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SANTRUMPOS

Aem - 18spinduliuotos Sviesos bangos ilgis

Aex - Zadinimo Sviesos bangos ilgis

A-431 - Zmogaus epidermoidinés karcinomos lgsteliy linija
Ac-DEVD-AFC - acetil-aspartil-glutamil—valil-aspartil-7-amino-4-trifluormetilkumarinas
ACTB — B-aktino genas (Homo sapiens)

Actb - B-aktino genas (Mus musculus)

AIF-1 - uzdegimo veiksnys (allograft inflammatory factor 1)

ALA — 5-aminolevulino rugstis

AISPc — aliuminio ftalocianino sulfonatas

ANOVA — dispersinés analizés metodas (ANalysis Of VAriance)

AP-1 — transkripcijos veiksnys (activator protein 1)

bFGF - bazinis fibroblasty augimo veiksnys

BPD - benzoporfirino darinys

CD - citotoksineé doze

CTGEF - jungiamojo audinio augimo veiksnys

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindolas

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle terpé

Dox — doksorubicinas

FCS - fetalinis verSelio serumas (foetal calf serum)

FGF1 - fibroblasty augimo veiksnys 1

FP — fotodinaminis poveikis

FS — fotosensibilizatorius

GAPDH - glicerolio aldehido 3-fosfato dehidrogenazés genas (Homo sapiens)
G-CSF - granuliocitus stimuliuojantis veiksnys (granulocyte-colony stimulating factor)
gp130 - glikoproteinas 130

Grb2 - pritaikymo baltymas (Growth factor receptor-bound protein 2)
HEPES - 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin- 1-il]etansulfoniné riigstis

HGEF - hepatocity augimo veiksnys

HP - hematoporfirinas

HPPH - 2-(1-heksiloksietil)-2-devinil pirofeoforbidas-a

HUVEC - Zmogaus bambagyslés endotelio 1gsteles

Hprt - hipoksantino guanino fosforibozilo transferazés 1 genas (Mus musculus)
i.p. — (Svirkstimas) 1 pilvo ertme

i.v. — (SvirkStimas) ] veng

IFN-y- interferonas gama

ILIA —interleukino-1a genas (Homo sapiens)

Il1a - interleukino-1o genas (Mus musculus)

IL-1R1 — interleukino 1 receptorius, I tipo

IL-10a —interleukinas-1a

KC - keratinocity chemokinas

Kow — pasiskirstymo tarp oktanolio ir vandens koeficientas

KV - kristalinis violetinis

LDL — mazo tankio lipoproteinai

LIF - leukemija slopinantis veiksnys

LIFRa - leukemija slopinancio veiksnio receptorius o

LLCI - pelés Lewis plauciy karcinomos lasteliy linija

MAPK - mitogeno aktyvinama kinazé (mitogen-activated protein kinase)
MEK - mitogeno aktyvintos baltymy kinazés kinazé

MH arba MH-22A - peliy hepatomos epitelisky lasteliy linija

mTHPC - mezo-tetrakis-hidroksifenilchlorinas
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MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)2,5-difeniltetrazolio bromidas

NF-«B - transkripcijos veiksnys (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells)

NL637 - NorthernLights fluorescuojanti Zymé, Zadinama 637 nm bangos ilgiu
Np - neuropilinas

NPe6 - mono-L-aspartil chlorinas e6

OD - optinis tankis

PBS - fosfatinis buferis su NaCl

pCMV-IL-6 - IL-6 koduojanti plazmidé

PDGFA - trombocity augimo veiksnio subvienetas A

PDT - fotodinamin¢ terapija

PE - fikoeritrinas

PGR - polimeraziné grandininé reakcija

PIGF - placentos augimo veiksnys

PKC - baltymy kinaze¢ C

PLC-y - fosfolipazé C-y

Raf - serino / treonino kinazé

ROS - aktyvios deguonies formos

SFV - santykiniai fluorescencijos vienetai

Shb - SH2 turintis pritaikymo baltymas B (SH2 domain-containing adapter protein B)
Shc - PTB ir SH2 domenus turintis pritaikymo baltymas

siRNR - trumpos interferuojancios RNR (small interfering RNA)

SN - standartinis nuokrypis

SP - standartiné paklaida

Tax — taxoteras

TGFa - transformuojantis augimo veiksnys a

TGI - naviky augimo slopinimas (Tumor Growth Inhibition)

TNF-a - naviko nekrozés veiksnys alfa

TPPS,, - mezo-tetrakis(di-sulfonatofenil)-porfinas

TSAd - T Iasteléms savitas pritaikymo baltymas

tVEGFRI1 - tirpus VEGF receptorius 1

VEGEF - kraujagysliy endotelio augimo veiksnio A (VEGFA) sinonimas
VEGF - VEGFA genas (Homo sapiens)

VEGFA - kraujagysliy endotelio augimo veiksnys A (vascular endothelial growth factor A)
VEGFA-120 - 120 aminoriigsc¢iy ilgio VEGFA izoforma

VEGFA-164 - 164 aminorugsciy ilgio VEGFA izoforma

Z.44 - veiksniy, teoriSkai derinyje veikianciy adityviai, koncentracijy suma
Znix — eksperimentinéje kombinacijoje veikianciy veiksniy koncentracijy suma
Z, - kombinacijoje veikianc¢iy veiksniy koncentracijy suma

ZSA - zmogaus serumo albuminas



IVADAS

Pasaulinés sveikatos organizacijos duomenimis Europoje véZiniai susirgimai
sudaro penktadalj visy ligy — daugiau nei 3 milijonai naujy susirgimy per metus. Vézys
uZima antrg vietg tarp visy mirties prieZasCiy — per metus nusineSa apie 1,7 milijonus
gyvybiy. Visame pasaulyje daug démesio skiriama malignizacijos ir onkogenezés
vyksmy tyrimams, ieSkoma vis veiksmingesniy ir gydymo priemoniy ir metody kovai
su Sia sunkia ir pragaiStinga liga, taciau visos su véZiu susijusios problemos dar néra
galutinai suprastos ir 1§sprestos.

Pagrindiniai véZio gydymo budai yra chirurgija, spinduliné terapija ir
chemoterapija. Pastargji deSimtmetj spar¢iai vystosi naujas gydymo budas -
fotodinamine terapija (PDT). PDT derinimas su kitais véZio gydymo budais pradétas
tirti vos pradéjus rySkeéti naujojo PDT metodo perspektyvoms. Veiksmingai suderinus
gydymo bidus, galima mazinti naudojamy priemoniy dozes, kad susilpnéty
nepageidaujami Salutiniai reiSkiniai, pvz., PDT sukeliamas odos jautrumas Sviesai.
Gydymo rezutatai ypatingai pageré¢ja, kai derinami prieSveéZiniai veiksniai, kuriy
veikimo mechanizmai yra skirtingi. Siuo poZiiiriu chemoterapinio vaisto derinimas su
PDT yra perspektyvus. Kad tokia kombinuota terapija biity pradéta naudoti gydymui,
reikalingi nuodugnis tyrimai in vitro ir in vivo.

Siame darbe lasteliy membranose kaupiamo fotosensibilizatoriaus mezo-
tetrakis-hidroksifenilchlorino (mTHPC, temoporfinas) ir Sviesos fotodinaminj poveikj
derinome su jprastu prie§véziniu vaistu doksorubicinu i§ antraciklingy grupés ir
taksoteru 1§ taksany grupés. Abu chemoterapiniai vaistai stabdo lasteliy dalijimasi.
Skirtingi PDT ir citostatiky taikiniai turéty sudaryti prielaidas didesniam bendram
veiksmingumui. Taciau pastebéta, kad atsako | PDT metu padidéja naviko augimui
palankiy prouzdegiminiy ir proangiogeniniy citokiny raiska, kas sitlyty PDT derinti su
imunine terapija, nukreipta prie§ Siuos veiksnius.

Ankstesniuose  tyrimuose nustattme, kad kombinuotas  citostatiky
doksorubicino arba taksotero ir PDT temoporfinu poveikis yra labiau toksiSkas
Zmogaus epidermoidinés karcinomos A-431 lgsteléms in vitro negu kiekvienas 1S
minétyjy poveikiy atskirai, o kombinacijos pobudis yra adityvus, kaip nustatéeme
savitais statistiniais metodais. DNR makrogardeliy metodu buvo istirti 2 135 geny

raiSkos pokyciai citostatikais bei mTHPC ir Sviesa, kartu ar pavieniui, veiktose



lastelése, pragjus 3,5 val. po poveikio. Gauti rezultatai buvo patikrinti kiekybinés PGR
metodu. Visais atvejais, kai lgstelés buvo veiktos mTHPC ir Sviesa (vien tik
fotodinaminis poveikis ar kartu su citostatikais), nustatyta padidéjusi kraujagysliy
endotelio augimo veiksnio VEGF-A ir uZzdegima skatinancio citokino interleukino 1o
(IL-1a) iRNR raiska.

Sio darbo tikslas buvo nuodugniai i3tirti citokiny VEGFA ir IL-1a raika po
fotodinaminio poveikio ir jo derinio su citostatikais vézinése lastelése in vitro bei
jvertinti PDT derinimo su imunine terapija, nukreipta prie§ Siuos citokinus,

perspektyvumg in vivo.
Tikslui pasiekti buvo iskelti tokie uzdaviniai:

e IStirti mTHPC sukelto fotodinaminio poveikio ir jo derinio su citostatiniais
vaistais doksorubicinu bei taksoteru jtakg Zmogaus epidermoidinés karcinomos
A-431, pelés hepatomos MH-22A bei pelés plauciy karcinomos LLCI1 Igsteliy
Zuciai in vitro ir statistinés analizés metodais jvertinti kombinuoto poveikio

pobiidj;

e [&tirti citokiny VEGFA ir IL-1a iRNR ir baltymo raiSkos pokyc¢ius A-431, MH-
22A ir LLCI lastelése po fotodinaminio poveikio ir jo derinio su citostatikais in
vitro;

e Nustatyti ir jvertinti IL-1a poveikj VEGFA raiskai A-431 lastelése in vitro;

e [stirti ir jvertinti PDT indukuojamus citokiny VEGFA ir IL-1a raiSkos pokyc¢ius

pelés LLC1 navikuose;

e Sekti ir jvertinti pelés LLC1 naviky tiirio dinamika po PDT bei anti-VEGFA ar

anti-IL-1o imunings terapijos ir Siy poveikiy deriniy.



MOKSLINIS NAUJUMAS

Sio darbo metu kombinuoto poveikio pobiidZio vertinimui pritaikéme nauja
sudétinés adityvios tiesés statistinj metoda. Sio metodo pagalba parodéme, kad vaisty

derinio dozé gali lemti poveikio pobudj.

Kad fotodinaminis poveikis skatina VEGF raiSkg véZinése lgstelése, buvo
parodyta kitose laboratorijose (Bhuvaneswari et al., 2007a). Kad fotodinaminis
poveikis skatina IL-la raiSka veéZinése Igstelése, pirmg karta buvo parodyta misy
laboratorijoje. Siame darbe iy citokiny raiska istyréme trijose skirtingose Zmogaus ir
pelés 1asteliy linijose. Jvertinome sasajg tarp citokiny IL-1a ir VEGF raiSkos. Tyrimy
rezultatus in vitro patvirtinome tyrimais in vivo. Parodéme, kad PDT skatina citokiny

IL-1a ir VEGF raiska peliy navikuose.

Pritaike imunin¢ terapijg antikiinu prieS pelés VEGF-120 ir VEGF-164
izoformas veiksmingai slopinome naviky augimg. Stipriausiai naviky augimg slopino
imunin¢ terapija su tirpiu VEGF receptoriumi 1, kuris neutralizuoja visas VEGF
izoformas ir PIGF. Sie rezultatai rodo, kad naviky augimui svarbi ne vieno, bet keleto

kraujagysliy endotelio augimo veiksniy raiSka.

Citokino IL-la svarba naviky augimui pirmg kartg parodyta Siame darbe:
imuniné terapija antikiinu prie§ pelés IL-1a veiksmingai slopino naviky augimg. Nors
Sis poveikis buvo silpnesnis nei imuninés terapijos prie§ angiogeneze, svarbu atkreipti

démesj, jog IL-1a gali biiti reikSmingas naviky terapijos prognozei.

Sio darbo metu gauti rezultatai svarbiis prie§véZinio gydymo metody
tobulinimui ir naujy gydymo strategijy kiirimui. Veiksmingas prouzdegiminio citokino
IL-1a ir proangiogeninio citokino VEGFA raiSkos slopinimas galéty pagerinti PDT

citotoksinj poveikj navikams.



GINAMIEJI TEIGINIAI

mTHPC sukelto fotodinaminio poveikio ir doksorubicino derinys, kai
doksorubicino tirpalas pilamas iSkart po Svitinimo, A-431 lasteliy gyvybinguma
in vitro maZzina adityviai; mTHPC sukelto fotodinaminio poveikio ir taksotero
derinio, kai lgstelés su takosoteru inkubuojamos prie§ Svitinimg, poveikio

pobidis A-431 Igsteliy gyvybingumui in vitro priklauso nuo poveikio dozés;

mTHPC sukeltas fotodinaminis poveikis, vienas arba kartu su doksorubicinu ar
taksoteru, skatina citokiny VEGF ir IL-1a raiSka A-431 ir LLC1 lastelése in

vitro;
Citokinas IL-1a skatina VEGF sekrecijg A-431 lgstelése in vitro;

mTHPC sukeltas fotodinaminis poveikis skatina citokiny VEGF ir IL-1a raiska
LLCI1 navikuose;

Citokiny VEGF ir IL-1a raiSkos slopinimas létina LLC1 naviky augimga.



1. LITERATUROS APZVALGA
Fotodinaminé terapija ir kai kurie jos stimuliuojami citokinai

Naviko audinj sudaro vézinés ir kitos su naviku susijusios lgstelés: fibroblastai,
endotelio lgstelés ir uzdegiminés Igstelés. Visos Sios Igstelés gamina tarplgstelinj
naviko uzpildg (ECM), kuris svarbus sklisti signalams, valdantiems Igsteliy judéjima,
morfogeneze, diferenciacijg ir proliferacija (apZv. (Pazos and Nader, 2007)). ECM ir
su naviku susijusios Igstelés sudaro naviko stromg.

Pastebéta, kad negydyto naviko stromos 1gstelés ir jy gaminami citokinai labiau

linke skatinti naviko augimg ir angiogenez¢ nei organizmo atsakg j navikg (Kaler et
al., 2009; Liao et al., 2009; Neiva et al., 2009), apzv. (Wu and Zhou, 2009). Nuosavos
naviko kraujagyslés yra reikSmingos jo augimui. Be jy navikas tegali augti iki 2 mm.
Angiogeneze valdo augimo veiksniai. Vienas 1§ svarbiausiy yra kraujagysliy endotelio
augimo veiksnys (VEGF).

Veézines 1gstelés gali skatinti kitas stromos Igsteles gaminti citokinus (Ara et al.,

2009; Neiva et al., 2009) ir taip sukelti normaliy lgsteliy proliferacijg, pvz., IL-
6/JAK/STATS3 keliu (Lieblein et al., 2008).

Fotodinaminé naviky terapija (PDT) yra veiksmingas ir patrauklus biidas véZiui
gydyti. Metodo esmé — tam tikrais cheminiais junginiais, fotosensibilizatoriais (FS),
sukeliamas 13steliy jautrumas matomai Sviesai, kuri be FS Igsteliy ar audiniy neveikia.
PDT gali betarpiskai sukelti naviko lasteliy Zziitj ir naviko kraujagysliy pazaidas, bei
aktyvinti organizmo imuninj atsakg ((Abels, 2004; Golab et al., 2000; van Duijnhoven
et al., 2003).

Schema, pateikta 1.1 pav., apibendrina lgsteliy atsakus j PDT sukeltas pazaidas
ir rodo, kad daugelis jy baigiasi naviko Zutimi. Lasteliy Zities kelias po PDT priklauso
nuo poveikio stiprumo, energetiniy iStekliy, savitos FS lokalizacijos, 1asteliy genotipo
(Davids et al., 2008; Dellinger, 1996; Kiesslich et al., 2005; Wyld et al., 2001).
Naudojant tyrimams jvairias lasteliy linijas ir jvairius FS parodyta, kad apoptozé yra
greitas ir vyraujantis 1gsteliy Zities kelias po PDT (Oleinick et al., 2002). Galbut del to
in vitro daugiausia tyrin¢jami apoptozeés vyksmai, o nekrozés tyrimams skiriama
maZziau démesio. Situacija in vivo yra sudétingesne, ir navikas Zista tiek nekrozes, tiek

apoptozés budu.
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Naujausi tyrimai in vitro rodo, kad PDT sukeltos pazaidos gali lemti ne tik
,klasiking* 1gsteliy zitj, bet ir tam tikru poZziiriu silpnesnj atsakg - autofagijg (Kessel
and Reiners, 2007; Sasnauskiene et al., 2009), kuri nebitinai sukels lgsteliy ziitj, jeigu
lastelés jveiks sukeltas pazaidas. Mat gilesniuose naviko audiniy sluoksniuose
suZzadinama maziau FS molekuliy, nes iki jy prasisikverbia maZiau Sviesos. Be to,
Svitinimo metu veiklaus FS kiekis mazéja d¢l fotooksidacijos, sutrikusios kraujotakos,
naviko edemos ir kt. D¢l Siy priezasCiy PDT veiksmingumas sumaZzéja, ir naviko
lastelés turi galimybe iStaisyti PDT sukeltas pazaidas — navikas ve¢l gali atsinaujinti,
atkurti paZeistg savo audiniy kraujotaka, jeigu nezus nuo iSemijos arba imuninio atsako
(apzv. (Nowis et al., 2005)).

Siame darbe nagrinéjome véZiniy lasteliy ir paties naviko atsaka j fotodinaminj
poveikj Siais aspektais: betarpiSka naviko lasteliy zutj ir citokiny raiSkos pokycius.
DidzZioji darbo dalis buvo skirta PDT sukeltiems citokiny raiSkos tyrimams, todél kiek

atidziau apzvelgsime PDT veikimo principus ir jos jtaka citokiny rai§kos pokyc¢iams.

Maviko audiniuoze sufadintos FS molekulés gaming ROS ‘

Nawku:u I53tehy Hraujagy"sllq pazaidos Organizmna imuninis stsakas
pazaidas [Endotelio lgstelés ir

leukocitail

Atzakas: Atzakas: (Btsakas:

sietabolizmo sutrikimai *Prostaglanding sintezé *Siluminio foko battymy raisks
*Struktdriniy elementy *Trambocity aktyvinimas I" *Citokiny sekrecija
paZaidoz | I Ci»{u:umple menta aktyvinimas

|

| I Mmuninis stzakss:
_L -L} Hlevtrofily trauka

- = e R Makrofagy akbyinimas

| | \:Dendr'rtiniq lgsteliy aktywinimas

aclariniai: Padariniai: I Padarinizi

*rganeliy pazaidos I #laviko hipoksija | *T lasteliy gamyba

*4tofacija *laviko "badavimasz" Mietastaziy naikinimas

'fﬂﬁs l‘:Hr\),f|::|'cinga5;3 kravjagysliy audimas p.
A 4

) MNaviko pokyéial F_

1.1 pav. PDT sukelti vyksmai véZiniame audinyje (pagal (Robertson et al., 2009)).
Kursyvas — Siame darbe nagrinéti aspektai
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1.1 Fotodinaminés terapijos veikimo principai

PDT yra gydymo budas, bene maziausiai pazeidZiantis sveikus audinius. Ji
patvirtinta gydyti vé7j ir kraujagysliy ligas. Siam gydymui bitini trys elementai: 1)
vietiniu arba sisteminiu biidu j audinj ar organizmg jvestas FS, 2) Sviesa ir 3)
molekulinis deguonis, i kurio fotoreakcijy metu susidaro aktyvios deguonies formos
(ROS). Manoma, kad fotodinaminiam poveikiui svarbiausia ROS yra vienlypis
deguonis (102) (Price et al., 2009).

PDT netaikoma dideliy naviky gydymui, ta¢iau maZzus ir neiSplitusius navikus ji
sunaikina veiksmingai. Su moderniomis optinémis sistemomis galima Svitinti net
sunkiai pasiekiamas kiino dalis (apZv. (Nowis et al., 2005)).

Nors fotosensibilizacijos reiskinio tyrimai pradéti prieS Simtmetj, o pirmg karta
gydymui jis panaudotas 1968 metais, Sis metodas vis dar placiai tiriamas ir vystomas.

Tarp perspektyviausiy reikéty paminéti Siuos sparCiai tobulinamus PDT
metodus: 1) vadinamoji metronominé PDT, kurios metu fotodinaminis poveikis
taikomas kelis kartus, naudojant labai mazas FS ir Sviesos dozes; 2) dvifoton¢ PDT,
kurios metu FS sinchroniSkai Zadinamas dviem maZesnés energijos fotonais; 3) PDT
su nanodalelémis, kai geresniam FS patekimui j audinius yra naudojamos nanodalelés.
PDT atrankumg galima padidinti, naudojant FS su prijungtu gesikliu. Toks FS bus
aktyvus tik tada, kai saviti fermentai suskaidys jungtj tarp FS ir gesiklio, gesiklis
nutols nuo FS ir neslopins jo aktyvumo (Wilson and Patterson, 2008).

PDT veiksmingumg galima didinti derinant ja su kitais klasikiniais véZio
gydymo budais. PDT derinimas su chirurgija (Herrera-Ornelas et al., 1986),
radioterapija (Kostron et al., 1988) ar chemoterapija (Gonzalez et al., 1986) imtas tirti
vos pradejus rysSkéti naujojo PDT metodo privalumams bei trikumams. Veiksmingai
suderinus gydymo biuidus, galima maZzinti naudojamy priemoniy dozes, ir sumazety
nepageidaujami Salutiniai reiSkiniai, pvz., PDT sukeliamas odos jautrumas Sviesai. Be
to, siiiloma PDT derinti su imunine terapija, nes imuninis atsakas svarbus naviko

augimui ir plitimui (Zr. 1.5 sk.).

