCCCAAGAUGAAGACCAACATAT 3’

Nuo Iasteliy pasalinta inkubacijos terpé, 2 kartus praplauta 37°C
temperatiros PBS. Transfekcijos metu lastelés buvo pasieke 60-80 %
konfluentiskumg. Kiekvienai lékStelei paruostas transfekcijos miSinys —
siRNR ir Lipofectamine 2000 (Thermo Scientific) transfekcijos reagento
kompleksas: 100 pmol siRNR skiesta 250 ml OptiMEM 1 terpés (Thermo
Scientific). Svelniai sumaiSyta. Taip pat paruostas 5ml transfekcijos
reagento su 250 ml OptiMEM 1 terpés miSinys, kuris inkubuotas 5 min. KT.
Tuomet tarpusavyje sumaiSyti abu misiniai: OptiMEM 1 terpéje atskiesta
SiRNR ir OptiMEM 1 terpéje atskiestas transfekcijos reagentas. Svelniai
sumaisyta ir inkubuota 20 min. KT. Po inkubacijos susidar¢e SiRNR ir
transfekcijos reagento kompleksai sulasinti ir tolygiai paskirstyti 1ékstelése
su lastelémis.

2.15. Imunofermentiné analizé Western blot

Baltyminiy méginiy paruoSimas

Baltyminiai méginiai ruosti i$ prikibusiy ir atkilusiy lgsteliy. Atkilusios
lastelés surinktos su lasteliy kultivavimo terpe. Prikibusios lgstelés atkeltos
nuo kultivavimo indo pavirSiaus naudojant 0,05 % tripsino/0,02 % EDTA
tirpalg. Atkelty lasteliy suspensija sumaiSyta su surinktomis atkilusiomis
lastelémis kultivavimo terpéje ir centrifuguota 10 min., 1000 x g, 4 °C.
Pasalinus supernatanta, lastelés praplautos PBS ir suskaiciuotos. Dar karta
nucentrifuguotos lgstelés suspenduotos tokiame RIPA buferio (50 mM Tris-
HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Tritono X-100, 1 % natrio
deoksicholato, 1 mM PMSF, 1 uM leupeptino ir 0,01 pM aprotinino) taryje,
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kad lasteliy koncentracija bity 10’ Iast./ml. Lastelés lizuotos 30 min. leduose
5 min., centrifuguotos 14000 x g, 4°C. Po centrifugavimo surinktas
supernatantas, kuriame nustatyta baltymy koncentracija BCA metodu (zr.sk.
2.18).

NDS elektroforezé denatiiravimo salygomis

Baltymy lizatai, kuriuose buvo 30-70 pug baltymo, sumaisyti su 6 x
baltymy uznesimo buferiu (30 % glicerolis, 10% NDS, 0,012 % bromfenolio
mélis, 0,6 M DTT ir 0,35 M Tris-HCI, pH 6,8), inkubuoti 4 min. 90 °C
vandens voneléje ir atvésinti leduose.

Baltymy elektroforezé  atlikta NDS-poliakrilamidiniame  gelyje
denatiruojanCiomis  salygomis. Poliakrilamidinis  gelis  suformuotas
uzsluoksniuojant 4% koncentruojamajj gelj ant 12 % skiriamojo gelio. 12 %
skiriamojo gelio sudétis: 6 ml 30 % akrilamido/0,8 % bisakrilamido tirpalo,
3,75ml Tris-HCI (1,5M) su 0,4% NDS (pH 8,8), 5,25 ml H,O, 50 pl
amonio persulfato (10 %) ir 10 ul TEMED. 4 % koncentruojamojo gelio
sudeétis: 0,65 ml 30 % akrilamido/0,8 % bisakrilamido tirpalo, 1,25 ml Tris-
HCI (0,5 M) su 0,4 % NDS (pH 6,8), 3,05 ml H,O, 25 ul amonio persulfato
(10 %) ir 5 pl TEMED.

Baltymy elektroforezé leista pripildzius elektroforezés aparatg NDS
elektroforezés buferiu: 24,76 mM Tris (Roth), 191,8 mM glicino (Roth),
3,47 mM NDS. Elektroforezé vykdyta 1 val. esant 80 V jtampai (baltymai
sukoncentruojami 4 % gelio sluoksnyje) ir 3 val. esant 120 V jtampai
(baltymai frakcionuojami 12 % gelio sluoksnyje).

Baltymy pernesSimas ant nitroceliuliozinés membranos

Baltymai i§  poliakrilamidinio  gelio pernesti ant 0,45 um
nitroceliuliozinés (BioRad) membranos naudojant pusiau sauso perne$imo
aparatg V20-SDB (SCIE-PLAS). Pernesimo buferio sudétis: 1,3 mM NDS,
48 mM Tris (Roth), 39 mM glicino (Roth), 15% izopropanolio. Ant
pernesimo buferiu sudrékintos anodinés aparato dalies déti trys perneSimo
buferyje sudrékinti 1 mm ilgesni ir platesni uz gelj Whatman™ 3 MM
popieriaus lapeliai. Ant jy uzdéti tokio pat dydzio perneSimo buferyje
sudrékinta nitroceliulioziné membrana, o ant jos — gelis. Ant gelio déti dar
trys perneSimo buferyje sudrékinti Whatman 3 MM popieriaus lapeliai.
Stikline lazdele iSstumti tarp sluoksniy susidare oro burbuliukai ir uzdétas
pernesimo buferiu sudrékintas katodinis dangtis. Pernesimas vykdytas 1 val.
15 min., esant 1 mA/cm® srovei.

Baltymuy detekcija

Po baltymy perneSimo nitroceliulioziné membrana 1 val. inkubuota
TBS/T buferyje (50 mM Tris, pH 8, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20
(Roth)) su 5 % BSA (Roth) KT. Tuomet membrana per naktj inkubuota 4 °C
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temperatiiroje pirminiy antikiiny tirpale, atskiedus reikiamu santykiu TBS/T
buferyje su 5 % BSA (2.4 lentelé).

2.4 lentelé. Pirminiai antikiinai naudoti baltymy detekcijai
Nustatomas baltymas Skiedimas Antikiino kat.nr. Gamintojas

Kaspazé 3 (Casp 3) 1: 1000 Sc-271759 Santa Cruz Biotechnology
LC3 1: 1000 PMO036 MBL

Keratinas 10 (K10) 1: 50000 ab76318 Abcam

Involukrinas (IVL) 1: 1000 ab68 Abcam

Prokaspazé-14 (CASP14)  1: 1000 ab45415 Abcam

[-aktinas 1: 1000 sc8432 Santa Cruz Biotechnology

Po inkubacijos membrana plauta 15 min. ir 2 kartus po 5 min. TBS/T
buferiu ir 2 val. inkubuota antriniy antikiiny tirpale, skiedziant santykiu
1:10000 TBS/T buferyje su 5 % BSA 4 °C temperatiroje. K10, CASP14 ir
LC3 nustatyti naudojant su Sarmine fosfataze konjuguota antrinj antikiing
pries triusio IgG (kat.nr. GWB-C11A72, GenWay Biotech), o IVL ir B-
aktinas — naudojant su Sarmine fosfataze konjuguota antrinj antiking prie$
pelés IgG (kat.nr. sc-2008, Santa Cruz Biotechnology), arba B-aktinas
nustatomas naudojant su krieny peroksidaze konjuguotg antrinj antikiing
prie§ pelés IgG (Kkat.nr. sc-2031, Santa Cruz Biotechnology), o LC3 —
naudojant su krieny peroksidaze konjuguotg antrinj antikiing prie§ triusio
IgG (kat.nr. sc-2030, Santa Cruz Biotechnology). Membrana plauta 15 min.
ir 2 kartus po 5 min. TBS/T buferiu. Prie§ baltymy vaizdinimg membrana
nuplauta dH,0 ir i§dZiovinta.

Baltymai vizualizuoti naudojant ECL chemiliuminescencinius reagentus
(Amersham Biosciences). Membrana 1 min. drékinta ECL reagenty misiniu.
Fotojuosta Medical X-ray Film General Purpose Blue (Kodak) ant
membranos eksponuota 0,5-30 min. Kitu atveju, baltymy vizualizavimui
naudotas NBT/BCIP reagentas (nitro-mélynojo tetrazolis ir 5-brom-4-chlor-
3’-indolilfosfatas) (Thermo Scientific). Membrana inkubuota su 66 pul NBT
(50 mg/ml, ruoSiamas 70 % dimetilformamide), 33 ul BCIP (50 mg/ml,
ruosiamas 100 % dimetil-formamide) ir 10 ml substratinio buferio (0,1 M
Tris, 0,1 NaCl, 0,005 M MgCl,, pH 9,5). Inkubuojama purtant KT, kol
iSry8kéja juostelés. Reakcija sustabdyta membrang perkeliant j vonele su
dH,0 ir membrana i§dZiovinta.

Baltymy juosteliy intensyvumas vertintas FIJI programa (Schneider et al.,
2012). Santykinis baltymo kiekis apskaiciuotas pagal formule:

Santykinis (Tiriamojo baltymo juostelés tankis/B- aktino juostelés tankis)p, rpp
baltymo kiekis ~  (Tiriamojo baltymo juostelés tankis/p- aktino juostelés tankis)g

K — kontrolinés neveiktos lgstelés.
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Autofaginio srauto jvertinimas
Norint nustatyti nuo lizosomy priklausomg skaidyma, i$ karto po FD

poveikio i Igsteliy auginimo terpe buvo pridéti lizosomy peptidaziy slopikliai
E64d (10 mg/ml) ir pepstatinas A (10 mg/ml). Autofaginio srauto
skai¢iavimui naudotas LC3-II kiekio skirtumas tarp méginiy su lizosomy
proteazés inhibitoriais ir be jy:

LC3- 11 juostelés tankis )“’ b ( LC3- 11 juostelés tankis )‘PI
- aktino juostelés tankis - aktino juostelés tankis FDP
0

Autofagijos <(

srauto pokytis — ( LC3- 11 juostelés tankis )“" _( LC3- II juostelés tankis )‘PI
- aktino juostelés tankis [3- aktino juostelés tankis

Pl — peptidaziy slopikliai; K — kontrolinés neveiktos lastelés.

2.16. Imunofluorescenciné mikroskopija

Imunofluorescencinés mikroskopijos analizei lgstelés augintos ant
dengiamyjy stikleliy 9 cm?® 1ékstelése. Praéjus 6 arba 24 val. po vitinimo,
nuo lgsteliy pasalinta inkubavimo terpé ir 2 kartus praplauta PBS. Lastelés
10 min. fiksuotos 4 % paraformaldehidu PBS buferiniame tirpale 4°C
temperatiroje, 3 kartus po 5 min. plautos PBS. Lastelés pralaidintos 3 min.
inkubuojant su 0,1% Tritono X-100 PBS buferiniame tirpale 4°C
temperatiroje ir kartg greitai praplautos tuo paciu tirpalu.

Tolesni etapai atlikti KT. Fiksuotos ir permeabilizuotos lastelés
inkubuotos blokavimo tirpale (0,5 % BSA PBS buferiniame tirpale) 15 min.
Po blokavimo, Igstelés 30 min. inkubuotos pirminio antikiino pries LC3 ar
K10 (2.4 lentelé) tirpale, skiestu blokavimo tirpalu, santykiu, atitinkamai
1:350 ar 1:100. Lastelés tris kartus po 5 min. plautos PBS ir 30 min.
inkubuotos su antriniu antikiinu prie§ triusio IgG (NL0O0O5, R&D Systems),
skiestu blokavimo tirpalu, santykiu 1:200. Lastelés plautos PBS tris kartus
po 5 min.

Branduoliams dazyti fiksuotos lastelés inkubuotos 300 nM DAPI
(Invitrogen) PBS buferiniame tirpale 3 min. Dengiamieji stikleliai su
antikinu ir DAPI Zymétomis Igstelémis padengti DakoCytomation
Fluorescent Mounting medium (Dako) ir uzdéti ant objektiniy stikleliy.
Paruosti méginiai laikyti 4 °C temperatiroje, tamsoje.

DAPI ir NL637 fluorescencija registruota lazeriniu skenuojamuoju
mikroskopu Leica SP5, naudojant 63x HCX PL APO lambda blue aliejaus
imersijos objektyva, NA 1,4, atitinkamai Aex = 405 nm; A = 420-535 nm ir
Aex = 633 nm; A = 640-680 nm.

K10 turinCios lastelés taip pat buvo vizualizuotos EVOS FL Auto
vaizdinimo sistema (Life Technologies), DAPI Ae = 357 nm; Aey = 447 N,
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NL637 Aex = 628 nm; Aem =692 nm. DAPI zyméti branduoliai ir K10
turinCios lastelés skaiCiuotos naudojant FIJI programa. Analizuojant
kiekvieng méginj, buvo suskaiCiuota 10-15 atsitiktinai parinkty
nepersidengianc¢iy matymo lauky (maziausiai 100 lasteliy viename matymo
lauke). [vertinus fluorescencijos intensyvumg, kiekvieno méginio K10
turinCios lastelés buvo suskirstytos | dvi kategorijas: silpno 15-2500 RFU
(K10 ir stipraus > 2500 RFU (K10"%") fluorescencijos intensyvumo. Kai
lasteléje K10 fluorescencijos intensyvumas buvo mazesnis nei 15 RFU, tokia
lastelé buvo laikoma kaip neturinti K10. Keratinocity dalis su K10 ir
K10"" buvo isreiksta procentais nuo bendro lasteliy skai&iaus.

2.17. Imunofermentiné analizé ELISA

Imunofermentiniam metodui naudota A-431 lasteliy inkubavimo terpé
buvo surinkta j mégintuvélius ir centrifuguota 10 min. 1000 x g, 4 °C.
Supernatantas uzsaldytas -80 °C temperatiiroje, jeigu tuoj pat nenaudotas
baltymy raiskos tyrimams.

Lasteliy lizatai ruosti i prikibusiy ir atkilusiy lasteliy. Atkilusios lgstelés
surinktos su lasteliy kultivavimo terpe. Prikibusios lastelés atkeltos nuo
kultivavimo indo pavir§iaus naudojant 0,05 % tripsino/0,02 % EDTA tirpala.
Atkelty lasteliy suspensija sumaiSyta su surinktomis atkilusiomis Igstelémis
kultivavimo terpéje ir centrifuguota 10 min., 1000 xg, 4°C. Po
centrifugavimo lastelés suspenduotos 4 °C PBS, skaiciuotos ir dar kartg
nusodintos centrifuguojant. Lastelés suspenduotos tokiame lizés buferio
(50 mM Tris- HCI, pH 7,4, 1 % NP-40, 0,25 % Nadeoksicholatas, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA) tiiryje, kad lasteliy koncentracija baty 5 x 10° last./ml ir
15 min. lizuotos leduose. Peptidaziy slopikliai (1 mM PMSF, 1 mM NaF,
1 ug/ml aprotininas, 1 pg/ml leupeptinas) j lasteliy lizés buferj déti kiekvieng
kartg pries lasteliy lizavima. Supernatantas grynintas centrifuguojant 15 min.
14000x%g, 4 °C. Supernatantas uzsaldytas -80 °C temperatiiroje, jeigu tuoj pat
nenaudotas baltymy raiskos tyrimams.

I 96 sulinéliy plokstelés Maxisorp (Nunc) Sulinélius jpilta po 50 ul
pirminiy antikiny prie§ Zzmogaus VEGF-A ar IL-la (2,0 pg/ml) (R&D
Systems) tirpalo skiesto PBS. Plokstelé su pirminiais antikiinais inkubuota
+4 °C temperattroje per naktj. Po inkubacijos plokstelés Sulinéliai 3 kartus
plauti PBS su 0,05 %Tween 20. Po plovimo, j plokstelés Sulinélius piltas
PBS su 2 % BSA ir inkubuota 1 val. 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos
plokstelés Sulinéliai plauti PBS buferiniu tirpalu su 0,05 % Tween 20. IL-1a
baltymo kiekio A-431 lastelése nustatymui j plokstelés Sulinélius jpilta po
50 pl antigeno tirpalo (skiesto PBS su 2 % BSA):
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- lasteliy inkubavimo terpés, skiestos 2 ir 4 kartus;

- lasteliy lizato, skiesto 100, 200, 400 karty;

- 250-15,625 pg/ml zmogaus rekombinantinio IL-1a baltymo.

VEGF-A baltymo kiekio A-431 lastelése nustatymui | plokstelés

Sulinélius jpilta po 50 ul antigeno tirpalo (skiesto PBS su 2 % BSA):

- lasteliy inkubavimo terpés, skiestos 2 ir 4 kartus;

- lasteliy lizato, skiesto 50, 10, 20 karty;

- 1000-62,5 pg/ml Zmogaus rekombinantinio VEGF-A baltymo.

Antigeno tirpalai inkubuota 1,5val. 37°C temperatiroje. Nupylus

antigeno tirpala, plokstelés Sulinéliai plauti PBS su 0,05 % Tween 20. |
Sulinélius jpilta po 50 ul antriniy, prie§ Zzmogaus VEGF-A (50,0 ng/ml) ar
IL-1a (12,5 ng/ml), biotinu Zyméty antikiny (R&D Systems) tirpalo skiesto
PBS. Plokstelé su antriniais antikiinais inkubuota 2 val. 37 °C temperatiiroje.
Nupylus antriniy antik@iny tirpala, plokstelés Sulinéliai plauti PBS su 0,05 %
Tween 20. | Sulinélius jpilta 50 pl streptavidino ir Sarminés fosfatazés
konjugato tirpalo (Amersham Biosciences) skiesto 10 mM HEPES,
pH 7,5/0,15 M NaCl/0,1 % Tween 20 buferiu santykiu 1:1000 ir inkubuota
40 min., 37 °C temperatiiroje. Streptavidino ir Sarminés fosfatazés konjugato
tirpalas nupiltas. Plokstelés Sulinéliai plauti Sarminés fosfatazés plovimo
buferiu: 10 mM HEPES, pH 7,5, 0,15 M NaCl, 0,1 % Tween 20. ] Sulin¢lius
ipilta po 50 ul p-nitrofenolio fosfato tirpalo (3 mM) substratiniame buferyje:
100 mM dietanolaminas, mM MgCl, x 6 H,O, pH 9,5) ir inkubuota tamsoje
per naktj KT. Spavinés reakcijos metu susidariusio produkto sugertis
matuojama 405 nm bangos ilgyje ASYS UVM 340 ploksteliy skaitytuvu.
Pagal gautus duomenis brézta standartinio baltymo kreivé, ordinatése
atidedant optinio tankio vienetus, abscisése — standartinio baltymo
koncentracijas. I§ kalibracinés Kkreivés apskaiciuotas tirto baltymo kiekis
(ng/ml), kuris normalizuotas milijonui lasteliy. Baltymy koncentracija
lizatuose nustatyta BCA metodu (zr.sk. 2.18).

2.18. Baltymo koncentracijos nustatymas BCA metodu

BCA metodas pagrjstas kompleksy sudarymo reakcija, kurios metu
Sarmingje terpéje bicinchonino riigties natrio druska (BCA-Na,) sudaro
violetinés spalvos kompleksinius junginius su Cu” jonais. Pastarieji susidaro
Biureto reakcijos metu baltymams saveikaujant su Cu®*.

Baltymy kiekio matavimui j kiuvet¢ jpilta 5 pl supernatanto, gauto
lizuojant lasteles, 45 pl RIPA buferio ir 950 ul BCA reagento (50 daliy
bicinchonino raigsties tirpalo ir 1 dalis 4% CuSO, x 5H,0). MiSinys
inkubuotas 30 min 37 °C. Kiuvetes atvésinus iki KT, spektrofotometru
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Perkin Elmer 220 matuota 562 nm sugertis. Baltymo kiekis nustatytas pagal
kalibracing kreive, gauta naudojant 100-900 pg/ml BSA tirpalg. Atlikta
pagal (Smith et al., 1985).

2.19. Baltymy tarpusavio sgveiky tinklas

Baltymy tarpusavio saveiky tinklui (PPI) (angl. Protein-protein
interaction network) sudaryti naudojome informacijg i$ kuruojamy duomeny
baziy: IntAct (Orchard et al., 2014), IMEXx (Orchard et al., 2012), UniProt
("UniProt: a worldwide hub of protein knowledge,” 2019) and MIN (Licata
et al., 2012). PPI tinklg sudaréme naudodami informacija i§ visy keturiy
duomeny baziy, atrinkus zmogaus baltymus. | tinklg jtraukti tik baltymai,
kuriy raiSka keratinocituose nustatyta eksperimentiskai (Thul & Lindskog,
2018). Tinklo vizualizavimui ir analizei naudota ,,CytoScape® programa ir
jos iskiepis ,,NetworkAnalyzer (Shannon et al., 2003). Tinklo elementy
jtaka tinklui vertinome remdamiesi dviem parametrais: tarpusavio
centriSkumu (angl. betweenness centrality) ir vidutinio to elemento jung¢iy
skai¢iumi su likusiais tinklo elementais.