1.1.1 Fotosensibilizatoriai
PDT yra pagrjsta FS savybe atrankiai kauptis navikiniame audinyje. Atrankuma
lemia didesnis navikiniy lasteliy proliferacijos greitis, LDL receptoriy, prie kuriy

jungiasi hidrofobiniai FS, gausi raiSka (Allison et al., 1994), naviko audiniy skyscio

12



Zemesnis pH, padidéjes naviko kraujagysliy pralaidumas, pakitusi naviko stromos
strukttira, padidéjusi kolageno, prie kurio jungiasi porfirininiai FS, gamyba (apZv.
(Dougherty et al., 1998)). Yra parodyta, kad navikuose susikaupe makrofagai
reikSmingai didina FS fotofrino kaupimgsi navikiniame audinyje (Korbelik et al.,
1996; Korbelik et al., 1991). Atrankumg galima dar labiau padidinti prijungiant FS
prie molekuliy pernasSos sistemy, tokiy kaip augimo veiksniai ar monokloniniai
antikiinai, giminingi gydomiems audiniams (Konan et al., 2002).

Didziaja dalj FS, taikomy ikiklinikiniams tyrimams ir gydymui, sudaro
porfirinines kilmés FS (apZv. (O'Connor et al., 2009)). Idealiam FS keliama nemazai

reikalavimy (1.1 lent).

1.1 lentelé. Idealaus fotosensibilizatoriaus savybeés (O'Connor et al., 2009)

Grynumas Vienalyté cheming¢ sudétis, Zinoma struktiira, stabilumas

ToksiSkumas NetoksiSkas tamsoje, nesudaro toksiSky metabolity ir nesukelia Salutinio
poveikio

Metabolizmas ir Optimalios patekimo j audinius, pasiskirstymo, metabolizmo ir Salinimo

farmakokinetika savybés (angl. ADME)

Zadinimas Gerai sugeria raudong Sviesa (700-850 nm) audiniy skaidrumo lange

Kvantinis naSumas  Didelis vienlypio deguonies generavimo kvantinis naSumas

Selektyvumas Geresnis kaupimasis navikiniuose audiniuose. Sublasteliné lokalizacija turéty

lemti lgsteliy apoptozg, bet ne nekroze

MutageniSkumas ir ~ Neturéty sukelti véZio ar mutacijy
karcinogeniskumas

Kaina ir naudojimo  Nebrangus ir komerciskai prieinamas
galimybés

Paprastai FS skirstomi j porfirinus ir neporfirinus. Porfiriny kilmés FS toliau
skirstomi ] pirmosios, antrosios ir treciosios kartos FS. Pirmosios kartos FS — tai
nevienalytés sudéties hematoporfirino dariniai (HpD), greitai blykStantys nuo Sviesos.
Taciau, tai pirmieji junginiai, pritaikyti gydymui — pirmasis FS, leistas naudoti
gydymui, buvo fotofrinas. Antrosios kartos FS yra vienalytés sudéties, Zinomos
struktiiros junginiai, sugeriantys ilgesniy bangy raudong Sviesa, maZiau toksiski,
didesniu kvantiniu naSumu generuojantys vienlypj deguonj. Treciosios kartos FS — tai
antros kartos fotosensibilizatoriy dariniai, gaunami sujungiant juos su monokloniniais
antiklinais ar liposomomis ir tokiu budu pagerinant jy atranky kaupimasi.
Perspektyviausi FS parodyti 1.2 pav., o jy fotofizikinés, fotocheminés, farmakologinés
ir fotobiologinés savybés apibendrintos 1.2 ir 1.3 lent.

Siame darbe naudojome antrosios kartos FS mezo-tetrakis-hidroksifenilchloring

(mTHPC), arba temoporfing. Jo vaistinis preparatas vadinamas foskanu. Tai
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homogeniSkas chlorino darinys, gerai sugeriantis Sviesg raudonojoje spektro srityje
(Amax = 652 nm; € = 3x10* M cm™ (Bonnett, 1995)). Sis junginys yra hidrofobinis
(Kow = 40 (Bourre et al., 2003)). mTHPC gyvavimo pusperiodis Zmogaus kraujo
plazmoje yra apie 45-65 val. (Ronn et al., 1996), o pelés ir Ziurkés - apie 7-21 val.
(Triesscheijn et al., 2007). mTHPC yra labai fototoksiskas FS, tod¢l naudojamos Sio
vaisto dozes (apie 0,1 mg/kg) ir Svitinimo dozes (apie 10 J/cm?) yra labai mazos,
palyginus su kitais FS (Mitra and Foster, 2005). Europos Sajungoje leista ji naudoti

galvos ir kaklo navikams gydyti.

1.1.2 Sviesa ir aktyvios deguonies formos

Fotodinaminiam gydymui naudojama 600-900 nm bangos ilgio Sviesa. PDT
veiksminguma lemia Sviesos prasiskverbimo ] audinj gylis, kuris priklauso nuo audinio
savybiy ir storio. Paprastai 630-800 nm bangos ilgio Sviesa prasiskverbia nuo 3 iki 8
mm.

Suzadinus FS tinkamo bangos ilgio Sviesa, FS molekulés i§ pagrindinés
vienlypés biisenos S, persoka j suZadintg vienlype biiseng S;. Jos gyvavimo laikas per
trumpas (1-100 ns), kad FS molekulé galéty perduoti energija gretimoms molekuléms.
Taciau, i§ suzadintos vienlypés biisenos FS molekulés gali pereiti j palyginus ilgai
gyvuojancig (iki keliy milisekundziy) trilype biiseng T;.

Trilypés biisenos FS molekulés gali dalyvauti dviejy tipy reakcijose. I tipo
reakcijy metu FS molekulés betarpiSkai saveikauja su substratais, lgstelés
membranomis ar molekulémis, ir perneSdamos protonus ar elektronus formuoja
joninius radikalus. Sie radikalai toliau reaguoja su deguonimi ir sudaro aktyvias
deguonies formas. II tipo reakcijy metu FS tiesiogiai perneSa energija molekuliniam
deguoniui (pagrindin¢ Sios molekulés bisena yra trilyp€) ir susidaro suZadintos
busenos vienlypis deguonis. Tuo paciu metu gali vykti abiejy tipy reakcijos, ir
dominuojantj tipg lems FS molekulinés savybés, substrato ir deguonies koncentracijos.
Gyvoje lasteléje 'O, gyvavimo pusperiodis yra ~3 us (Hatz et al., 2007), o sklidimo
koeficientas yra 2-4x 10%cm?s™! (~100 nm) (Hatz et al., 2008).
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Pirmos kartos porfiriny kimés fotosensibilizatorius
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1.2 pav. Véziui gydyti naudojamy fotosensibilizatoriy chemings struktiiros (pagal - (O'Connor
et al., 2009))
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1.2 lentelé. Porfirininés prigimties fotosensibilizatoriy savybés (O'Connor et al., 2009)

Fotosensibilizatorius Fotofrinas WST09 Foskanas SnET2 Lutrinas NPe6 Levulanas Metviksas
Cheminio junginio Dihematoporfirino Paladzio Mezo-tetra- Alavo etil- Liutecio Mono-L- 5-aminolevulino 5-aminolevulino
pavadinimas eteris bakterio- hidroksifenil-  etiopurpurinas ~ moteksafinas aspartil- rugstis rugsties metilo

feoforbidas chlorinas chlorinas 6 esteris
Sugerties bangos ilgis 630 763 652 664 732 664 635 635
(nm)
Lokalizacija Goldzio Kraujagyslés Endoplazminis Mitochondrijos, Lizosomos Lizosoma, Mitochondrija, Mitochondrija,
kompleksas, tinklas, lizosomos endosoma citozolis, citozolio citozolis, citozolio
plazminé mitochondrijos membranos membranos
membrana
Veikimo Kraujagysliy Kraujagysliy  Kraujagysliy Betarpiskas Kraujagysliy Kraujagysliy Betarpiskas Betarpiskas
machanizmas paZaidos, naviko paZaidos paZaidos, citotoksinis paZaidos, sastovis, citotoksinis poveikis citotoksinis
lasteliy nekrozeé betarpiSkas poveikis betarpiSkas betarpiSkas navikui poveikis navikui
citotoksinis navikui citotoksinis citotoksinis
poveikis poveikis poveikis navikui
navikui navikui
Laiko tarpas tarp FS 24-48 val 15 min 96 val 24 val 3 val 2-4 val 4-6 val 3 val
suleidimo ir Svitinimo
Klinikinis / Patvirtinta: Klinikiniai Patvirtinta: Klinikiniai .. ... . . Patvirtinta: Patvirtinta: Patvirtinta:
Lt shs s . o - X - Klinikiniai . . — .
ikiklinikinis stemplés, plauciy, tyrimai: galvos ir kaklo tyrimai: . ankstyvos aktininé keratozé aktininé keratozé,
panaudojimas bronchy, prostatos VeZys metastazaves M stadijos plauciy bazolasteliné odos
skrandZio vézys, VeZys kriities vézys, IS VeZys karcinoma
Slapimo piislés ir Kaposi P rostatos
gimdos kaklelio sarkoma, Verys, gmg}os M
displaziia it vés bazolastelin kaklelio vézys tyrimai:
plazija ir véZys azolasteliné hepatoceliulinis
odos karcinoma  Ikiklinikiniai P vérys
tyrimai: o — metastazes
reC}dyV1n1s e pRe
kriities véZys
Vietinis Salutinis Silpna-vidutiné Patinimas, Dilg¢iojimas, Deginimas,
poveikis eritema — kraujavimas, — — —_ deginimas, paraudimas
opé¢jimas, perstéjimas
Sisteminis Salutinis Fotojautrumas, Fotojautrumas  Fotojautrumas Silpnas
poveikis silpna konstipacija —_ fotojautrumas — — —
Ar patvirtintas Taip Ne Taip Ne Ne Taip Taip Taip

leidimas gydyti
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1.3 lentelé. Neporfirininés prigimties fotosensibilizatoriy savybés (O'Connor et al., 2009)

Fotosensibilizatorius Hipericinas Chalkogeniniy pirily Metileno mélis Toluidino mélis Nilo mélis Cianinai ADPMO06
kilmés dazikliai
Cheminiy junginiy klasé Chinonas Chalkogeniniai pirilai Fenotiazinas Fenotiazinas Fenotiazinas Cianinai Tetra-aril-
azadipirometenai
Sugertis (nm) 595 592-746 666 626, 632 650-660 535-574 680
Lokalizacija GKirET Lizosomos Lizosomos GK, ET Lizosomos Mitochondrijos, ER,
membranos plazminé mitochondrija
membrana
Veikimo machanizmas Citotoksinis Citotoksinis poveikis Citotoksinis Citotoksinis Citotoksinis Citotoksinis Kraujagysliy
poveikis navikui navikui poveikis navikui  poveikis navikui  poveikis navikui  poveikis navikui pazaidos
ir kraujagysliy
pazaidos
Laiko tarpas tarp FS 0,5-6 val 24 val. 1-4 val 1 val 30 min 1 val <5 min
suleidimo ir Svitinimo
Klinikinis / ikiklinikinis Ikiklinikiniai Ikiklinikiniai tyrimai: Ikiklinikiniai Ikiklinikiniai Ikiklinikiniai Ikiklinikiniai Ikiklinikiniai
panaudojimas tyrimai: prostatos, kriities, tyrimai: tyrimai: tyrimai: tyrimai: tyrimai:
Slapimo pislés, storzarnés veéZys Slapimo pislés,  Kaposi sarkoma, Slapimo piislés leukemija, kriities vézZys,
nosies ir ryklés storzarnés vezys, T limfocity VeZys, pelés limfoma pelés plauciy
VEZys Kaposi sarkoma leukemija pienliaukés VEZys
karcinoma
Vietinis Salutinis poveikis Aplinkiniy
sveiky audiniy —_ —_ —_ —_ —_ —_
nezymios
pazaidos
Sisteminis Salutinis poveikis Toksiskumas tamsoje NeZymus Nezymus Nezymus
— — Salutinis poveikis  Salutinis poveikis  Salutinis poveikis —
Ar patvirtintas leidimas Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne

gydyti
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Zmogaus lastelés skersmuo yra 10-100 um, tad 'O, gali sukelti paZzaidas
tik tose lgsteleés vietose, Salia kuriy jis gaminamas (FS kaupimo vietose).

Sublasteliné FS lokalizacija lemia, kurios organelés bus pazeistos. Retai
kada FS biina sulaikomi tik vienoje organel¢je. Misy tyrimuose naudotas FS
mTHPC kaupiasi membranose (Boyle and Dolphin, 1996), daugiausia
endoplazminio tinklo, GoldZio komplekso (Teiten et al., 2003) bei
mitochondrijy membranose (Kirveliene et al., 2003). Parodyta, kad mTHPC-
PDT, priklausomai nuo poveikio stiprumo gali sukelti tiek apoptoze (Bourre et
al., 2002; Kirveliene et al., 2003; Lilge et al., 2000), tiek nekroze¢ (Gharehbaghi
et al., 2000).

1.2 Citokiny raiSkos poky¢iai po PDT

Kaip jau minéta, tiesioginis PDT poveikis navikui yra vietinés reikSmeés
del savito FS kaupimosi naviko audinyje, taciau Sis gydymo buidas pasiZymi ir
sisteminiu poveikiu, susijusiu su organizmo atsaku j gydymg. Imuninj, su
leukocitais susijusj organizmo atsakg po PDT aktyvina Zuvusiy Iasteliy
liekanos, pazeisty lasteliy gaminami uZdegimo tarpininkai (citokinai,
komplemento sistemos komponentai, @imios fazés baltymai) (apZv. (van
Duijnhoven et al., 2003)), (Cecic and Korbelik, 2002; Coutier et al., 1999).

Citokinus — valdymo peptidus — gamina visy tipy lastelés, turincios
branduolj. Citokinai valdo kraujo ir kity Igsteliy diferenciacijos ir proliferacijos
vyksmus bei limfocity aktyvumg imuninio atsako metu.

Zinoma, kad PDT moduliuoja citokiny biosinteze tiek véZinése, tiek su
jomis susijusiose lgstelése naviko audinyje (1.4 lent.). ]vairGis veiksniai
(VEGFA, bFGF, TNF-a), interleukinai (IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10) lemia
PDT veiksmingumg (Bhuvaneswari et al., 2008; Gollnick et al., 1997;
Henderson et al., 2004; Yom et al., 2003). Citokinai ir uZdegiminis atsakas i
PDT sukeltg oksidacinj stresg gali sumaZzinti gydymo veiksminguma.

Kita vertus, hipoksijos iStiktos lastelés paleidzia kaskada signaly,
skatinan¢iy angiogenez¢. Todel angiogenezés slopikliai galéty pagerinti PDT

gydomajj poveikj navikams (1.5 sk.).
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Toliau apzvelgsime PDT poveikj Siame darbe tirty citokiny VEGFA,
IL-1 o bei kity citokiny raiSkai jvairiose Igsteliy linijose ir Siy baltymy reikSme

naviko atsakui j fotocitotoksinj poveiki in vitro ir in vivo.

1.2.1 VEGFA raiskos poky¢iai po PDT

Kraujagysliy endotelio augimo veiksnys A (VEGFA) skatina endotelio
lasteles proliferuoti, diferencijuotis, formuoti vamzdelius ir yra vienas
svarbiausiy angiogenez¢ valdanciy citokiny (1.3 sk.). Angiogeneze
skatinanCius signalus VEGFA aktyvina per savitus receptorius - tirozino
kinazes VEGFRI1 ir VEGFR2 (Kowanetz and Ferrara, 2006). Parodyta, kad
atsako ;1 PDT poveiki metu padidéja VEGFA raiska (Bhuvaneswari et al.,
2007a; Ferrario and Gomer, 2006; Yee et al., 2005; Jiang et al., 2008).
PavyzdZiui, fotofrinu sensibilizuotose pelés pienliaukés karcinomos navikuose
del PDT sukeltos Iasteliy hipoksijos padidéja hipoksijos indukuojamo
veiksnio-a (HIF-1a) ir vieno 1§ jo valdomy geny produkto - baltymo VEGFA -
raiSka (Ferrario et al., 2000). Hipericinu sensibilizuoti Zmogaus nosiarykles
navikai CNE2 taip pat gamina angiogenez¢ skatinanc¢ius veiksnius: HIF-1a,
VEGFA, ciklooksigenazg-2 (COX-2) ir bazinj fibroblasty augimo veiksnj
bFGF (Zhou et al., 2005). Zinoma, kad COX-2 skatina angiogeneze daugiausia
per VEGFA baltyma. Pavyzdziui, Zmogaus prostatos vézZio lastelése
prostaglandinas E2 (PGE-2), vienas i§ COX-2 produkty, VEGFA biosintez¢
skatina, sgveikaudamas su E prostanoidy 2 ir 4 receptoriais (Jain et al., 2008).
Slopinant 90 kDa Siluminio streso baltymo (Hsp-90) Saperono funkcijas,
sumazéja antiapoptoziniy ir proangiogeniniy baltymy (survivino, baltymy
kinazés Akt, HIF-la, tarplastelinio uZpildo metaloproteinazés MMP-2 ir
VEGFA) raiska ir sustipréja PDT citotoksinis poveikis navikui (Ferrario and
Gomer). Hematoporfirinu sensibilizuotuose pelés Zvyninio epitelio karcinomos
navikuose reikSmingas VEGFA raiSkos padid¢jimas islieka 6 val. po poveikio,
ir tik po 24 val. susilygina su negydyty peliy VEGFA kiekiu navikuose
(Uehara et al., 2001). Sveikame smegeny audinyje fotodinaminis poveikis taip

pat skatina VEGFA raiska, kas lemia endotelio 1asteliy proliferacija (Zhang et
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al., 2005) ir pakitusiy kraujagysliy susidarymg (Jiang et al., 2004). Be to,
padid¢jusi VEGFA raiska buvo stebéta ne tik fotofrinu sensibilizuotuose
navikuose (smegeny glioma 9L), bet ir Sialia jy esanciuose sveikuose
audiniuose (Zhang et al., 2007). PDT panaudojus prostatos véziui LNCaP
gydyti, dél navikuose padidéjusio VEGFA kiekio vézys iSplito i limfinius
mazgus (Kosharskyy et al., 2006).

Parodyta, kad VEGFA slopinimas stiprina PDT citotoksinj poveikj
navikams. Panaudojus PDT su fotofrinu kartu su VEGFA receptoriy
slopikliais, sustipréjo glioblastomos naviko US87 apoptoze ir padidejo jo
jautrumas PDT bei sumaZé¢jo VEGFA kiekis Salia naviko esanciuose
audiniuose (Jiang et al., 2008). Derinant PDT ir antiangiogening terapija
svarbu atkreipti démesj j tai, kad angiogeneze skatinanciy veiksniy geny
raiSkos pobudZiui svarbus intervalas tarp FS suleidimo ir Svitinimo (delivery-
light interval), o per 30 dieny po PDT keiCiasi angiogenez¢ skatinanciy
veiksniy sudétis (Bhuvaneswari et al., 2008).

Apibendrinant galima teigti, kad jvairiais FS fotosensibilizuotose naviko
lastelése didéja proangiogeninio citokino VEGFA raiSka, kas galéty skatinti
naviko atsinaujinima.

Kita vertus, kai kuriuose navikuose PDT slopina angiogeneze
skatinanCius vyksmus. Pavyzdziui, po PDT su ALA plauciy karcinomos
navikuose 3LL sumazéjo VEGFA kiekis kraujo serume, o naviko kraujagysliy
pazaidos sulétino vézio plétrg (sumaZe¢jo metastaziy) (Lisnjak et al., 2005).
PDT su hipokrelinu (hypocrellin) Zzmogaus smegeny naviko lgstelése padidino
ne tik angiogenezg¢ skatinan€iy, bet ir ja slopinanciy veiksniy raiska (Deininger

et al., 2002).

1.2.2 Interleukino-1 raiSkos poky¢iai po PDT
Interleukino-1 (IL-1) Seimg sudaro maZziausiai vienuolika citokiny (1.4.1
sk.). Placiai tiriamas Siy molekuliy vaidmuo su uZzdegimu susijusiose ligose,

tokiose kaip reumatinis artritas.
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Negydytuose naviko audiniuose IL-1B gali veikti kaip prouzdegiminis
(Evans et al., 1992), angiogenez¢ skatinantis veiksnys (Kimura et al., 2007). IS
IL-1 Seimos, PDT gydytuose navikuose in vitro ir in vivo pastebeti tik IL-1B
raiSkos pokyciai (Cecic and Korbelik, 2002; Ferrario et al., 2005; Sun et al.,
2002). DaZniausiai S$io citokino raiSka padid¢ja, did¢jant angiogeneze
skatinan¢iy veiksniy raiSkai. Taciau néra aiSku, kg lemia toks IL-1f raiSkos
padidéjimas naviko audiniuose. Zinoma, kad COX slopikliai maZina IL-1p bei
kity proangiogeniniy veiksniy raiSka, todel padidéja lasteliy jautrumas PDT
poveikiui (Ferrario et al., 2005). Kitas mokslinis darbas rodo, kad po PDT IL-
1B galéty skatinti neutrofily migracija link naviko ir tokiu btdu didinti Sios
terapijos veiksminguma (Sun et al., 2002).

Nepavyko rasti né vieno straipsnio apie citokino IL-1a vaidmenj PDT
metu. Paskelbta tik pora darby apie PDT poveiki citokino IL-lo raiSkai
nevezinése lgstelése: tyrimai su uZdegimo paZeistos odos (sklerodermos)
keratinocitais parode, kad ALA fotosensibilizuoti keratinocitai sekretuoja IL-
la, kuris skatina fibroblastus gaminti tarplastelinio uZpildo metaloproteinazes
(MMP)-1 ir MMP-2 (Karrer et al., 2004). Cia reikéty pabréZti, kad tarplastelinj
uzpildg ardanc¢ios MMP paprastai siejamos su angiogeneze (Ferrario et al.,
2004). Kita vertus, egzogeninis IL-1ca didina endotelio 13steliy jautrumg AISPc
sukeltai PDT in vitro (Breider et al., 1993).