2.20. Statistiné analizé

Duomeny analizei ir pateikimui naudojome R 1386 3.6.3 ir SigmaPlot 11
programas.

CitotoksiSkumo analizei buvo naudota tiesiné regresiné analizé siekiant
jvertinti ry§j tarp CtD ir Sviesos dozés. B-N-acetilgliukozaminidazés ir
kaspazés 3 aktyvumo vertinimui naudojome neporinj Stjudento t testa.
HEKa Iasteliy apoptozés ir diferenciacijos vertinimui kintamieji buvo
pateikti procentais. Chi kvadrato (x?) testai buvo atlikti siekiant jvertinti
skirtumg tarp K10 ir K10"%" Igsteliy grupiy. Norint jvertinti FD poveikj
K10 fluorescencijos poky¢iams, buvo apskai¢iuotas Sansy santykis (OR,
angl. Odds Ratio). Duomenys statiskai reik§mingi, kai p < 0,05.
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3. REZULTATAI

Siame darbe tyréme, kaip skiriasi pirminiy keratinocity ir véZiniy
epidermoidinés karcinomos lasteliy atsakas j FD poveikj, sukelta skirtngos
vidulastelinés  lokalizacijos  fotosensibilizatoriy.  Fotosensibilizatoriy
kaupimosi vieta lastelése priklauso nuo jy lipofiliSkumo/hidrofiliSkumo ir
kravio (zr. sk. 1.6.2). Vertinome pirminiy epidermio keratinocity HEKa ir
epidermoidinés karcinomos lgsteliy A-431 atsaka | FD poveikj, sukelta
naudojant  fotosensibilizatorius, kurie kaupiami jvairiose lgstelés
membranose — mTHPC, lizosomy membranose — AIPCS,, bei lizosomy
liumene — AlPcS,. Kadangi lizosomos yra ypatingai svarbios lasteliy Zities
signalo perdavimui ir keratinocity diferenciacijai, lyginome lizosomy
membranose ir liumene savitai kaupiamy fotosensibilizatoriy poveikj
lasteléms.

Klinikoje naudojamo mTHPC sukeltas FD poveikis vézinéms lasteléms
yra gana placiai iStirtas, tod¢l siekéme nustatyti, kokj atsaka mTHPC-FD
poveikis sukelia pirminiuose keratinocituose. Véziniy lgsteliy fiziologija
skiriasi nuo sveiky lgsteliy, todél sveiky lasteliy atsako j FD poveikij
jvertinimas gali suteikti Zziniy, reikalingy klinikinés FD terapijos
optimizavimui. Tyrimams naudojome i§ vézinio epidermio lasteliy iSvesta
vézing zmogaus epidermoidinés karcinomos lasteliy linija A-431 ir
pirminius suaugusio zmogaus epidermio keratinocitus HEKa. FD poveikis
atliktas pagal 3.1 paveiksle pavaizduota schema.

4-6 val. po FDP
- @ o o ¥ o -
LY SIS ee, OT3ES L2 24 val. po FDP
- - ﬁggﬂ“ -
e @ e o -, . @
Se=FS E=Z;S 33 ===

f 30h i 18h 1 1
Lasteliu Terpéskeitimas *Terpéskeitimas MTT
séjimas FS pridéjimas Svitinimas Western blotanalizé

Fluorescenciné
RT-PGR mikroskopija

Western blotanalizé
Fluorescenciné
mikroskopija

3.1 pav. FD poveikio eksperimenty schema. Pra¢jus 30 val. nuo lasteliy iSs¢jimo,
kultivavimo terpé kei¢iama terpe su 0,1 pg/ml mTHPC, 10 pg/ml AIPcS,, ar
20 pg/ml AIPCS, ir lastelés inkubuojamos 18 val. tamsoje. Po inkubacijos terpé su
fotosensibilizatoriumi kei¢iama j terpe su priedais, atitinkamai HEKa arba A-431
lasteléms. Lastelés Svitinamos ir laikomos CO, inkubatoriuje tamsoje. FS —
fotosensibilizatorius. *AlPcS,, atveju, praéjus 2 val., terpé buvo dar kartg
pakeiciama.

62



Fotodinaminio poveikio reik§mé pirminiams Zzmogaus epidermio
keratinocitams HEKa

3.1. Fotodinaminio poveikio reik§mé HEKa lgsteliy
gyvybingumui

Sioje darbo dalyje tyréme $viesos ir jvairiose lastelés membranose
lokalizuoto mTHPC bei savitai lizosomose kaupiamy AIPCS,, ir AIPcS,
citotoksiskuma pirminiams zmogaus epidermio keratinocitams.

FD poveikio sukeltas citotoksiSkumas  priklauso ir nuo
fotosensibilizatoriaus koncentracijos, ir nuo S$viesos dozés. Remiantis
ankstesniais miisy laboratorijos darbais, fotosensibilizatoriy koncentracijos
siame darbe buvo naudojamos tokios, kurios lasteles veikiant vienu
fotosensibilizatoriumi  nesukelty lasteléms toksiskumo. CitotoksiSkumag
lasteléms sukéléme naudodami skirtingas Sviesos dozes. Daznai susiduriama
su problema, kad citotoksiskumas, kurj sukelia pasirinktos §viesos dozés,
eksperimenty metu varijuoja. Si problema apsunkina ir skirtingy citotoksinio
poveikio lygiy (pvz., CtD25, CtD50, CtD80) pasirinkima tolimesniems
eksperimentams. Jei citotoksiskumag skaic¢iuojame tik kaip taskinj jvertj,
nejvertiname, kad naudojant pasirinktas skirtingo stiprumo dozes,
citotoksiskumo vertés atlickant eile eksperimenty gali persidengti.
Skai¢iuojant numatomo citotoksiskumo pasikliautinuosius intervalus galim
jvertinti tikimybe, kad atsakas naudojant skirtingas dozes nepersidengs.
Taigi, naudodami tiesing regresing analiz¢ atsirinkome tris Sviesos dozes,
kurias taikant jvertinty -citotoksiSkumy 95 % pasikliautinieji intervalai
nepersidenge.

FD poveikio sukeltg citotoksiSkumg pirminiuose keratinocituose HEKa
vertinome MTT metodu, praéjus 24 val. po S$vitinimo (3.2, A-C pav.).
Apibrézéme, kad CtD25 atitinka iki 25 % lasteliy gyvybingumo sumazéjima,
CtD50 — iki 50 % ir CtD80 — iki 80 %. Kaip jau mingjome, $viesos dozes,
atitinkancias CtD25, CtD50 ir CtD80, parinkome taikant regresijos analizg,
tod¢l buvo galima jvertinti reikalingas S$viesos dozes ir jyu 95 %
pasikliautinuosius intervalus. Pasirinkty Sviesos doziy citotoksiSkumo 95 %
pasikliautinieji intervalai nepersidengé (3.2, D-F pav.). Atsizvelgdami j Siuos
duomenis, tolimesniems tyrimams su HEKa lastelémis naudojome
pasirinktas Sviesos dozes, atitinkanc¢ias CtD25, CtD50 ir CtD80.
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3.2 pav. FD poveikio citotoksiSkumas HEKa lasteléms. mMTHPC-FD (A) AIPCS,,-
FD (B) ir AlPcS,-FD (C) poveikiy citotoksiskumo priklausomybé nuo $viesos dozés
nustatyta MTT metodu, praéjus 24 val. po Svitinimo. mTHPC-FD (D), AIPcS,,-FD
(E) ir AlIPcS4-FD poveikio (F) apskaiGiuota $viesos dozé ir pasirinkta §viesos dozg,
kuri buvo naudota poveikiui sukelti. Pateiktas apskai¢iuoty veréiy vidurkis
(95% PI). HEKa lastelés inkubuotos 18 val. j auginimo terpe pridéjus 0,1 pg/ml
mTHPC, 10 pg/ml AlPcS,, ar 20 pg/ml AIPcS,. Pakeitus terpe lgstelés $vitintos
dozémis, kurios nurodytos paveikslo D-F lentelé¢je. CtD — citotoksiné dozé.
Grafikuose: staciakampio riba, artimiausia ordinac¢iy asies nulinei reik§mei, zymi
25-ta procentilj; statiakampyje esanti linijja Zymi 50-ta procentili (mediang);
staciakampio riba, tolimiausia ordinaCiy aSies nulinei reikSmei, Zymi 75-t3
procentilj; staciakampio apatinis ir virSutinis brukS$niai zymi 10-ta ir 90-ta
procentilius; juodi taSkai — uz duomeny aibés 10-to ir 90-to procentiliy ribos
esancios reikSmeés.
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MTHPC-FD poveikis lasteléms buvo daug stipresnis nei neigiamai
jkrauty AlIPcS,, ir AIPcS, sukeltas FD poveikis. Lasteliy gyvybingumo
mazéjimas buvo pasiektas esant mazesnéms mTHPC koncentracijoms ir
Zymiai mazesnéms S$vitinimo dozéms nei darbe naudoty aliuminio
ftalocianiny atveju. Taigi, pirminiy keratinocity citotoksinis atsakas i
neutraly lipofilinj mTHPC buvo stipresnis, o tarpusavyje lyginant aliuminio
ftalocianinus, AIPcS,,-FD poveikis buvo citotoksiSkesnis nei AIPCS,
sukeltas FD poveikis.

3.2. Fotodinaminio poveikio sukelta apoptozé HEKa lastelése

Pirmiausia vertinome apoptoze patyrusiy lasteliy kieki po FD poveikio
HEKa lastelése. Apoptozinémis laikéme lasteles su apoptozei budingais
branduoliy morfologijos poky¢iais: branduolio fragmentacija bei chromatino
kondensacija ir /arba branduolio kondensacija (Cummings & Schnellmann,
2004; Cummings et al., 2012). Lastelés, turinios apoptozei budingus
branduolioy morfologinius pokyc¢ius, buvo skai¢iuojamos pra¢jus 6 ir 24 val.
po skirtingy FD poveikio doziy (3.3 pav. A-C).

Kontrolingje lasteliy grupéje buvo pastebéta tik 0-0,5 %, 0 po mTHPC
sukelto FD poveikio nustatéme iki 6 % apoptoziniy branduoliy (3.3 pav. A,
D-E). Zinoma, kad mTHPC-FD poveikis sukelia gana stipria apoptoze
(Lange et al., 2019; Sasnauskiene et al., 2009) ir tai, kad mes aptikome tiek
nedaug apoptoziniy branduoliy, paskatino mus papildomai istirti kaspazés 3
raiSka Western blot analizés metodu po Sio poveikio. Nustatéme kaspazés 3
aktyvacija keratinocituose po mTHPC sukelto FD poveikio (3.4 pav.).
Manome, kad nedidelis apoptoziniy branduoliy skai¢ius buvo stebétas todeél,
kad po mTHPC-FD poveikio didelé dalis apoptoziniy lasteliy atkilo nuo
kultivavimo indo pavirsiaus. Apoptozinius branduolius galéjome jvertinti tik
lastelése, kurios liko prikibe prie kultivavimo indo pavirsiaus.

Praéjus 24 val. po AIPcS,,-FD poveikio, esant CtD50 nustatyta 5,3 %
apoptoziniy branduoliy, o po 6 ir 24 val., esant CtD80 dozei aptikta dar
daugiau apoptoziniy branduoliy, atitinkamai 35,9 % ir 46,4 % (3.3 pav. B,
D-E). AIPcS,; sukeltas FD poveikis apoptozei bidingus morfologinius
pokyc¢ius indukavo tik pragjus 24 val. po CtD80, tuo metu buvo nustatyta
23 % apoptoziniy branduoliy (3.3 pav. C, D-E). Aliuminio ftalocianiny
poveikj galéjome palyginti tik praéjus 24 val. po FD poveikio esant CtD80,
kai po AIPcS,-FD poveikio aptikome apoptoziniy branduoliy. Nustatéme,
kad statistiSkai reikSmingai daugiau apoptoziniy lgsteliy buvo po AIPCS,.-
FD nei AlPcS,-FD poveikio (OR = 2,3, p = 0,006).
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3.3 pav. Apoptozei biidingi poky¢iai pirminiy keratinocity branduoliuose po
FD poveikio. DAPI dazyti branduoliai praéjus 6 ir 24 val. po mTHPC-FD (A),
AlPcS,,-FD (B) ir AlPcS,-FD poveikio (C). Apoptoziniy branduoliy procenting
dalis praéjus 6 (D) ir 24 val. (E) po FD poveikio. K — neveiktos kontrolinés lastelés.
CtD — citotoksiné dozé. Rodyklés nurodo branduolius su apoptozinémis savybémis.
Skales ilgis — 30 pm.
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A 6 val. po mTHPC-FDP B 24 val. po mTHPC-FDP

Kaspazé 3 ‘ "-‘ ‘ — ‘
B-aktinas‘—--_—‘ ‘ —-—-—-—‘
K CtD25  CtDE0 CtDAED K CtD25  CtDA0  CtDAED

3.4 pav. Kaspazés 3 aktyvacija pirminiuose keratinocituose po mTHPC sukelto
FD poveikio. Western blot analizé atlikta praé¢jus 6 (A) ir 24 val. (B) po mTHPC-
FD poveikio. K — neveiktos kontrolinés lastelés. CtD — citotoksiné dozé.

Taigi, nustatéme, kad visi tirti fotodinaminiai poveikiai sukélé apoptoze
HEKa lastelése. Lyginant aliumino ftalocianus tarpusavyje, AlPcS,, sukeltas
FD poveikis pirminiuose keratinocituose apoptoz¢ indukavo stipriau nei
AlPcS,-FD poveikis.

3.3. Fotodinaminio poveikio jtaka epidermio diferenciacijos
zymeny raiskai

FD poveikio jtaka epidermio diferenciacijai mazai tirta, todél noréjome
jvertinti kokig reikSme turi mTHPC, AIPcS,, ir AIPcS,-FD poveikiai
pirminiy keratinocity diferenciacijai. Diferenciacijai stebéti pasirinkome
ankstyvosios keratinocity diferenciacijos Zymenis: kerating 10 (K10),
involukring (IVL) ir prokaspaze-14 (CASP14). Zinoma, kad keratinocity
diferenciacijg galima indukuoti kultivuojant pirminius keratinocitus iki pilno
monosluoksnio, tuomet kontaktai tarp Iasteliy inicijuoja lastelés ciklo
stabdymag ir diferenciacija (Kolly et al., 2005; Poumay & Pittelkow, 1995).
Taigi, pradzioje tyréme 7 dienas kultivuoty HEKa lasteliy diferenciacijos
Zymeny raiska, kuomet lasteliy augimas priartéja prie pilno monosluoksnio.

Atlikus Western blot analizg, pirmiausia stebéjome CASP14 raiska 5
dienas augintuose keratinocituose, kuri suintensyvéjo 7-ta auginimo diena.
Be to, 7-ta dieng iSaugo ir K10 kiekis. IVL sintezé keratinocituose buvo
stebima jau nuo pirmos keratinocity auginimo dienos, o 7-tg dieng — IVL
raiska pastebimai padidéjo (3.5 pav. A). Fiziologiskai epidermyje IVL
sintezé prasideda dygliuotajame sluoksnyje (ariau granulinio sluoksnio),
taciau keratinocity kultGroje in vitro IVL sintetinamas nuolat, ji galima
aptikti ir pamatiniuose keratinocituose (Ishida-Yamamoto et al., 1997; Watt
etal., 1987).
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3.5 pav. Pirminiy Zmogaus epidermio Keratinocity diferenciacija kultiiroje.
Keratinocity diferenciacijos Zymeny — keratino 10 (K10), involukrino (IVL) ir
prokaspazés-14 (CASP14) — raiSka buvo jvertinta Western blot analize (A) arba
imunofluorescencine mikroskopija (B, C) nurodytais laiko momentais po i$séjimo.
Keratinocity dalis su silpna (K10"") ir stipria (K10"") K10 fluorescencija buvo
iSreiksta procentais nuo bendro lasteliy skaiciaus (D). Branduoliai, zyméti DAPI —
7alsvai mélyna spalva, K10 imunofluorescencija — roziné spalva. * zymi K10"", A
zymi K10 Igsteles. Norint vizualizuoti K10 ir K10™" fluorescencijos
intensyvumo lgsteles tame paciame regéjimo lauke, pasirinktas gama faktorius,
lygus 0,6.

Iverting  diferenciacijos zymeny raiSka po HEKa auginimo
monosluoksnyje, atlikome keratinocity Western blot analiz¢ po FD poveikio,
taciau Siuo metodu K10 raiSkos nustatyti mums nepavyko. Kadangi, FD
poveikis gali sukelti baltymy sgsiuvas (Pattison et al., 2012; Wright et al.,
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2003), manome, kad kaip tik jos ir trukdé aptikti K10 atlickant Western blot
analize. Todél toliau K10 raiska tyréme imunofluorescencinés mikroskopijos
metodu. Imunofluorescenciné analizé atskleidé, kad monosluoksnyje 7
dienas kultivuotoje keratinocity kultiiroje yra tik maza dalis K10
ekspresuojanciy lasteliy: 1-5-t3 dienomis K10 turinciy lasteliy buvo 0,2—
0,4 %, o 7-ta dieng — 1,5% (3.5 pav. D). Tirdami K10 fluorescencija
pasteb&jome, kad skirtingose to paties méginio Igstelése K10 fluorescencijos
intensyvumo lygis svyravo nuo silpno (15 RFU) iki stipraus (> 2500 RFU).
Atsizvelgdami | K10 fluorescencijos intensyvuma, keratinocitus suskirstéme
i dvi grupes: lastelés su silpna K10 fluorescencija (K10Y) ir lastelés su
stipria K10 fluorescencija (K10™"). Pirmiausia pagal K10 fluorescencijos
intensyvuma suskirstéme Keratinocitus méginiuose, kuriuose juos auginome
iki monosluoksnio 7 dienas. Nustatéme, kad Siuose méginiuose K10"
lasteliy buvo 1,3% , 0 K10™" — 0,2 % (3.5 pav. D). Kadangi, noréjome
vertinti FD poveikj keratinocity diferenciacijai, atsakg j FD poveikj tyréme
3 ar 4 dienas augintuose pirminiuose keratinocituose be savaiminés
diferenciacijos pozymiy.

Imunofluorescencinés mikroskopijos nuotrauky analizé parodé, kad
K10 raiSka keratinocituose padidéjo po MTHPC-FD, AIPcS,,-FD ir
AIPcS4-FD poveikiy (3.6-3.8 pav. A-D). Atlikus statisting duomeny analizg,
nustatéme, kad po FD poveikio K10 raiska reik§mingai padidéjo lyginant su
neveiktomis kontrolinémis lgstelémis (p < 0,001) (1 pr. 1 lentelé, eilutés Nr.
1, 4, 7, 10, 13, 16). ReikSmingo padidéjimo nebuvo nustatyta vieninteliu
atveju — po mTHPC-FD poveikio esant CtD50 dozei, praéjus 6 val. po
poveikio. K10 turiniy lasteliy reikSmingai padaugéjo lyginant skirtingas
AIPCS,,-FD poveikio dozes: CtD80 su CtD25 ar CtD50 praéjus 6 val. po
poveikio bei CtD50 su CtD25 ar CtD80 praéjus 24 val. po poveikio (1 pr. 1
lentelé, eiluté Nr. 6, 14). AlPcS, sukeltas FD poveikis reikSmingai padidino
K10 turinéiy lasteliy skaiCiy esant CtD80, lyginant su CtD25 ar CtD50,
abiejuose laiko taskuose (1 pr. 1 lentelé, eiluté Nr. 7-9, 16-18).
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3.6 pav. mMTHPC-FD poveikis sukelia keratino 10 rai§ka pirminiuose Zmogaus
keratinocituose. K10 buvo stebétas imunofluorescencinés mikroskopijos metodu,
pragjus 6 (A, B) ir 24 (C, D) val. po FD poveikio. Keratinocity dalis su silpna
(K10 ir stipria (K10™¥") K10 fluorescencija pra¢jus 6 (E) ir 24 (F) val. po
mTHPC-FD poveikio buvo isreik$ta procentais nuo bendro lgsteliy skai¢iaus. Skalés
ilgis: A, C — 200 um, B, D — 20 um. K — neveiktos kontrolinés lastelés. CtD —
citotoksiné dozé. DAPI — zalsvai mélyna spalva, keratino 10 imunofluorescencija —
roziné spalva. Norint vizualizuoti K10 ir K10™" tame pagiame regéjimo lauke,
pasirinktas gama faktorius, lygus 0,6.
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3.7 pav. AIPcS,, sukeltas FD poveikis stipriai indukuoja keratino 10 raiSka
pirminiuose Zmogaus Keratinocituose. K10 buvo stebétas imunofluorescencinés
mikroskopijos metodu, praéjus 6 (A, B) ir 24 (C, D) val. po FD poveikio.
Keratinocity dalis su silpna (K10"") ir stipria (K10™¥") K10 fluorescencija praéjus 6
(E) ir 24 (F) val. po AlPcS,, sukelto FD poveikio buvo buvo isreiksta procentais nuo
bendro lasteliy skaiciaus. Skalés ilgis: A, C - 200 um, B, D — 20 um. K — neveiktos
kontrolinés lastelés. CtD — citotoksiné dozé. DAPI — zalsvai mélyna spalva, keratlno
10 imunofluorescencija — roziné spalva. Norint vizualizuoti K10 K10"" tame
paciame regéjimo lauke, pasirinktas gama faktorius, lygus 0,6.
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3.8 pav. AIPcS,-FD poveikis indukuoja keratino 10 raiska esant CtD80.
Keratinas 10 (K10) buvo stebétas imunofluorescencinés mikroskopijos metodu,
praéjus 6 (A, B) ir 24 (C, D) val. po FD poveikio. Keratinocity dalis su silpna
(K10'"y ir stipria (K10™%") K10 fluorescencija praéjus 6 (E) ir 24 (F) val. po AlPcS,
sukelto FD poveikio buvo buvo buvo isreik§ta procentais nuo bendro lasteliy
skaiciaus. Skales ilgis: A, C - 200 pm, B, D - 20 pm. K — neveiktos kontrolinés
lastelés. CtD — citotoksiné dozé. DAPI — zalsvai mélyna spalva, keratino 10
imunofluorescencija — roziné spalva. Norint vizualizuoti K10 K10"" tame
pacéiame regéjimo lauke, pasirinktas gama faktorius, lygus 0,6.
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Lyginant tas pacias skirtingai lokalizuoty fotosensibilizatoriy
citotoksiSkumo dozes, po AlPcS,, sukelto FD poveikio nustatéme
daugiausiai K10 turin¢iy lasteliy (p < 0,001) (1 pr. 2 lentelé). K10 raiska po
lizosomy liumeno pazaidas sukelian¢io AlPcS,-FD poveikio buvo
reikSmingai didesné, lyginant su Igsteliy membranas pazeidzianciu
mTHPC-FD poveikiu (p <0,0001) (1 pr. 2 lentel¢), isskyrus CtD50 praéjus
24 val. po svitinimo (1 pr. 2 lentelé, eiluté Nr. 9).