Negydyto kasos veézio Igstelese IL-10 autokrininiu biidu lemia naviko
augimui ir plitimui palankaus transkripcijos veiksnio NF-kB konstitutyvig
raiSkg (Melisi et al., 2009; Niu et al., 2004). Be to, egzogeninis IL-1a skatina
kasos vézio lgsteles gaminti IL-8 per MAPK/AP-1 ir ROS/NF-kB kelius; Sie
parakrininiai signalai skatina bambagyslés endotelio 1asteliy HUVEC (human
umbilical vein endothelial cells) proliferacijg (Sawai et al., 2005). Su IL-1a
parakrininiu signalu siejamas skrandZio véZiniy lgsteliy gebéjimas proliferuoti
(IL-1a/COX-2 kelias) (Uefuji et al., 2005) ir skatinti endotelio lgsteliy
proliferacijg (IL-1o/IL-1R1/VEGFA) (Ma et al., 2008).
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Cia pateikti duomenys leidZia prognozuoti, kad po PDT naviko lgstelése
padideéjusi citokino IL-1o biosintezeé skatins naviko atsinaujinimg lemiancius

procesus.

1.2.3 Kity citokiny raiSkos poky¢iai po PDT

PDT sukelti uzdegimo vyksmai gali biiti siejami su padidéjusia
prouzdegiminiy citokiny raiSka. Daugelis Siy citokiny skatina neutrofily
judéjima link naviko, kas, manoma, turéty sustiprinti PDT prieSvéZinj poveik].
IL-6 gamyba padid¢ja jvairiose lgstelése, sensibilizuotose jvairiais FS (Du et
al., 2006; Gollnick et al., 1997; Kick et al., 1995). Tikslus IL-6 vaidmuo PDT
sukeltame uZdegime néra Zinomas, bet parodyta, kad, nuslopinus citokino
raiSkg fotofrinu sensibilizuotuose pelés pienliaukés karcinomos EMT6
navikuose, Zymiai sumaZzéja kraujotakoje cirkuliuojanciy neutrofily kiekis
(Cecic and Korbelik, 2002). Tokius pacius EMT6 navikus paveikus
pirofeoforbidu-a ir Sviesa, véZinése lgstelése padideja kai kuriy citokiny, tarp jy
ir IL-6, raiSka, o naviko kraujagysliy endotelio Igstelese — lasteliy sgveikos
baltymy raiska. [domu, kad neutrofily traukai svarbus buvo tik citokinas MIP-2
(makrofagy uZdegiminis baltymas; Zmogaus IL-8 analogas) ir Igsteliy sgveikos
baltymas E-selektinas (Gollnick et al., 2003). Nustatyta, kad IL-10 taip pat
svarbus neutrofily traukai link naviko po PDT (Cecic and Korbelik, 2002).

Kuriant vakcing prie§ vézj, nustatyta, kad PDT veikty véZiniy lgsteliy
lizatai gali aktyvinti dendritines Iasteles ir skatinti jas gaminti IL-12 (Gollnick
et al., 2002). Zinoma, kad PDT aktyvintos antigeng pateikan&ios lastelés
sekretuoja IL-12 (Gollnick et al., 2006). IL-12 sukelia lgstelinj imuninj atsaka,
slopina angiogenez¢ ir tokiu biidu stabdo naviko augima (Akhtar et al., 2004;
Wolf et al., 1994). Neseniai parodyta, kad adenovirusas su IL-12 koduojanciu
genu (AdIL-12) reikSmingai padidina naviko jautrumg PDT; taip pat nustayta,
kad Sis derinys reikSmingai didina kity prouzdegiminiy citokiny IFN-y ir TNF-
o sekrecijg (Park et al., 2008).

Nustatyta, kad citokinai IL-6 ir TNF-a gali valdyti véZiniy lasteliy zutj
apoptozés budu, ir taip didinti PDT prie§vézinj poveikj. Pavyzdziui, IL-6
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skatina NPe6 sensibilizuotos pelés plauciy karcinomos LLC lasteliy apoptoze
(Usuda et al., 2001), rekombinantinis TNF-a. indukuoja apoptoze¢ bei sustiprina
ftalocianino Pc4 fotocitotoksinj poveikj Zmogaus epidermoidinés karcinomos
A431 Igstelems (Azizuddin et al., 2001), foskanu sensibilizuoty makrofagy
TNF-a sukelia fibroblasty citolize (Coutier et al., 1999).

UZdegiminis atsakas yra sudétingas procesas. Sunku nuspéti, kokius FS
sensibilizuoto naviko pokycius jis gali sukelti, nes uzdegiminio atsako j PDT
metu padidéja ne vieno ar dviejy, bet keleto citokiny — tiek proangiogeniniy,
tiek ir prouzdegiminiy — raiSka (Bhuvaneswari et al., 2008). Kita vertus,
pastebéta griZtamoji véZziniy ir endotelio 1asteliy nejautra citokinams. Jg lemia
PDT sukeltos pazaidos: baltymy defosforilinimas ir baltymy sgsiuvos,
sumazeéjusi receptoriy, tarp jy ir epidermio augimo veiksnio (EGF)
receptoriaus, raiSka (Liu et al., 2004; Wong et al., 2003).

Apibendrinant galima teigti, kad daugelio moksliniy grupiy pastangomis
yra nustatyta, kad po PDT pakinta jvairiy citokiny ir jy receptoriy raiska (1.4
lent.). PDT aktyvintas uZegiminis atsakas yra savitas daugeliui veiksniy —
lasteliy tipui, FS ir fotocitotoksinio poveikio stiprumui, ir gali lemti tiek naviko
nykimg, tiek jo atsinaujinimg. Mes pastebéjome, kad mTHPC indukuotas
fotodinaminis poveikis ir jo deriniai su taksoteru arba doksorubicinu skatina
citokiny VEGFA ir IL-1a raiSkg in vitro. VEGFA reikSmé PDT teigiamai
prognozei néra visiSkai aiSki. Intensyvesné kraujotaka ne tik geriau apriipina
navikg maisto medziagomis, bet gali ir sutrikdyti naviko augimg, sudarydama
palankesnes sglygas imuniniam organizmo atsakui prie§ vézj. Citokino IL-1a
raiSkos poky¢iai ir jy svarba po PDT beveik netirti. Tod¢l Siame darbe siekéme
jvertinti VEGFA ir IL-1a raiskos poky¢ius ir jy reikSme¢ po fotocitotoksinio
poveikio veézinése lgstelese in vitro ir navikuose in vivo.

Norint vertinti citokiny raiSka, biitina Zinoti tiriamyjy citokiny
molekuliy savybes. Abu tiriamieji citokinai yra gerai iStirti biocheminiu

poZitriu ir jy molekuliné sgranga yra Zinoma.
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1.4 lentelé. Citokinai ir jy receptoriai, kuriy raiSka tirta po PDT

Véziniy Igsteliy tipas FS Tirty citokiny ir jy receptoriy Pasekmeés Saltinis
raiskos poky¢iai
Pienliaukés karcinoma EMT6 Fotofrinas T IL-6, T IL-10, TNF-o, raiska Funkcija netirta (Gollnick et al., 1997)
nepakito
M(IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10, G-CSF, | Neutrofilijos valdymas (Cecic and Korbelik, 2002)
KCir kt.)
HPPH T(MIP-2, IL-6, KC) MIP-2: neutrofily migracija link naviko (Gollnick et al., 2003)
Ryklés karcinoma FaDu, gimdos | ALA, J (EGFR, LIFRa, gp130) Lasteliy nejautra EGF, LIF, IL-6 citokinams (Wong et al., 2003)
kaklelio adenokarcinoma HelLa, Fotofrinas
kepeny karcinoma HepG2
Plaudiy karcinoma LLC NPe6 T (IL-6, IL-2, TNF-o) IL-6: apoptozés iniciacija (Usuda et al., 2001)
Gimdos kaklelio karcinoma Fotofrinas TL-6 UZdegimas, imuninis atsakas (Kick et al., 1995)
HeLa
Karcinoma su pCMV-IL-6 ALA T pCMV-IL-6 Apoptozés slopinimas, uzdegimo ir angiogenezés (Jee et al., 2001)
(BCC)/IL-6 iniciacija
Ploksciojo epitelio karcinoma Fotofrinas, MIL-1B, IL-6, TNF-at) IL-1p: didesnis lasteliy jautrumas PDT, neutrofily (Sun et al., 2002)
SCCvIl mTHPC migracija link naviko
Storosios Zarnos karcinoma Colo | HPPH T(IL-6, MIP-2, MIP-1) IL-6: neutrofily migracija link naviko (Henderson et al., 2004)
26
Ryklés karcinoma FaDu, plau¢iy | ALA, HPPH | | EGFR Lasteliy nejautra onkostatinui M ir IL-6 (Liu et al., 2004)
karcinoma A549, hepatoma H-35
Slapimo piislés karcinoma MGH | hipericinas T(IL-6,VEGFA, TNF-0, bFGF, IFN-a. | Funkcija netirta (Bhuvaneswari et al., 2008)
ir -y, HGF, PDGFA, TGFa)
Limfoma U937® mTHPC TTNF-o L929 fibroblasty citolizé (Coutier et al., 1999)
Kaposi sarkoma Fotofrinas T (HIF-10, VEGFA, PGE2, TNF-q, Anti-VEGFA terapija (AVASTINAS): (Ferrario and Gomer,
IL-1B) 2006)
Pienliaukés karcinoma BA Fotofrinas TVEGFA, THIF-1a Anti-VEGFA terapija: PDT citotoksinio poveikio (Ferrario et al., 2000)

stipréjimas

TN(VEGFA, TNF-a, IL-1B, IL-10)

Cox-2 slopikliai : maZino TNF-a, IL-1a, VEGFA
raiSkos mazéjimas ir lasteliy jautrumo PDT didéjimas

(Ferrario et al., 2005)
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1.4 lentelé. Citokinai ir jy receptoriai, kuriy raiSka tirta po PDT (tgsinys)

Véziniy Igsteliy tipas FS Tirty citokiny ir jy receptoriy Pasekmés Saltinis
raiskos poky¢iai
Nosiaryklés karcinoma CNE2 Hipericinas | T( HIF-10, VEGFA, COX-2, bFGF) Proangiogeniniy veiksniy raiSkos didéjimas dél PDT (Zhou et al., 2005)
sukelty pazaidy naviko kraujagyslése; RTK slopiklis
SU6668: PDT citotoksinio poveikio stipréjimas
TVEGFA Anti-VEGF terapija: PDT citotoksinio poveikio (Bhuvaneswari et al.,
stipréjimas 2007a; Yee et al., 2005)
ML-6 Funkcija netirta (Du et al., 2006)
Glioblastoma US87 Fotofrinas TVEGFA Anti-VEGFA terapija: PDT citotoksinio poveikio (Jiang et al., 2008)
stipréjimas
Galvos ir kaklo karcinoma NR- Hp TVEGFA Funkcija netirta (Uehara et al., 2001)
S1
Plauciy karcinoma 3LL ALA JVEGFA Metastaziy mazéjimas (Lisnjak et al., 2005)
Prostatos karcinoma LNCaP Liposominis | TVEGFA Vézio i$plitimas j limfinius mazgus (Kosharskyy et al., 2006)
BPD
Glioma LN229 Hipokrelinas | T(VEGFA ir antiangiogeniniai Funkcija netirta (Deininger et al., 2002)

veiksniai: tVEGFR1, angiostatinas,
AIF-1, CTGF)
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1.3 VEGF S§eimos baltymai ir juy receptoriai

VEGF Seimos baltymai priklauso cistino mazgg turinfiy augimo
veiksniy didSeimei (cystine knot growth factor superfamily), ir valdo
vaskulogeneze, angiogeneze ir limfoangiogeneze.

Yra Zinoma nemazai kity angiogenez¢ valdanciy veiksniy. Angiogeneze
skatina fibroblasty augimo veiksniai aFGF ir bFGF, transformuojantys augimo
veiksniai TGF-a ir TGF-f, hepatocity augimo veiksnys HGF, naviko nekrozés
veiksnys TNF-o, angiogeninas, interleukinas-8 (IL-8) ir angiopoetinai (Ferrara,
2000). Neigiami reguliatoriai, tokie kaip trombospondinas, endostatinas ar
tumstatinas, slopina angiogenez¢ (Sund et al., 2005).

VEGF Seimos baltymai yra homodimeriniai glikoproteinai (Potgens et
al., 1994). Sie augimo veiksniai turi N galo signalo seka, lemiancia aktyvia
sekrecijg (apzZv. (Thomas, 1996)).

VEGF Seimg sudaro maziausiai 7 nariai: VEGFA, VEGFB, VEGFC,
VEGFD, PIGF, VEGFE, ir VEGFF. Zinduoliy genome uZkoduoti visi §ios
Seimos baltymai, iSskyrus Parapoxvirus genciai charakteringg VEGFE ir i
gyvaciy nuody i$skirta VEGFF (kitaip vadinamg svVEGF).

Dar daugiau, dél informacinés RNR (iRNR) splaisingo susidaro
VEGFA, VEGFB, PIGF izoformos, turinios skirtingg aminoriigs¢iy kiekj.
VEGF Seimos citokinai gali jungtis prie trijy receptoriniy tirozino kinaziy
(VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3) ir dviejy fermentinio aktyvumo neturinciy
koreceptoriy (neuropilino-1 ir -2). Keletas Sios Seimos baltymy jungiasi prie
heparano sulfato proteoglikany (HSPG), esanciy plazminéje membranoje ir
ECM (apzv. (Reigstad et al., 2005; Roskoski, 2007)). VEGF receptoriams ir
HSPG saviti citokinai pateikti 1.5 lent.

1.3.1 VEGFA baltymy struktiira ir savybés

VEGFA funkcijos
Kraujagysliy endotelio augimo veiksnio A tyrimai prasidéjo XX a.

devintajame deSimtmetyje: 1983 m. pirmg kartg nustatytas kraujagysliy
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1.5 lentelé. VEGF receptoriams, koreceptoriams ir heparano sulfato proteoglikanams
saviti citokinai (pagal (Roskoski, 2007), jeigu nepaZymeéta kitaip)

VEGFR1 VEGFR2 VEGFR3 Np-1 Np-2 Sindekanas®
VEGFA VEGFA Pro-ir brandus ~ VEGFA-165 VEGFA VEGFA
(110-165)° VEGFC (145-165)° (145-206)°
VEGFB VEGFC Pro- ir brandus PIGF-152 PIGF-152 PIGF
VEGFD (152, 224)°
PIGF VEGFD Pro-VEGFC  Pro-ir brandus VEGFB-167
VEGFC
VEGFF® VEGFE Pro-VEGFD Pro-VEGFD
VEGFF’ VEGFB
VEGFE

*Toks heparano sulfato proteoglikanas. ® Izoformos su skirtingu aminortigi¢iy
skai¢iumi. ¢ Pagal (Takahashi et al., 2004); d pagal (Yamazaki et al., 2003).

lasteliy proliferacijg skatinantis veiksnys (Ferrara and Henzel, 1989). Dabar
VEGFA baltymas Zinomas kaip svarbus angiogenezés reguliatorius (Kim et al.,
2010), apZv. (Adams and Alitalo, 2007).

VEGFA valdo angioblasty - endotelio Igsteliy pirmtaky - chemotaksj ir
diferenciacija, endotelio Iasteliy proliferacijg ir susirinkimg j vamzdelius,
kraujagysliy persitvarkymo procesus. Lasteliy atsakg ] jy aplinkoje esant]
citoking VEGFA sunku prognozuoti, nes jis priklauso nuo daugelio kity
baltymy raiSkos: VEGFA izoformy santykio, kity Sios baltymy Seimos nariy,
VEGF receptoriy raiSkos. Be to, daugelis kity veiksniy valdo angiogenezés
procesus: 1) kraujagysles supanti ECM sudarantys komponentai gali skatinti
arba slopinti angiogenez¢; 2) VEGFA izoformy, sujungty su tarplgsteliniu
uzpildu, proteolizé sudaro VEGFA gradienta, ir tokiu budu skatinamas
kraujagysliy augimas; 3) fizin¢ sgveika tarp endotelio lgsteliy ir pericity
uztikrina kraujagysliy stabilumg ir slopina angiogeneze.

Aiskeéja, kad VEGFA ne tik skatina naviko indukuotg angiogenezg, bet
ir slopina organizmo imuninj atsaka. Neseniai pastebéta, kad Sis citokinas
didina reguliaciniy T lasteliy (Ty), slopinaniy imuninj atsaka, kiekj
storzarnés navikuose (Wada et al., 2009). Be to, VEGFA slopina dendritiniy
lasteliy diferenciacijg (Alfaro et al., 2009; Dikov et al., 2005).
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VEGFA geno ir baltymo struktiira

Zmogaus VEGFA genas yra 6-tosios chromosomos trumpojo peties
21.3 segmente (6p21.3) (Vincenti et al., 1996). Baltyma koduojancig sritj (~14
kb) sudaro aStuoni egzonai (Houck et al., 1991; Tischer et al., 1991). Pirminj
7Zzmogaus VEGFA baltymg sudaro 232 aminortigS§tys. Dél iRNR 6 ir 7-to
egzony alternatyvus splaisingo susidaro keturios pagrindines VEGFA
izoformos, turincios 206, 189, 165 ir 121 aminortgstis (VEGFA-206, -189, -
165 ir -121) (Houck et al., 1991; Tischer et al., 1991) (1.3 pav.).

VEGFA-165, pla¢iausiai tiriama izoforma, neturi 6-to egzono
koduojamy aminortgs¢iy, o VEGFA-121 i1zoforma neturi 6 ir 7-to egzony
koduojamy aminorugsc¢iy. Aptikta ir retesniy izoformy VEGFA-145 (Poltorak
et al., 1997), VEGFA-183 (Jingjing et al., 1999), VEGFA-162 (Lange et al.,
2003) ir angiogeneze slopinanciy izoformy (VEGFA-165b ir kitos) (Woolard
et al., 2004), apzv. (Harper and Bates, 2008). Peles VEGFA izoformos yra
viena aminorugsStimi trumpesnes nei Zmogaus baltymai dél glicino delecijos.

VEGFA glikozilinto dimero molekuliné¢ mase yra apie 47 kDa (Peretz et
al., 1992). Baltymy elektroforezés geliuose gali buti registruojamos kelios
jvairaus dydZio VEGFA baltymo juostos dé¢l alternatyvaus splaisingo, skirtingo
N-glikozilinimo laipsnio ir dalinai dél proteolizés: neredukuoto baltymo
molekuliné mase gali buti apie 34-42 kDa, o redukuoto — apie 17-24 kDa
(Connolly et al., 1989; Senger et al., 1990).

Rentgeno kristalografijos budu (skiriamoji geba 1,9 A) nustatyta
VEGFA 8-109 aminortig§¢iy fragmento struktiira (1.4 pav., A) (Muller et al.,
1997a). Parodyta, kad VEGFA monomery struktira atitinka cistino mazgg
turin€iy augimo veiksniy struktiirg: trys disulfidiniai tilteliai Cys57-Cys102,
Cys61-Cys104 ir Cys26-Cys68 monomero viduje sudaro mazgo struktiirg.

Cistino mazgg turin¢iy baltymy monomery topologijos panaSios, taciau
dimery formavimo biidai skiriasi (Sun and Davies, 1995). VEGFA monomerai

1Ssidésto antilygiagreciai ir dimerizuojasi vienas Salia kito (side-by-side).
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N galas

Signalo l HSPG Np, HSPG
seka -y
Egzonas [ 4 | 2] 3[4 [5]6alBB| 7
koduojamy 22 17 6t 6 10 24 17 44
aminoriigsciu sk,
VEGFA-206 | | | |
aminorigities nr. 13 T 115 139 156 200
e
VEGFA-189 [ ] [T ] l
-~

Plazminas \"{ uPA, MMP

VEGFA165 [ ] e
VEGFA121 [ ] | ||/’\|

1.3 pav. Zmogaus VEGFA dominuojanéios izoformos ir jy funkciniai sandai.

Pirminis baltymas parodytas schemos virSuje, brandiis baltymai parodyti Zemiau,
rodykl¢ Zymi vietg, ties kuria skeliama baltymo polipeptidiné¢ grandiné. Pelés
izoformos yra viena aminoriigStimi trumpesnés de¢l glicino delecijos 2 egzono
koduojamoje sekoje. HSPG - heparino sulfato proteoglikanai; MMP - tarplastelinio
uzpildo metalo proteinazés; Np - neuropilinas; uPA - urokinazés tipo plazminogeno
aktyvatorius (pagal (Roskoski, 2007)).

VEGFA monomerus kovalentiSkai jungia simetriSki disulfidiniai rySiai tarp

Cys51 ir Cys60.

VEGFA jungiasi prie VEGFRI1 ir VEGFR2. Skirtinguose dimero
poliuose VEGFA baltymas turi po vieng sgveikos su receptoriumi pavirsiy.
Toks iSsidéstymas svarbus receptoriaus dimerizacijai, transfosforilinimui ir
signalo perdavimui (Siemeister et al., 1998).

Kryptingos mutagenezés metodu nustatytos aminoriigstys, svarbios
VEGFA sgveikai su VEGFR2: vieno monomero Phel7 ir Glu64, kito
monomero [le46, GIn79 ir [le83 (Muller et al., 1997b) (1.4 pav., B). VEGFA
jungimuisi su VEGFR1 svarbiausios yra Asp63, Glu64, Glu67 aminorugstys,
esancios kilpoje tarp B3 ir 4 juosty (Keyt et al., 1996b).

Taip pat iSspresta ir VEGFA-165 baltymo su heparinu sgveikaujancio
domeno (HBD) struktiira (Fairbrother et al., 1998) (1.4 pav., C). Sio domeno
seka, kurig koduoja 7 egzonas, ir struktiira yra unikalios ir nehomologiskos

kitiems, VEGF Seimai nepriklausantiems baltymams (Keck et al., 1997).
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1.4 pav. VEGFA 8-1009 ir jo funkciniy sandy struktiira.

A - VEGFA 8-109 dimero struktira (Muller et al., 1997a). Antrinés struktiiros
elementai pazyméti: ol (16-24 aminortgstys), Bl (27-34), a2 (35-39), B2 (46-48),
B3 (51-58), B4 (67-69), B5 (73-83), 6 (89-99) ir B7 (103-105); vienas monomeras
yra mélynas, kitas — raudonas; disulfidinés jungtys yra baltos, o sieros atomai —
geltoni.

B - VEGFA molekulés pavirSius, dalyvaujantis sgveikoje su receptoriumi (pagal
(Muller et al., 1997a)). Saveikos pavirSiy sudaro vieno monomero (mélyno) 2, B5 ir
B6 juostos ir kito monomero (raudono) al, bei Salia esancios kilpos. VEGFA
susiriSant su VEGFR2 svarbios aminoriigStys (Phel7’, Gln 79, Ile46, Glu64’, 11e83)
yra geltonos spalvos (Muller et al., 1997b). SarySos su receptoriumi savitumui
svarbios aminortigstys pazymétos pilkai. VEGFA susiriSant su VEGFR1 svarbios
aminortgstys yra Asp63’, Glu64’ (pazyméta) ir Glu67’ (yra toje pacioje kilpoje) (Keyt
et al., 1996b).

C - VEGFA-165 HBD (heparin-binding domain) struktira (pagal (Krilleke et al.,
2009)). HBD sudaro 55 aminorigStys (atitinka VEGFA-165 baltymo 111-165
aminoriigstis). N galo ir C galo subdomenai (1-29 ir 29-55 aminoriigstys, atitinkamai)
aiSkiai atskirti, ir kiekvieng jy sudaro mazas dviejy antilygiagreciy juosty 3 lakstas ir
du disulfidiniai rySiai. Papildomai, C galo domenas turi o spirale. Visos parodytos
cisteino aminortgstys formuoja disulfidines jungtis. Teigiamg kriivj turincios
aminorigstys pazymeétos melynai, neigiamg kriivj turincios aminoriigStys — raudonai.

HBD sudaro 55 aminorugstys (atitinka VEGFA-165 baltymo 111-165
aminortgstis). Siame domene vyrauja bazinés aminoraigstys (pI~11 (Keck et
al., 1997)), taciau pavirSiaus kriivis pasiskirstes nevienodai: vienose vietose
sutelktos tiegiamg kriivi turin¢ios aminoriigStys, kitose — neigiamg kriivj

turin€ios aminoriigsStys (1.4 pav., C). Elektrostatinei sgveikai su heparinu
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svarbiausios aminortgStys Argl3, Argl4 ir Arg49 (atitinka VEGFA-165
Argl23, Argl24 and Argl59) (Krilleke et al., 2007) yra iSsidésCiusios viena
Salia kitos iSilgai domeno ir sudaro vientisg sgaveikos pavirSiy (Stauffer et al.,
2002).

VEGFA-164 kryptinga mutagenezé¢ parodé, kad HBD saveikai su
heparinu ir neuropilinu-1 (Np1) svarbios tiek skirtingos, tiek tapacios domeno
sritys (Krilleke et al., 2007). Taip pat Sie tyrimai parode, kad HBD mutacijos
mazina VEGFA baltymo giminingumg VEGFRI1. VEGFA / VEGFRI1 kelias
valdo leukocity migracijg (Barleon et al., 1996). Tode¢l buvo iSkelta hipoteze,
kad VEGFA izoformos, turin¢ios HBD domena, galéty veikti kaip uzdegiminiy
lasteliy chemokinai (Krilleke et al., 2009).

VEGFA izoformuy, turin¢iy HBD, proteolizé

Visos VEGFA izoformos yra hidrofilinés, vandeniniuose tirpaluose
laisvai difunduojanc¢ios molekuleés. Taciau, VEGFA-165, VEGFA-189 ir
VEGFA-206 turi sgveikos su heparano sulfato proteoglikanais domenus. 6a, 6b
ir 7 egzonai koduoja baltymo HBD sritis (1.3 pav). Pastarosios jungiasi prie
neigiamg kruv] turiniy HSPG, ir neleidzia baltymams laisvai judéti in vivo
(Robinson and Stringer, 2001). VEGFA-121 neturi Siy domeny ir laisvai juda
in vivo. VEGFA-165 neturi 6a ir 6b egzony koduojamy sriciy, bet turi 7
egzono koduojamg HBD segmenta. VEGFA-165 pasiZymi tarpinémis
savybémis: tai sekretuojamas baltymas, bet nemaza jo dalis lieka prisijungusi
prie lastelés pavirSiaus ir ECM (Houck et al., 1992). Didesnés izoformos turi
visy trijy egzony (6a, 6b ir 7) koduojamas sritis ir negali laisvai judéti. Sios
izoformos biina prikibusios prie Igsteliy pavirsiaus ir jstrigusios ECM.

UZlastelinés peptidazes, tokios kaip plazminas ir MMP, valdo augimo
veiksniy atpalaidavimg (Mignatti and Rifkin, 1993). Parodyta, kad plazminas
skelia VEGFA-165 baltyma tarp Argl10 ir Alalll, ir susidaro mitogenine
funkcija pasiZymintis N galo fragmentas (VEGFA-110) bei neaktyvus C galo
fragmentas (111-165 aminorugstis) (Keyt et al., 1996a). VEGFA-110
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nesijungia, o VEGFA-165 ir C galo fragmentas jungiasi su heparinu. Tai
pirmieji tyrimai, rodantys, kad HBD sritj sudaro 111-165 aminortigstys.

VEGFA 6a egzono koduojamoje baltymo dalyje yra uPA skélimo sritis
(Plouet et al., 1997). Taigi, VEGFA-165 baltymo, kuriame néra 6a egzono
koduojamos srities, Si peptidazeé neskaldo. Be to, minimojo straipsnio autoriai
parodé, kad uPA atskeltas VEGFA-189 izoformos N galo fragmentas ir
VEGFA-165 jungiasi prie VEGFR?2 ir skatina lgsteliy proliferacijg. Paprastai,
VEGFA-189 nesijungia prie VEGFR2, todél autoriai spéjo, kad 6a egzone
esancios aminorugstys trukdo baltymams jungtis prie VEGFR2.

Parodyta, kad VEGFA-164 baltymo HBD kryptingos mutacijos
nepakeicia baltymo giminingumo VEGFR?2 ir nesutrikdo biologinés funkcijos
— 7 egzono aminortgstys (Argl3,Argl4 and Arg49) néra svarbios VEGFA ir
VEGFR2 saveikai (Krilleke et al., 2007). Kita vertus, parodyta, kad heparinas
néra svarbus VEGFA-121 biologinés funkcijos veiksmingumui, bet padeda
VEGFA-165 baltymui skatinti endotelio lasteles (HUVEC) proliferuoti ir
formuoti vamzdelius bei indukuoti VEGFR?2 autofosforilinimg (Ashikari-Hada
et al., 2005). Sio straipsnio autoriai pasilé heparino / HSPG, VEGFA-165 ir
VEGFR2 komplekso modelj; $iy molekuliy sgveika sustiprina VEGFA-165
biologinj poveikj. Taciau Siam modeliui pagrijsti reikia detalesniy biocheminiy
tyrimy.

Parodyta, kad MMP skelia peles VEGFA-164 ir VEGFA-188 baltymus
in vitro (Lee et al., 2005). Sie autoriai nustaté, kad MMP katalizuoja VEGFA-
164 hidrolizg tarp 135-136, 120-121 ir 113-114 aminorugsciy. Taip pat Sie
autoriai parode, kad su ECM suriStos ir proteolizuotos VEGFA izoformos

jungiasi su tuo paciu receptoriumi, bet lemia skirtingus kraujagysliy fenotipus.
1.3.2 Kiti Zinduoliy VEGF Seimos baltymai ir jy savybés

VEGFB

Dél iRNR alternatyvaus splaisingo susidaro dvi VEGFB izoformos,
turin¢ios 167 ir 186 aminoriigstis, atskélus signalo seka (VEGFB-167 ir,
VEGFB-186) (Olofsson et al., 1996). VEGFB-186 yra laisvai difunduojantis
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baltymas, o VEGFB-167 jungiasi su HSPG ir negali laisvai judéeti. Abi VEGF-
B izoformos yra disulfidiniais rySiais sujungti homodimerai. VEGFB ir
VEGFA erdvinés struktiiros panaios (Iyer et al., 2006). Siek tiek skiriasi
VEGFB ir VEGFA Kkilpy tarp B5 ir 6 juosty struktiiros. Manoma, kad dél to
VEGFB nesijungia su VEGFR2.

Daugiausia VEGFB iRNR nustatyta peliy embriony ir suaugusiy
gyviny centrinés nervy sistemos ir Sirdies audiniuose (Lagercrantz et al.,
1998). Taip pat, VEGFB iRNR raiSka stebima ir kai kuriuose navikuose
(karcinomose, fibrosarkomose, melanomose, limfomose) (Salven et al., 1998).
Pelés su iSveiklintu VEGFB yra gyvos, bet jy Sirdies ritmas biina sutrikes
(Aase et al., 2001). Manoma, kad VEGFB reikalingas normaliam Sirdies
funkcionavimui, bet ne Sirdies vystymuisi ar angiogenezei. Naujausi tyrimai
rodo, kad VEGFB veikia kaip ,,iSgyvenimo®, o ne ,,angiogeninis® veiksnys.
Idomu, kad VEGFB stabilizuoja ne tik kraujagysliy endotelio ir pagalbines
lasteles (Zhang et al., 2009), bet ir neuronus (Poesen et al., 2008).

VEGFC

VEGFC sintetinamas kaip 419 aminorugsciy prepro-baltymas, kuris
sudetingos proteolizés metu virsta brandZia augimo veiksnio forma (Joukov et
al.,, 1996; Joukov et al., 1997). Pro-baltymas (388 aminoriig8¢iy) susidaro
pasalinus signalo sekg. Du pro-baltymo antilygiagretiis monomerai, sujungti
disulfidiniais rySiais, formuoja homodimera. Prie§ sekrecijg Sis dimeras
skeliamas tarp Arg227 ir Ser228. C galo fragmentas (228-419 aminorugstys)
lieka susijunges su kito monomero N galo fragmentu disulfidiniais rySiais. Kai
VEGFC atsiduria uz Igstelés riby, paSalinamos 32-111 aminorugstys ir
suformuojamas brandus VEGFC baltymas. Brandaus baltymo monomerai
sujungti nekovalentiniais rySiais. ProVEGF-C jungiasi su VEGFR3 ir
dalyvauja limfangiogenezeje (Joukov et al., 1997). Brandus VEGFC jungiasi
su VEGFR3 ir VEGFR?2 receptoriais (1.5 lent.).

Daugiausia VEGFC iRNR nustatyta Zmogaus Sirdies, kiauSidziy,

placentos, griau¢iy raumeny ir plonosios Zarnos audiniuose (Joukov et al.,
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1996). Pelés embrionuose VEGFC nustatytas mezenchimos lastelése, ypac
limfos indy formavimosi vietose (Kukk et al., 1996). Taip pat, VEGFC iRNR
raiSka stebima ir kriities, storosios Zarnos, gimdos kaklelio, plauciy, prostatos
navikuose (Siegfried et al., 2003; Su et al., 2006). Pelés su iSveiklintu VEGFC
Zuva embriono stadijoje, bet kraujo indai formuojasi normaliai (Karkkainen et

al., 2004).

VEGFD

VEGEFD, panaSiai kaip ir VEGFC, sintetinamas kaip prepro-baltymas, ir
proteolizés metu subrandinamas (Stacker et al., 1999). VEGFD struktura labai
panasi | VEGFC strutiirg. Brandus VEGFD yra nekovalentinis homodimeras.
Pro-VEGFD jungiasi su limfangiogenezei svarbiu VEGFR3. VEGFD jungiasi
su VEGFR3 ir VEGFR2 (1.5 lent.).

Daugiausia VEGFD iRNR nustatyta Zmogaus Sirdies, placentos,
griau¢iy raumeny ir plonosios Zarnos audiniuose (Achen et al., 1998). Pelés su
1Sveiklintu VEGFD genu yra gyvybingos, o jy limfos sistema normaliai
formuojasi embriono stadijoje ir normaliai funkcionuoja suaugusiuose
gyvinuose (Baldwin et al., 2005). Taip pat, VEGFD raiska padidé¢ja krities,
storzarnés ir skrandZio karcinomos, glioblastomos, melanomos ir Kkitose
vézinése lastelése. Sio citokino raiSka susijusi su storzarnés, plaudiy ir
kiauSidziy karcinomos Igsteliy iSplitimu limfmazgiuose (apzv. (Roskoski,

2007)).

Placentos augimo veiksnys

Placentos augimo veiksnys (PIGF) yra homodimerinis glikoproteinas, ir
jo seka yra 42% homologiska citokino VEGFA sekai (Maglione et al., 1991).
PIGF turi konservatyvias aStuonias cisteino aminortugstis, kurios, kaip ir
VEGFA, formuoja disulfidinius rySius tiek tarp monomery, tiek jy viduje (Iyer
et al., 2001). Dél iRNR alternatyvaus splaisingo susidaro keturios PIGF
1izoformos, turin¢ios 131, 152, 203 ir 224 aminoragstis (Cao et al., 1997; Yang
et al., 2003; Maglione et al., 1993). PIGF-152 ir PIGF-224 gali jungtis su

HSPG. PIGF intensyvi biosintezé pirmiausiai vyksta placentoje. Be to, Sis
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citokinas svarbus ir patologinei angiogenezei (Li et al., 2006). Kriities,
skrandZio, prostatos ir plauciy vézinése Iastelese vyksta PIGF biosinteze (apzv.
(Roskoski, 2007)). Parodyta, kad PIGF néra svarbus angiogenezei pelés
embrionuose (Carmeliet et al., 2001). Pelés su iSveiklintu PIGF bina
gyvybingos ir vaisingos, tik akies tinklain¢je ir vidaus sekrecijos liaukoje
geltonkiinyje biina nepakankamai iSsivysciusi kraujotakos sistema (Carmeliet

et al., 2001).

1.3.3 VEGF Seimos baltymy receptoriai

VEGF Seimos baltymy receptoriai (VEGFR) priklauso receptoriniy
tirozino kinaziy (RTK) didSeimei. D¢l sandaros savitumo jie priskiriami
atskirai Seimai. VEGFR, kaip ir kitos RTK, yra transmembraniniai baltymai.
VEGFR yra homologiski baltymai: turi septynis imunoglobulino (Ig) tipo
uzlgstelinius domenus, vieng transmembraning o spiral¢, kinazés intarpo seka
(maZdaug 70 aminoriugsciy), perskirta vidulastelinj tirozino kinazés domeng ir
C galo dalj (Shibuya et al., 1990; Terman et al., 1991) (1.5 pav).

Be to, VEGF Seimos citokinai gali jungtis su kitos klasés receptoriais -
neuropilinais (Np). Manoma, kad Np yra VEGF koreceptoriai, stiprinantys §io
citokino sgveika su VEGFR2 (Fantin et al., 2009).

VEGFR1

Kraujagysliy endotelio augimo veiksnio receptorius 1 (VEGFRI1), dar
vadinamas Flt-1 (fms-like tyrosyl kinase-1), jungiasi su VEGFA, PIGF,
VEGFB ir VEGFF (1.5 lent.). VEGFR1 molekuliné mas¢ yra apie 210 kDa.
Ivairiais organizmo vystymosi etapais VEGFR1 pasiZymi skirtingomis
funkcijomis (de Vries et al., 1992).

VEGFA baltymas yra labiau giminingas VEGFR1 (Kgs ~ 10 pM) nei
VEGFR2 (Kgs ~ 75-750 pM) (de Vries et al., 1992; Peters et al., 1993; Quinn
et al., 1993; Waltenberger et al., 1994). Tafiau VEGFA aktyvinamo VEGFR1
kinazinis aktyvumas yra visa eile mazesnis nei VEGFR2 (Waltenberger et al.,

1994).
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Aktyvintas VEGFR1 neskatina lgsteliy proliferuoti, ir nesukelia jokiy
lastelés griauciy pokycCiy (Waltenberger et al., 1994), bet didina endotelio
lastelése urokinazés tipo plazminogeno aktyviklio (uPA) ir plazminogeno
aktyviklio slopiklio 1 (PAI-1) raiska (Olofsson et al., 1998). Sios molekulés
svarbios ECM skaidymui ir molekuliy migracijai. Be to, VEGFR1 valdo
monocity chemotaksj (Barleon et al., 1996).

Zmogaus VEGFR1 genas yra 13 chromosomos ilgojo peties 12
segmente (13q12). iRNR alternatyvaus splaisingo metu susidaro tirpi
receptoriaus izoforma (tVEGFRI1), kuri gali jungtis su VEGFA ir slopinti jo
funkcijas (Kendall and Thomas, 1993). Nuske¢lus signalo seka, tVEGFR1 turi
661 aminortgst], kurios atitinka pirmus S$eSis iS septyniy uZlgstelinius
imunoglobulino domenus. Padidéjusi tVEGFRI1 raiSka nésciyjy placentoje ir
kraujo serume sukelia preeklampsija (nésciyjy hipertenzija su proteinurija)
(Levine et al., 2004). Tai rodo, kad per didelis receptoriaus kiekis maZina
normaly VEGFA kiekj. Manoma, kad VEGFR1 suriSdamas VEGFA slopina jo
biologines funkcijas ir neleidZia jungtis su VEGFR2 (Park et al., 1994).

VEGFA aktyvinto VEGFRI1 autofosforilinimas vyksta labai silpnai ir
gali buti registruojamas tik lgstelése, kuriose yra padidéjusi VEGFRI raiska
(Waltenberger et al., 1994). Daugelio RTK fermentinj aktyvuma lemia 2
domene esancios kinazés aktyvinimo Kkilpos, autofosforilinimas. Taciau
VEGFR1 aktyvinimo kilpa néra autofosforilinama (Ito et al., 1998). Nustatyta,
kad C galo dalyje gali biuti fosforilintos SeSios tirozino aminortigStys: 1169,
1213, 1242, 1309, 1327, 1333 (apZv. (Olsson et al., 2006)) (Ito et al., 1998;
Sawano et al., 1997) (1.5 pav.). Fosfotirozinas1169 aktyvina fosfolipaze C-y1
(PLC-y1), kuri paleidzia MAP kinazés signalinj kelig (Sawano et al., 1997).
Parodyta, kad Zmogaus VEGFA skatina Tyr1213 fosforilinimg, kai PIGF-152
skatina tik Tyr1309 fosforilinima (Autiero et al., 2003). Sie citokinai skirtingai
aktyvina receptoriy: VEGFA saveika su receptoriumi neveikia geny raiskos, o

PIGF keicia daugiau kaip 50 geny raiska.
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VEGFR2

Kraujagysliy endotelio augimo veiksnio receptorius 2 (VEGFR2), dar
vadinamas Flk-1 / KDR (Fetal liver kinase-1 / Kinase Domain-containing
Receptor), jungiasi su VEGFA mazesnés molekulinés maseés izoformomis
(110-165 aminorugstys), VEGFC, VEGFD, VEGFE ir VEGFF (1.5 lent.).
VEGFR2 molekuliné masé yra apie 210 kDa (Waltenberger et al., 1994).
Citokino VEGFA aktyvintas receptorius skatina endotelio Igsteliy migracija,
proliferacija, 1Sgyvenimg ir didina kraujagysliy pralaidumg (Bernatchez et al.,
1999; Gille et al., 2001; Takahashi et al., 2001). Nors VEGFA yra maZiau
giminingas VEGFR2 nei VEGFR1, VEGFR?2 veikia kaip labai aktyvi kinazé.

VEGFA indukuoja VEGFR2 dimerizacija, kas skatina receptoriaus
autofosforilinimg ir aktyvinimg. Aktyvacijos kilpoje esanciy tirozino
aminortigsciy autofosforilinimas skatina fermentinj receptoriaus aktyvuma, o
kitose vietose esantys fosfotirozinai jungiasi su baltymais per jy SH2 (Src
Homology 2) ir PTB (PhosphoTyrosine Binding) domenus (1.5 pav.).
Svarbiausios VEGFR?2 fosforilinimo vietos yra Tyr1175 ir Tyr1214 (Takahashi
et al., 2001). Kiti tirozinai - Tyr951, Tyr1054, Tyr1059 - taip pat fosforilinami
(apzv. (Shibuya and Claesson-Welsh, 2006)) (Bernatchez et al., 1999;
Matsumoto et al., 2005).

Kinazin] receptoriaus aktyvumg lemia aktyvacijos kilpoje esanciy
Tyr1054 ir Tyrl059 fosforilinimas (Kendall et al., 1999). Fosforilintas
Tyr1175 jugiasi su PLCy ir aktyvina PLCy/PKC/Raf/MEK/MAPK kelia, kuris
inicijuoja DNR sinteze ir angiogeneze (Takahashi et al., 2001).

Pastebéta, kad citokinu VEFGA aktyvinto endotelio lgsteliy
receptoriaus Tyr1175 jungiasi su fosforilintu Shb pritaikymo baltymu, kuris
valdo jtampos pluosSty sgranka, Igsteliy migracija ir aktyvina
fosfatidilinozitolio-3 kinaze¢ (PI3K) (Holmgvist et al., 2004). Pritaikymo
baltymo TSAd saveika su VEGFR2 fosforilintu Tyr951 skatina Iasteliy
migracijg (Matsumoto et al., 2005).
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1.5 pav. VEGEFR fosforilinimo sritys ir signalo keliai.