K10 turindius keratinocitus suskirstéme j K10 ir K10"™" grupes,
kurias lyginome tarpusavyje po vienody citotoksiniy doziy, sukelty Iasteles
veikiant skirtingais fotosensibilizatoriais praéjus 6 ir 24 val. po FD poveikio.
Nustatéeme, kad K10 ir K10™" keratinocity daZnis statistidkai patikimai
skiriasi lgsteles veikiant CtD25 ir CtD50 dozémis (p< 0,001) (1 pr. 3
lentelé, 1, 2, 4 ir 5 eilutés). Po bet kurio i§ naudoty FD poveikiy K10""
lasteliy yra nedaug, lyginant su K10"" lastelémis. Maziausiai K10™" 1asteliy
buvo aptikta po mTHPC-FD poveikio praéjus 6 val. po §vitinimo, o pragjus
24 val. po $io poveikio — K10™" Iasteliy visai neaptikome (3.6 pav. E-F).
Nors praéjus 6 val. po poveikio mTHPC lasteliy su K10 raiska skaicius
padidéjo reik§mingai, tatiau po skirtingy doziy apskai¢iavome, kad K10
lasteliy buvo maZiau nei 3 %, o K10"%" Iasteliy — maZiau nei 0,2 %.
Skirtingai nei mTHPC, abu lizosomomose kaupiami fotosensibilizatoriai
efektyviau sukélé K10 raiska, o lyginant tarpusavyje, AlPcS,, sukeltas FD
poveikis buvo zymiai efektyvesnis nei AlPcS,-FD poveikis abiem laiko
momentais (p<0,001, 1 pr. 4 lentelé). Lyginant visus naudojamus
fotosensibilizatorius, AIPcS,, sukeltas FD poveikis efektyviausiai indukavo
K10 raiska.

Diferenciacijos Zymeny IVL ir CASP14 raiskg tyréme atlikdami
Western blot analize (3.9 pav.). Kiekybiskai jvertinus IVL kiekj praéjus
6 val. po AIPcS,,-FD poveikio nustatyta, kad lyginant su kontrole, Sio
baltymo padaugéjo daugiau nei 1,5 karto CtD25 (1,6 karto) ir CtD50 (1,9
karto) dozémis veiktose lgstelése (3.9 pav. A). IVL kiekis sumazéjo beveik
iki nulio CtD80 veiktose lgstelése naudojant abu aliuminio ftalocianinus.
IVL yra struktirinis keratinocity raginio apvalkalo baltymas, kuris
keratinocity ragéjimo metu Yyra sujungiamas su kitais struktiiriniais
baltymais, tokiais kaip periplakinas, envoplakinas ir kt. FD poveikio
inicijuotos keratinocity diferenciacijos metu IVL galéjo biti sujungtas su
kitais keratinocity struktiiriniais baltymais, be to, pats FD poveikis lemia
baltymy sgsiuvas. Manome, kad dél Siy sasiuvy IVL ir kity baltymy
kompleksai negaléjo efektyviai iSsifrakcionuoti vykdant elektroforeze.
CASP14 raiskos padidéjimas buvo stebétas po visy mTHPC-FD poveikio
doziy praéjus 6 val. po Svitinimo (CtD25: 1,9 karto, CtD50: 2,2 ir CtD80:
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2,5 karto) (3.9 pav. A). Abu aliuminio ftalocianinai sukélé CASP14
padidéjima CtD50 ir CtD80 dozémis veiktuose keratinocituose, praéjus
6 val. po Svitinimo: 2,1 karto po AIPcS,-FD poveikio ir 1,5 karto po
AlPcS,-FD poveikio. Pragjus 24 val. po poveikio, CASP14 padidéjimas
isliko tik keratinocituose, veiktuose CtD25 ir CtD50 AlPcS,,-FD poveikio
dozémis, atitinkamai 2,4 ir 1,8 karto (3.9 pav. B). Lyginant visus naudotus
fotosensibilizatorius, AIPcS,, sukeltas FD poveikis efektyviausiai indukavo
IVL ir CASP14 raiska.
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3.9 pav. Involukrino (IVL) ir prokaspazés-14 (CASP14) raiskos pokyciai
pirminiuose keratinocituose po mTHPC, AIPcS,, ir AlPcS, sukelto FD poveikio.
IVL ir CASP14 raiska buvo vertinta atlikus Western blot analiz¢ praéjus 6 (A) ir 24
(B) val. po FD poveikio. Skaiéiai vir§ baltymo juosteliy nurodo juostelés integruoto
tankio vertes normalizuotas B-aktinui, kurios pateikiamos kaip santykinis kiekis,
lyginant su kontrole. K — neveiktos kontrolinés lastelés. CtD — citotoksiné dozé.

3.4. Fotodinaminio poveikio reiksmé HEKa Iasteliy autofagijai

Atlikti tyrimai rodo, kad autofagija yra inicijuojama kaip atsakas j FD
poveikj vézinése lastelése (Lange et al., 2019; Song et al., 2020). FD
poveikio jtakg autofagijai vertinome pagal susidariusio LC3-Il baltymo
kiekj. Autofagijos metu citozolinis LC3-l1 virsta membraniniu, su
fosfatidiletanolaminu konjuguotu LC3-II. Paskutinése autofagijos stadijose
autofagosomos susilieja su lizosomomis, o autofagolizosomy turinj skaido
lizosomy hidrolazés (Yoshii & Mizushima, 2017).

Western blot analizé parodé, kad mTHPC-FD, AIPcS,,-FD ir AIPcS,-FD
poveikiai lemia LC3-II baltymo formos kiekio didéjimg praéjus 24 val. po
Svitinimo (3.10 pav. A-C).
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3.10 pav. Autofagija keratinocituose po FD poveikio. LC3 baltymo Western blot
analizé pragjus 24 val. po mTHPC-FD (A), AIPcS,,-FD (B) ir AlIPcS,-FD (C)
poveikiy. Autofagijos srauto jvertinimui buvo naudojami lizosomy peptidaziy
slopikliai E64d (10 mg/ml) ir pepstatinas A (10 mg/ml). LC3-11 baltymo kiekis
normalizuotas pagal B-akting, o skaiciai vir§ baltymo juosteliy nurodo santykinj
kiekj, lyginant su kontrole. Autofagijos srautas po FD poveikio buvo nustatytas kaip
skirtumas tarp LC3-II kiekio su lizosomy peptidaziy slopikliais ir be jy (D). K —
neveiktos kontrolinés lastelés. CtD — citotoksiné dozé.

Kaip buvo minéta anks¢iau, LC3-II susikaupimas gali buti sukeltas
intensyvesnio autofagosomy susidarymo arba sumazéjusio autofagosomy
skaidymo. Naudojant peptidaziy slopiklius, pepstating A ir E64d,
blokuojancius autolizosomy turinio skaidyma, kiekybiskai vertinome
autofagijos srautg. Autofagijos srautas buvo nustatytas po mTHPC sukelto
FD poveikio, esant CtD50 dozei — tai rodo padidéjes LC3-Il kiekis po
poveikio peptidaziy slopikliais (3.10 pav. A, D). AIPcS,-FD poveikis silpnai
sukélé autofagijos srautg CtD25 doze veiktuose keratinocituose, tuo tarpu po
AIlPcS,,-FD poveikio autofaginio srauto nenustatéme. Apibendrinant galime
pasakyti, kad mTHPC sukeltas FD poveikis efektyviausiai sukelé autofagijos
srautg keratinocituose.

3.5. Baltymy tarpusavio tinklo analizé

Siame darbe tyréme FD poveikio sukelta HEKa lasteliy diferenciacija,
apoptoze ir autofagija. Nustatéme, kad pirminiuose keratinocituose FD
poveikio sukeltos pazaidos po lizosomose sukaupty AlPcS,, ir AIPcS, FD
poveikiai efektyviau sukélé apoptoze ir diferenciacija, lyginant su mTHPC
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sukeltu FD poveikiu (3.3, 3.6-3.8 pav.). Tuo tarpu mTHPC-FD poveikis
stipriausiai indukavo autofagijos srautg (3.10 pav.).

Siekéme istirti su lizosomy pazeidimais susijusiy veiksniy, apoptoziniy
efektoriy, savity keratinocity diferenciacijos bei autofagijos veiksniy saveika
baltymy lygmenyje. Pirmiausia, literatiiroje atrinkome informacija apie
baltymus, kurie svarblis minétiems procesams. Tuomet, sudaréme
autofagijai, diferenciacijai ir apoptozei svarbiy baltymy saraSa, | kurj
jtraukéme efektorinés kaspazes, savitus lizosomy Ca®* jutiklius, pazaidy
atsako baltymus (angl. damage response proteins) ir baltymus, susijusius su
autofagija (3 pr. 1 lentel¢). Reikéty pabrézti, kad baltymy tarpusavio
saveikos gali buti tiesioginés ir netiesioginés (pvz. reguliacija per geny
raiska, baltymy raiskos valdymas ir kt.). Pavieniui, nemaza dalis $iy baltymy
saveikauja tiesiogiai vienas su Kitu, todél Siame darbe noréjome jdémiau
pazvelgti | baltymy tarpusavio sgveiky tinklg. Signaliniy ir efektoriniy
baltymy bei jy veikimo seky nustatymui, naudojomés prieinamomis
duomeny bazémis ir sudaréme baltymy tarpusavio saveikos (PPI) (angl.
protein-protein interactions) tinkla (3.11 pav.). Daugumos miisy analizuoty
baltymy saveikos nustatytos naudojant biocheminius metodus (pvz., Co-IP
(angl. Co-immunoprecipitation), TAP (angl. tandem affinity purification) ar
kitus). Tik nedidelé dalis saveiky buvo uzfiksuota naudojant didesnémis
klaidomis pasizymin¢ius metodus, pavyzdziui, mieliy dviejy hibridy
sistemas.

Stebéjome daugybe K10 saveiky su apoptozés molekulinio
mechanizmo baltymais per efektorines kaspazes (pvz. K10 CASP7 per
NEDDRS); diferenciacijai budingas kaspazes (K10-CASP14 per WTAP) ir
autofagijos efektorius (tiesioginé K10 sgveika su GABARAP,
GABARAPL1 /2 ir LC3). Be to, kai kuriuos K10 sgveikos partnerius galima
priskirti baltymams, dalyvaujantiems atsake ] lizosomy pazaidas. FD
poveikio sukeltos lizosomy membrany ar liumeno pazaidos gali biti
detektuojamos per galektinus, nes jie yra i citozolj eksponuoty lizosominiy
glikany jutikliai. Misy sudarytame tinkle galektinas-1, -3 ir -8 sudaré
sgveikas su kitais lizosomy pazaidy mechanizmo baltymais, taip pat su
keratinocity diferenciacijai savita CASP14. Si analizé parodé, kad K10
apjungia visus tris tirtus lasteliy atsakus: keratinocity diferenciacija,
apoptoze ir autofagija.
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3.11 pav. Baltymy tarpusavio saveiky (PPI) tinklas. 2 priedo 1 lenteléje i§vardyti baltymai buvo naudojami kaip pradiniai baltymy tarpusavio
saveiky tinklo baltymai (aprasyta 2.19 sk.). Baltymus jungiancios linijos storis proporcingas eksperimentiniy tyrimy skaiéiui, nurodant $iy
baltymy tarpusavio saveika, o baltymy apskritimy dydis proporcingas baltymy tarpusavio saveiky skaiCiui. Baltymo apskritimo spalva rodo
vidutinio trumpiausio kelio ilgj.
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Fotodinaminio poveikio reik§mé Zzmogaus epidermoidinés
karcinomos Igstelems A-431

3.6. Fotodinaminio poveikio reik§mé A-431 lgsteliy
gyvybingumui

Siame darbe tyréme lizosomy membranose kaupiamo AIPCcS,,-FD
poveikj zmogaus epidermoidinés karcinomos Iasteléms A-431. Lasteliy
atsaka | AIPcS,-FD poveikj lyginome su lizosomy liumene lokalizuoto
AIPcS, bei membraninése lasteliy struktarose lokalizuoto mTHPC sukeltu
FD poveikiu, kuris yra apraSytas misy laboratorijos darbuose
(Dabkeviciené, 2010; Sasnauskiené, 2011). Pirmiausia, jvertinome AlPcS,,
kaupimasi A-431 lastelése. Sio fotosensibilizatoriaus lokalizacija A-431
lastelése sutapo su lizosomy zymens LysoTracker Yellow-HCK-123
lokalizacija (3.12 pav.), taip pat kaip ir lizosomy liumene kaupiamo AlPcS,
atveju (Sasnauskiené, 2011).

AlPcS,, LysoTracker Yellow AlIPcS, +LysoTracker Yellow

3.12 pav. AIPcS,, lokalizacija A-431 lastelése. AIPCS,, ir lizosomy Zzymens
LysoTracker Yellow-HCK-123 budinga fluorescencija. Lastelés 18 val. inkubuotos
su 10 pg/ml AIPcS,, ir 1 val. su 75 nm LysoTracker Yellow-HCK-123. AIPcS,, —
raudona spalva, lizosomy zymuo LysoTracker Yellow-HCK-123 — zalia spalva,
kolokalizacija — geltona /oranziné spalva.

Tolimesniems tyrimams FD poveikiai buvo atliekami pagal tyrimo
schema pateiktg 2.1 paveiksle. Pirmiausia, jvertinome kokj citotoksi§kuma
A-431 lasteléms sukelia FD poveikis naudojant lizosomy membranose
sukaupta AIPcSy,.

Nustatéme, kad AlPcS,, veiksmingai mazino A-431 lasteliy
gyvybinguma, kurj vertinome MTT metodu, pragjus 24 val. po Svitinimo
(3.13 pav. A). Svitinant Igsteles 4 min. lasteliy gyvybingumo mazéjimas
buvo 22%, 8min. — 48%, o 12min. — 82%. Apibrézéme, kad
citotoksiskumas (CtD), kai zista 20 % lasteliy — CtD20 atitinka Igsteliy
Svitinimg 4 min., CtD50 — 8 min. ir CtD80 — 12 min.
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3.13 pav. Poky¢iai A-431 lastelése po AlPcS,, sukelto FD poveikio. (A) AIPcS,,
sukelto FD poveikio citotoksiskumo priklausomybé nuo $viesos dozés nustatyta
MTT metodu, pragjus 24 val. po $vitinimo. A-431 lastelés inkubuotos 18 val. j
auginimo terpe pridéjus 10 pg/ml AIPcS,,. Grafike A: sta¢iakampio riba, artimiausia
ordinaciy asies nulinei reikSmei, Zymi 25-tg procentilj; stadiakampyje esanti linija
zymi 50-tg procentilj (mediang); staciakampio riba, tolimiausia ordinaciy asSies
nulinei reikSmei, Zymi 75-tg procentilj; staciakampio apatinis ir virSutinis bruks$niai
zymi 10-tg ir 90-ta procentilius; juodi taskai — uz duomeny aibés 10-to ir 90-to
procentiliy ribos esancios reik§més. (B) N-acetil-B-gliukozaminidazés (B-AGA)
aktyvumas po AIPcS,,-FD poveikio. Fermento aktyvumas matuotas i§ karto po
$vitinimo. CtD — citotoksiné dozé.

Tuo tarpu, AIPcS, -FD poveikio atveju, mazesnés $vitinimo dozés sukélé
ta patj citotoksiSkuma: 3 min. — 26 %, 4 min. — 53 %, o 6 min. — 81 %
(Sasnauskiené, 2011). mMTHPC-FD poveikio citotoksiSkumas tirtas
ankstesniuose  laboratorijos  darbuose, todél pasiekti  tolesniems
eksperimentams reikalingas CtD25, CtD50 ir CtD80 dozes, A-431 lasteles
Svitinome 0,5, 1 ir 1,5 min. (Dabkeviciené, 2010; Sasnauskiene et al., 2009).

Kadangi Siame darbe tyréme AlPcS,,-FD poveikj, pazeidziantj lizosomy
membranas, i$ karto po poveikio vertinome lizosomoms savito fermento
B-N-acetilgliukozaminidazés (B-AGA) aktyvuma, kuris atspindi pirmines FD
poveikio sukeltas pazaidas. Fermento aktyvuma nustatéme pagal B-AGA
katalizuojama p-nitrofenolio nuskélimag nuo p-nitrofenilo-N-acetilo-f3-
gliukozaminido.

Fermento aktyvuma lyginome su poky¢iais po AlPcS,-FD poveikio, kuris
buvo nustatytas ankstesniame darbe (Sasnauskiené, 2011). AIPcS,,-FD
poveikis reikSmingai (p <0,001) sumazino B-AGA aktyvuma: CtD20 doze
beveik 30 %, CtD50 — 45%, o CtD80 — 55%. AIPcS,-FD poveikis
reikSmingai (p < 0,001) sumazino $io fermento aktyvuma veikiant CtD50
arba CtD80 dozémis, atitinkamai 30 % ir beveik 50 % (Sasnauskiené, 2011).
Lyginant aliuminio ftalocianinus, nustatéme, kad AIPCS,, reikSmingai
(p < 0,05) stipriau maZino fermento aktyvuma nei AlPcS, visose dozése.
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Gauti rezultatai rodo, kad AIPcS,,-FD poveikis veiksmingai mazino A-
431 lasteliy gyvybinguma. Taip pat AlPcS,, sukeltas FD poveikis mazino B-
AGA aktyvuma A-431 lastelése, atspindintj lizosomy pazaidas.

3.7. Fotodinaminio poveikio sukelta apoptozé A-431 lgstelése

Apoptozé vyraujanti lgsteliy zitis po FD poveikio, todél pirmiausia
vertinome apoptozei biidingus pozymius po AIPcS,, ir lyginome su mTHPC,
bei AIPcS,; sukelty FD poveikiy. mTHPC ir AlPcS, sukelti FD poveikiai
veiksmingai inicijuoja A-431 lasteliy apoptoz¢ — vyksta apoptozei biidingi
lasteliy  morfologijos (lastelés susitraukia), chromatino poky¢iai
(kondensuojasi ir fragmentuojasi chromatinas), ir padidéja kaspazei 3
budingas DEVDazinis aktyvumas (Sasnauskiené, 2011). DEVDazinj
aktyvumg naudojome vertinti apoptoziniam aktyvumui lastelése, kaip
kaspazés 3 aktyvumo rodiklj.
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3.14 pav. Apoptozei buidingi poZymiai A-431 lastelése po AIPcS,, sukelto FD
poveikio. (A) Lasteliy branduoliy morfologija. Pragjus 5 val. po FD poveikio,
lastelés inkubuotos su Hoechst 33342. Fluorescencija registruota mikroskopu
Olympus AX70. (B) DEVDazinis aktyvumas po FD poveikio. K - neveiktos
kontrolinés lastelés. CtD - citotoksiné doze.