Skaiciai - tiroziny vieta aminoriig§¢iy sekoje. ® Zyma rodo, kad fosforilinimo sritis
savita Igstelés busenai (VEGFR2), ligandui (VEGFRI1) arba heterodimerizacijai
(VEGFR3). Tamsiai meélyni taskai - tiroziny padétys. Punktyrin¢ linija - neaiSkus
signalinio kelio mechanizmas. DAG - diacilglicerolis; EC - endotelio 1astelés; eNOS -
endotelio azoto oksido sintaz¢; FAK - sutelktinio sgly¢io kinaz¢ (focal adhesion
kinase); HSP27 - Siluminio streso baltymas-27; IQGAP - GTPaz¢ su kelturiais 1Q
baltymo motyvais; MAPK - mitogeno aktyvinama baltymy kinazé; MEK, MAPK ir
ERK - tokios kinazés; PI3K - fosfatidilinozitolio 3-kinazé; PKC - baltymy kinazé C;
PLCy - fosfolipazé¢ C-y; Sck - | Shc panaSus pritaikymo baltymas (Shc-related
adaptor protein); Shb - SH2 domeng turintis pritaikymo baltymas B; TSAd - T
lasteléms savitas pritaikymo baltymas (pagal (Roskoski, 2007)).
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Placentos augimo veiksnys gali skatinti VEGFR1 ir VEGFR2
tarpmolekuling sgveika bei molekuliy sgveika VEGFR1/VEGFR2 komplekso
viduje (Autiero et al., 2003). PIGF homodimeru aktyvintas VEGFR1 gali
transfosforilinti VEGFR?2 ir tuo budu skatinti VEGFA valdomg angiogeneze.
Endotelio Igstelese VEGFRI1 ir VEGFR?2 kompleksai gali susidaryti savaime.

Si procesa ypaé skatina receptoriy saveika su ligandais. Homodimerinis
PIGF neveikia VEGFR1/VEGFR2 komplekso. Taciau, veikiant VEGFA/PIGF
heterodimerams, kaip ir VEGFA homodimerams, aktyvus VEGFR1/VEGFR2
kompleksas susidaro.

Aptikta ne tik VEGFRI1, bet ir VEGFR2 tirpi, laisvai difunduojanti
forma (Ebos et al., 2004), taciau fiziologines ir galimos patologings Sio tirpaus

receptoriaus funkcijos neZinomos.

VEGFR3

VEGFR3 (molekuliné mase 170 kDa) yra pagrindinis limfangiogenezes
reguliatorius. Embriono stadijoje VEGFR3 biina svarbus pirminio kapiliary
tinklo persitvarkymui (Kaipainen et al., 1995).

Mutacijos kinazés domeno aktyvacijos kilpoje lemia paveldimag
limfedema (Milroy liga); VEGFR3 yra vienintelis VEGF receptorius, kuriame
aptikta natiiraliai egzistuojan¢iy mutacijy (apzv. (Olsson et al., 2006)).

Buvo tirtas citokinu VEGFC aktyvinto VEGFR3 fosforilinimas kiaulés
aortos endotelio Igstelése su padidinta VEGFR3 raiSka ir Zmogaus pirminése
limfagysliy endotelio Iastelése su fiziologine VEGFR3 raiska (Dixelius et al.,
2003). Nustatyta, kad buvo autofosforilinimos C galo dalies penkios tirozino
aminorugstys (1230, 1231, 1265, 1337, 1363). Fosfotirozinas1337 reikalingas
sgveikai su Shc ir Grb2 baltymais, kurie toliau gali aktyvinti MAP kinaziy
signalg. Pirminése limfinio endotelio Igstelese = VEGFC  skatino
VEGFR2/VEGFR3 kompleksy su nefosforilintais Tyr1337 ir Tyrl1363
susidaryma. Sie rezultatai rodo, kad dviejy receptoriy saveika gali keisti

fosforilinimo ir signalo perdavimo pobidi.
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PrieSingai, citokinais VEGFA, VEGFC, VEGFD aktyvinto VEGFR3
fosforilinimo tyrimai Zmogaus HEK293T lgsteléese su VEGFR2 ir / arba
VEGFR3 parodé, kad $ie citokinai neindukuoja VEGFR3 fosforilinimo. Siose
lastelese VEGFC ir VEGFA taip pat skatina VEGFR2/VEGFR3 kompleksy
susidarymg (Alam et al., 2004).

1.3.4 VEGF Kko-receptoriai: neuropilinas-1 ir neuropilinas-2

Neuropilinai yra 120-140 kDa molekulinés mases glikoproteinai (Chen
et al., 2000). Tai transmembraniniai koreceptoriai be kinazinio aktyvumo. Juos
sudaro didelis uzlgstelinis sandas, transmembraninis segmentas, ir trumpa (apie
40 aminortgsciy) citozoliné dalis (Mamluk et al., 2002). Pastarasis domenas
per trumpas, kad turéty katalizinj aktyvuma, bet jis galéty jungtis su kitomis
signalinémis molekulémis. Neuropiliny sandara ir funkciniai sandai parodyti
1.6 pav. Siy koreceptoriy veikimo pobiidis labai nejprastas, nes jie jungiasi su
dviejy skirtingy Seimy ligandais (kraujagysliy endotelio augimo veiksniais ir
semaforinais) ir su dviejy skirtingy klasiy receptoriais (VEGF receptoriais ir
pleksinais).

Semaforinai yra glikoproteinai, kurie per pleksinus reguliuoja
neurogenez¢ (apZv. (Roskoski, 2007)). Neuropilinus gamina neuronai
(Takahashi et al., 1998), endotelio (HUVEC) (apZv. (Bielenberg et al., 2006))
ir kity tipy lasteles (kauly Ciulpy fibroblastai ir adipocitai, dendritinés 1gsteles,
osteoblastai) (apzv. (Ellis, 2006)).

VEGFA-165, PIGF-152 ir abi VEGFB izoformos jungiasi su
neuropilinu-1 (Makinen et al., 1999; Migdal et al., 1998). VEGFA-145,
VEGFA-165, PIGF-152 jungiasi su neuropilinu-2 (Gluzman-Poltorak et al.,
2000; Karkkainen et al., 2001). VEGFC ir VEGFD jungiasi su abiem
koreceptoriais (Karpanen et al., 2006). VEGFA-121 nesijungia su S$iais
koreceptoriais.

Parodyta, kad neuropilinas-2 yra svarbus endotelio lasteliy atsakui ]
VEGFA ir VEGFC poveikj. Siose lastelése abu citokinai skatina VEGFR?2 ir

Np-2 komplekso susidaryma, kas siejasi su VEGR2 autofosforilinimo laipsniu.
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1.6 pav. Neuropiliny-1 ir -2 struktiira.

Pavaizduoti al, a2, bl, b2 ir ¢ uZlgsteliniai domenai. IC (intracellular segment) -
citozolyje esantis segmentas (pagal (Roskoski, 2007)).

Be to, neuropilino-2 raiSkg maZzinanti siRNR slopina VEGFA ir VEGFC
indukuoty Igsteliy jud¢jimg (Favier et al., 2006).

Taip pat zinoma, kad in vitro gali susidaryti Np-1/VEGFRI1, Np-
2/VEGFR1, Np-2/VEGFR?2 ir Np-2/VEGFR3 kompleksai (apzZv. (Ellis, 2006))
(Favier et al., 2006; Karpanen et al., 2006), taCiau neaiSku, ar Sie kompleksai
susidaro fiziologinémis saglygomis ir naviko genezés metu.

Tyrimai rodo, kad neuropilinai labai svarbiis naviko augimui (apZv.
(Bielenberg et al., 2006; Ellis, 2006)). Keliy tipy navikuose neuropilinai
betarpiskai skatina jy augima arba indukuoja angiogeneze. Ziurkés prostatos
karcinomos AT2.1 lgstelése Np-1 skatina naviky augimg ir angiogenez¢ (Miao
et al., 2000). Zmogaus kriities véZzio MDA-MB-231 lastelése, kurios negamina
VEGFR1 ir VEGFR2, bet gamina Np-1, VEGFA veikia kaip lgsteliy
iSgyvenimg skatinantis veiksnys; gi neuropilino-1 slopinimas peptidu,
atitinkan¢iu  VEGFA-165 7-to egzono koduojamg seka, sukelia lgsteliy
apoptoze (Barr et al., 2005). Be to, semaforinas-3B slopina naviko augimg ir

sukelia MDA-MB-231 lasteliy apoptoze, o VEGFA-165, bet ne VEGFA-121,
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panaikina semaforino-3B poveikj (Castro-Rivera et al., 2004). Taip pat, Np-1 ir
Np-2 yra svarbus VEGFA-165 valdomam Zmogaus kriities vézio Igsteliy
(MCF7 ir C100, atitinkamai) jud¢jimui (Nasarre et al., 2003).

Aptikta Np-1, kaip ir VEGFR1 bei VEGFR2, tirpi, laisvai difunduojanti
forma, turinti ligandg prijungianius ala2 ir b1b2 domenus (Gagnon et al.,
2000). Manoma, kad tirpus Np-1 jungiasi su VEGFA ir slopina Sio citokino

signalg, taCiau tikslus Sio receptoriaus veikimo mechanizmas néra aiSkus.

1.4 Interleukino-1 Seimos baltymai

Zinoma apie 20 baltymy, kurie sudaro interleukino-1 (IL-1) ligandy ir
receptoriy Seimg. Ligandai yra pleiotropiniai citokinai, kurie valdo uzdegimo ir
imuninj atsakus, reguliuoja organizmo homeostazg ir yra svarbis ligy
patogenezei. Padidéjusi Siy baltymy biosintezé lemia @imias ir chroniSkas
uzdegimines ligas bei skatina atsirasti navikus.

IL-1 Seimos citokinai valdo procesus, susijusius su Igsteliy piktybé&jimu.
Viena vertus, jie gali skatinti naviko augimg, plitimg ir metastazavimg, kita
vertus, jie gali aktyvinti imuninj organizmo atsakg, slopinti naviko augima.
Naviko audiniuose IL-1 Seimos citokiny biosintezé vyksta tiek stromos, tiek ir
vezinese lagstelése.

1984 m. nustatytos Zmogaus ir pelés IL-1 Seimos baltymy aminoriagsciy
sekos (Auron et al., 1984; Lomedico et al., 1984). Pasirodeé, kad Zmogaus ir

pelés baltymai yra ~80% homologiski (Telford et al., 1986).

1.4.1 Interleukino-1 Seimos citokinai

IL-1 Seimai priklauso maziausiai 11 citokiny (1.6 lent.). Jy genai
lokalizuoti Zmogaus 2 chromosomos ilgojo peties (2q) viename lokuse. Keturi
citokinai (IL-1a, IL-1B, IL-18 ir IL-1Ra) placiai tiriami. Kity SeSiy baltymy
raiSka nustatyta jvairiuose Zmogaus audiniuose, bet jy funkcijos néra aiskios.
Citokinai IL-18 ir IL-33 nesenai buvo priskirti Siai Seimai.

Citokinai IL-1a ir IL-1B yra heterodimerinio receptoriaus ligandai. Jy
receptorius yra sudarytas i§ I tipo IL-1 receptoriaus (IL-1R1) ir papildomo

baltymo AcP (IL-1R3) (Greenfeder et al., 1995).
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1.6 lentelé. IL-1 Seimos citokinai (Dinarello, 2003; Dinarello, 2009). Naujajame
pavadinime ,,IL-1F* reiskia, kad baltymas priklauso IL-1 Seimai arba yra ] jg panasus

Senieji pavadinimai Naujieji pavadinimai ~ Veikimo biidas
IL-1a IL-1F1 Agonistas
IL-1B IL-1F2 Agonistas
IL-1Ra IL-1F3 Antagonistas
IL-18; IFNy indukuojantis veiksnys IL-1F4 Agonistas
IL-1Hyl, FIL1§, IL-1H3, IL-1RP3, IL-1L1, IL-18  TL-1F5 Agonistas
FIL-1¢g, IL-1¢, IL-1F6 Agonistas
FIL-1E, IL-1H4, IL-1RP1 IL-1F7 Agonistas
FIL-1h, IL-1H2 IL-1F8 Agonistas
IL-1H1, IL-1RP2 IL-1F9 Agonistas
IL-1Hy2, FKSG75 IL-1F10 Antagonistas
IL.-33 IL-1F11 Agonistas

Kitas Sio receptoriaus ligandas — IL-1 receptoriaus antagonistas (IL-
1Ra) — konkuruoja su IL-1a ir IL-1p dél jungimosi prie IL-1R1. Kompleksas
IL-1R1/IL-1Ra neaktyvina signalo perdavimo (Eisenberg et al., 1991).

Citokinas IL-18, kitas IL-1 Seimos atstovas, jungiasi su IL-18
receptoriumi IL-R5 ir dalyvauja uzdegimo procesuose (Born et al., 1998;
Dinarello, 1999). Siai sistemai svarbus yra baltymas IL-18bp (IL-18-binding
protein). Jis veikia kaip antagonistas - neleidzia IL-18 jungtis su receptoriumi
ir tokiu budu slopina jo funkcijas (Novick et al., 1999). IL-18bp nepriklauso
IL-1 Seimai, o jo veikimo mechanizmas yra kitoks negu IL -1Ra.

IL-1 Seimai priskirti dar SeSi baltymai, pavadinti nuo IL-1F5 iki IL-
1F10. Pastaryjy baltymy ir IL-1Ra aminoriig§¢iy sekos yra labai homologiskos,
o egzony ir introny struktiira rodo, kad Sie citokinai galéty biti IL-1Ra geno
duplikacijos rezultatas. IL1-F10 aminorugsc¢iy seka 37% atitinka IL-1Ra seka,
Siy baltymy tretinés struktiiros labai panaSios (Lin et al., 2001). IL-1F5 ir -
1F10 molekulés labiausiai panaSios ] IL-1Ra (Lin et al., 2001). Apskritai, IL-
1FS - IL-1F10 citokiny veikimo biidas — agonistinis ar antagonistinis — néra
visiSkai aiSkus ir grieztai apbréztas. Pastebéta, kad IL1F5 nepasizymi nei IL-1
budinga agonisto savybe, nei IL-1Ra biidinga antagonisto savybe (Barton et
al., 2000). IL1F7 jungiasi su IL-18 receptoriumi, bet neindukuoja IFNy
biosintezes kraujo ir kitose lastelése, kas biidinga IL-18 baltymui (Pan et al.,
2001). IL1-F10 jungiasi su IL-1R1 ir, manoma, kad Sis citokinas galéty veikti
kaip I tipo IL-1R antagonistas.
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Toliau apZvelgsime miisy tyrimams svarbiausius citokinus IL-1a, IL-1

ir IL-1Ra, kuriy vaidmuo naviky genez¢je placiai tiriamas.

IL-10, IL-1p ir IL-1Ra sarangos ypatybés

Citokinai IL-1a ir IL-1p yra atskiry geny produktai. Jy aminortigsciy
sekas sieja tik 20-30 % homologija, bet tretinés struktiiros labai panaSios (Ziiir.
Zemiau). Citokiny IL-1o ir IL-1fB pirmtakai (prolL-1a ir prolL-1p) sintetinami
kaip 31 kDa glikoproteinai be signalo sekos. Proteolizés metu susidaro 17 kDa
sekretuojami baltymai. (Dinarello, 1996).

Zmogaus lastelése vyksta keturiy IL-1Ra geno produkty biosintezé:
viena sekretuojamoji 17 kDa forma (sIL-1Ra) su signalo seka, ir trys
vidulgstelinés izoformos (icIL-1Ral, icIL-1Ra2 ir iclL-1Ra3) (Arend and
Guthridge, 2000). Pastarosios susidaro deél alternatyvaus iRNR splaisingo
(icIL-1Ral) ir alternatyvios transliacijos iniciacijos (icIL-1Ra3) (apzv. (Arend
and Guthridge, 2000)).

IL-1a, IL-1pB ir IL-1Ra, kaip ir kity IL-1F baltymy, tretinés struktiiros
panasios: kiekvienas citokinas formuoja stating 1§ 12 [ juosty (1.7 pav.).
Kryptingos mutagenezés metodu parodyta, kad B statinés Soninéje pus€je esanti
visy IL-1 baltymy saveikos su receptoriumi sritis yra struktiiriSkai ir funkciskai
homologiska. Cheming¢ Sios srities prigimtis labai svarbi ligando ir receptoriaus
sgveikos stiprumui. Citokinai IL-1a ir IL-1p turi du sgveikos su IL-1RI1
receptoriumi pavirSius: statinés virSuje ir Sone. IL-la statinés virSuje esanti
sritis panaSi, bet ne identiSka IL-1p sri¢iai. 1L-Ra neturi statinés virSuje
esancios sgveikos su receptoriumi srities, todel negali aktyvinti signalo
perdavimo (Evans et al., 1995).

Parodyta, kad citokinai IL-lo ir IL-1B gali jungtis su skirtingomis
oligosacharidy struktiromis: IL-lo jungiasi su jam savitu N-glikanu,
pasibaigianciu sialo riig§timi, o IL-1p jungiasi su jam savitu gangliozidu GM,

(Cebo et al., 2001). Metodais in silico nustatyta, kad sp€jamos citokiny IL-1a
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1.7 pav. IL-1a (a), IL-1B (b) ir IL-1Ra (c) tretiniy struktiiry lyginimasis vaizdas
(Vergoten and Zanetta, 2007).

Molekuliy saveikos su IL-1R1 sritys yra Sviesiai mélynos spalvos. Statinés virSuje
esancig sgveikos su receptoriumi srit] sudaro Sios aminorugstys: IL-1p - Arg4, Leu6,
Phe46, 1le56, Lys92, Lys93, Lys103, Glul05; IL-1a - Argl6, Ilel8, Asp64, Asp63,
Ile68, Lys100, Asnl08, Trpll13, Glyll7, GInl36; Sioms aminoriigS§tims
homologiSkos IL-1Ra aminorugstys saveikoje su receptoriumi nedalyvauja. Statinés
Sone esancig sgveikos su receptoriumi sritj sudaro Sios svarbiausios aminortgstys:
IL-1PB - GInl5, IL-1a - Asn99, IL-1Ra - GIn20; kitos svarbios aminortigStys yra 1)
IL-1p His30 ir IL-1Ra Tyr34, homologiskos IL-1a Ala44, ir 2) IL-1p GIn32 bei IL-
1Ra GIn36, homologiskos IL-1a His46 (Evans et al., 1995) (neparodyta). Spé¢jami
sgveikos su angliavandeniais domenai CRD yra molekuliy apatinés dalies jduboje ir
pazymeéti zaliai. Nustatyta metodu in silico: tarp IL-1oo CRD aminorugsciy ir savito
glikoproteino ligando susidaro vandenilinés jungtys (GIn38, Tyr39, Asp85, Asp87,
GIn8&8, Trp139) ir van der Walso saveika (Tyr39, Pro89, Tyr138, Trp139); tarp IL-1p
CRD aminoriigsciy ir savito lipoproteino ligando susidaro vandenilinés jungtys
(Thr137, Ser123, Serl125, Leul34, Aspl42) ir van der Walso saveika (Prol3l1,
Phel133, Trp120) (neparodyta); IL-1Ra taip pat turi jdubg toje pacioje srityje, bet ji
negali jungtis su oligosacharidais (Vergoten and Zanetta, 2007).

ir IL-1B sritys, sudarancios sgveikos su angliavandeniais domeng (CRD),
sutampa ir yra Salia sgveikos su receptoriumi srities; IL-1Ra neturi CRD (1.7
pav.). Sitloma, kad de¢l Siy priezas¢iy IL-1Ra/IL-1R1 kompleksas negali
jungtis su kitais signalg perduodanciais kompleksais, o IL-la,-1B/IL-1R1
kompleksas gali jungtis su kitais signalg perduodanciais kompleksais, kurie turi
Siems citokinams savitus oligosacharidy ligandus (Vergoten and Zanetta,
2007).

Si hipotezé taip pat galéty paaikinti tai, kad IL-1o ir IL-1p aktyvina tik

Siems citokinams savity lgsteliy atsaka, pvz., IL-1, bet ne IL-1a., gali aktyvinti
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astrocitus. Zinoma, kad astrocitai yra vienintelés CNS lastelés, turincios IL-

IR1 ir GM, glikolipidg (apZv. (Vergoten and Zanetta, 2007)).

Citokiny IL-1q ir IL-1p sekrecija

Lasteliy atsako | mikroorganizmy ir jy produkty, citokiny, pazeisty
audiniy produkty ir kity aplinkos veiksniy poveikj metu aktyvinama citokiny
biosinteze ir sekrecija. Monocitai sekretuoja daug IL-loa ir IL-1B, tuo tarpu
nefagocituojancios Igstelés —labai nedaug, 1§ esmés tik IL-1B. Kadangi lasteles,
net aktyvinti monocitai, sekretuoja labai mazus IL-1a kiekius, sunku sekti $io
citokino raiska audiniy skysciuose (apzv. (Apte and Voronov, 2008)).

Citokinai IL-1 neturi signalo sekos, todel negali biuti sekretuojami ET ir
GK keliu. sIL-1Ra turi signalo sekg ir gali biiti sekretuojamas klasikiniu keliu.
Taciau, keratinocitai, ir kitos epitelio lgstelés, gali sekretuoti icILL1Ral
izoformg kol kas nezinomu sekrecijos keliu (apZv. (Arend and Guthridge,
2000)).

Idomu, kad apoptozés peptidazé kaspazé 1 skaido Igstelés viduje esantj
neaktyvy prolL-1 baltymag (taip pat IL-18 ir IL-33), dél ko susidaro
sekretuojama 17 kDa IL-1B aktyvi forma (apZv. (Dinarello, 2002)). Taigi,
priklausomai nuo dirgiklio, kaspazé 1 gali sukelti citokiny sekrecijg ir
uzdegimg arba, prieSingai, apoptoze.