Nustatéme, kad po lizosomy membranose kaupiamo AlPcS,, sukelto FD
poveikio vyko apoptozei budingi lasteliy morfologijos ir chromatino
pokyc¢iai (3.14 pav. A) bei buvo aktyvuota kaspazé 3 (3.14 pav. B). AIPcS,,-
FD poveikiu veiktose A-431 lastelése kaspazés 3 aktyvumas buvo didesnis
iki 5,5 karto lyginant su ankstesniame darbe (Sasnauskiené, 2011) nustatytu
fermentiniu aktyvumu po lizosomy liumeno paZaidas sukelianéio AlPcS4-FD
poveikio visuose tirtuose laiko taskuose, taCiau statistiSkai reikSmingas
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fermentinio aktyvumo padidéjimas buvo nustatytas tik 6 val.po $vitinimo
(p <0,05).

Taigi, FD poveikis, sukeltas naudojant lizosomy membranose kaupiama
AIPCS,,, veiksmingai inicijavo apoptoze A-431 lgstelése.

3.8. Fotodinaminio poveikio reiksmé autofagijai A-431
lastelése

Kadangi lizosomos yra svarbios autofagijai, lizosomy membrany
pazaidos po FD poveikio gali sutrikdyti $j procesa. Tyréme kokig reikSme
AIPCcS,.-FD poveikis turi autofagijai A-431 Igstelése.

Imunofluorescencinés mikroskopijos metodu nustatéme LC3 baltymo
pasiskirstymg A-431 lastelése po AIPCS,,-FD poveikio (3.15 pav. A). Misy
naudotas antiklinas atpazjsta abi LC3 baltymo formas: LC3-I ir LC3-II. 3.15
A paveiksle matome po AIPCS,, sukelto FD poveikio lastelése susikaupusj
LC3 baltyma. Nuotraukose esancios ryskiai fluorescuojancios baltymo
sankaupos, greiCiausiai, atitinka baltymo LC3-II kaupimgsi autofaginése
membranose.
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3.15 pav. Autofagija A-431 lastelése po AIPcS,, sukelto FD poveikio. LC3
baltymo imunofluorescenciné (A) ir Western blot (B) analizé praéjus 24 val. po
AIPCcS,,-FD poveikio. Autofagijos srautas buvo jvertintas naudojant lizosomy
peptidaziy slopiklius E64d (10 mg/ml) ir pepstating A (10 mg/ml). LC3-I1 baltymo
kiekis normalizuotas pagal B-aktina, o kiekybinés vertés pateikiamos kaip pokytis,
lyginant su kontrole. Autofagijos srautas po FD poveikio buvo nustatytas kaip
skirtumas tarp LC3-II kiekio su lizosomy peptidaziy slopikliais ir be jy. K —
neveiktos kontrolinés lastelés. CtD — citotoksiné dozé.

Western blot analizé parodé, kad AlPcS,, sukeltas FD poveikis lemia
LC3-II baltymo formos kiekio did¢jimg praéjus 24 val. po Svitinimo
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(3.15pav. B). LC3-II kiekio didéjimas gali biiti susijgs su gausesniu
autofagosomy susidarymu arba su sumazgjusiu autofagosomy skaidymu.
Todél svarbu nustatyti ar vyksta autofagijos srautas, kuris atitinka LC3-II
baltymo degradacija lizosomose. Autofagijos srautas buvo nustatytas
jvertinus LC3-II baltymo kiekj, pridéjus ir nepridéjus peptidaziy slopikliy,
pepstatino A ir E64d, kurie blokuoja autolizosomy turinio skaidyma.

A-431 lastelése pazeidus lizosomy membranas AIPcS,,-FD poveikiu,
stebéjome autofagosomy kiekio didéjima (3.15 pav. A) bei LC3-11 baltymo
sankaupy susidarymg (3.15 pav. B). Lastelése, paveiktose peptidaziy
slopikliais, LC3-II baltymo nepadaugéjo, lyginant su lgstelémis be slopikliy.
Tai rodo, kad skaidymas lizosomose yra sutrikes.

Ankséiau misy laboratorijoje nustatyta, kad mTHPC-FD poveikio
(Sasnauskiene et al., 2009) ir AIPcS,-FD poveikio (Sasnauskiené, 2011)
didina autofagosomy kiekj lastelése: lyginant su neveiktomis Igstelémis,
lastelése po FD poveikio padaugéjo LC3-II baltymo. Taciau poveikis
autofagijos srautui buvo skirtingas. Lastelése su peptidaziy slopikliais, po
MTHPC-FD poveikio CtD50 ir CtD80 doziy, LC3-II baltymo padaugéjo.
Pazeidus lizosomy liumeng AIPcS,-FD poveikiu, nedidelis autofagijos
srautas vyksta esant tik silpniausiai poveikio dozei.

Atlikus eksperimentus bei lyginant juos su anks¢iau musy laboratorijoje
atliktais tyrimais, galime teigti, kad lizosomose sukaupti fotosensibilizatoriai
didina autofagososmy kiekj, ta¢iau sutrikdo autofagijos srauta, tikétina, kad
FD poveikio pazeistos lizosomos neuztikrina vélyvy autofagijos etapy.

3.9. Citokiny VEGF-A ir IL-1a kiekio pokyc¢iai A-431
lastelése po fotodinaminio poveikio

VEGFA ir IL1A transkripty kiekio poky¢éiai po FD poveikio

FD poveikis sukelia oksidacinj stresa, kuris lemia citokiny raiskos
pokycius vézinése lastelése (Ferrario et al., 2005; Gollnick et al., 2003).
Misy laboratorijoje tiriant mTHPC-FD poveikio sukeltus geny raiskos
pokycius, buvo nustatyta padidéjusi VEGFA ir IL1A geny raiska. Vertinome
VEGF-A ir IL-1a citokinus koduojanciy transkripty kiekius po FD poveikio.
Jei transkripty kiekio santykis lastelése po FD poveikio ir neveiktose
kontrolinése lastelése virsijo 2 kartus, skirtumas buvo laikomas reikSmingu.
Sviesos poveikis arba neapsvitinty naudoty fotosensibilizatoriy poveikis
VEGFA ir IL1A transkripty kiekiams A-431 lastelése nebuvo reikSmingas.
Pragjus 4 val. po S$vitinimo, nustatyta tiriamy geny indukcija, todél
tolimesniems geny raiskos tyrimams buvo pasirinktas §is laikas. mTHPC-FD
poveikis sukélé reiksminga VEGFA ir IL1A transkripty kiekio padidéjima

82



(Dabkevi¢iené, 2010). Siy citokiny transkripty kiekiai taip pat padidéjo A-
431 lastelése po savitai lizosomy liumene sukaupto AlPcS, sukelto FD
poveikio (Sasnauskien¢, 2011). Siame darbe tyréme, kokig reikime citokiny
VEGF-A ir IL-1a geny raiskai A-431 lastelése turi lizosomy membranose
sukauptas AIPCS,, ir lyginome su lizosomy liumene sukaupto AlPcS, bei
lasteliy membraninése struktiirose sukaupto mTHPC-FD poveikiu.
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3.16 pav. VEGFA ir IL1A transkripty poky¢iy priklausomybé nuo poveikio
stiprumo A-431 lastelése, praéjus 4 val. po AIPcS,,. VEGFA ir IL1A transkripty
poky¢iy priklausomybé A-431 lastelése, praéjus 4 val. po mTHPC (Dabkeviciené,
2010) ir AIPcS, (Sasnauskiené, 2011) sukelto FD poveikio, duomenys i§ ankstesniy
darby. CtD — citotoksiné dozé.

Nustatéme, jog pra¢jus 4val. po AIPcS,-FD poveikio, VEGFA
transkripto kiekis A-431 lgstelése padidéjo (3.16 pav.). Po mTHPC-FD
poveikio VEGFA transkripto kiekis padidéja apie 3-7 kartus. Aliuminio
ftalocianinai VEGFA raiSkg indukavo stipriau nei mTHPC. Daugiausiai
VEGFA raiska iSaugo po AlPcS,, sukelto FD poveikio — iki 18 karty.
PrieSingos tendencijos buvo stebétos tiriant IL1A transkripty pokycius: po
mTHPC sukelto FD poveikio Sio citokino transkripty kiekis iSaugo iki 12
karty, po AlPcS, — iki 6 karty, o maziausiai IL1A raiSka padidéjo po AlPcS,,
— tik iki 3 karty.

Reikia pabrézti, kad tirdami VEGFA ir IL1A transkripty kiekius
pirminiuose keratinocituose po mTHPC, AIPcS,, ir AlPcS, FD poveikiy
nustatéme, kad $iy citokiny raiSka nekito.
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VEGF-Air IL-1a baltymy kiekis po mTHPC sukelto
fotodinaminio poveikio

Kaip jau buvo minéta literatiiros apzvalgoje (1.8 sk.) prouzdegiminiai
citokinai yra stipris angiogenezés indukcijos ir palaikymo veiksniai. Vienas
i§ ypatingg reikSme¢ angiogenezei turinciy citokiny yra IL-la. Nor¢jome
nustatyti ar IL-1a stimuliuoja VEGF-A sekrecija. Kadangi, IL1A transkripto
kiekis pirminiuose keratinociuose nekito po visy darbe naudoty
fotosensibilizatoriy, o labiausiai iSaugo po mTHPC-FD poveikio A-431
Iastelése, todél IL-la jtaka VEGFA raiskai tyréme A-431 lgstelése po
MTHPC-FD poveikio. Pirmiausia jsitikinome ar citokiny IL-1a ir VEGF-A
baltymo pokyciai A-431 lastelése po mTHPC-FD poveikio atitinka nustatyta
padidéjusig IL1A ir VEGFA raiska transkripto lygiu. Baltymo Kiekiai
lastelése ir jy kultivavimo terpése buvo vertinti praéjus 6 ir 24 val. po
Svitinimo. Remiantis standartinémis kreivémis, zmogaus VEGF-A ir IL-1a
ELISA aptikimo ribos buvo, atitinkamai, 62 ir 8 pg/ml. Eksperimento
pakartojimy variacijos koeficientai nevirsijo 15 %. Atlikti baltymo raiskos
tyrimai patvirtino gautus transkripty tyrimo rezultatus: palyginti su
neveiktomis kontrolinémis lastelémis, FD poveikis sukélé statistiskai
reikSmingg IL-1a baltymo kiekio padidéjimg tiek Igsteliy lizatuose CtD40
(p=0,012) ir CtD70 (p<0,001) dozése, tiek lasteliy auginimo terpéje
CtD40 (p<0,001) ir CtD70 (p<0,001) dozése, praéjus 24 val. po FD
poveikio. VEGF-A kiekis taip pat padidéjo lgsteliy auginimo terpéje ir
priklausé nuo dozés (CtD70 vs CtD40: p =0,002 praéjus 6 val. po FD
poveikio ir p<0,001 pragus 24 val. po FD poveikio). 24 val. po FD
poveikio, Igsteliy veikty CtD70 VEGF-A koncentracijos padid¢jimas terp¢je
buvo mazesnis nei lgsteliy, veikty CtD40 (p < 0,001). PrieSingai nei lasteliy
kultivavimo terpéje, ELISA metodu VEGF-A baltymo A-431 lasteliy
lizatuose apciuopti nepavyko (Dabkeviciené, 2010). Nustacius baltymy kiekj
po mTHPC sukelto FD poveikio, tolesnis miisy uzdavinys buvo nustatyti
citokino IL-1a svarba VEGF-A baltymo raiskai, kurig tyréme mazindami IL-
la kiekj A-431 lastelése.

IL-loe  kiekj mazinome slopindami IL1A geno raiska maZomis
interferuojanc¢iomis RNR (siRNR). Lasteles transfekavome trimis
skirtingomis IL1A raiska slopinan¢iomis chemiSkai susintetintomis siRNR:
IL-SiRNR145, IL-SIRNR 260 it IL-SIRNR;545. ELISA metodu vertinome IL-1a
baltymo raiSkg lgstelése, transfekuotose IL1A slopinanciomis siRNR
lyginant su lastelémis, veiktomis Zzmogaus genomo sekoms nesavita SIRNR
(NK). Ryskiausig baltymo kiekio sumaz¢jimg (apie 80 %) nustatéme
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lastelése, transfekuotose IL-SiRNR;yys ir jg naudojome tolesniems
eksperimentams (3.17 pav.).
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3.17 pav. IL1A slopinan¢ios siRNR poveikis VEGF-A baltymo kiekio A-431
lasteliy terpéje pokyciui 24 val. po mTHPC-FD poveikio. NK — kontrolinés
lastelés veiktos IL1A neslopinanéia siRNR, ILgrne — lastelés veiktos IL1A
slopinan¢ia siRNR, NK-FDP — kontrolinés lastelés veiktos IL1A neslopinancia
SiIRNR po mTHPC-FD poveikio, ILgrnr-FDP — kontrolinés Igstelés veiktos IL1A
slopinanc¢ia SIRNR po mTHPC-FD poveikio.

Nuslopinus IL1A, tyréme baltymo IL-la kiekj bei VEGF-A raiSkos
pokytj esant CtD40 po mTHPC-FD poveikio lgstelése su sumazintu IL-1a
kiekiu. VEGF-A raiskg tyréme praéjus 24 val. po FD poveikio (3.17 pav).
Nustatéme, kad Igstelése su sumazintu IL-la kiekiu VEGF-A baltymo
sekrecija sumazéjo A-431 lgstelése tick neveiktose, tiek ir veiktose mTHPC
sukeltu FD poveikiu. StatistiSkai reik§mingai VEGF-A baltymo sekrecija
sumazéjo tik lastelése po FD poveikio (p = 0,01) (3.17 pav.).

Apibendrindami tyrimy rezultatus galime pasakyti, kad mTHPC sukeltas
FD poveikis stimuliuoja VEGF-A ir IL-1o. gamyba A-431 lastelése, 0 IL-1a
yra vienas veiksniy, skatinan¢iy VEGF-A raiska.
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1. Pirminiy Zzmogaus epidermio keratinocity atsakas j
fotodinaminj poveikj

Siame darbe siekéme jvertinti zmogaus pirminiy keratinocity HEKa ir
epidermoidinés karcinomos A-431 lasteliy atsaka j FD poveikj, sukelta
skirtingos vidulastelinés lokalizacijos fotosensibilizatoriy: jvairiose lastelés
membranose pasiskirstan¢io mTHPC ir lizosomose besikaupianéiy AIPcSy, ir
AlPcS,. FD poveikiu yra pagrista FD terapija — veiksmingas lasteliy
naikinimo budas, taikomas gydyti vézj ir kai kurias kitas ligas, kylancias dél
pagreitéjusios lasteliy proliferacijos. Be to, kad FD poveikis yra véziniy
lasteliy naikinimo budas, tai yra ir priemoné, kuri leidzia tirti lasteliy zaties
kelius (Kessel, 2019a). FD poveikio metu biologinése sistemose susidarg
ROS reaguoja su jvairiomiS biomolekulémis, kuriy oksidacinés pazaidos
trikdo daugelio fiziologiniy procesy eiga sustiprindamos uzdegimines
reakcijas, kurios keicia lgsteliy augima, diferenciacija, proliferacija ir zutj.
Siame darbe tyréme FD poveikio sukelto oksidacinio streso skirtingose
lastelés organelése inicijuojamus Iasteliy Zzities vyksmus pirminiuose
zmogaus epidermio keratinocituose HEKa ir vézinése epidermoidinés
karcinomos A-431 lgstelése.

Véziniy lasteliy fiziologija skiriasi nuo sveiky organizmo Igsteliy.
Véziniy lasteliy mutacijos lemia greitesnj dalijimasi, greitesng medziagy
apykaita, taip pat vézinés lastelés daznai nebereaguoja i daugeli signaly,
reguliuojanéiy lasteliy proliferacijg ir zit], jgyja skirtingg formg nei sveikos
lastelés ir  kt. (Fouad & Aanei, 2017). Nepaisant nustatyto
fotosensibilizatoriy atrankumo vézinéms lasteléms (Kwiatkowski et al.,
2018), klinikoje taikant FD terapija daznai pazeidziamos ir aplink navika
esancios sveikos lastelés (van Straten et al., 2017). FD terapijos metu
dazniausiai apSvieCiamas ne tik navikas, bet didesnis audinio plotas aplink
navika, kuriame gali bati iSplitusiy mikroskopiniy naviko zidiniy, todél
daznai blina pazeidziamas ir sveikas audinys (de Visscher et al., 2013).
Sveiky lasteliy atsakas j FD poveikj yra mazai iStirtas, o jo apibiidinimas
galéty padeti pagerinti kliniking FD terapija ir jvertinti galimus Salutinius
efektus.

mTHPC — klinikoje naudojamas fotosensibilizatorius, kaupiamas
jvairiose lasteliy membranose (Marchal et al., 2007; Sasnauskiene et al.,
2009; Teiten et al., 2003), kurio poveikis véZinéms lgsteléms gana gerai
iStirtas, o kokj atsaka mTHPC-FD poveikis sukelia sveikose Igstelése, yra
mazai zinoma. AIPCS;, — lizosomy membanose (Berg & Moan, 1994;
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Hogset et al., 2004), o AlPcS, — lizosomy liumene (Jerjes et al., 2020; Q.
Peng & Moan, 1995) kaupiami fotosensibilizatoriai. Lizosomos — organelés,
kurios reguliuoja signaly perdavima ir skaidymg epidermio diferenciacijos
metu, jos gali dalyvauti apoptozés indukcijoje bei vélyvuose endocitozés ir
autofagijos etapuose (Ballabio & Bonifacino, 2020; Inpanathan & Botelho,
2019; Lawrence & Zoncu, 2019; Trivedi et al., 2020). Mes tyréme lizosomy
fotopazaidy jtaka keratinocity zities vyksmams. Palyginome pirminiy
keratinocity atsaka i lizosomy pazaidas, kurias sukélé AIPcS,,-FD ir AIPCS,-
FD poveikiai, su mTHPC-FD poveikio sukeltu oksidaciniu stresu jvairiose
lasteliy membranose.

Keratinocitams yra biidinga savita Ziities forma — ragéjimas (Eckhart et
al., 2013), todél noréjome nustatyti ne tik daZniausiai jvardijamus Zities
vyksmus po FD poveikio, bet ir jvertinti FD poveikio jtaka Siam unikaliam
zuties keliui. Kadangi FD poveiki pirminiuose keratinocituose HEKa
sukéléme naudodami mTHPC, AlPcS,, ir AIPcS, fotosensibilizatorius, todél
Siame darbe galéjome palyginti keratinocity diferenciacijos pozymius,
inicijuotus FD poveikio sukelty oksidaciniy pazaidy, kuriy pirminis taikinys
yra jvairios lgstelés membranos ir lizosomos. Siame darbe pirma kartg
parodéme, kad FD poveikio sukeltos lizosomy pazaidos indukuoja pirminiy
keratinocity HEKa ankstyvaja diferenciacija.

Nustatéme, kad misy darbe naudoti fotosensibilizatoriai citotoksiskai
veikia pirminius keratinocitus HEKa. Lyginant naudotus
fotosensibilizatorius, panasus lasteliy gyvybingumo sumazéjimas buvo
pasiektas esant mazesnéms mTHPC koncentracijoms ir Zymiai mazesnéms
§vitinimo dozéms nei aliuminio ftalocianiny atveju.

Lasteliy zatis, kurig sukelia FD poveikis, vyksta skirtingais
mechanizmais. Apoptozé yra vyraujantis atsakas j FD poveikj, taciau gali
biiti stebimos ir kitos Igstelés zuties formos: nekroze, nekroptozé, paraptoze.
Zities kelias priklauso nuo daugelio veiksniy: fotosensibilizatoriaus
lokalizacijos lasteléje, FD poveikio dozés, lgstelés tipo ir kt. (Bacellar et al.,
2015; Kessel & Oleinick, 2018). Keratinocitams apoptozé yra svarbi
palaikant proliferacijos homeostaze, taip pat ji veikia kaip apsauginis
mechanizmas, kai paZeisti keratinocitai sunaikinami apoptozés budu po UV
spinduliy poveikio ar oksidaciniy pazaidy (Raj et al., 2006; Tang et al.,
2021). Musy tyrimai parodé, kad po jvairiose organelése sukaupto mTHPC
ir savitai lizosomose lokalizuoty aliuminio ftalocianiny FD poveikiy pazeisti
pirminiai keratinocitai ziista apoptozés keliu. Vertinant apoptoziniy
branduoliy kiekj, aliuminio ftalocianinai apotoz¢ indukavo stipriau, o
lyginant aliuminio ftalocianinus tarpusavyje, nustatéme, kad AIPcS,, yra
stipresnis apoptozés induktorius.
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Yra zZinoma, kad fotosensibilizatoriai, kurie kaupiami mitochondrijose,
paprastai veiksmingai indukuoja apoptozg, tafiau nustatyta ir lizosomy
svarba apoptozéje (Kessel & Oleinick, 2018). AIPcS,, | lastele patenka
endocitozés btdu ir kaupiasi lizosomy membranose. Kuomet AIPCS,,
sukeltas FD poveikis pazeidzia lizosomy membranas, i§ lizosomy iSteka
funkciSkai nepazeistos lizosomy liumeno peptidazés, lemiancios
citoplazminio apoptoz¢ skatinanc¢io baltymo Bid skélima (Chiu et al., 2010;
Reiners et al., 2002). Siame darbe parodéme, kad AIPcS,.-FD poveikis
sukelia apoptoze pirminiuose zmogaus epidermio keratinocituose. AIPcS,-
FD poveikis sukelia lizosomy liumeno komponenty, jskaitant ir hidrolazes,
fotooksidacija. Nustatyta, kad ] pastarajj panaSiomis fizikinémis ir
cheminémis savybémis pasizymintis fotosensibilizatorius mezotetra(4-
sulfonatofenil)porfirinas (TPPS,;) pries endocitiniy membrany plySima
inaktyvuoja lizosomy fermentus vézinése lagstelése (Reiners et al., 2010).
Kaip ir kiti (Crous et al., 2019; Plaetzer et al., 2002), mes taip pat
pastebéjome apoptozés pozymius AIPcS, veiktose HEKa Igstelése.