NeaiSku, kokiu budu sekretuojamosios IL-1f3, IL-18 ir IL-33 baltymy
formos patenka iS citozolio j uZlgsteling aplinkg. Manoma, kad mikroptslelés
galety lemti IL-1PB sekrecija. Inflamosomos taip pat gali biti svarbios
sekrecijai, nes IL-1[3 iSmetimas i8S 1asteles susijes su kaspazes 1 aktyvinimu. IL-
1B sekrecija néra naSi, ir dauguma citokino molekuliy lieka citozolyje.
Sekrecijai reikalingas papildomas signalas. Parodyta, kad K" koncentracijg
mazinantys ir jo iSnasg i$ Igstelés skatinantys veiksniai sukelia IL-1p sekrecija.
Parodyta, kad vienas i§ ATP receptoriy, P2X-7R, dalyvauja IL-1p sekrecijoje.
Veikiant ATP, membranoje atsidaro pora, ir K" iSeina i$ Iastelés. Dél to laikinai
sumaz¢ja membranos elektros jtampa, ir IL-1B gali biiti iSmestas i$ lgstelés.

Pastebéta, kad atsako j stresg metu Igstelés iSleidZia j aplinkag vidulgstelinius
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nukleotidus, dazniausiai ATP, kurie per makrofagy ir kity lasteliy P2X-7R
receptoriy veikia kaip pavojaus signalas. Sis signalas gali sukelti uzdegima ir
IL-1 sekrecija (apZv. (Apte and Voronov, 2008; Ferrari et al., 2006)).

IL-lo. sekrecija yra maZiau tyrinéta. Kalpainas (Ca** valdoma
peptidazé) skaido lastelés viduje esantj prolL-la baltymg, dél ko susidaro
sekretuojamoji 17 kDa IL-1a forma ir 17 kDa prodalelé IL-1-NTP (IL-1a N-
terminal peptide). Latentiné kalpaino forma aktyvinama uzdegimo metu, taciau
daugelis Iasteliy turi kalpaino slopikliy, todél negali sekretuoti citokino IL-1a.
Parodyta, kad IL-la sekrecija vyksta dalyvaujant P2X-7R sistemai, taiau

neaisku, ar tai pagrindinis sekrecijos kelias.

»Viembraninio* IL-1a savybés

Parodyta, kad 1astelése vyksta biologiskai aktyvaus ,,membraninio* IL-
la (23 kDa) biosinteze (Kaplanski et al., 1994; Kurt-Jones et al., 1985). prolL-
la neturi hidrofobinés sekos, taciau su membrana Sis citokinas gali jungtis del
jvairiy potransliaciniy modifikacijy: miristoilinimo (Stevenson et al., 1993) ar
palmitoilinimo (Bakouche et al., 1991).

Pastebéta, kad dviejy proangiogeniniy citokiny, FGF1 ir IL-la,
pernasoje per plazmin¢ membrang dalyvauja nuo vario jony priklausomas
baltymy kompleksas, kuris jungiasi prie riagStiniy fosfolipidy vidinéje
membranos puséje. Pastarieji perverciami j kita membranos pusg, ir tokiu biidu
citokinai atsiduria iSorin¢je plazminés membranos puse¢je (Prudovsky et al.,

2008).

Lastelés viduje esan¢io IL-1a savybés

Kaip jau minéta, prolL.-1a neturi signalo sekos, todel po transliacijos
lieka citozolyje. Imunohistocheminiu metodu parodyta, kad endotoksinu
aktyvintuose monocituose prolL-1o yra pasklides citozolyje, o signalo seka
turintis IL-1Ra kaupiasi GoldZio komplekse (Andersson et al., 1992).

prolL-1a baltymo proteolizés metu susidariusi prodalelé IL-1-NTP turi

kreipimo j branduolj sekga. Parodyta, kad Zinduoliy lgsteliy branduolyje esantis
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IL-1-NTP gali veikti kaip transkripcijg aktyvinantis veiksnys (Buryskova et al.,
2004), skatinti 1asteliy proliferacijg (Hu et al., 2003) ir piktyb¢jima (Stevenson
et al., 1997).

1.4.2 Interleukino-1 Seimos receptoriai

IL-1 $eima sudaro maZiausiai devyni receptoriai (1.7 lent.). Zinoma, kad
IL-1R1, IL-1R2, IL-1RS ir IL-1R7 genai lokalizuoti 2 chromosomos ilgojo
peties 12 lokuse, 2q12. IL-1R3 baltymg koduojantis genas yra 3 chromosomos
ilgojo peties 28 lokuse, 3q28 (Subramaniam et al., 2004).

1.7 lentelé. IL-1 Seimos receptoriai (Dinarello, 2003; Dinarello, 2009)

Ankstesni pavadinimai  Nauji pavadinimai Ligandai Koreceptoriai
IL-1RI IL-1R1 IL-1a, IL-1Bir IL-1Ra IL-1R AcP (IL-1R3)
IL-1RII IL-1R2 IL-1a, IL-1Bir IL-1Ra  IL-1R AcP (IL-1R3)
ST2/Fit-1 IL-1R4 1L-33 IL-1R AcP (IL-1R3)
IL-18Ra/IL-1Rrpl IL-1R5 IL-18 IL-1R18B (IL-1R7)
IL-1Rrp2 IL-1R6 IL-1g, IL-18 IL-1R AcP (IL-1R3)
TIGIRR-2/IL-1RAPL  IL-1R8 nezinoma nezinoma

TIGIRR-1 IL-1R9 neZinoma neZinoma

Citokiny IL-la, IL-1f ir IL-1Ra receptoriai yra IL-1R1 ir IL-1R2
(Subramaniam et al., 2004). IL-1 citokinai stipriau jungiasi prie IL1-R1 nei
prie IL1-R2. IL-1R1 biosintez¢ vyksta T limfocituose, fibroblastuose,
keratinocituose, endotelio 1gstelése, hepatocituose. IL-1R2 stipriau jungiasi su
IL-1pB nei su IL-1q, ir silpnai jungiasi su IL-1Ra. Sio receptoriaus biosintezé
rySkiausiai vyksta neutrofiluose, monocituose, makrofaguose, B limfocituose,
kauly ciulpy lastelése. Tirpi IL-1R2 forma taip pat jungiasi su prolL-1p ir

slopina $io citokino proteoliz¢ ir aktyvinimg (Pietrzak et al., 2008).

Neseniai nustatyta, kad citokinas IL-33 indukuoja uzdegimg ir imuninj
atsaka per IL-1R4 receptoriy (apZv. (Liew et al.)). Manoma, kad IL-1F6 yra
IL-R6 agonistas, o IL-1F5 — jo antagonistas. IL-1R5 ir IL-1R7 sudaro
veiksmingg IL-18 receptoriy (Born et al., 1998). IL-1R8 ir IL-1R9 (IL-1R3 ir
IL-1R7 homologai) — vieninteliai receptoriai, kuriy genai yra lokalizuoti X

chromosomoje (apZv. (Dinarello, 2003)).
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IL-1R1

I tipo IL-1 receptorius yra 80 kDa molekulinés mases baltymas. IL-1R1,
kaip ir daugelio kity IL-1 receptoriy, uzlastelinj segmentg sudaro trys Ig tipo
domenai. Citoplazminis Sio receptoriaus segmentas yra ypatingas - jis turi Toll
homologiska domena, svarby signalo perdavimui (Heguy et al., 1992). Sis
domenas budingas Toll tipo receptoriams (TLR). Pastarieji Zinduoliy lgstelése
perduoda mikroorganizmy endotoksiny ir kity produkty aktyvintg signalg
(apzv. (Dinarello, 2003)). Kai IL-1 prisijungia prie IL-1R1, tada IL-1/IL-1R1
kompleksas jungiasi su IL-1R3 (Greenfeder et al., 1995). Siy receptoriy
uZlgsteliniy ir vidulgsteliniy segmenty, kaip ir Toll tipo domeno, sekos
homologiskos. IL-1 ligandas sukelia IL-1R1 konformacinius pokycius, del ko
IL-1R3 gali jungtis prie IL-1R1 (Casadio et al., 2001). Taigi, toks kompleksas
sukelia IL-1 signala, kuris prasideda IRAK (IL-1 receptor-associated kinase)
aktyvinimu ir galiausiai baigiasi branduolyje, kur aktyvinama geny raiska per
branduolio veiksnj (NF)-kB. Tokiu budu, jvairios dél streso susidariusios
signalinés molekulés, toksinai, paZeisty audiniy produktai jungiasi su
makrofagy ir kity jgimtojo imuniteto Igsteliy TLR. Taip pradedamas signalas,
aktyvinantis organizmo jgimtajj imuninj atsakg, kuris toliau skatina savitajj

imunitetg (apZv. (Apte and Voronov, 2008)).

IL-1R2

IT tipo IL-1 receptorius yra 68 kDa molekulinés masés baltymas. IL-
1R2, kaip ir IL-1R1, uzlastelinj segmentg sudaro trys Ig tipo domenai.
Citoplazminis Sio receptoriaus segmentas yra trumpas, neturi Toll homologisko
domeno ir negali inicijuoti signalo (McMahan et al., 1991). Pelés, kaip ir
Zmogaus, lasteliy receptoriaus citoplazminj segmentg sudaro tik 29
aminorugsStys (Bristulf et al., 1994), ir jis negali perduoti signalo.

Manoma, kad pagrindiné IL-1R2 funkcija yra nuslopinti IL-10
aktyvumg. Citokino IL-1B giminingumas Siam receptoriui yra didelis (Kgs = 1-
510" M), lyginant su IL-10 ir IL-1Ra: IL-1a sarysio su IL-1R2 Ky, = 1-3 10

® M. Tuo tarpu prie IL-1R1 receptoriaus IL-1a jungiasi 100 karty stipriau (Kg;
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=2-3 10" M). I[domu, kad IL-1P saveika su IL-1R2 praktiskai negriZztama, nes
komplekso disociacijos greitis yra 2 valandos (apzv. (Dinarello, 2003)).

Parodyta, kad IL-1R2 sudaro trimerinj kompleksa su IL-1p ir IL-1R3.
Sis mechanizmas padeda slopinti IL-1R1 aktyvuma (Lang et al., 1998).

1.4.3 Citokiny IL-1a ir IL-1p panasumai ir skirtumai

Daznai IL-1a ir IL-1B molekulés yra tapatinamos, nes jungiasi prie ty
paciy receptoriy ir todel manoma, kad ir jy biologinés funkcijos yra panasios.
Siy citokiny raiskos ir biologinio aktyvumo pabiidis néra visi§kai suprastas, bet
placiai tiriamas. Daugelis tyrimy rodo, kad visgi IL-1a ir IL-1P savybés skiriasi
(apzv. (Dinarello, 1996; Dinarello, 2009)).

Kitaip negu IL-la, IL-1P raiSka ir sekrecija yra grieztai valdoma
transkripcijos, transliacijos, baltymo brendimo ir sekrecijos lygiais. Be to, IL-
1B biosintezé ir sekrecija vyksta tik uzdegimo metu. IL-1a biosintezé vyksta
konstitutyviai, pavyzdZiui, epitelio Igstelése (Cooper et al., 1990), ir padid¢ja
uzdegimo metu. Paprastai IL-1a registruojamas tik 1gstelése ar prisijunges prie
Ju pavirSiaus, iSkyrus tuos atvejus, kai Sis citokinas iSeina 1§ Zustanciy lgsteliy
stipraus uzdegimo metu (apzv. (Dinarello, 1996)).

Parodyta, kad jvairiuose audiniuose, jvairiomis fiziologinémis
salygomis bei uzdegimo metu L-la ir IL-1p raiSka yra skirtinga (Hacham et
al., 2000; Hacham et al., 2002). Tai galéty reiksti, kad Siy citokiny fiziologines
funkcijos yra skirtingos.

RysSkiai skiriasi IL-la ir IL-1B aktyvumas Iastel¢je. IL-1p tik
sekretuojamoji forma yra aktyvi, o citozolinis pirmtakas yra neaktyvus ir néra
,,membraninés* Sio citokino formos. IL-1a ,,membraniné‘ forma ir citozolinis
pirmtakas yra aktyviis baltymai, bet $is citokinas retai sekretuojamas.

Manoma, kad IL-1 molekuliy lokalizacija Igstelése ir mikroaplinka

lemia jy biologines funkcijas homeostazés ir véZiniy procesy metu (1.8 pav.).
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1.8 pav. Citokiny IL-1 veikla naviko Iagstelése (vézinése, stromos, pritrauktuose
leukocituose) ir jy reikSme imuniniam atsakui (pagal - (Apte and Voronov, 2008)).

M¢, makrofagai; Neu, neutrofilai; CTL, citotoksiniai T limfocitai; NK, NK (natural
killer) 1astelés; Limf, limfocitai.

,2Membraninis*“ IL-1a skatina imuninj atsakg, o citozolinis prolL-1la
valdo lgsteliy geny raiSka, proliferacija, diferenciacijg ir kitus vyksmus.
Sekretuojamo IL-1, daugiausia IL-1p, maZi kiekiai indukuoja vietinj uzdegima,
o dideli kiekiai indukuoja placiai paplitusj uzegimg, siejamg su audiniy
pazaidomis ir naviko plitimu.

IL-1a ir IL-1B raiSkos ir funkcijy tyrimai normaliose ir véZinése
lastelése bei jvairiuose lasteliy piktyb&jimo proceso etapuose yra bekrastis

kelias naviky imunoterapijos optimizacijos link (Apte and Voronov, 2008).

1.5 PDT derinimas su imunoterapija

PDT sukeltas imuninio atsako postimis labai svarbus naviko augimui ir
plitimui. PDT gali slopinti (Matthews and Damian, 2009) arba skatinanti
(Gollnick et al., 2006) imuninj atsaka, tod¢l manoma, kad imunoterapija galéty
zymiai padidinti PDT veiksmingumg. Imunoterapijos esme¢ — organizmas

imunizuojamas medZiagomis (pvz., vakcinomis ar citokinais), sukelian¢iomis
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imunines reakcijas prie§ navika, arba ] organizmg jvedamos imuniniu
aktyvumu pasiZymincios ir tokiu buidu naviko augimg slopinan¢ios medZiagos
gydymo budas gali biiti sekmingai pritaikytas naviky terapijai (Matar et al.,
2009; Rapidis and Wolf, 2009).

Viena i§ naviko atsinaujinimo prieZas¢iy, daZnai siejamy su
uzdegiminiu atsaku, gali buti PDT poveikio stimuliuojama angiogeneze. Todél
gali biiti naudinga PDT derinti su Sio proceso slopikliais (Eichholz et al.,
2010). Dviejy angiogeniniy veiksniy — VEGFA ir COX-2 — slopikliy ir PDT
deriniy perspektyvumas naviky gydymui yra placiausiai tiriamas.

Nustatytas in vivo PDT ir monkloniniy antikiiny prie§ VEGFRI1 ir
VEGFR2 (Jiang et al., 2008), monokloninio antikiino avastino prie§ VEGFA
(Ferrario and Gomer, 2006) deriniy veiksmingumas. Parodyta, kad avastino ir
PDT su hipericinu derinys slopina ne tik VEGFA, bet ir kity angiogeniniy
baltymy (angiogenino, bFGF, EGF, 1L-6 ir IL-8), raiSka ir padidina Slapimo
puslés naviky jautrumg PDT (Bhuvaneswari et al., 2007b). Taip pat in vivo
parodyta, kad PDT veiksmingumg galima didinti derinant ja su COX-2
slopikliais (Ferrario et al., 2002). Nuslopinus pastargjj fermenta, PDT
veiktuose navikuose sumaZz¢ja ir kity proangiogeniniy veiksniy (HIF-1a,
VEGFA, IL-1B ir TNF-a) raiSka (Ferrario et al., 2005; Yee et al., 2005).
kraujagysliy ligy gydymui (Lazic and Gabric, 2007; Sagong et al., 2009), PDT
ir imunomoduliatoriaus imikvimodo perspektyvumg ikiveéziniy ir véZiniy odos
susirgimy gydymui (Winters et al., 2008) (apZvelgta (Nikkels et al., 2005).

Imunoterapijos derinimas su PDT teikia daug vil€iy kaip veiksmingas
vezio gydymo budas, taciau Sio derinio naudojimas vis dar yra eksperimentinis
(Park et al., 2008). Be to, vieno ar poros signaly blokavimas gali biti
neveiksmingas, nes daugybé keliy reguliuoja naviko Igsteliy migracijg ir
proliferacija. Todel, perspektyvia terapine strategija siekiant visiSkai sunaikinti

navikg galéty biiti netoksiSka kombinuota terapija, nutaikyta j daugelj signaly.
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Kaip jau minéta, esame pastebéj¢, kad PDT su mTHPC reik§mingai
didina proangiogeninio VEGFA ir prouZzdegiminio IL-lo raiSka A-431
lastelése. Siy citokiny jtaka naviko augimui néra visiSkai suprasta, bet
apzvelgty tyrimy rezultatai pasiulée prielaidg, kad Sie citokinai yra palankus

naviko augimui. Tod¢l Siame darbe tyréme VEGFA ir IL-la raiSkg po

fotodinaminio poveikio jvairiose lastelése in vitro ir in vivo bei siekéme
jvertinti, kaip $iy citokiny raiSkos slopinimas antikiinais veikia eksperimentiniy

gyviiny naviky fotodinaminio gydymo veiksminguma.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos
Darbe naudoti reagentai, Igsteliy auginimo terpes, jy priedai pirkti i$

Sigma, jei nepazyméta kitaip.

2.1.1 Citostatikai

Darbe naudotos citostatiky vaistinés formos. Doksorubicino
hidrochloridas — 2 mg/ml (Ebewe Arzeimittel, Austrija); taksoteras (taxotere®)
— 40 mg/ml (Rhone-Poulenc Rorer, Pranctizija). Tirpalai laikomi steriliai 4°C
temperaturoje. Eksperimentams pradiniai tirpalai buvo skiedZiami lgsteliy

auginimo terpe.

2.1.2 Fotosensibilizatorius

Foskanas (mTHPC) (mezo-tetra-(3-hidroksifenil)chlorinas) - prof.
R.Bonett’o (Londono Universitetas, Didzioji Britanija) dovana. Pradiniai
mTHPC tirpalai eksperimentams in vitro (1 mg/ml) ir in vivo (3 mg/ml) buvo
ruoSiami 96% etanolyje. Tirpalai ruoSiami steriliai ir laikomi -20°C
temperatiuroje. Eksperimentams in vitro pradinis tirpalas buvo skiedZiamas
lasteliy auginimo terpe. Eksperimentams in vivo pradinis tirpalas buvo

skiedziamas 0,9% NaCl tirpalu.

2.1.3 Medziagos lasteliy kultivavimui

Antibiotikai: penicilinas, streptomicinas (milteliai, laikomi kambario
temperatiiroje), gentamicinas, vaistiné forma 40 mg/ml, laikomas 4°C
temperatiiroje (Chinoin, Vengrija);

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle terpe, paruoSta laikoma 4°C
temperatiiroje (Biochrom AG, Vokietija);

FCS - fetalinis verSelio serumas (foetal calf serum) , laikomas -20°C
arba 4°C temperatiiroje (Gibco BRL, Australija);

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

(milteliai, laikomi kambario temperatiiroje);
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Indai lasteliy kultivavimui: flakonai (25 cm?, 75 cm?), lekstelés — 9

cm’ (TPP, §Veicarij a).

2.1.4 Kitos medziagos

Agarozés gelis: 1% agarozé (Chemapol, Lenkija) tirpinta 1x TAE
buferyje, pridéta 1 pg/ml etidZzio bromido; naudotas RNR elektroforezei.

Dazai: etidzio bromidas (5-etil-3,8-diamino-6-fenilfenantreno
bromidas), pradiniai tirpalai: 100 pg/ml DPBS’e arba 10 mg/ml vandenyje,
laikomi 4°C; kristalinis violetinis (genciano violetas, N-[4-[bis[4-
(dimetilamino)-fenil]metilen]-2,5-cikloheksadien-1-ilidin]-N-metilmetanamino
chloridas), pradinis 0,05% tirpalas ruoSiamas 20% etanolyje, laikomas
kambario temperatiroje (Reachim, Rusija); MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i1)2,5-difeniltetrazolio bromidas) tirpintas DPBS’e, pradinis tirpalas Smg/ml,
laikomas 4°C temperatiiroje.

Detergentai: tritonas X-100 (oksifenoldekaetilenglikolio eteris)
(Ferak, Vokietija); CHAPS (3-[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-1-
propansulfonatas), pradin¢ koncentracija - 1%, laitkomas 4°C (Roth, Vokietija),
DTT - ditiotreitolis, milteliai, latkomas kambario temp. (Roth, Vokietija),

Drusky tirpalai: DPBS — drusky tirpalas: 40 ml PBS, 5 ml 0.1% CacCl,
(Lvovfarm, Ukraina) ir 5 ml 0,1% MgSO4 (Moschimfarm preparaty, Rusija),
vandeniu skiesta iki 100 ml, laikomas 4°C arba kambario temperatiiroje; PBS —
drusky tirpalas: 1 g NaCl, 25 mg KCl, 2 mg KHPO4, 144 mg Na,HPO,,
iStirpinta 100 ml H,O, pH 7,3, laikomas 4°C temperatiroje; BCA-Na,
(bicinchonino riigSties dinatrio druska) — 4,4’-dikarboksi-2,2’-bichinolininés

rugsties dinatrio bruska; CuSO4x5SH,0O — vario sulfatas (Reachim, Rusija);

2.2 Lasteliy kultiiros, eksperimentiniai gyviinai

A-431 - Zmogaus epidermoidinés karcinomos lgstelés (ATCC: CRL-
1555). Lastelés kultivuojamos DMEM su 5% FCS, pridéjus 100 U/ml
penicilino, 100 pg/ml streptomicino (arba vietoj Siy antibiotiky — 50 pg/ml

gentamicino), 2 mM glutamino (kartg per dvi savaites) ir 10 mM HEPES, 37°C
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temperaturoje ir 5% CO, bei 95% drégmés atmosferoje. Lastelés pers€jamos
triskart per savaite. Tam tikslui jos pakeliamos 0,025% tripsino/0,02% EDTA
tirpalu ir praskiedZiamos iki 10° Igst./ml.

MH-22A - epiteliSkos peliy hepatomos lastelés (Rusijos Moksly
Akademijos Citologijos institutas, Sankt Peterburgas, Rusija). Lastelés
kultivuojamos DMEM su 10% FCS, pridéjus 100 U/ml penicilino, 100 pg/ml
streptomicino (arba vietoj Siy antibiotiky — 50 pg/ml gentamicino), 2 mM
glutamino (karta per dvi savaites), 37°C temperattroje ir 5% CO, bei 95%
dréegmés atmosferoje. Lastelés perséjamos triskart per savait¢. Tam tikslui jos
pakeliamos 0,025% tripsino/0,02% EDTA tirpalu ir praskiedZiamos santykiu
1:3.

LLC1 - peliy plauciy karcinomos lgstelés (ATCC: CRL-1642). Lastelés
kultivuojamos iki 60-70% monosluoksnio DMEM su 10% FCS, pridéjus 100
U/ml penicilino, 100 pg/ml streptomicino. (arba vietoj Siy antibiotiky — 50
pg/ml gentamicino), 2 mM glutamino (karta per dvi savaites), 37°C
temperaturoje ir 5% CO, bei 95% drégmés atmosferoje. Lastelés pers€jamos
triskart per savaite. Tam tikslui jos pakeliamos 0,025% tripsino/0,02% EDTA
tirpalu ir praskiedZiamos santykiu 1:6.

Lasteliy augimas stebimas invertuotu optiniu mikroskopu (Carl Zeiss,
Vokietija).

CS7BL/6 pelés (Imunologijos Institutas, Lietuva) — tyrimams in vivo
naudotos vyriSkos lyties linijinés 8-10 savaiCiy amZiaus ir 20-25 g kiino svorio
pelés. Gyviunai buvo naudojami pagal Lietuvos gyviiny globos draugijos

rekomendacijas.
2.3 Lasteliy gyvybingumo testai

2.3.1 Dazymas kristaliniu violetiniu (KV)
Metodas pagristas kristalinio violetinio daZo prisijungimu prie baltymo.
AtSokusios negyvybingos Igstelés atsargiai nuplaunamos, likusios Igstelés 1x

praplaunamos 0,9 % NaCl tirpalu ( 1ml j 9 cm? 1ékstele) ir uzpilamos 2 ml 0,05
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% kristalinio violetinio tirpalu 20% etanolyje. Po 30 min dazas nuplaunamas,
Iasteliy monosluoksnis 5-7x praplaunamas vandeniu ir daZas iStirpinamas 0,1%
acto riigities tirpale 50% etanolyje (2 ml j 9 cm® lékstele). Spektrofotometru
Perkin Elmer A20 (Perkin Elmer, JAV) matuojamas tirpalo ODsgs. Kontroliniy
lasteliy ODsgs vidurkis prilyginamas 100% gyvybingumui ir Igsteliy
gyvybingumas po poveikio iSreiSkiamas procentais kontroliniy lgsteliy

gyvybingumg laikant 100%.

2.3.2 MTT metodas

Metodas pagrjstas MTT redukcija iki violetinés spalvos produkto 1-
(4,5-dimetiltiazol)-3,5-difenilformazano. Nuo lgsteliy nusiurbiama terpe,
uzpilama 0,8 ml MTT tirpalo (0,1 mg/ml) ir inkubuojama 1 val., 37°C, 5% CO,
aplinkoje. Po inkubacijos jpilama 1,5 ml izopropanolio. Tirpalo optinis tankis
matuojamas esant 570 nm bangos ilgiui su mikroploksteliy skaitytuvu UVM

340 (ASYS, Jungtine Karalyste).

H,C— N : N Ph
I \>\ PN I»\NH N/

S “N—N H,C™ S
H,C /o > \ NV
NT NBr !\%/
h Ph
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil - 1-(4,5-dimetiltiazol)-3,5-
tetrazolio bromidas (MTT) difenil- formazanas

2.4 LLC1 naviko jskiepijimas ir stebéjimas

Peléms po oda deSinés kirkSnies srityje buvo jskiepyta po 0,2 ml
suspensijos, kuri pagaminta i§ penkis kartus praskiestos plauciy karcinomos
LLC naviko maseés. Naviko tiris (NT) buvo nustatomas slankmaciu matuojant
naviko ilgj (L), plotj (B) ir aukstj (H) ir apskai¢iuojamas pagal formul¢ V=L x

B x H x n/6. Naviko tiiris po gydymo buvo matuojamas tris kartus per savaite.
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Veiksniy poveikis naviky augimui vertintas naudojant TGI rodiklj: TGI = 100 -
(gydytos pelés NT / negydyty peliy NT vidurkis x 100).

2.5 Fotodinaminio poveikio ir citostatiky derinimo schema

Eksperimentai buvo atlieckami pagal 2.1 pav. pateiktag schemg. Lasteles
(A-431, MH-22A ir LLC1) buvo auginamos lekStelese arba flakonuose.
Lasteliy tankis buvo: A-431 — 1,2x10° last./ml, MH-22A — 3,5x10° last./ml,
LLC1 - 0,7x10° Iast./ml. Kiekvienam eksperimentiniam tasSkui buvo imamos
dvi arba trys lékStelés gyvybingumo matavimui, viena l¢kStelé — fermentinio

aktyvumo tyrimui, vienas flakonas - iRNR ir baltymy raiSkos tyrimui.

Terpés keitimas

terpe FS Svitinimas Testai
v l
v
Fotosensibilizacija
< 18h >— 1-72h _j
«— 24 h Jle 1-72h —
A
A
Citostatiky poveikis
A B
Terpes keitimas Terpés keitimas

terpe su taksoteru terpe su

doksorubicinu

2.1 pav. Citostatiky ir fotosensibilizacijos derinimo schemos.

Lastelés inkubuotos su mTHPC DMEM be serumo, tamsoje. Po inkubacijos, terp¢ su
mTHPC pakeista | DMEM su serumu; 1astelés Svitintos ir inkubuotos tamsoje:1) 24
val. tamsoje iki gyvybingumo nustatymo; 2)skirtingg laiko tarpa, tiriant Igsteliy Ziities
kelius; 3) 1-24 val. iRNR raiskos tyrimuose, 4) 6 ir 24 val. baltymy pokyc¢iy tyrimose.
Fotosensibilizacijos ir citostatiky derinimo atveju:

A - taksoteras détas | terpg 24 val. pries Svitinima (6 val. DMEM su serumu ir 18 val.
kartu su FS DMEM be serumo); terpé pakeista, Igstelés Svitintos ir inkubuotos kaip
fotosensibilizacijos atveju.

B - iki Svitinimo laikytasi fotosensibilizacijos schemos; doksorubicinas détas j
DMEM su serumu tuoj pat po Svitinimo; toliau Iastelés inkubuotos Kkaip
fotosensibilizacijos atveju.
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Fotosensibilizacijos atveju, nuo paruoSty eksperimentui lgsteliy
nusiurbiama inkubacijos terpe¢, praplaunama 2 kartus 37°C temperatiiros DPBS
tirpalu. Praplovus DPBS, uZpilama DMEM terpé be serumo su mTHPC tirpalu
(A-431 14-500 ng/ml, MH-22A 150 ng/ml, LLC1 200 ng/ml). Inkubuojama 18
val. (37°C). Po to terp¢ be serumo su fotosensibilizatoriumi nusiurbiama,
lastelées 2 kartus praplaunamos DPBS tirpalu ir uzpilama terpé su serumu.
Svitinama (A-431 30-90 s, MH-22A 30-120 s, LLC1 30 s ir 60 s) diodiniu
Sviesos Saltiniu UNIMELA-1, kurio A=660+20 nm (VU Lazeriy tyrimo
centras), §viesos intensyvumas lasteliy lygyje 1,6 mW/cm®. Po $vitinimo
Iastelés inkubuojamos 24 val. 37°C temperattroje tamsoje iki gyvybingumo
nustatymo KV metodu; 1, 3, 5, 7, 9, 24, 30, 48, 54 ir 72 val. tiriant kaspazés
aktyvumg, 4 val. tirtant iRNR kiekio pokycius, 6 ir 24 val. tiriant baltymy
kiekio pokycius.

Fotosensibilizacijos ir chemoterapiniy vaisty derinimo atveju, buvo
laikytasi dviejy skirtingy schemy: 1) 24 val. prieS Svitinimg Igstelés uzZpilamos
DMEM terpe su taksotero tirpalu (A-431 0,5-5 ng/ml, MH-22A 5-250 ng/ml,
LLCI 2 ir 7 ng/ml) (6 val. Tax DMEM su serumu ir 18 val. Tax kartu su
mTHPC DMEM be serumo); po 24 val. terpé pakeista, Igstelés Svitintos ir
inkubuotos tamsoje; 2) Iki Svitinimo laikytasi fotosensibilizacijos schemos;
tuoj po Svitinimo § DMEM su serumu déta doksorubicino, kad jo koncentracija
bity: A-431 32-500 ng/ml, MH-22A 100-500 ng/ml, LLC1 200 ir 500 ng/ml;

toliau inkubuota tamsoje.

2.6 Fotodinaminés terapijos ir imuninés terapijos derinimo schema

Pra¢jus 7 dienoms po naviko jskiepijimo, kai naviko tiiris (NT) buvo 90
+10 mm® (vidurkis+SE), pelés buvo pazymétos ir suskirstytos j grupes (n=5-6
kiekvienoje grupe¢je). Eksperimentai buvo atlieckami pagal 2.2 pav. pateikty

schema.
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Suleista Baltymo kiekio navikuose tyrimas

mTHPC Svitinta ‘Naviky tdrio matavimas
PDT v v l
1, 3, 7 dienos
<« 24 val. )| ¢—— *Tris kartus per savaite - >
D Tris kartus per savaite —»
€24 val. «»24 val.

Imuniné I

terapija I Baltymo kiekio navikuose

tyrimas

Citokinus slopinanciy ‘Naviky tdrio matavimas

veiksniy suleidimas

2.2 pav. PDT ir imuninés terapijos eksperimenty schemos.

PDT atveju, suleista 0,2 ml i.v. 0,25 mg/kg fotosensibilizatoriaus mTHPC ir po 24
val. navikai buvo Svitinami diodinio lazerio Sviesa (Vilniaus universiteto Onkologijos
institutas), 650+2 nm bangos ilgiu, 135 mW galia 15 min, pasiekiant 120 J/cm®.

Imuninés terapijos atveju, suleista i.p. po 2x10 pg citokinus slopinanciy veiksniy.

2.6.1 Citokiny raiskos naviky lastelése po PDT tyrimu schema

Buvo pasirintos Sios eksperimentiniy gyviiny grupés: I — negydytos
pelés; II - fotodinamine terapija (PDT) gydytos pelés. I grupei paskirta 0,2 ml
1v. 0,25 mg/kg fotosensibilizatoriaus mTHPC ir po 24 val. navikai buvo
Svitinami diodinio lazerio Sviesa (Vilniaus universiteto Onkologijos institutas),
650+2 nm bangos ilgiu, 135 mW galia 15 min, pasiekiant 120 J/cm?.

Pragjus 1, 3 ir 7 dienoms po Svitinimo, pelés dekapituotos, jy navikai
1Soperuoti ir homogenizuoti. Homogenizuoty naviky lastelés lizuotos lgsteliy
suardymo buferiu pagal gamintojy pateiktas rekomendacijas (PARIS™ Kit,
Ambion) ir supernatantai uzSaldyti -80°C temperaturoje. Imunofermentiniu

ELISA metodu buvo sekami citokiny baltymo poky¢iai po PDT.

2.6.2 PDT moduliacija citokiny slopikliais

Buvo pasirinktos Sios grupes: I — negydytos pelés; II — imunoglobulinu
G (IgG) veiktos peles; 1II — antiktinu prie§ VEGF-A gydytos pelés; IV — tirpiu
VEGFRI1 gydytos pelés; V — antikinu prie§ IL-1a gydytos pelés; VI — PDT
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gydytos pelés; VII — PDT ir IgG kombinuotu poveikiu gydytos pelés; VIII -
PDT ir antikiino prieS§ VEGF-A kombinuotu poveikiu gydytos pelés; IX — PDT
ir tirpaus VEGFR1 kombinuotu poveikiu gydytos pelés; X — PDT ir antikiino
pries$ IL-1o kombinuotu poveikiu gydytos pelés.

PDT atveju, paskirta 0,2 ml i.v. 0,25 mg/kg fotosensibilizatoriaus
mTHPC ir po 24 val. navikai buvo Svitinami diodinio lazerio Sviesa (Vilniaus
universiteto Onkologijos institutas), 650+2 nm bangos ilgiu, 135 mW galia 15
min, pasiekiant 120 J/cm?; PDT derinimo su imunine terapija atveju laikytasi
PDT eksperimento plano, ir pra¢jus vienai dienai po Svitinimo dvi dienas iS$
eilées pelems suleista i.p. po 10 pg imunoglobulino G (R&D Systems), arba
antikino prieS VEGF (AF-493-NA, R&D Systems), arba tVEGFR1 (471-Fl1,
R&D Systems), arba antikiino prie$ IL-1a (AB-108-C, R&D Systems).

2.7 Kaspazés 3 aktyvumo matavimas

Kaspazés 3 aktyvumo matavimui naudotas rinkinys Caspase-3 Cellular
Activity Assay Kit PLUS (AK-703) (Biomol GmbH, Vokietija). Metodas
pagristas fluorescencinio dazo AFC atskélimu nuo peptido (Ac-DEVD-AFC)
C-galo. Atskelus AFC nuo substrato, padidéja jo fluorescencijos intensyvumas
ties 505 nm.Buvo matuota kaspazes 3 aktyvumo pokyciy priklausomybé nuo
laiko (1-72 val.), kontrolinése lastelese ir lastelese po FP, citostatikais ar
mTHPC-FP ir citostatiky deriniu. Pagal gamintojo rekomenduotg protokola,
mazdaug 10° lasteliy atkeliamos nuo substrato 0,25% tripsino/0,02% EDTA
tirpalu, pridedamos prie jau pakilusiy Igsteliy ir nucentrifuguojamos (10 min,
1000 g, 4°C). Po centrifugavimo lgstelés suspenduojamos 4°C PBS,
skai¢iuojamos ir dar karta nusodinamos centrifuguojant. Toliau lastelés (10
Iast./ml) 5 min lizuojamos leduose lgsteliy lizés buferiu (50 mM HEPES, pH
7.4, 0,1% CHAPS, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA). Citozolinis ekstraktas
(supernatantas) gryninamas centrifuguojant 10 min, 10000 g, 4°C. I 96
Sulin¢liy plokstelés Sulinélj pilama 80 ul matavimo buferio (50 mM HEPES,
pH 7.4, 100 mM NaCl, 0,1% CHAPS, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, 10%

glicerolis), 10 pl citozolinio ekstrakto (kiekvienam pavyzdZziui imami du
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Sulinéliai) ir 10 pl kaspazei savito substrato (0,2 mM). AFC fluorescencijos
pokytis (tiesiogiai proporcingas kaspazés 3 aktyvumui) matuojamas (A=390
nm, A.,=510 nm) 60 min, 3 min intervalu fluoroskanu Ascent FL (Labsystems,
Suomija).

Pagal gautus duomenis kiekvienam pavyzdZiui bréZiama kreive,
ordinatése atidedant santykinius fluorescencijos vienetus (SFV), abscisése —
laikg (min). IS tiesés lygties apskai¢iuojamas kreivés nuokrypis. Fermento
aktyvumas apskaiiuojamas pagal $ig lygti: kaspazés aktyvumas (pmol/min) =
kreivés nuokrypis (SFV/min) x perskai¢iavimo koeficientas (uM/SFV) (S
kalibracinés kreivés) x reakcijos tiiris (pl), kur perskai¢iavimo koeficientas yra
1/kreivés nuokrypio, gauto i§ AFC kalibracinés kreivés, ordinatése atidéjus
SFV, abscisése - skirtingas AFC kalibravimo standarto (uM) koncentracijas,
kur SFV yra santykiniai fluorescencijos vienetai. Toliau kaspazés aktyvumas
(pmol/min), koreguojamas pagal pavyzdzio lasteliy skai¢iy ir pateikiamas kaip

keturiy nepriklausomy eksperimenty vidurkistSP (pmol/min/ 106lqsteliq).
2.8 Méginiy genu raiSkos tyrimams paruoSimas

2.8.1 RNR iSskyrimas

Suminé RNR buvo skiriama i§ 2x10° kontroliniy lgsteliy ir Iasteliy po
poveiko. Lasteles buvo atkeliamos nuo substrato 0,25% tripsino/0,02% EDTA
tirpalu, sujungiamos su jau pakilusiomis ir centrifuguojamos (10 min, 1000 g,
4°C). Po centrifugavimo lgstelés suspenduojamos 4°C TE buferyje (10 mM
Tris (pH 7,4), 1 mM EDTA), skaiCiuojamos ir dar karta nusodinamos
centrifuguojant. Iki RNR skyrimo Igsteliy nuosédos laikomos -70°C. RNR
skyrimui buvo naudotas rinkinys: Total RNA isolation kit Purescript® (Gentra
Systems, JAV) ir gamintojo rekomenduotas protokolas suminés RNR
iSskyrimui 1§ 3-5 mln lgsteliy. RNR koncentracija ir Svarumas tikrinti
elektroforezés agarozes gelyje pagalba ir spektrofotometriS8kai, nustatant

ODyg0280 santyki. IS kiekvieno pavyzdzio iSskirta RNR buvo padalinta j
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keturias dalis ir naudota tiriamy geny (VEGF ir ILIA) ir dviejy ‘naminiy’ geny
(ACTB ir GAPD arba HPRT) nustatymui.

2.8.2 cDNR sintezé

cDNR sintezei buvo naudotas rinkinys RevertAid™ H Minus First
Strand c¢cDNA Synthesis Kit (AB Fermentas). Darbas atliktas laikantis
gamintojo rekomendacijy. Reakcijos miSinys buvo ruoSiamas ledo-vandens
vonioje. | 5 ug RNR pridedama oligo(dT),3 pradmeny - 1 pl, miSinys atsargiai
sumaiSomas ir inkubuojamas 5 min 70°C, po to atSaldomas ir
centrifuguojamas. Po centrifugavimo méginys buvo grazinamas j ledo-vandens
vonig. Véliau | miSinj jdedami kiti reakcijos komponentai: 5X reakcijos buferio
(4 ul); 20 u/pl ribonukleazés slopiklio (1 pl); 10 mM dNTP miSinio (2 ul).
MiSinys centrifuguojamas, 5 min inkubuojamas 37°C temperatiroje,
pridedama 200 u/ul RevertAid™ H Minus M-MuLV RT (1 pl). Méginio
amplifikacija vykdoma 60 min 42°C temperattroje, o sustabdoma inkubuojant
10 min 70°C temperatiiroje. Susintetinta cDNR iki naudojimo laikoma -20°C

temperatiiroje.

2.9 Kiekybiné PGR

Kiekybinés PGR reakcijos buvo atlickamos remiantis SybrGreen I
metodu. Geny ekspresijos tyrimai buvo atlikti Nacionalinéje veterinarijos
laboratorijoje, naudojant ABI Prism 7900HT prietaisg (Applied Biosystems).
Reakcijos taris buvo 50 pl, kiekvienai reakcijai naudota 2 pul cDNR (1,5 karto
skiestos), po 2,5 ul tiesioginio ir atvirkStinio pradmens (10uM) (AB
Fermentas), ir 25 pl Master Mix‘o (Applied Biosystems) ir 18 pul vandens.
Reakcija buvo vykdoma 96 Sulinéliy plokstelése. Amplifikacija registruojama
pagal fluorescencinio dazo SYBR-Green, kuris jungiasi prie dvigrandinés
DNR mazojo griovio,fluorescencija (Master Mix ‘o sudétinis komponentas).

Suminés RNR kiekio kiekvienoje reakcijoje ir atvirkstines transkripcijos
efektyvumo varijavimui normalizuoti buvo amplifikuojami dviejy ‘naminiy’

geny (ACTB ir GAPDH arba HPRT1) fragmentai.
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Santykinis geny raiSkos pokytis (palyginus su kontrole) buvo
apskaiciuotas AAC, metodu: Geny ekspresijos pokytis kartais = 2744€ kur AAC,
yra (C tiriamo geno = Ct naminio geno)po poveikio = (Ct tiriamo = Ct naminio geno)kontrole (Applied
Biosystems Inc.). Rezultatai pateikiami kaip geny raiSkos pokyciy kartais,
pagal ‘naminiy’ geny raiska, trijy matavimy vidurkistSN.