UV spinduliuoté nuolat sukelia odos pazeidimus, todél keratinocity
apoptozé svarbi stabdant kancerogenez¢. Taciau taip pat nustatyta, kad
nestipri UV spiduliy dozé, kuri nesukelia apoptozés, skatina keratinocity
diferenciacija. Tai taip gali biiti odos savisaugos mechanizmas, alternatyvus
apoptozei, kai pazeistos lastelés suragéja ir nupleiskanoja nuo odos
pavirSiaus (de Pedro et al., 2018). FD poveikis keratinocity diferenciacijai
yra mazai iStirtas, todél Siame darbe sickéme palyginti skirtingos
vidulgstelinés lokalizacijos fotosensibilizatoriy inicijuota keratinocity
diferenciacija. Epidermio diferenciacijos metu, keratinocitai nustoja dalintis
ir kiekvienoje diferenciacijos stadijoje pradeda sintetinti savitus
diferenciacijos Zymenis. Pamatiniam proliferuojanciam sluoksniui biidinga
K5 ir K14 pakeicia K1 ir K10, kurie yra vieni pirmyjy baltymy aptinkami
pradedanciuose diferencijuoti keratinocituose, tuoj po jy pradedama
CASP14 ir IVL sintezé (Costanzo et al., 2015; Denecker et al., 2008;
Rousselle P., 2017). Galutinés keratinocity diferenciacijos metu
keratinocituose susikaupia daugybé struktiriniy baltymy, tokiy kaip
lorikrinas, filagrinas ir mazi prolino turintys baltymai (Eckhart et al., 2013;
Nithya et al., 2015). Siame darbe siekéme uz&iuopti diferenciacijos pradzia,
tod¢l diferenciacijai stebéti pasirinkome ankstyvosios diferenciacijos
zymenis — K10, CASP14 ir IVL. Didziausig keratinocity diferenciacijos
zymeny raiska stebéjome po AlIPcSy,-FD poveikio sukelty lizosomy
membrany pazaidy. K10 baltymo kiekis buvo reik§mingai didesnis po
AIPCcS,.-FD poveikio lyginant su AlIPcS,-FD ar mTHPC-FD poveikiais. K10
yra vienas pagrindiniy keratinocity diferenciacijos Zymeny, tiesiogiai susijes
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su diferenciacijos eiga. Nustatyta, kad didelis K10 kiekis koreliuoja su
lasteliy morfologijos pokyciais budingais epidermio diferenciacijai —
keratinocity plokstéjimu ir pavir§iaus ploto didéjimu (Barrandon & Green,
1985; Ipponjima et al., 2020; Lippens et al., 2005; Simpson et al., 2011).
Miisy gauti rezultatai parodé, kad lizosomy pazaidos po AlPcS,-FD ir
AIPcS,,-FD poveikiy indukuoja diferenciacija pirminiuose keratinocituose, o
mTHPC atveju buvo aptiktos tik kelios Igstelés, pasizymincios dideliu K10
kiekiu.

FD poveikis gali sukelti ne tik apoptozg, bet ir autofagija — procesa, kuris
yra svarbus pazeisty lastelés komponenty skaidymui lizosomose ir lemia
lasteliy iSgyvenima arba zitj (Domagala et al., 2018; Garg et al., 2015; Song
et al., 2020). Keratinocitai zasta savita forma, jie diferencijuoja ir galiausiai
ragéja. Nors keratinocity ragéjimo mechanizmas dar néra pakankamai
iStirtas, manoma, kad lizosomos atlieka itin svarby vaidmenj Siame procese.
Keratinocity  diferenciacijos metu vyksta sudétingi struktiiriniai
persitvarkymai, jskaitant baltymy pokyc¢ius kartu su bendros lasteliy
biomasés maze¢jimu. Tai rodo, kad keratinocity diferenciacijos metu
vykstanciai baltymy ir organeliy reorganizacijai yra butina autofagija ir
skaidymas lizosomose (Monteleon et al., 2018). Autofagijos indukcija
pirminiuose keratinocituose nustatéme pagal LC3-II baltymo kiekj, kuris
koreliuoja su autofagosomy skai¢iumi (Yoshii & Mizushima, 2017).
Padidéjes LC3-Il kiekis buvo nustatytas pirminiuose keratinocituose po
mTHPC sukelty lasteliy membrany pazaidy ir po AlPcS,, arba AlPcS,
lizosomy pazaidy. Taciau pats LC3-11 baltymas yra skaidomas autofagijos
metu, o $i savybé yra naudojama autofagijos intensyvumui arba srautui
nustatyti. mTHPC yra zinomas autofagijos induktorius po FD poveikio
vézinése lastelése (Lange et al., 2019; Sasnauskiene et al., 2009).
Pirminiuose keratinocituose po mTHPC-FD poveikio nustatéme LC3-11
kaupimasi pridéjus lizosominiy peptidaziy slopikliy ir tai rodo vykstantj
autofagijos srautg — skaidymg autolizosomose. AIPcSy,-FD ir AIPcS,-FD
poveikiai taip pat padidino LC3-I baltymo kiekj pirminiuose
keratinocituose, lyginant su neveiktomis Igstelémis, ta¢iau autofagijos srautg
stebéjome tik esant silpnam AlPcS,-FD poveikiui. Lizosomy pazaidos,
priklausomai nuo pazeidimo stiprumo, gali sukelti lizosomy pralaidumag arba
ju plysima (Reiners et al., 2010). Tikétina, kad vélyvoji autofagijos stadija —
degradacija lizosomose, yra sutrikusi po aliuminio ftalocianiny sukelty
lizosomy pazaidy del funkcionaliy lizosomy stokos. DidZiausias autofagijos
srautas pirminiuose keratinocituose buvo nustatytas po mTHPC sukelto FD
poveikio.
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Norédami atskleisti apoptozés, diferenciacijos, autofagijos ir lizosomy
pazaidy baltymy saveikg po FD poveikio pirminiuose keratinocituose,
sudaréme baltymy tarpusavio sgveikos (PPI) (angl. protein-protein
interactions) tinkla. FD poveikis skatina ROS susidaryma, o vienas i$
lasteliy atsako keliy | tai yra kalcio signalinio kelio aktyvinimas (Gorlach et
al., 2015). Yra parodyta, kad jvairtis fotosensibilizatoriai, naudojami FD
poveikiui sukelti, didina citozolinio Ca®" kiekj ir tai sicjama su lasteliy
zitimi ar iSgyvenamumu (Castano et al., 2005; S. L. Hu et al., 2014).
Epidermio diferenciacijos metu citozolinio Ca®** koncentracijos augimas
ypaé svarbus — indukuoja savity diferenciacijos Zymeny raiska (Bikle et al.,
2012; Elias et al., 2002; Tu et al., 2012). Taigi, naudodamiesi sudarytu PPI
baltymy sgveiky tinklu, pastebéjome, kad pvz. mukolipinas-1 (MCOLNL1) —
ROS jutiklis ir pagrindinis Ca®* isleidimo kanalas, esantis lizosomy
membranoje, prie likusio tinklo jungiasi per galekting-3 (X. Zhang et al.,
2016). Galektinai yra svarbiis lizosomy paZzaidy signalo perdavimui ir yra
reikalingi autofagijos iniciacijai (Jia et al., 2018; Shin & Zoncu, 2018),
keratinocity diferenciacijai (Sarafian et al., 2006). Jdomu tai, kad K10
sujungia galektiny Seimos baltymus su kitais tinklo elementy klasteriais.
Remdamiesi gauto PPI tinklo rezultatais, galime daryti iSvada, kad K10 yra
centrinis tinklo elementas, apjungiantis atsaka ] lizosomy paZaidas,
diferenciacija, autofagija ir apoptoze. PPl tinklai suteikia galimybeg tik
prognozuoti baltymy funkcijas ir sgveikas, todél baltymy sgveiky rezultaty
patvirtinimas pirminiuose keratinocituose HEKa po FD poveikio biity
vertingas rezultatas.

Misy gauti rezultatai atskleidé, kad pirminiy keratinocity atsakas i
skirtingos lokalizacijos fotosensibilizatoriy sukeltas lasteliy pazaidas buvo
skirtingas. mTHPC sukeltas FD poveikis, pazeidziantis lasteliy membranas,
skatino autofagijos srautg. Lizosomines pazaidas sukeliantys aliuminio
ftalocianinai  buvo efektyvesni indukuojant pirminiy keratinocity
diferenciacijg ir apoptoze. Lizosomy membrany pazaidos naudojant AlIPcS,,
efektyviau sukélé keratinocity diferenciacija ir apoptoze, lyginant su
lizosomy liumene veikianéiu AlPcS,. Apibendrinus gautus rezultatus, galime
daryti iSvada, kad nepaisant lizosomy svarbos keratinocity diferenciacijai,
FD poveikio sukeltos lizosomy pazaidos efektyviai sukelia pirminiy
keratinocity diferenciacijg.
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4.2. Epidermoidinés karcinomos lasteliy A-431 atsakas |
fotodinaminj poveikj

Siame darbe tyréme lizososomy membranose kaupiamo AIPcS,, sukelto
FD poveikio inicijuotus lasteliy zuties vyksmus vézinése epidermoidinés
karcinomos A-431 lgstelése. Lasteliy atsaka j AIPcS,,-FD poveikj lyginome
su lizosomy liumene kaupiamo AIPCS, bei lasteliy membranose lokalizuoto
MTHPC sukeltu FD poveikiu, kurie yra apraSyti ankstesniuose misy
laboratorijos darbuose (Dabkevi¢iené, 2010; Sasnauskiené, 2011).

Ilga laika buvo manoma, kad veiksmingiausiai apoptoze sukelia
mitochondrijose ir ET kaupiami fotosensibilizatoriai, ta¢iau dabar jau yra
nemazai duomeny, kad lizososomose kaupiami fotosensibilizatoriai taip pat
veiksmingai sukelia apoptoze (Galluzzi et al., 2014; W. Hu et al., 2016;
Kessel & Oleinick, 2018; Reiners et al., 2002). Miisy rezultatai rodo, kad
AIPcS,,-FD poveikis paZeisdamas lizosomy membranas taip pat indukuoja
apoptoze A-431 latelése. Be to, nustatéme, kad AIPCS,, efektyviau sukelia
apoptoze, nei lizosomy liumeng pazeidziantis AlPcS,-FD poveikis. Po
lizosomy membrany pazaidas sukelian¢io  AlPcSy,-FD  poveikio,
DEVDazinis aktyvumas reik§mingai padidéjo, lyginant su lizosomy liumene
veikian¢io AlPcS,-FD poveikiu, kuris buvo nustatytas ankstesniame darbe
(Sasnauskiené, 2011).

Kitas atsakas ] lgsteliy pazaidas po FD poveikio yra autofagija, kurios
vaidmuo FD proceso metu yra nevienareikSmis. Autofagija gali veikti kaip
apsaugos mechanizmas (Domagala et al., 2018; Kessel et al., 2006), taciau
gali biti ir lasteliy zatj skatinantis kelias (Reiners et al., 2010; Song et al.,
2020). Autofagija FD poveikio metu yra svarbus lastelinis mechanizmas,
pasalinantis ROS pazeistas organeles ir negrjztamai oksiduotus citozolinius
baltymus, linkusius sudaryti sasiuvas (Nystrom, 2005). Kéléme klausima, ar
pazeidus lizosomy membranas FD proceso metu vyksta autofagija?
Nustatéme, kad AlPcS,,-FD poveikis inicijuoja LC3-Il baltymo kiekio
didéjima, reiskiantj autogafosomy susidaryma, taciau vélyvos autofagijos
stadijos — autofagosomy skaidymas lizosomose — po $io FD poveikio
nevyksta. Miisy rezultatus patvirtina neseniai paskelbti rezultatai, kad j
AIPCS,, panasiomis fizikinémis ir cheminémis savybémis panasus amfifilinis
fotosensibilizatorius mezotetrafenilchloro disulfonatas (TPCS,y),
besikaupiantis endosomy ir lizosomy membranose, indukuoja autofaginj
atsaka, taCiau slopina autofagijos srauta (Weisheit et al., 2021). Lasteles
veikiant su lizosomy liumena pazeidzianciu ftalocianinu AlPcS,, autofaginis
srautas vyko tik po silpnos citotoksinio poveikio dozés (Sasnauskiené,
2011). Taigi tikétina, kad vélyvos autofagijos stadijos nevyksta lgstelése,
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kuriose FD poveikis pazeidzia lizosomy membranas, taip pat molekules, nuo
kuriy priklauso autofagosomy salieja su lizosomomis bei pacias lizosomy
peptidazes.

FD poveikio sukeltas oksidacinis stresas keiéia ir citokiny raiSkg vézinése
lastelése (Falk-Mahapatra & Gollnick, 2020{Nath, 2019 #697; Morais et al.,
2021)}. Misy laboratorijoje pastebéjus, kad mTHPC indukuotas FD
poveikis skatina IL1A ir VEGFA raiska A-431 lastelése, tyréme Siy geny
raiska po AIPCS,,-FD poveikio. Lizosomy membranose susikaupes AlPcS,,
didino IL1A ir VEGFA transkripty kiekj. Lyginant su mTHPC ir AlPcS,
poveikiais, AIPcS,, daugiausiai didino proangiogeninio VEGF-A, 0 jvairiose
lastelés organelése sukauptas mTHPC stipriausiai indukavo prouzdegiminio
citokino IL-lo transkripto kiekj. Reikia pabrézti, kad IL-la turi kelety
funkcijy: jis gali jungtis prie lastelés pavirSiaus receptoriaus ir taip inicijuoti
signalo perdavima, taip pat IL-1a turi branduolio lokalizacijos seka ir gali
veikti branduolyje kaip transkripcijos veiksnys (Baker et al., 2019;
Dinarello, 2018). Norédami istirti IL-la reik§m¢ VEGF-A sintezei,
mazinome ir didinome IL-1a baltymo raiskg mTHPC-FD poveikiu veiktose
A-431 lastelése. Chemiskai susintetintomis siRNR slopinome IL1A, tokiu
blidu sumazindami IL-10 baltymo raiskg. Rekombinantinis IL-1a, pridétas j
lasteliy auginimo terpe, reik§mingai didino VEGF-A raiska FD poveikiu
neveiktose lgstelése, ir lgstelése po MTHPC-FD poveikio (Dabkevicieng,
2010). Gauti siRNR tildymo rezultatai parodé, kad IL-la yra vienas
veiksniy, skatinanc¢iy VEGF-A raiska.

Taigi, tiek j lizosomy membranas (AIPcS,,), tiek | lizosomy liumena
(AIPcS,) nukreiptas FD poveikis sukelia apoptoze ir inicijuoja autofagosomy
susidaryma, taip pat didina VEGFA ir IL1A transkripty kiekj A-431 Iastelése.
Kaip nustatyta anksCiau, ] jvairiy organeliy membranas nukreiptas
MTHPC-FD poveikis inicijuoja apoptozg, taCiau, prieSingai nei aliuminio
ftalocianiny atveju, vyksta ir autofaginis srautas. mTHPC sukeltas FD
poveikis didina VEGF-A ir IL-1a traskripty ir baltymy kiekj, o IL-1a yra
vienas i$ veiksniy, skatinan¢iy VEGF-A raiska epidermoidinés karcinomos
lasteléese A-431.

Apibendrindami galime pasakyti, jog po visy tirty FD procesy buvo
nustatyta apoptoz¢ HEKa ir A-4311gstelése. Autofagosomy kiekj atspindintis
LC3-Il baltymo kiekis padidéjo pirminiuose keratinocituose ir vézinése
lasteléese po mTHPC ir aliuminio ftalocianiny sukelto FD poveikio, o
didziausias autofagijos srautas nustatytas po mTHPC-FD poveikio. CtD25
AIPcS,-FD poveikio dozé indukavo silpng autofagijos srauta, o vélyvos
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autofagijos stadijos nevyko po AIPcS,-FD poveikio tiek pirminiuose
keratinocituose, tiek ir epidermoidinés karcinomos lgstelése.

Nors lizosomos dalyvauja keratinocity diferenciacijos procese pasalinant
branduolius ir kitas organeles, Siame darbe tirtas lizosomas pazeidziantis
aliuminio ftalocianiny FD poveikis slopina autofagijos srauta, taciau Sis
poveikis inicijuoja pirminiy keratinocity diferenciacija.
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ISVADOS

1. Piminiy Zmogaus epidermio keratinocity HEKa atsakas j fotodinaminj
poveikij priklauso nuo fotosensibilizatoriaus:

- lizosomose kaupiamy AlPcS,, ir AIPcS, inicijuotas fotodinaminis
poveikis inicijuoja keratinocity diferenciacija, tuo tarpu jvairiose
lastelés membranose lokalizuoto mTHPC sukeltas fotodinaminis
kertinocity diferenciacijos neindukuoja;

- AIPcS,, AIPcS, ar mTHPC sukeltas fotodinaminis poveikis
inicijuoja apoptoze ir didina autofagosomy kiekj, taciau autofagijos
srautas vyksta tiktai po mTHPC fotodinaminio poveikio ir silpnos
AlPcS, fotodinaminio poveikio dozés.

2. Remiantis sudarytu baltymy sgveiky tinklu keratinas 10 susieja kai
kuriuos apoptozés, autofagijos, keratinocity diferenciacijos ir atsako j
lizosomy pazaidas baltymus.

3. mMTHPC, AIPcS,, ar AlPcS, sukeltas fotodinaminis poveikis nekeicia
citokiny interleukino la ir kraujagysliy endotelio augimo veiksnio A
transkripty kiekio pirminiuose keratinocituose.

4. Lizosomy membranose kaupiamo AlPcS,, fotodinaminis poveikis
inicijuoja zmogaus epidermoidinés karcinomos lasteliy A-431 apoptoze
ir didina autofagosomy kiekj, ta¢iau autofagijos srautas nevyksta.

5. Interleukinas 1a skatina kraujagysliy endotelio augimo veiksnio A raiska
po mTHPC sukelto fotodinaminio poveikio A-431 lastelése.
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SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION

LIST OF ABBREVIATIONS

A-431 human epidermoid carcinoma cells

ACTB [-actin gene or transcript

AFC 7-amino-4-trifluoromethylcoumarin

AIPcS,, aluminum phthalocyanine disulfonate, sulfonated on two
adjacent isoindole units

AlPcS, aluminum phthalocyanine tetrasulfonate

B-AGA B-N-acetylglucosaminidase

BSA bovine serum albumin

CASP14 procaspase-14

Cl confidence intervals

CtD cytotoxic dose

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DMEM Dulbecco modified Eagle medium

EpiLife® medium of primary human keratinocytes

FBS fetal bovine serum

HEKa primary human epidermal keratinocytes

IL1A interleukin 1o gene or transcript

IL-1a interleukin la

IVL involucrin

K1,5,10,14 keratin1,5, 10, 14

kDNR copy DNA

KV crystal violet

mTHPC m-tetra(3-hydroxyphenyl)-chlorin

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)diphenyltetrazolium bromide

PDT photodynamic treatment

PPI protein-protein interactions

PS photosensitizer

ROS reactive oxygen species

'0, singlet oxygen

OR Odds ratio

RFU relative fluorescence unit

siRNR small interfering RNA

SD standard deviation

VEGFA vascular endotelial growth factor A gene or transcript

VEGF-A vascular endotelial growth factor A

Aem emission wavelengths

Aex excitation wavelengths
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INTRODUCTION

Skin is the largest organ of the human body, guarding against adverse
physical (mechanical damage, ultraviolet radiation), chemical (allergens,
inflammatory substances), and biological (microorganisms) environmental
factors. Keratinocytes are the main cells of the epidermis, the outermost
layer of the skin. By crossing distinct layers of the epidermis, keratinocytes
undergo differentiation resulting in a unique form of cell death, termed
cornification. Dead keratinocytes become an integral part of the epidermis
and provide the waterproof barrier. The epidermis is subject to many
external environmental factors that cause mutations, which accumulate and
eventually lead to Kkeratinocyte carcinogenesis. Skin cancer is one of the
most common form of cancer worldwide.

Photodynamic therapy is a treatment modality for cancer and other
diseases caused by cellular overgrowth. The photodynamic effect involves
the interaction of light, a photosensitizer (PS), and molecular oxygen.
Irradiation of cells can cause cell death when reactive oxygen species (ROS)
form at the site of the PS accumulation. Singlet oxygen (*O,) is the most
common ROS formed during photodynamic treatment (PDT). *O,, a reactive
and short-lived excited state of molecular oxygen, rapidly reacts with
biomolecules close to the site of the PS accumulation. The subcellular
localization of the PS is important as 0, can diffuse ~ 20-100 nm from the
site of its generation. Thus, the ability of PSs to create photodamage at
specific subcellular sites can help to determine the importance of targetted
damage site for cell death initiation.

The response to photodynamic therapy has been most extensively studied
in cancer cells, and the effects of photodynamic therapy on non-cancerous
cells are still poorly characterized. In this work, we have studied the
response of primary human epidermal keratinocytes HEKa and epidermoid
carcinoma cells A-431 to PDT induced by PSs accumulated to different
subcellular sites.

Lysosomes have long been known to have a crucial role in degrading and
recycling extracellular and intracellular material. Recently it has become
clear that lysosomes have an important role in other cellular processes,
including the control of energy metabolism, nutrient sensing, and
interactions with other cellular structures. Lysosomal damage disrupts
intracellular clearance and results in the leakage of lysosomal content by
triggering cell death pathways, including apoptosis, pyroptosis, necroptosis,
and ferroptosis. Lysosomes are also involved in the final stages of autophagy
and can become substrates of autophagy when damaged. Moreover,
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lysosomes regulate the signaling and degradation required for epidermal
differentiation, and they play a key role in skin barrier formation.

We have studied response to PDT induced by aluminum phthalocyanine
disulfonate (AIPcS,,), which accumulates to lysosomal membranes, and
aluminum phthalocyanine tetrasulfonate (AlPcS,), which concentrates in the
lumen of lysosomes. We have compared the response of primary
keratinocytes to lysosomal photodamage, and cellular membranes
photodamage evoked by m-tetra(3-hydroxyphenyl)-chlorin (mTHPC), which
diffusely localizes to cellular membranes.

Photodynamic therapy also induces the expression of proangiogenic and
proinflammatory cytokines. We investigated apoptosis, autophagy, and
expression of endothelial growth factor A (VEGF-A) and inflammatory
cytokine interleukin 1 o (IL-1a) in epidermoid carcinoma cells A-431 after
PDT induced by AIPcS,.. IL-1a is a 'dual function' cytokine. It acts as a
cytokine and as a transcription factor in the nucleus. Overexpression of
VEGF-A and IL-1a has already been recorded; we aimed to assess the IL-1a
effect on VEGF-A expression.

The aim of the dissertation was to evaluate the response of primary
keratinocytes and epidermoid carcinoma cells to photodynamic treatment
induced by photosensitizers localized to lysosomes and different cellular
membranes in vitro.

Towards this aim, the following main tasks of the dissertation have
been formulated:

1. To compare the effects of photodynamic treatment on primary human
epidermal keratinocytes differentiation, apoptosis, autophagy, and the
expression of IL-la, VEGF-A following lysosomal photodamage
induced by AIPcS,, and AlPcS,, and cellular membrane photodamage
caused by mTHPC.

2. To perform computational analysis to identify protein-protein
interactions between keratinocyte differentiation-specific, apoptotic,
autophagic, and lysosome damage-associated response.

3. To evaluate changes in transcript levels of interleukin lo and vascular
endothelial growth factor A after photodynamic treatment in primary
human epidermal keratinocytes induced by mTHPC, AIPcS,, and
AIPCcS,.

4. To determine AIPcSy.-induced photodynamic treatment effects on
apoptosis and autophagy in human epidermoid carcinoma cells A-431.
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5. To assess the interleukin 1o effect on the vascular endothelial growth
factor A expression after mTHPC photodynamic treatment in A-431
cells.

SCIENTIFIC NOVELTY

For the first time, primary human epidermal Kkeratinocytes response to
PDT induced by mTHPC, AIPcS,,, and AlIPcS,, were investigated. The study
results revealed that lysosomal photodamage induces apoptosis, keratinocyte
differentiation and increases the number of autophagosomes — however, the
final stage of autophagy is impaired after lysosomal photodamage.
Meanwhile, mTHPC-mediated PDT induces autophagy and apoptosis in
primary keratinocytes but does not induce keratinocyte differentiation.
Furthermore, no statistically significant changes in IL-1o. and VEGF-A
expression we observed in primary keratinocytes after PDT.

Constructed protein-protein interaction network revealed an interplay
between keratinocyte differentiation, apoptosis, autophagy, and lysosomal
damage response after PDT in primary keratinocytes. Our findings suggest
that K10 is the central hub connecting these processes (Daugelaviciene et al.,
2021).

Our previous studies have demonstrated that the number of
autophagosomes increases after lysosome lumen-targeted AIPcS,-PDT in
A-431 cells. However, the final stage of autophagy occurs only at low doses
of AIPcS,-PDT (Sasnauskiené, 2011). In this work, we demonstrated that
AIPCS,,-PDT resulted in an increased amount of autophagosomes, but PDT
blocked the final stages of autophagy in A-431 cells. In addition, our results
revealed that the number of autophagosomes increases in primary
keratinocytes after PDT induced by AIPcS,, and AlPcS,. However, the final
stages of autophagy occur only after the low dose of AIPcS,-PDT, as was
observed in epidermoid carcinoma A-431 cells.

Photodamage to lysosomal membranes by AlPcSz induced an increase of
the VEGF-A and IL-1a expression in A-431 cells. Compared to previous
works (Dabkeviciené, 2010; Sasnauskiené, 2011), it was found that the
amount of IL-1a transcript is highest after the exposure to mTHPC-FD
treatment. To find out the role of IL-1a for the expression of VEGF-A in this
work, we inhibited IL-1o expression by siRNA and found that IL-1a is one
of the factors regulating VEGF-A expression after mTHPC-PDT
(Dabkeviciene et al., 2012). The results obtained in this work may be
significant in improving the method of anti-cancer treatment and in
developing a new treatment strategy that reduces the side effects of the
treatment.
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STATEMENTS TO BE DEFENDED

Apoptosis is initiated after mTHPC-, AIPcS,.-, and AlPcS,;-mediated
photodynamic treatment in primary keratinocytes. Cellular membranes
damaging mTHPC photodynamic treatment promote autophagic flux.
Lysosomal photodamage induced by aluminum phthalocyanines is more
effective in evoking differentiation and apoptosis.

Based on the protein-protein interactions network, keratin 10 is at the
center of Kkeratinocyte differentiation, apoptosis, autophagy, and
lysosomal damage in primary keratinocytes.

Photodynamic treatment induced by mTHPC, AIPcS,, and AlPcS, does
not affect the transcript levels of IL-la and VEGF-A cytokines in
primary keratinocytes.

AlPcS,, photodynamic treatment induces apoptosis and increases the
number of autophagosomes but impairs the autophagic flux in
epidermoid carcinoma cells A-431.

Cytokine IL-lo increases VEGF-A expression after mTHPC
photodynamic treatment in A-431 cells.
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MATERIALS AND METHODS

DMEM, FCS, and streptomycin were obtained from Biochrom AG.
Primary keratinocyte growth medium EpiLife® and supplement (HKGS) kit
were from Gibco. Culture flasks, Petri dishes were from Nunc or TPP. Other
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich unless indicated otherwise.

Photosensitizers. m-tetra(3-hydroxyphenyl)-chlorin (mTHPC) (a gift of
R. Bonnett Queen Mary University of London) was dissolved in ethanol at 1
mg/ml for stock solution. Aluminum phthalocyanine disulfonate (AIPcS,;)
(Frontier Scientific) stock solution was obtained by dissolving AIPcS,, in
0.1 M NaOH and diluting it in PBS to a final concentration of 5 mg/ml. A
stock solution of aluminum phthalocyanine tetrasulfonate (AlPcS,) (Frontier
Scientific) was made by dissolving in PBS to a final concentration of 5
mg/ml. The solutions of all PSs were stored at -20°C in the dark. All
experiments were performed using dilutions of the stock solutions with the
cell incubation media.

Cell culture. A-431 human squamous cell carcinoma cells (ATCC®, cat.
no. CRL-1555™) were cultured in DMEM supplemented with 5% FBS,
100 U/mL penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 2 mM glutamine, and 5 mM
HEPES. HEKa primary human epidermal keratinocytes (Thermo Scientific,
cat. no. C0055C) isolated from adult skin were obtained from Gibco. Cells
were cultured in EpiLife® medium with 0.15 mM of Ca®*, supplemented
with HKGS. PDT experiments were conducted with subconfluent HEKa
cells at the 3™ or 4™ passage. Cells cultured at 37°C in a humidified
atmosphere with 5 % CO..

Photochemical treatment of cells. 30 h after cell seeding, the cells were
washed twice with DPBS, and HKGS-free EpiLife® for HEKa cells or FCS-
free DMEM for A-431 cells, containing 0.1 pg/ml of mTHPC (Dabkeviciene
et al., 2012; Hadjira et al., 1996), 10 pg/ml AIPcS,, (Prasmickaite et al.,
2004; Prasmickaite et al., 2002; Vikdal et al., 2013) or 20 pg/ml AlPcS,
(Gomes et al., 1999; Labanauskiene et al., 2009; Moan et al., 1994) was
added for 18 h. The cells were incubated in the dark at 37 °C in 5% CO,
atmosphere. After incubation, the cells were washed twice with DPBS, and
DMEM containing 10 % FCS or HKGS-supplemented EpiLife® was added.
For AIPcS,,-PDT, the cells were incubated for 2 h after the additional
medium change. The cells were illuminated with the LED array UNIMELA-
1 (Vilnius University Laser Research Center) at A = 660+5 nm (16 m\W/cm?)
for 5s to 12 min (Table 1), incubated in the dark at 37°C in 5% CO,
atmosphere for 4-24 h.
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Colocalization. For colocalization studies of AIPcS,,, A-431 cells grown
on coverslips were incubated with 10 pg/ml of AIPcS,, for 18 h. After
incubation, 75 nM Lysotrecker Yellow-HCK Yellow-HCK-123 (Molecular
Probes) was added to the incubation medium for 1 h. Fluorescence was
visualized using Leica SP5 confocal microscope, excitationemission
wavelengths were 405420-535 nm and 633/640-680 nm, respectively.

MTT viability assay and cytotoxicity (CtD). 24 h after PDT the cell
incubation medium was replaced with 0.2 mg/ml MTT in DPBS, and the
cells were incubated for 2 h at 37 °C. After the MTT solution was discarded,
the cell-attached dye was dissolved in isopropanol. The optical density of the
supernatant was then recorded at 570 nm (Denizot & Lang, 1986).

The loss of MTT staining was expressed as cytotoxic dose (CtD). For
HEKa cells, PDT-induced CtD was achieved by light exposure for the time
indicated in Table 1.

Table 1. Time of light exposure and corresponding doses.

A-431 cells CtD25 CtD50 CtD80

mTHPC 30 5 (0.48 kd/m?) 1min (0.92kJ/m?) 3 min (2.88 ki/m?)
AlPcS,, 4min (5.76 ki/m?) 8 min (11.52 ki/m?) 12 min (17.28 ki/m?)
AlPcS, 3min (3.84kIm?)  4min(5.76 kiim®) 6 min (8.64 ki/m?)
HEKa cells CtD25 CtD50 CtD80

mTHPC 10 s (0.16 ki/m?) 20 s (0.32 kd/m?) 305 (0.48 ki/m?)
AlIPcS,, 0,5 min (0.48 kJ/m? 3 min (2.88kI/M?) 4 min (3.84 ki/m?)
AlPcS, 1min (0.92kJ/m*»  2min (1.92kJm?) 4 min (3.84 ki/m%)

Nuclear morphology analysis. DAPI-stained cells were visualized using
an epi-fluorescence microscope Olympus AX70. WU filter cube
(excitation/emission wavelengths, BP330-385 nm/LP420 nm) was used for
fluorescence detection. The images were recorded with a CCD camera Orca
(Hamamatsu).  Cells displaying nuclear fragmentation, chromatin
condensation, and/or nuclear condensation were assigned as apoptotic.
Primary keratinocyte nuclei, including the apoptotic ones, were counted in
10-15 randomly selected non-overlapping visual fields per sample as
described previously (Cummings & Schnellmann, 2004).

B-N-acetylglucosaminidase activity. After washing with PBS, the cells
were lysed in lysis buffer (0.1 % Triton X-100 in 100 mM of sodium acetate,
pH 4.6). 100 ul of lysate was mixed with 400 pl of substrate solution (2 mM
p-nitrophenyl N-acetyl-p-D-glucosaminide solution in 100 mM of sodium
acetate, pH 4.6). After incubation for 2 h at 37 °C, 500 pl of ice-cold 0.5 M
Na,CO; were added. Absorption at 410 nm was registered by
spectrophotometer Perkin Elmer A20.

Caspase-3 activity. Caspase-3 Cellular Activity Assay Kit PLUS (AK-
703) (Biomol) was used. The assay is based on the cleavage of the specific
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fluorogenic peptide substrate (Ac-DEVD-AFC). Sample cells were
harvested at various times postexposure and treated according to the
manufacturer's instructions. Fluorescence of AFC, which was proportional to
the DEVD-ase activity in the cell lysates, was recorded on fluoroscan Ascent
FL (Labsystems) at excitation/emission wavelengths of 390/510 nm,
respectively.

Immunofluorescence analysis. Cells were fixed in 4 % p-formaldehyde
for 10 min and permeabilized with 0.1 % Triton X-100 in PBS for 3 min at
4 °C. Thereafter, all incubation steps were performed at room temperature.
Cells were incubated in blocking solution (0.5 % BSA in PBS) for 15 min.
Primary anti-LC3 antibodies (PM036, MBL) were diluted at 1:350, primary
anti-keratin 10 antibodies (ab76318, Abcam) at 1:100 in blocking solution
and incubated for 30 min. After incubation, secondary anti-rabbit antibodies
labeled with 1gG-NL637 (NL0O5, R&D Systems) were added for 30 min.
For the staining of nuclei, cells were incubated with 300 nM DAPI
(Invitrogen) in PBS. For cell morphology analysis, DAPI and NL637 were
visualized using Leica SP5 confocal microscope, excitationemission
wavelengths were 405420-535 nm and 633640-680 nm, respectively.

For the analysis of K10-positive cells, the cells were imaged using EVOS
FL Auto Imaging System (Life Technologies), excitationemission
wavelengths: DAPI 357447 nm, NL637 628/692 nm. DAPI-stained nuclei
and K10-positive cells were counted using FIJI software. For the analysis of
each sample, 10-15 randomly selected non-overlapping visual fields were
counted. Based on fluorescence intensity, K10-positive cells in each sample
were divided into two categories: low 15-2500 RFU (K10") and high
>2500 RFU (K10™") fluorescence intensity. Cells with K10 fluorescence
intensity less than 15 RFU were considered K10-negative.

Western blotting. Cells after PDT were lysed for 30 min on ice in RIPA
buffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Triton
X-100, 1% sodium deoxycholate, and Protease Inhibitor Cocktail
(10 cell/ml). Then lysates were centrifuged for 5 min at 14000 x g at 4 °C.
Protein concentration was determined by the BCA method. Protein samples
were subjected to 12 % SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose
membrane (BioRad) by semidry blotting. The membranes were blocked with
5% BSA in TBST for 1 h at room temperature, then probed with anti-keratin
10 (ab76318, Abcam), anti-involucrin (ab68, Abcam), anti-caspase-3 (sc-
271759, Santa Cruz Biotechnology), anti-LC3 (PM036, MBL), or anti-p-
actin antibodies (sc8432, Santa Cruz Biotechnology) in 5% BSA in TBST
overnight at 4 °C. Membrane-bound primary antibodies of K10, CASP14,
and LC3 were detected by alkaline phosphatase-conjugated secondary anti-
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rabbit 1gG antibodies (GWB-C11A72, GenWay Biotech). The antibodies of
IVL and B-actin were detected by anti-mouse IgG secondary antibodies
conjugated to alkaline-phosphatase (sc-2008, Santa Cruz Biotechnology).
Secondary antibodies were diluted in 5% BSA in TBST, and membranes
were incubated for 2 h at 4°C. Antibody binding was visualized using
NBT/BCIP reagent (nitro-blue tetrazolium and 5-bromo-4-chloro-3'-indolyl
phosphate, Thermo Scientific). Densitometric analysis was performed on
scanned immunoblots using F1JI software (Schneider et al., 2012).

Evaluation of autophagic flux. To determine the lysosome-dependent
degradation, lysosomal protease inhibitors, E64d (10 mg/ml) and pepstatin A
(10 mg/ml), were added to the culture medium immediately after PDT. The
difference in the amount of LC3-Il between the samples with and without
lysosomal protease inhibitors was used to evaluate the level of autophagic
flux.

Quantitative RT-PCR (gRT-PCR). The cells were detached from the
substratum by 0.025 % trypsin and washed once with TE buffer (10 mM
Tris, 1 mM EDTA, pH 7.4 in DEPC-treated water). Total RNA was isolated
from 2 x 10° cells using the total RNA isolation kit Purescript® (Gentra
Systems). cDNA for qPCR was synthesized using RevertAidTM H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) according to the
manufacturer’s protocol. qPCR reactions were performed on ABI Prism®
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems), using SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). The thermal profile was as
follows: 50 °C for 2 min, 95 °C for 10 min, and 40 cycles of 95 °C for 15,
60 °C for 1 min. Expression of VEGFA and IL1A was normalized to ACTB.
Results were analyzed by the Relative Standard Curve Method.

Silencing of IL1A. Small interfering RNA (siRNA) targeted to IL1A
(GenBank: NM_000575) S"CAUCCAAGCUUACCUUCAAATAT3' (IL1A-
siRNA) and negative control 5 AGGUAGUGUAAUCGCCUUGATAT 3’
(NK-siRNA), which had a scrambled sequence with no significant homology
to any human mRNA (scrambled siRNA), were purchased from MWG
Biotech AG. The cells were seeded in DMEM supplemented with 5 % FBS,
2mM glutamine, and without antibiotics. After 24 h, transfection was
performed: 0.5 ml Opti-MEM (Thermo Scientific) was premixed with 0.5 pl
(50 pmol) siRNA and 2.5 pL Lipofectamine™ 2000 (Thermo Scientific),
and the mixture was added to 0.5ml of the cell culture. At 6h after
transfection, the cells were washed twice with DPBS, and PDT (0.1 pg/ml
mTHPC, 96 mJ/cm?) was performed.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The culture medium
was centrifuged to pellet cell debris. Supernatants were collected and stored
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at -80 °C; cells were washed, pelleted, counted, and resuspended in ice-cold
lysis buffer containing 1x peptidase inhibitor cocktail (Thermo Scientific)
5 x 10° cells/ml. After 20 min, the lysates were centrifuged, the supernatants
were collected, and the samples were stored at -80 °C. Sandwich ELISA for
VEGF-A and IL-1a was carried out using monoclonal capture antibodies
(MAB293 or MAB200, respectively; R&D systems), biotinylated polyclonal
detection antibodies (BAF293 or BAF200; R&D systems), recombinant
human proteins (293-VE or 200-LA; R&D systems) as the standard and
streptavidin alkaline phosphatase (Amersham Biosciences) as the secondary
reagent. ELISA was carried out according to the manufacturer's protocol.
Serial two-fold dilutions of the reference material in parallel with three or
two consecutive dilutions of the samples were made in duplicates. The color
development was induced by adding the substrate buffer supplemented with
1 mg/ml of p-nitrophenylphosphate (Serva Electrophoresis). The absorbance
at 405 nm was detected with a microplate reader Sunrise (Tecan). Results
were corrected for 10° cells.

Protein-protein interaction (PPI) networks. Information on physical
PPIs for the PPl network was acquired from the curated PPI databases:
IntAct (Orchard et al., 2014), IMEx (Orchard et al., 2012), UniProt
("UniProt: a worldwide hub of protein knowledge," 2019), and MIN (Licata
et al., 2012). The final network unifying the interactions collected from
different databases was constructed after filtering out non-human proteins.
Only the proteins expressed in keratinocytes (Thul & Lindskog, 2018) were
used to construct the PPl network. The networks were visualized and
analyzed using CytoScape (Shannon et al., 2003). The network was analyzed
using the NetworkAnalyzer plugin: the importance of nodes to the network
was assessed using the value of betweenness centrality and average shortest
path between the nodes.

Statistical analysis. Data were analyzed and presented using R i386
3.6.3 software and SigmaPlot 11.0 software. For cytotoxicity, variables were
expressed as medians with interquartile ranges. Linear regression analysis
was used to evaluate the relationship between CtD and light exposure. For
apoptosis and differentiation of primary keratinocytes, variables were
presented as percentages. Chi-square (y°) tests were performed to evaluate
the difference between K10 and K10"" cell categories. To assess the
effect size of PDT on changes in K10 fluorescence, the odds ratio (OR) was
calculated. The data of the two groups were analyzed using a t-test.
Statistical significance was accepted with a p-value < 0.05.
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RESULTS

Primary adult epidermal keratinocytes HEKa and human epidermoid
carcinoma cell line A-431 derived from cancer epidermal cells were used for
the experiments. PDT was performed according to the scheme shown in
Figure 1.
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Fig. 1. Schedule for PD treatment experiments. 30 h after cell seeding, the culture
medium was replaced with a medium containing 0.1 g/ml mTHPC, 10 pg/ml
AIPCcS,,, or 20 pg/ml AlPcS,, and cells were incubated for 18 h in the dark. After
incubation, the cells were washed, and HKGS-supplemented EpiLife® or DMEM
containing 10 % FCS was added. The cells were exposed to light and incubated in
the dark at 37°C in 5% CO, atmosphere. * For AIPcS,,-PDT, the cells were
incubated for 2 h after the additional medium change.

Effects of PDT on human primary epidermal keratinocytes HEKa

The PDT effects on cancer cells have been extensively studied, the
effects on normal cells remain poorly understood to date. Thus,
characterization of normal cells responses to PDT could contribute to the
improvement of clinical photodynamic therapy.

The cytotoxic effect of PDT was evaluated using mTHPC, AIPCS,,, or
AIPcS, at 24 h post-exposure in primary keratinocytes HEKa (Fig. 2A-C).

We defined CtD25 as corresponding to 25 % decrease of cell viability,

CtD50 — to 50 % and CtD80 — to 80 %. Light exposure doses for the
treatment corresponding to CtD25, CtD50, and CtD80 were selected using
regression analysis to estimate required light exposure doses and their 95 %
confidence intervals (Fig. 2E-G). Predicted cytotoxicity of selected light
exposure doses had non-overlapping 95 % CI. Further studies were
performed using selected light exposure doses corresponding to CtD25,
CtD50, and CtD80.
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Fig. 2. Cytotoxic effect of the photodynamic treatment in primary
keratinocytes. The cytotoxicity of light dose-dependent mTHPC-PDT (A), AIPcS,,-
PDT (B), and AIPcS,-PDT (C) were assessed by an MTT assay 24 h post-exposure.
Estimated light exposure dose and selected light exposure dose for treatment were
defined for mTHPC-PDT (D), AIPcS,,-PDT (E), and AIPcS,-PDT (F). Estimated
values are presented as mean (95 % CI). Keratinocytes were incubated for 18 h with
0.1 pg/ml of mTHPC, 10 pg/ml of AIPcS,, or 20 pg/ml of AIPcS,, and the cells
were exposed to LED array (A=660+5 nm) at a light intensity of 16 W/m? for total
doses indicated in E-G. Cells harvested at 6 h and/or 24 h after light exposure were
used for analysis.

The cytotoxic response of primary keratinocytes to neutral lipophilic
mTHPC was more pronounced than negatively charged aluminum
phthalocyanines, and AIPcS,,-PDT was more cytotoxic than AIPcS,-PDT.

Cell death mediated by PDT can occur through different mechanisms.
PDT-induced apoptosis has been documented as the predominant type of cell
death. However, the induction of other cell death pathways and autophagy
upregulation is also detected after PDT, depending on the subcellular
localization of PS, the dose of PDT, and the type of the cell (Bacellar et al.,
2015; Kessel & Oleinick, 2018).

Apoptotic cell death was determined by analyzing changes in nuclear
morphology at 6 h and 24 h after PDT (Fig. 3A-C). mTHPC-PDT induced
up to 6 % of apoptotic nuclei (Fig. 3A). Additionally, we examined the
expression of caspase-3 by Western blot analysis, and the results showed
activation of caspase-3 in keratinocytes after mTHPC-PDT.
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Fig. 3. Nuclear hallmarks of apoptosis after PDT in primary keratinocytes.
Morphology of the DAPI-stained nuclei after mTHPC-PDT (A), AIPcS,,-PDT (B),
and AIPcS,-PDT (C) at 6 h and 24 h of light exposure. The percentage of apoptotic
nuclei at 6 h (D) and 24 h (E) after PDT. Arrows indicate nuclei with apoptotic
features. Scale bars equal 30 um.

AIPcS,.-PDT increased the number of apoptotic nuclei to 5.3 % after CtD50
at 24 h post-exposure. After CtD80, even more apoptotic nuclei were
detected at both time points, 35.9 % and 46.4 %, respectively (Fig. 3B).
AIPcS,-PDT induced increase of 23 % apoptotic nuclei only after CtD80 at
24 h post-irradiation (Fig. 3C). PDT mediated by aluminum phthalocyanines
induced apoptosis in primary keratinocytes. Significantly more apoptotic
nuclei were detected after AIPcS,,-PDT compared to AlPcS,-PDT at CtD80
dose at 24 h post-irradiation (OR = 2.3, p = 0.006).

Keratinocytes differentiation after PDT-induced oxidative stress was
assessed by evaluating the expression of epidermal differentiation markers:
keratin 10 (K10), involucrin (IVL), and procaspase-14 (CASP14). Primary
keratinocyte differentiation can be induced by the confluence of keratinocyte
culture. We monitored the expression of differentiation markers of HEKa
cells cultured for 7 days. Western blot analysis revealed the expression
CASP14 on day 5 of keratinocyte culture, followed by the expression of K10
on day 7, while IVL synthesis in keratinocytes was observed from day 1
(Fig. 4A).
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Fig. 4. Primary human epidermal keratinocytes undergo differentiation by day
7 in culture. The expression of markers of keratinocytes differentiation — keratin 10
(K10), involucrin (IVL), and procaspase-14 (CASP14) — were assessed by Western
blot (A) or immunofluorescence microscopy (B, C) at the indicated time points after
plating. The number of keratinocytes with low (K10™") and high (K10"%")
fluorescence level of K10 relative to total cell number (D). Cyan — nuclei labeled
with DAPI, magenta — keratin 10 immunofluorescence. * indicates K10 A
indicates K10"¥" cells. To visualize both K10 and K10"%" in the same field of
view, gamma setting was set to 0.6.

K10 expression we evaluated by immunofluorescence microscopy.
Immunofluorescence analysis of keratinocytes cultured in monolayer for 7
days revealed a low amount of K10-positive cells (Fig. 4D), and we also
observed that the level of K10 fluorescence intensity varied in the same
sample. Depending on K10 fluorescence intensity at the single-cell level, we
categorized keratinocytes into two groups: cells with a low level of K10
fluorescence (K10") and cells with a high level of K10 fluorescence
(K10""). We determined 1.3 % of K10 cells and 0.2 % of K10™®" cells on
day 7 in keratinocytes cultured in monolayer (Fig. 4D).

Immunofluorescence microscopy revealed that PDT mediated by
mTHPC, AlPcS,,, and AIPcS, in keratinocytes upregulated the expression of
K10 (Fig. 5A-D, 6A-D and 7A-D). The level of K10 significantly increased
after each PDT compared to control (p < 0.001), except for CtD50 mTHPC-
PDT at 6 h post-exposure.
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Fig. 5. mMTHPC-PDT induces a low level of keratin 10 expression in primary
human keratinocytes. The cells were treated as described in Fig. 1. The expression
of keratin 10 (K10) was assessed by immunofluorescence microscopy at 6 h (A, B)
and 24 h (C, D) post-PDT. The number of keratinocytes with low (K10"°") and high
(K10"" fluorescence level of K10 at 6 h (E) and 24 h (F) after mTHPC-PDT was
quantified to total cell number. Scale bars: A, C — 200 um, B, D — 20 um. Cyan —
DAPI-labeled nuclei, magenta — K10 immunofluorescence. To visualize both K10""
and K10"9" in the same field of view, gamma setting was set to 0.6.

Comparing different AIPcS,,-PDT doses, significantly more K10-positive
cells were observed after CtD80 (vs. CtD25 and CtD50) at 6 h post-exposure
as well as after CtD50 and CtD80 (vs. CtD25) at 24 h post-exposure.
AIPcS,-PDT significantly increased the number of K10-positive cells at
CtD80 (vs. CtD25 and CtD50) at 6 h and 24 h post-PDT.

Comparing the same CtDs of different PSs, we observed the highest
amount of K10 expressing cells after AIPcS,,-PDT (p <0.001). K10
expression after AIPcS,-PDT was higher compared to mTHPC-PDT
(p < 0.0001), except CtD50 at 24 h post-exposure.
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Fig. 6. AIPcS,,-PDT strongly induces keratin 10 expression in primary human
keratinocytes. The cells were treated as described in Fig. 1. The expression of
keratin 10 (K10) was assessed by immunofluorescence microscopy at 6 h (A, B) and
24h (C, D) post-PDT. The number of keratinocytes with low (K10'") and high
(K10™" fluorescence level of K10 at 6 h (E) and 24 h (F) after AIPcS,,-PDT was
quantified to total cell number. Scale bars: A, C — 200 um, B, D — 20 um. Cyan —
DAPI-labeled nuclei, magenta — K10 immunofluorescence. To visualize both K10""
and K10"9" in the same field of view, gamma setting was set to 0.6.

Categorization of K10-positive keratinocytes after PDT revealed that the
frequency of K10 and K10"™" keratinocytes significantly differed
comparing PSs used with the same cytotoxic dose (CtD25 or CtD50) at both
time points (p <0.001). After each type of PDT tested, we detected only a
small number of K10 cells compared to K10 cells (Fig. 5E-F). While
there was an increase of K10-expressing cells 6 h after mTHPC-PDT, there
was less than 3% of K10"" cells and less than 0.2 % K10"" cells.
Lysosome-targeted PSs induced K10™" expression more efficiently, and
AIPcS,,-PDT was significantly more efficient than AIPcS,-PDT while
inducing K10 expression at both time points (p < 0.001). Comparing all the
PSs used, AIPcS,, induced K10 expression most efficiently.
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Fig. 7. AIPcS,-PDT induces a high level of keratin 10 expression in primary
human keratinocytes at CtD80. The cells were treated as described in Fig. 1. The
expression of keratin 10 (K10) was assessed by immunofluorescence microscopy at
6h (A, B) and 24 h (C, D) post-PDT. The number of keratinocytes with low
(K10"") and high (K10™") fluorescence level of K10 at 6 h (E) and 24 h (F) after
AlPcS,-PDT was quantified to total cell number. Scale bars: A, C — 200 um, B, D —
20 um. Cyan — DAPI-labeled nuclei, magenta — K10 immunofluorescence. To
visualize both K10"" and K10"" in the same field of view, gamma setting was set
to 0.6.

Western blot analysis was used to determine the expression levels of
differentiation markers IVL and CASP14. AIPcS2a-PDT induced a greater
than a 1.5-fold increase of IVL protein at CtD25 and CtD50 at 6 h after,
compared to control (Fig. 8A).

CASP14 increase was determined after all CtDs for mTHPC-PDT at 6 h
after irradiation (Fig. 8A). Both aluminum phthalocyanines induced an
increase of CASP14 at CtD50 and CtD80 at 6 h post-exposure. The increase
of CASP14 was registered only in Kkeratinocytes treated with CtD25 and
CtD50 at 24 h after AlPcS2a-PDT (Fig. 8B). Comparing all PDTs used in
this study, AIPcS,,-PDT induced the expression of IVL and CASP14 most
efficiently. It has been reported that autophagy could be induced by PDT in
cancer cell lines (Lange et al., 2019; Song et al., 2020).
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Fig. 8. Changes in expression of involucrin (IVL) and procaspase-14 (CASP14)
in primary keratinocytes following PDT, mediated by mTHPC, AlPcS,,, and
AIPcS,. The cells were treated as described in Fig. 1. Expression of IVL and
CASP14 was assessed by Western blot analysis at 6 h (A) and 24 h (B) post-PDT.
Numbers indicate quantitative values of the band's integrated density normalized to
[-actin and are presented as fold changes relative to control.

To elucidate the extent of autophagy after mTHPC-, AIPcS,.-, and
AlPcS,-PDT in primary keratinocytes, we analyzed the accumulation of
LC3-Il, a lipidated form of LC3-l, indicating the number of
autophagosomes. Western blot analysis revealed that either PDT leads to the
increase of LC3-I lipidation at 24 h after light exposure (Fig. 9A-C).
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Fig. 9. Autophagy levels in primary keratinocytes following PDT. The cells were
treated as described in the legend of Fig. 1. Western blot analysis of LC3-II
expression was performed at 24 h after mTHPC-PDT (A), AlPcS,.-PDT (B), and
AlPcS,-PDT (C). Lysosomal protease inhibitors E64d (10 mg/ml) and pepstatin A
(10 mg/ml) were used to estimate autophagic flux. Numbers of quantitative values
of the LC3-I1 levels normalized to B-actin are presented as fold changes relative to
control. The autophagic flux after PDT was determined as the difference between
LC3-I1 levels with and without lysosomal protease inhibitors (D).
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LC3-Il accumulation after pre-treatment with protease inhibitors
pepstatin A and E64d was detected after mTHPC-PDT at CtD50, indicating
autophagic flux. AIPcS,-PDT weakly induced autophagic flux at CtD25, and
we did not detect autophagic degradation activity after AIPcS,,-PDT. In
conclusion, mTHPC was the strongest inducer of autophagic flux.

In this study, after investigation of PDT-induced differentiation,
apoptosis, and autophagy of the HEKa cells, we can conclude that the
damage induced by the light exposure of lysosome-localizing AlPcS,, and
AIPcS, evoked apoptosis and differentiation more efficiently in primary
HEKa compared to mTHPC-PDT (Fig. 3, 5-7). Meanwhile, mTHPC-PDT
induced autophagic flux in keratinocytes most efficiently (Fig. 9).

We aimed to investigate the interplay between lysosome damage-
associated factors, apoptotic effectors, keratinocyte differentiation-specific,
as well as autophagic machinery at the molecular level. We compiled a list
of proteins with reported importance for the aforementioned processes.
Many of these proteins are known to interact directly with each other.
Therefore we aimed to investigate their physical interactions. Consequently,
we constructed a network of protein-protein interactions (PPIs) reported in
publicly available databases to determine the putative signal and effector
proteins as well as the sequence of their operation (Fig.10).

We observed multiple K10 interactions to apoptotic machinery through
effector caspases, differentiation-specific caspases, and the effectors of
autophagy. Moreover, some interaction partners of K10 can be involved in
the transduction of the lysosomal damage response. Photodamage to
lysosomes is sensed using, for example, galectins, which are the sensors of
lysosomal glycans exposed to the cytosol. In the PPI network, galectin-1, -3,
and -8 form a functional submodule with other proteins in the lysosomal
damage pathway, as well as differentiation-specific CASP14. Altogether,
interactions with K10 connected all the cellular pathways we investigated:
keratinocyte differentiation, apoptosis, and autophagy.

113



TRIM16

O Lysosome damage
response

O MAPK signaling

Autophagy and o
O apoptosis O Keratinization

Fig. 10. Network of physical protein-protein interactions (PPIs) of proteins, participating in the PDT-induced stress response (left) and
an excerpt is showing the main PPIs of interest and their known functions (right). The proteins listed in Table S5 were used as seed nodes
for the protein-protein interaction network as described in Materials and Methods. The thickness of edges (the lines connecting nodes) is
proportional to the number of experimental studies reporting the interaction between these nodes. The size of nodes is proportional to the
number of edges the node possesses. The color of nodes represents the metric of the average shortest path length.
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Effects of PDT on human epidermoid carcinoma cells A-431

In A-431 cells, AIPcS,, colocalizes with the Ilysosomal marker
LysoTracker Yellow-HCK-123 (Fig. 11A). The cytotoxic effect of PDT we
evaluated at 24 h post-exposure (Fig. 11B).
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Fig. 11. Cellular localization of AIPcS,, and effect of AIPcS,,-PDT in A-431
cells. (A) Fluorescence pattern of AIPcS,, (10 pg/ml for 18 h) and LysoTracker
Yellow (75 nm). (B) Cell viability at 24 h post-exposure as assessed by an MTT
assay. (C) P-N-acetylglucosaminidase activity after in PDT-treated cells. The
activity of B-N-acetylglucosaminidase was determined immediately after light
exposure.
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By light exposure for 4 min, the decrease in cell viability was about
22 %, for 8 min — 48 %, and 12 minutes — 82 %. Therefore, we defined that
CtD25 corresponds to cell irradiation for 4 min, CtD50 for 8 min, and CtD80
for 12 min.

To evaluate the damage to lysosome membranes, we assayed the activity
of  B-N-acetylglucosaminidase. AIPcS,,-mediated PDT  significantly
(p<0.001) reduced activity of the lysosomal enzyme B-N-
acetylglucosaminidase: CtD25 dose by almost 30 %, CtD50 by 45 %, and
CtD80 by 55 % (Fig. 11C).
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AIlPcS,,-PDT induced apoptosis, as determined by changes in nuclear
morphology (condensation and fragmentation) (Fig. 12A) and caspase-3
activation (DEVDase activity) (Fig. 12B).
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Fig. 12. Hallmarks of AIPcS,,-PDT induced apoptosis in A-431 cells. (A)
Morphology of the Hoechst 33342-stained nuclei after AIPcS,, -PDT at 5 h after
light exposure. (B) DEVDase activity at CtD50 after AIPcS,, -PDT. CtD - cytotoxic
dose.

To determine the lysosome-dependent degradation, we used lysosomal
enzyme inhibitors pepstatin A and E64d. Western blot analysis revealed that
AIPcS,.-PDT increased LC3-11 amount 24 h after light exposure (Fig. 13).
We did not detect autophagic degradation activity after AIPcS,,-PDT.

AlPcS,,-PDT
10 B2 146 193 8.1 128 225 230
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Fig. 13. Autophagy in A-431 cells after AlIPcS,,-PDT. Western blot analysis of
LC3-I1 expression was performed 24 h after AIPcS,,-PDT. Lysosomal protease
inhibitors E64d (10 mg/ml) and pepstatin A (10 mg/ml) were used to estimate
autophagic flux. Numbers of quantitative values of the LC3-11 levels normalized to
[B-actin are presented as fold changes relative to control. CtD — cytotoxic dose.

PDT induces oxidative stress, which intervenes in the expression of
cytokines in tumor cells. Our study revealed a significant up-regulation of
VEGF and IL-l1a in the human epidermoid carcinoma A-431 cells. The
expression of VEGF-A and IL-1a genes (VEGF and IL1A, respectively) after
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PDT was determined by assessing the amount of their transcripts at the RNA
level. mTHPC-PDT induced significant expression of VEGF and IL1A
(Dabkeviciené, 2010). The expression of these cytokines was also increased
in A-431 cells after the photodynamic effects of AIPcS, accumulated in the
lumen of lysosomes (Sasnauskiené, 2011). In this study, we investigated the
expression of cytokines VEGF and IL1A in A-431 cells after photodamage to
lysosomal membranes by AIPcS,,.

AIPcS,,-PDT induced the significant overexpression of VEGFA
expression in A-431 cells. Comparing all the PSs, AlPcS,, induced VEGFA
expression most efficiently, up to 18-fold. The same cells were tested for
PDT-induced changes in the IL1A expression in comparison with untreated
control cells. The highest amount of the IL1A transcript, up to 12-fold, was
registered after mTHPC-PDT.

It should be noted that expression of VEGFA and IL1A did not change in
primary keratinocytes after mTHPC, AIPcS,,, and AlPcS, induced PDT.

In this study, we investigated the possible involvement of IL-1a in the
regulation of the VEGF-A secretion in A-431 cells. As IL1A transcript
expression was more pronounced after mTHPC-PDT, the IL-1a effect on the
VEGF-A expression was assessed following mTHPC-PDT. IL1A and
VEGFA transcript expression changes were confirmed in A-431 cells after
mTHPC-PDT at the protein level by ELISA. Protein levels in cells and their
culture media were determined at 6h and 24h after irradiation
(Dabkeviciené, 2010). The involvement of IL-1a in the regulation of the
VEGF-A secretion in A-431 cells we investigated by silencing IL1A. In
PDT-untreated cells, ILLA-SiRNA reduced the IL-1o. amount by 80 % in
comparison with the cells treated with scrambled siRNA (Fig. 14).
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Fig. 14. Effects of IL1A-siRNA on VEGF-A secretion in untreated and
mMTHPC-PDT treated A-431 cells. The cells were harvested at 4 h postirradiation.
NC — negative control (scrambled siRNA), ILgrna — cells transfected with IL1A-
SiRNA; PDT — mTHPC-PDT treated cells. CtD — cytotoxic dose.

The amount of VEGF-A was lowered after IL1A silencing as well, but the
decline was insignificant. We registered a 20 % decrease in VEGF-A
concentration in the culture medium of the cells with IL1A-SiRNA in
comparison with the cells treated with scrambled siRNA (p = 0.125). In the
PDT-treated cells with IL1A-siRNA, the amount of IL-1a and VEGF-A fell
by 80 % and 30 %, respectively, compared to PDT-treated cells incubated
with scrambled siRNA. The decrease in VEGF-A was significant (p = 0.01).
These results suggest that IL-1o contributes to VEGF production, especially
in PDT-treated cells.

DISCUSSION

PDT effects on cancer cells have been extensively studied, but the effects
on normal cells remain poorly understood to date. Thus, the characterization
of normal cells responses to PDT could improve clinical photodynamic
therapy.

Primary human epidermal keratinocytes HEKa, skin cells that undergo a
specific programmed cell death, known as cornification (Eckhart et al.,
2013), were used to investigate cell responses induced by oxidative stress
induced by PSs with different subcellular localizations. Cell death mediated
by PDT can occur through different mechanisms. PDT-induced apoptosis
has been documented as the predominant type of cell death. However, the
induction of other cell death pathways and autophagy upregulation is also
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detected after PDT, depending on the subcellular localization of PS, the dose
of PDT, and the type of the cell (Bacellar et al., 2015; Kessel & Oleinick,
2018).

Lysosomes regulate the signaling and degradation required for epidermal
differentiation, and they play a key role in skin barrier (Mahanty et al., 2019;
Monteleon et al., 2018). Lysosomal damage trigger cell death pathways,
including apoptosis, pyroptosis, necroptosis, and ferroptosis formation (Zhu
et al., 2020). They are also involved in the final stages of autophagy. We
investigated the cellular response of primary keratinocytes to lysosomal
photodamage, induced by AIPcS,,- and AIPcS,-PDT, and compared to
oxidative stress-mediated by mTHPC-PDT that damages diverse cellular
membranes.

Our results demonstrated that mTHPC induced similar phototoxicity at
lower concentrations and lower light exposure doses than PDT mediated by
aluminum phthalocyanines in primary keratinocytes. All used PSs induced
apoptotic response, and the highest amount of apoptotic cells was detected
after PDT mediated by AIPcS,,. Some studies report lysosomal participation
in apoptosis after AIPcS,,-PDT permeabilization of lysosomal membranes
and release of lysosomal lumen proteases leading to the cleavage of
cytoplasmic pro-apoptotic protein Bid (Chiu et al., 2010; Reiners et al.,
2002). AIPcS4-PDT is known to cause photo-oxidation of lysosome lumen
proteolytic enzymes. Consistently with the previous studies (Crous et al.,
2019; Plaetzer et al., 2002), we detected apoptotic features in AIPcS,-treated
keratinocytes.

Damaged keratinocytes are eliminated by apoptosis after exposure to UV
radiation or oxidative damage. Our studies confirmed that HEKa undergoes
apoptosis after PDT. However, most interesting was the effect of PDT on
keratinocyte differentiation, as it is still poorly investigated. In our study,
keratinocyte differentiation was studied by analyzing keratinocyte
differentiation markers: K10, IVL, and CASP14. The upregulation of
keratinocyte differentiation markers was observed after lysosomal
membranes photodamage by AIPcS,,-PDT, and the increase of K10 protein
after AIPcS,,-PDT was significantly higher compared to AIPcS,- or
mTHPC-PDT. Some reports outline that the K10 level increases with the
progress of differentiation. It has been demonstrated that the K10™®" level
correlates with cellular morphology changes specific for epidermal
differentiation (Barrandon & Green, 1985; Lippens et al., 2005; Simpson et
al., 2011). Our results indicated that lysosomal photodamage by AIPcS,-
PDT and AIPcS,,-PDT induced epidermal differentiation, while mTHPC
only sparsely induced K10™®" cells.
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ROS generation after the PDT using the PSs included in our study has
been published before (Chen et al., 2014; Gijsens et al., 2002; Lange et al.,
2019). PDT-generated ROS induces apoptosis; however, it can also induce
autophagy (Kiffin et al., 2006). We have determined the level of autophagy
in primary Kkeratinocytes by monitoring the level of LC3-II protein, which
correlates with the number of autophagosomes (Yoshii & Mizushima, 2017).
An elevated amount of LC3-1l was detected in keratinocytes after either PDT
was used. However, LC3-11 itself is degraded in lysosomes, and this feature
is used to determine the autophagic degradation activity — autophagic flux.
The accumulation of LC3-11 in the presence of lysosomal protease inhibitors
indicates autophagic flux. mTHPC is a known inducer of autophagy after
PDT (Lange et al., 2019; Sasnauskiene et al., 2009). We observed the
efficient autophagic flux after mTHPC-PDT in primary Keratinocytes as
well. Depending on the extent of photodamage, lysosomes can induce
lysosomal permeabilization or full rupture (Reiners et al., 2010). Due to the
lack of functional lysosomes, the final stage of autophagy is likely to be
impaired after aluminum phthalocyanines-induced lysosomal photodamage.
Our study demonstrated that each type of PDT tested in primary
keratinocytes increased the number of autophagosomes. We observed the
highest level of autophagic flux after mTHPC-PDT.

The PPI network was constructed to reveal the molecular interplay
between apoptosis, differentiation, and autophagy after PDT in primary
keratinocytes. ROS generation plays a key role in PDT, and a typical
response of cells to ROS is calcium signaling (Gorlach et al., 2015). It has
been demonstrated that PDT using a wide range of PSs and various cell
types in vitro increases the levels of intracellular Ca®*, and this has been
associated with cell death or survival (Castano et al., 2005; S. L. Hu et al.,
2014). Furthermore, during epidermal differentiation, intracellular Ca**
induces the expression of differentiation-specific genes (Bikle et al., 2012;
Elias et al., 2002; Tu et al., 2012). Using our PPI network, we observed that,
e.g., ROS sensor and the principal Ca®* release channel on the lysosomal
membrane mucolipin-1 (MCOLN1) (X. Zhang et al., 2016) connected to the
rest of the network through galectin-3. Galectins are critical elements of
lysosomal damage signal transduction and are required for initiation of
lysosome-specific autophagy (Jia et al., 2018; Shin & Zoncu, 2018), cell
adhesion, proliferation, and death (Perillo et al., 1998), as well as
differentiation of keratinocytes (Sarafian et al., 2006). Interestingly, K10
serves as a link connecting galectin family proteins to other functional
submodules in the network (Fig. 9). Overall, these findings suggest that K10
is the major hub connecting lysosomal damage response, differentiation,
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autophagy, and apoptosis. In vitro validation of observed protein-protein
interactions in primary keratinocytes after PDT would be a valuable
confirmation of our modeling results.

Our results revealed a differential response of primary keratinocytes to
photodamage induced by PSs with different localizations: cellular
membranes damaging mTHPC-PDT promoted autophagic flux, aluminum
phthalocyanines inducing lysosomal photodamage were more effective in
evoking differentiation and apoptosis. Photodamage to lysosomal
membranes by AIPcS,, induced epidermal differentiation and apoptosis
more efficiently than lysosomal lumen targeted AlPcS,. K10 is at the center
of the observed relationship of PDT-induced differentiation, apoptosis, and
autophagy of the primary keratinocytes at the molecular level. It suggests the
central role of K10 in cell fate decisions. We conclude that despite the
importance of lysosomes for keratinocyte differentiation, PDT-induced
lysosomal photodamage efficiently triggers the differentiation of primary
keratinocytes.

This study examined the AIPcS,,-PDT effect on epidermoid carcinoma
cells A-431 and compared it with previously studied AIPcS,,-PDT and
MTHPC-PDT. Our results suggest that AIPcS,,-PDT by damaging lysosomal
membranes induced apoptosis in A-431 cells, and PDT mediated by AIPcS,,
is more effective in inducing apoptosis than the lysosomal lumen-damaging
AIPCS,.

Both apoptosis and autophagy can occur after PDT. Autophagy is
considered a cytoprotective mechanism (Kessel et al., 2006). However, it
has also been observed as a cell death mechanism in response to PDT
(Reiners et al., 2010). Our results revealed that AIPcS,,-PDT induced an
increase in the amount of LC3-Il protein, indicating the formation of
autophagosomes, but the final stages of autophagy, the degradation of
autophagosomes, does not occur. In our previous studies, lysosomal lumen-
damaging AIPcS,-PDT induced autophagic flux only after PDT at a low
dose (Sasnauskiené, 2011). The impaired autophagic response is likely to
occur in cells with photodamaged lysosomal membranes, lysosomal
proteases, or molecules on which depend autophagosome-lysosome fusion.

PDT-induced oxidative stress also alters the expression of cytokines in
cancer cells. Previously in our laboratory, we determined the increase of
IL1A and VEGFA expression after mTHPC-PDT in A-431 cells. In this
study, we examined the expression of these cytokines after AIPcS,,-PDT.
PDT-mediated by AIPcS,, localized to lysosomal membranes increased the
amount of IL1A and VEGFA transcripts. Compared to mTHPC-PDT and
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AlPcS,-PDT, the highest increase of proangiogenic VEGF-A was detected
after AIPcS,,-PDT, and the highest amount of the anti-inflammatory
cytokine IL-1o transcript was observed after cellular membranes localized
mTHPC-PDT.

It should be noted that IL-1a is a 'dual’ function cytokine: it can bind to
the cell surface receptor and initiate signal transduction, and the same
cytokine has a nuclear localization sequence where it acts as a transcription
factor (Baker et al., 2019; Dinarello, 2018). To investigate the role of IL-1a
in VEGF-A synthesis, we reduced and increased the expression of IL-1a
protein in mTHPC-PDT A-431 cells. We reduced IL1A with chemically
synthesized siRNAs, thereby reducing IL-la protein expression.
Recombinant IL-1a added to the cell culture medium significantly increased
VEGF-A expression in PDT-untreated or PDT-treated cells (Dabkeviciené,
2010). This finding supported the suggestion that IL-1a is one of the factors
promoting VEGF-A expression.

PDT mediated by photosensitizers localized to lysosomal membranes
(AIPcS,,) and lysosomal lumen (AIPcS,) induce apoptosis and initiate
autophagosome formation, as well as increase the amount of VEGFA and
IL1A transcripts in A-431 cells. PDT mediated by mTHPC localized to
cellular membranes initiates apoptosis, but in contrast to aluminum
phthalocyanines, it also induces autophagic flux. mTHPC-PDT increases the
expression of VEGF-A and IL-1a transcripts and proteins. IL-1o is one of
the factors promoting VEGF-A expression in A-431 cells.

Summing up, apoptosis was detected in HEKa and A-431 cells after each
studied PDT. The amount of LC3-II protein, correlating with the number of
autophagosomes, was increased in primary Kkeratinocytes and cancer cells
after mTHPC- and aluminum phthalocyanine-induced PDT. The strongest
autophagic flux was detected after mTHPC-PDT, and AIPcS,-PDT induced a
weak autophagic flux at CtD25. The final stages of autophagy did not occur
after AIPcS,,-PDT in both primary keratinocytes and epidermoid carcinoma
cells.

Although lysosomes are involved in the process of keratinocyte
differentiation, the PDT damaging effect of aluminum phthalocyanines
inhibits autophagic flux but triggers differentiation of primary keratinocytes.

122



CONCLUSIONS

1. The effect of photodynamic treatment of primary human epidermal
keratinocytes depends on photosensitizer:

photodynamic treatment mediated by AIPcS,, and AIPcS,
photosensitizers localized to lysosomes induces differentiation of
primary Keratinocytes, whereas mTHPC-mediated photodynamic
treatment — does not;

photodynamic treatment of primary human epidermal keratinocytes
mediated by AIPcS,, localized in lysosomal membranes, AIPcS,
accumulated to the lysosomal lumen, and mTHPC distributed at
cellular membranes initiates apoptosis and increases the number of
autophagosomes; however, the autophagic flux occurs only after
MmTHPC-PDT and a low dose of AIPcS,-PDT.

2. Based on the protein-protein interactions network, keratin 10 connects
proteins of apoptosis, keratinocyte differentiation, autophagy, and
lysosomal damage.

3. Photodynamic treatment of primary human epidermal keratinocytes
mediated by mTHPC, AIPcS,, or AlPcS, does not change the transcript
levels of cytokines VEGFA and IL1A.

4. Photodynamic treatment of human epidermoid carcinoma A-431 cells
mediated by AIPCcS,, initiates apoptosis and increases the number of
autophagosomes, but autophagic flux is not observed.

5. IL1-a stimulates the expression of VEGF-A after mTHPC-mediated
photodynamic treatment in human epidermoid carcinoma A-431 cells.
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PRIEDAI

1 priedas. Pirminiy keratinocity HEKa, kuriuose nustatyta K10
baltymo raiska, statistinis vertinimas.

1 pr. 1 lentelé. Sansy santykis tarp K10 turinéiy ir K10 neturingiy keratinocity pagal

fotosensibilizatoriaus skirtingas CtD dozes, praéjus 6 ir 24 val. po FD poveikio. Ref.

zymi grupe su kuria lyginama OR analizéje.

AIPCS;, mTHPC AlPcS, AlPcS;, mTHPC

AlPcS,

5;' g'g;?";isl'po CtD25 CtD50 CtD80

1 K, ref. 2,5, p=0,04* 0,8,p=0,98n.s 5,6, p < 0,001 ***

2 CtD25, ref. - 0,358, p=0,014n.s 2,3, p=0,005*

3 CtD50, ref. - - 6,3, p < 0,001 ***
CtD25 CtD50 CtD80

4 K, ref. 2301, p < 0,001 ** 1986, p < 0.001 ** 4032, p < 0.001 ***

5 CtD25, ref. - 0,86 p=0.181ns. 1,8 p<0.001***

6 CtD50, ref. - - 2,0, p < 0.001
CtD25 CtD50 CtD80

7 K, ref. 50,6, p < 0,001 ** 24, p<0,001** 146, p <0,001***

8 CtD25, ref. - 0,48, p< 0,001 ** 2,9, p<0,001**

9 CtD50, ref. - - 6,1, p < 0,001

gA”&iT%%‘SFDP CtD25 CtD50 CtD80

10 K, ref. 19,p<0,001 ** 128, p<0,001 ** 41, p< 0,001 **

11 CtD25, ref. - 6.7, p<0,001 ** 2.1 p< 0,001 ***

12 CtD50, ref. - - 0.32, p < 0,001 ***
CtD25 CtD50 CtD80

13 K, ref. 559, p < 0,001 ** 6272, p < 0,001 ** 2744, p < 0,001 ***

14 CtD25, ref. - 11,2, p< 0,001 ** 4,9, p < 0,001 ***

15 CtD50, ref. - - 0,44, p < 0,001 **
CtD25 CtD50 CtD80

16 K, ref. 34,p<0,001 %  23,p<0,00L** 178, p<0,001 ***

17 CtD25, ref. - 0,66, p < 0,001 ** 52 p< 0,001 **

18 CtD50, ref. - - 7,9, p < 0,001

*p < 0.05; **p < 0.01***; p < 0.001; n.s. - statistiSkai nereikSminga.
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1 pr. 2 lentelé. Sansy santykis tarp K10 turin¢iy ir K10 neturinéiy keratinocity
veikty skirtingais fotosensibilizatoriais. Ref. zymi grupe OR analizé¢je su kuria

lyginama.

Eil.  Kintamasis AIPCS,, CtD25 AlPcS,_CtD25
nr. 6 val. po FDP 2 4

1 mTHPC _CtD25, ref. 925, p < 0,001%* 20, p < 0,001***

2 AlPcS, CtD25, ref. 46, p < 0,001+ ;
AIPCS,, CtD50  AIPCS,_CtD50
3 mTHPC _CtD50, ref. 2232, p < 0,001°* 27, p < 0,001+
4 AlPcS,_CtDS0, ref. 83, p < 0,001+ ;
AlPcS2a CtD80  AIPcS4_CtD80
5  mTHPC _CtD8O, ref. 717, p< 0,001 26, p < 0,001+
6  AIPcS4_CtD8O, ref. 28, p < 0,001+ -
EA”fIZT?)f)'SFDP AIPCS,, CtD25  AIPcS, CtD25
7 mTHPC _CtD25, ref. 29, p<0,001 ** 1.8, p<0,001
8 AlPcS,_CtD25, ref. 16, p < 0,001 *** -
AIPCS,, CtD50  AIPCS,_CtD50
9 mTHPC_CtD50, ref. 49, p<0,001 **  0.18, p < 0,001 ***
10 AIPcS, CtD50, ref. 277, p < 0,001+** ;
AIPCS,, CtD80  AIPcS,_CtD80
11 mTHPC _CtD8O, ref. 67, p<0,001 ** 4.4, p<0,001~*
12 AIPcS, CtD8O, ref. 15, p < 0,001 *** ;

*p < 0.05; **p < 0.01***; p < 0.001; n.s. - statistiSkai nereikSminga.

1 pr. 3 lentelé. Citotoksinio poveikio sukeltas reik§mingumas tarp K10 ir K10™9"

fluorescencijos intensyvumo. Statistinei analizei naudotas XZ testas.

Eil. 6

Eil 24 val.

val.po low high po low high

nr. FDP KI0™ K107" pvalue . ppp K10™ K10 p value
CtD25 CtD25

, MTHPC 13 3, 4, MIHPC 113 0 wox
AIPCS,, 1768 53 oo AlPCS,, 1216 27 <0,001
AlPcS, 478 15 AlPcS, 493 41
CtD50 CtD50

, mTHPC 9 1 e g MIHPC 211 0
AlPcS,, 1760 41  <0,001 AlPcS,, 1849 26 <0,001
AlPcS, 116 14 AlPcS, 125 14
CtD80 CtD80

3 MIHPC 55 0 ns g MTHPC 41 0 n.s.
AIPCS,. 1487 31  (0,48) AlPcS,, 1472 46 (0,17)
AlPcS, 572 14 AlPcS, 800 16

*p < 0.05; **p < 0.01***; p < 0.001; n.s. - statistiSkai nereikSminga.
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1 pr. 4 lentelé. Sansy santykis tarp K10™" ir K10 neturin&iy keratinocity. Ref. zymi
grupe OR analizéje su kuria lyginama.

Eil.  Kintamasis OR value Eil.  Kintamasis OR value

nr. 6 val. po FDP P nr. 6 val. po FDP P

1 AlPcS,,_CtD25 136 el 4 AlPcS,,_CtD25 99 ik
AlPcS, _CtD25, ref. ! <0,001 AlPcS, _CtD25, ref. ! <0,001
AlPcS,,_CtD50 el AlPcS,,_CtD50 el

2 AlPcS, _CtD50, ref. 17,5 <0,001 5 AlPcS, _CtD50, ref. 60,1 <0,001
AlPcS,,_CtD80 el AlPcS,,_CtD80 ik

8 AlPcs, cipsoref. 23 <0001 6 Alpcs, cipso, ref. 171 <0001

*p < 0.05; **p < 0.01***; p < 0.001; n.s. - statistiSkai nereikSminga.

2 priedas. Pradiniai baltymy tarpusavio sgveiky tinklo baltymai.

2 pr. 1 lentelé. Baltymy tarpusavio saveiky tinklo pradiniai baltymai.
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Yra tiek daug Zmoniy, kuriems tariu nuosirdy aciti! Be jusy §i disertacija
nebity iSvydusi dienos Sviesos.

Pirmiausia esu dékinga savo pirmajai darbo vadovei prof. dr. Vidai
Kirvelienei uz suteikta galimybe tyrinéti ir paZinti lasteliy pasaulj bei
vadovavima, uz galimybe tobuléti bei patirtj, kurig jgijau doktoranttiros
metu. Dékoju uz perimtg vadovavimo estafete doc. dr. Ausrai Sasnauskienei.
Ac¢it uz naudingus patarimus ir pagalba ruoSiant disertacija, uz
padrasinimus, kantrybe, palaikymag ir Siltus pokalbius.

Taip pat, labai noriu padékoti doc.dr. Daivai Dabkevicienei ir dr. Urtei
Neniskytei uz begalinj palaikyma, tikéjima, bendradarbiavima, vertingus
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Acit dr. Liepai Gasiulei uz pagalba eksperimentuose.

Pranui Grigai¢iui uz pagalbg nepasiklysti baltymy sgveiky tinkluose ir
bendradarbiavima ruosiant publikacija.

Uz palaikyma, pokalbius ir mielus prisiminimus esu dékinga doc.dr.
Violetai JonuSienei, Vidai Piskarskienei, doc.dr. Sofijai Sasnauskienei ir
Vilmantei Zitkutei.

Acita BTI Imunologijos ir lastelés biologijos skyriui uz suteiktg galimybe
naudotis EVOS FL vaizdinimo sistema.

Olgai CernySovai uz galimybe derinti doktorantiirg su darbu SK Impeks
,Medicinos ir diagnostikos centre®, nuoSirdzius pokalbius, palaikymg ir
tikéjima.

Labai dékoju tévams, savo ir vyro Seimoms bei draugams uz palaikyma,
paskatinimus, meile, buvimg $alia, o taip pat uz zinojima, kad nepavykus
eksperimentams, laikas praleistas su jumis visada buvo ir bus nuostabus.

Ypatingos padékos mano mylimiausiems: Audriui bei doktorantiiros
metu gimusioms mazosioms ,,disertacijoms® — Smiltei ir Adui. Aéit, kad
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Acit visiems, kad buvot $alia, kai buvo sunku ir dziaugétés kartu, kai

pavyko!
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