Naudoti pradmenys pateikti 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Oligonukleotidiniai pradmenys, naudoti kiekybinei PGR

Genas | Geny banko Tiesioginiai pradmenys AtvirkStiniai pradmenys
numeriai

ACTB NM_001101 5’-ACAGAGCCTCGCCTTTGC-3’ 5’-CATCATCCATGGTGAGCTG-3’
Acth NM_007393.2 5’-ATTGTTACCAACTGGGACGA-3’ 5’-ACATGATCTGGGTCATCTTTT-3’
GAPDH | NM_002046 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’ 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’
Hprt NM_013556.2 5-GCTGACCTGCTGGATTACAT-3’ 5-CAATCAAGACATTCTTTCCAGT-3’
ILIA NM_000575.3 5-GCTGCTGAAGGAGATGCCTGA-3’ 5’-CAGACCTACGCCTGGTTTTC-3’
Illa NM_010554.4 5-TGAAACGTCAAAGATGTCCAA-3’ 5 TGGATGGTCTCTTCCAGATCA-3’
VEGF | NM_003376.3 5-AAATGTGAATGCAGACCAAAGA-3’ | 5’-ACACGTCTGCGGATCTTGTA-3’
Vegf NM_001025250.2 | 5’-TGAGACCCTGGTGGACATCT-3" 5-TGATCCGCATGATCTGCAT-3’

2.10 Imunofermentinis metodas ELISA

Tyrimy in vitro atveju, A-431 ir LLC1 Iasteliy inkubavimo terpé
surenkama ] centrifugavimo mégintuvélius ir valoma nuo pakilusiy Igsteliy bei
ju nuolauzy centrifuguojant (10 min 1000 g 4°C). Supernatantas uzSaldomas
-80°C temperatiiroje, jeigu tuoj pat nenaudojamas baltymy raiSkos tyrimams.
Lasteleés atkeliamos nuo substrato 0,02% EDTA tirpalu, pridedamos prie jau
pakilusiy ir nucentrifuguojamos (10 min 1000 g 4°C). Po centrifugavimo
lastelés suspenduojamos 4°C PBS, skaiCiuojamos ir dar kartg nusodinamos
centrifuguojant. Toliau lastelés (5x10° last./ml) 15 min lizuojamos leduose
Iasteliy lizeés buferiu (50 mM Tris- HCl, pH 7.4, 1% NP-40, 0,25% Na-
deoksicholatas, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA). Peptidaziy slopikliai (1 mM
PMSF, 1mM NaF, 1 pg/ml aprotininas, 1 pg/ml leupeptinas) dedami j Iasteliy
lizés buferj kiekvieng kartg prie$ lasteliy lizavimg. Supernatantas gryninamas

centrifuguojant 15 min 14000 g 4°C. Supernatantas uzSaldomas
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-80°C temperatiiroje, jeigu tuoj pat nenaudojamas baltymy raisSkos tyrimams.

Tyrimy in vivo atveju, naudojome eksperimentiniy gyviny naviky
lizatus, kuriy paruoSimas apraSytas 2.6.1 sk.

Toliau i 96 Sulin¢liy plokstelés (Maxisorp, Nunc, Vokietija) Sulinélius
pilama po 50 pl pirminiy antikiiny tirpalo (PBS, pH 7,4) (0,4 pg/ml ir 2,0
ug/ml Ak pries peles VEGF ir IL-1a; po 2,0 ug/ml Ak pries Zmogaus VEGF ir
IL-Ta (R&D Systems). Plokstelé su pirminiais antiktinais inkubuojama +4°C
temperatiroje per naktj. PlokStelés Sulin¢liai 3 kartus plaunami PBS/0,05%
Tween 20, pH 7,4 buferiu. Po plovimo, ] plokstelés Sulin¢lius pilamas PBS
buferis su 2% BSA ir inkubuojama 1 val. 37°C temperatiiroje. Plokstelés
Sulinéliai plaunami PBS/0,05% Tween 20, pH 7,4 buferiu. | plokSteles

Sulin¢lius pilama antigeno tirpalai: IL-la raiSkos A-431 lastelése in vitro

tyrimams pilama po 50 pul 2 ir 4 kartus PBS/2% BSA tirpalu skiesta lgsteliy
inkubavimo terpe, 100, 200, 400 karty skiestas lasteliy lizatas, 250-15,625
pg/ml koncentracijos Zmogaus rekombinantinio IL-la baltymo tirpalai
PBS/2% BSA; VEGEF raiskos A-431 lgstelése in vitro tyrimams pilama po 50
ul 2 ir 4 kartus PBS/2% BSA tirpalu skiesta Igsteliy inkubavimo terp¢, 5, 10,

20 karty skiestas Igsteliy lizatas ir 1000-62,5 pg/ml koncentracijos Zmogaus
rekombinantinio VEGF baltymo tirpalai; VEGF ir IL-lo raiSkos LLCI1

lastelése in vitro tyrimams pilama po 50 pl neskiesta, 2, 4 ir 8 kartus PBS/2%

BSA tirpalu skiesta lgsteliy inkubavimo terpe, tiek pat karty skiestas lgsteliy
lizatas ir po 500-15,625 pg/ml koncentracijos pelés rekombinantiniy VEGF ir
IL-1a baltymy tirpalai. VEGF ir IL.-1a in vivo tyrimams pilama po 50 ul 2, 4, 8
kartus PBS/2% BSA tirpalu skiesto naviky lizato ir 61-500 pg/ml

koncentracijos pelés rekombinantiniy VEGF ir IL-la baltymy tirpalo
PBS/2% BSA. Inkubuojama 1,5 val. 37°C temperatiiroje. Antigeno tirpalas
nupilamas. Plokstelés Sulineliai plaunami PBS/0,05% Tween 20, pH 7.4
buferiu. | Sulinélius pilama po 50 ul 0.1 pg/ml koncentracijos antriniy biotinu
zymety antiktiny tirpalo (PBS, pH 7,4) (po 50 ng/ml Ak prieS pelés VEGF ir
IL-To; 50,0 ir 12,5 ng/ml Ak prie§ Zmogaus VEGF ir IL-1a (R&D Systems).

Plokstelé su antriniais antikiinais inkubuojama 2 val. 37°C temperatiiroje.
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Antriniy antikiing tirpalas nupilamas. Plokstelés Sulin¢liai  plaunami
PBS/0,05% Tween 20, pH 7,4 buferiu. | Sulin¢lius pilama 50 pl streptavidino ir
Sarmines fosfatazés konjugato tirpalo (Amersham Biosciences, Anglija)
(skiedziama 10 mM HEPES, pH 7,5/0,15M NaCl/0,1% Tween 20 buferiu
santykiu 1:1000) ir inkubuojama 40 min, 37°C temperatiiroje. Streptavidino ir
Sarminés fosfatazés konjugato tirpalas nupilamas. PlokSteles Sulinéliai
plaunami Sarminés fosfatazés nuplovimo buferiu (10 mM HEPES, pH 7.5, 0,15
M NaCl, 0,1% Tween 20). I Sulin¢lius pilama po 50 ul 3mM koncentracijos p-
nitrofenolio fosfato tirpalo substratiniame buferyje (100 mM dietanolaminas, 5
mM MgClL,x6H,O, pH 9,5) ir inkubuojama tamsoje per nakti kambario
temperatiroje. Stebima spalviné reakcija, kurios intensyvumas matuojamas
ASYS UVM 340 ploksteliy skaitytuvu , esant 405 nm bangos ilgiui. Pagal
gautus duomenis, bréZiama standartinio baltymo kreive, ordinatése atidedant
optinio tankio vienetus, abscisése — standartinio baltymo koncentracijas. IS
kalibracinés kreives apskaiciuojamas tirto baltymo kiekis (ng/ml). In vitro Sis
baltymo kiekis normalizuojamas milijonui lgsteliy, in vivo — 1 mg baltymo.
Lizaty bendras baltymo kiekis nustatomas bicinchonino riigSties (BCA)

metodu.

2.11 BCA metodas baltymo koncentracijai nustatyti

BCA (Smith et al., 1985) baltymo koncentracijos nustatymo metodas
paremtas kompleksy sudarymo reakcija, kurios metu Sarmingje terpéje
bicinchonino riig§ties natrio druska (BCA-Na,) sudaro violetinés spalvos
kompleksinius junginius su Cu" jonais, kurie susidaro, baltymams saveikaujant
su Cu”* jonais (Biureto reakcija).

Baltymy kiekio matavimui 50 pl Igsteliy suspensijos sumaiSyta su 950
pl darbinio reagento ir inkubuota 30 min 37°C, po to tirpalas atvésintas iki
kambario temp. Tirpalo ODsg, matuotas spektrofotometru Perkin Elmer A20
(Perkin Elmer, JAV). NeZinomas baltymo kiekis nustatytas i§ kalibracinés
kreivés, gautos abscisése atidéjus ZSA koncentracija 0 — 900 pug/ml, ordinatése

- ODs;,.
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Darbinis reagentas ruoSiamas 100 tiriy reagento A sumaiSius su 2
tiriais reagento B. Reagento A sudétis: 1% BCA-Na,, 2% Na,CO;xH,0,
0.16% vyno riigsties natrio druska, 0.4% NaOH, 0.95% NaHCO;, pH 11.25.
Reagentas B yra 4% CuSO4x5H,0 tirpalas.

2.12 Fluorescenciné mikroskopija

Mikroskopijos eksperimentams lgstelés kultivuojamos ant dengiamyjy
stikleliy 1ekStelése. Nuo Iasteliy nusiurbiama inkubavimo terpé ir praplaunama
2 kartus su PBS. Lastelés 10 min fiksuojamos 4% paraformaldehido tirpalu
4°C temperatiiroje ir praplaunamos 3x5 min su PBS. Fiksuotos Igsteles gali
biti latkomos uZpiltos 4°C PBS temperatiiroje keletg dieny.

Lastelés permeabilizuojamos 3 min 0,1% tritono X-100 tirpalu PBS‘e ir
greitai praplaunamos tuo paciu tirpalu.

Fiksuotos ir permeabilizuotos Igstelés perkeliamos ] dézute su
sudrekinta sevetele. Jos 15 min inkubuojamos su 0,5% BSA blokavimo tirpalu.
Toliau lgstelées 30 min kambario temperatiiroje inkubuojamos su pirminiy
antikiny prieS VEGF (R&D Systems) ir IL-1a (R&D Systems) tirpalais,
atitinkamai praskiestais santykiu 1:30 ir 1:35. Praplaunama 3x5 min PBS.
Tuomet 30 min kambario temperatiroje Zymima antrinio antiktino pries pelés
IgG tirpalu PBS, skiestu santykiu 1:200 (NL0OO08, R&D).

Branduoliai Zymimi 3 min kambario temperatiroje inkubuojant su
DAPI (Molecular probes) tirpalu PBS (1 pg/ml). Lastelés 3 Kkartus
praplaunamos su PBS.

Dengiamieji stikleliai su imunofluorescenciniu biidu nudazytomis
lastelémis Dako tvirtinimo terpe priklijuojami prie objektiniy stikleliy.
Stikleliai saugomi 4 °C temperatiiroje.

Imunofluorescencijai  stebéti  naudotas Leica SP5  lazerinis
skenuojamasis mikroskopas (Leica, Vokietija), 63x HCX PLAPO lambda blue
1.4 aliejaus imersijos objektyvas. Zadinimo/emisijos bangos ilgiai buvo

633/640-700 nm ir 405/406-535 nm.
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2.13 Tékmés citometrija

LLC lasteliy inkubavimo terpé su atkibusiomis lgstelémis surenkama j
centrifugavimo mégintuvélius ir centrifuguojama 10 min 1000 g 4°C. Lastelés
atkeliamos nuo substrato 0,02% EDTA tirpalu, pridedamos prie jau atkibusiy ir
centrifuguojamos 10 min 1000 g 4°C. Supernatantas nusiurbiamas, lastelés
suspenduojamos ir 10 min fiksuojamos 2% paraformaldehido (28906, Thermo
Scientific) tirpalu 4°C temperaturoje. Praplaunama 2 kartus su PBS/BSA 1%
tirpalu. Toliau Igstelés uZpilamos 1 ml 0,1% saponino tirpalo PBS/BSA 1%.
Lastelés inkubuojamos 10 min leduose ir centrifuguojamos 10 min 1000 g 4°C.
Supernatantas nusiurbiamas, Igstelés suspenduojamos fikoeritrinu (PE) Zyméto
ziurkéno antikuno prieS pelés IL-1a tirpale (559810, BD, 100 pl, 0,25 pg
antikiino milijonui lgsteliy) () ir inkubuojamos 30 min 4°C tamsoje. PaZymétos
lastelés 3 kartus praplaunamos su PBS/0,5 % BSA. Nuosédos suspenduojamos
I ml Cell Wash (BD Biosciences) tirpalo ir méginiai matuojami tekmes

citometru BD FACS Calibur (BD) naudojant ,,Cell quest programing jrangg.

2.14 Kombinuoto poveikio vertinimas taikant sudétinés adityvios

tiesés analize

Fotosensibilizacijos su mTHPC ir citostatiky (Dox/Tax) kombinuoto
poveikio A431 Iasteliy gyvybingumui vertinimas atliktas pagal literattiroje

rekomenduojamg metodikg (Tallarida, 2000; Tallarida, 2001).

2.14.1 Vienfaktoriné tiesiné regresiné analizé

A-431 lasteliy atsakas ] vaisty pavienius poveikius buvo netiesinio
pobudzio (hiperbolés tipo koncentracijos—poveikio priklausomyb¢), todél
duomenis pakeitéme ] tiesing priklausomybe, logaritmuodami deSimtainiu
pagrindu vaisty koncentracijas. Logaritmuoti vaisty koncentracijy intervalai:
mTHPC 50-500 ng/ml, Dox 50-1000 ng/ml, Tax 0,5-7 ng/ml, maZinantys
lasteliy gyvybingumg apie 20%-80%, buvo optimaliausi lgsteliy gyvybingumo
priklausomybei nuo vaisty poveikio apraSyti vienfaktorine tiesine regresine

lytimi:
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y = a + bxx, (2.1)
kur a — laisvasis narys, b — koeficientas, Zymintis veiksnio poveikio pobidj ir
svorj. Kai b<0, neigiamas, veiksnys maZzina lasteliy gyvybinguma, kai b>0,

teigiamas, - didina.

Remdamiesi vienfaktoring€s tiesines regresijos lygtimis, nustatéme vaisty
stiprumus (potency), t.y. koncentracijas, mazinancias lasteliy gyvybinguma
50% maksimalaus poveikio . Kuo koncentracija didesne, tuo vaisto stiprumas
mazesnis. Vaisty stiprumy santykis A/B vadinamas santykiniu stiprumu R, kur
A ir B vienodai veiksmingos koncentracijos mazesnio stiprumo ir didesnio

stiprumo vaisty atitinkamai.

2.14.2 Sudétinés adityvios kreivés konstravimas

Nekintanciy vaisty daliy kombinacijoje eksperimento planas.Vaisty

dalys kombinacijoje nustatomos pagal formule:

V(B
f= (B)

A — (2.2)
V(A)+V(B)

kur V(log(x)) — prognozuojamos 50% maksimalaus poveikio logaritmuotos

koncentracijos dispersija, skai¢iuojama pagal formulg:

s 1 (log(x,)—x)*
v = —+—— 23
(log(x)) bz{ N 5. (2.3)
kur s* — dispersija, b — regresinés lygties nepriklausomo kintamojo

koeficientas, N - imties dydZio skaitiné verté, x - koncentracijy vidurkis, S,-
koncentracijos nuokrypio nuo vidurkio kvadraty suma.
Dispersija skaiCiuojama pagal formuleg:

N
Z(yi —da _bxi)z
i=1

2= 2.4).
s ) (2.4)

NustaCius f reikSme, skai¢iuojama pavieniui veikian¢iy vaisty vienodo
veiksmingumo vaisty koncentracijy dalys, pa ir pg, to pacio aktyvumo
kombinacijoje:

Pr=TA/Z,y (2.5)

py=U-HB/Z,, (2.6)
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kai sumin¢ adityvi kombinacijos koncentracija Z,qq lygi:

2, =TA+({1-HB=a+b, (2.7)
kur a ir b, vaisty koncentracijos kombinacijoje, vienodai efektyvioje pavieniui
veikianiy vaisty A ir B koncentracijy poveikiy atzvilgiu. Adityvi suminé
kombinacijos koncentracijy suma skaiiuojama naudojantis abiejy pavieniui

veikian€iy vaisty regresinémis lygtimis:

Z
Z  =—>1 2.8
o P, + Rp, (5)

kur z,— maziau potencialaus vaisto tam tikro poveikio y, koncentracija,

1

nustatoma naudojant atskirai veikian€iy vaisty eksperimentinius duomenis,
R=A/B, kur A ir B - yj poveikiu pasiZymincios vaisty koncentracijos,
i§skaiCiuotos i§ atskirai veikianc¢iy vaisty regresijos kreiviy, p; ir po— vaisty A

B koncentracijy dalys adityvioje suminéje koncentracijoje, atitinkamai.

Z
Z  =— 2.9
add pI/R+p2 ( )

kur z,— labiau potencialaus vaisto tam tikro y, poveikio eksperimenty metu
nustatyta koncentracija naudojant atskirai veikianCiy vaisty eksperimentinius
duomenis, R=A/B, kur A ir B - y poveikiu pasizyminCios vaisty
koncentracijos, iSskaiCiuotos i§ atskirai veikianciy vaisty regresijos kreiviy, p;
ir p— vaisty A B koncentracijy dalys adityvioje sumin¢je koncentracijoje,
atitinkamai.

Santykin¢ potencija skai¢iuojama kiekvienam pasirinktam poveikio
stiprumuti y;.

Tokiu budu nustatyty suminiy adityviy koncentracijy tikrieji poveikiai
tikrinami eksperimentiskai.

Teoriniy ir eksperimentiniy duomenuy regresiné analizé. Teoriniai ir

eksperimentiniai duomenys aproksimuojami tiesinémis regresinémis lygtimis
(2.1), kuriose sistemos atsakas ] poveikj paprastai biina logaritmuoto
nepriklausomo kintamojo funkcija; ordinaciy asyje atidedamos sistemos atsako
1 poveiki skaitinés vertés, o abscisiy aSyje - logaritmuotos suminés

kombinacijos koncentracijos skaitinés vertes.
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mTHPC ir citostatiniy vaisty kombinuoto poveikio Igsteliy
gyvybingumui eksperimentinés ir teorines tiesiy grafinis vaizdas parodo
poveikio pobudj: kai tikro poveikio tiesé¢ yra zemiau adityvios, poveikis
sinergistinis, nes poveikiui y; pasiekti reikia mazesnés suminés koncentracijos
nei prognozuoja adityvi ties¢; kai tikro poveikio kreivé yra aukSciau adityvios,
vaisty poveikis antagonistinis, nes didesnés suminés eksperimentinés
koncentracijos reikia pasiekti poveikiui y;, nei prognozuoja adityvi ties¢; kai

abi tiesés sutampa, poveikis vadinamas adityviu.

2.14.3 F Kkriterijaus taikymas regresiniy kreiviy lyginimui

Ar tikro kombinuoto poveikio sudétiné tiesé statistiSkai patikimai
skiriasi nuo adityvios sudétinés tiesés, galima jvertinti nuodojant F kriterijy.

Pirmiausia, pagal visus, tikros ir teorinés tiesiy, duomenis skai¢iuojami
koncentracijy ir atsako ] poveikj skaitiniy verCiy vidurkiai x ir y, atitinkamai.

Tada skaiCiuojamos kvadraty sumy SS; ir SS, skaitinés vertés pagal Sias

formules:
S =D (x,—%)° (2.10)
S, =2 (x,-Oy,-y (211
Syy = z (y, - y) (2 12)
SSt :Syy _(‘i,L) (213)

SS, skaciuojamos naudojant regresiniy tiesiy likuciy kvadraty sumas SS..) ir
SSres(Z):
SSp= SSres(1)+ SSres(Z) (2.14)

Naudojant Sias iSraiSkas, skai¢iuojamas F kriterijus:
SS, - S8,

_ 2
F = 55, (2.15)
N, +N, -4

F kriterijaus laisves laipsniai yra 2 (skersai) ir (N; + N, — 4) (Zemyn).
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Pasinaudojus kompiuteriniy programy tikimybiy skai¢iavimo moduliu,
galima rasti pirmos ruSies klaidos tikimybe, p reikSme¢. Kai p<0,05, yra
pagrindo atmesti H, hipoteze ir teigti, kad tikro ir teorinio kombinuoto
poveikio tieses statistiSkai patikimai skiriasi.

Rezultaty statistiniam apdorojimui naudoti Sigma Plot 2001/W versija
7.101, Sigma Stat 3.0.1, Statistica 5.0/W ir Microsoft Excel programiniai

paketai.

2.15 Kity eksperimentiniy duomeny statistiné analizé

Rezultaty statistiniam apdorojimui naudoti Sigma Plot 10 ir Microsoft
Excel programiniai paketai. Kaspazés 3 aktyvumo, baltymy ir iRNR pokyciai
po fotodinaminio, citostatiky ir jy deriniy poveikiy buvo vertinti naudojant
aprasomaja statistikg bei trijy ir daugiau imc¢iy lyginimui skirtg vienfaktorinés
ANOVA metoda, post hoc kriterijy. Dviejy grupiy lyginimui naudotas t

kriterijus.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe mTHPC fotodinaminj poveikj (FP) derinome su
prieSvéziniu vaistu doksorubicinu (Dox) i§ antracikliny grupés (Priebe, 1995)
arba taksoteru (Tax) i$ taksany grupés (Ferlini et al., 2003). mTHPC kaupiasi
lasteliy membranose (Boyle and Dolphin, 1996; Teiten et al., 2003), tod¢l Siuo
atveju lasteliy Zii¢iai reikSmingiausios yra membrany pazaidos. Tuo tarpu Tax
trikdo lastelés griauCiy baltymo tubulino polimerizacijg ir pasiZymi
antimitoziniu veikimu (Spencer and Faulds, 1994), o Dox daugiausiai
kaupiamas branduolyje ir pagrindiniu jo veikimo mechanizmu yra laikoma
sgveika su topoizomerazés Il ir DNR kompleksu (Wang, 1996; Weaver et al.,
1991). Abu chemoterapiniai vaistai stabdo lgsteliy dalijimasi. Skirtingi Siy
poveikiy taikiniai turéty sudaryti prielaidas didesniam dviejy suderinty
poveikiy bendram veiksmingumui.

IStyréme ir vertinome FP, Tax ir Dox pavienj ir kombinuota poveikj
veziniy lgsteliy gyvybingumui, bei angiogenez¢ skatinanciy citokiny IL-1a ir
VEGFA (toliau Zymeésime VEGF) raiskai in vitro. Taip pat jvertinome Siy
citokiny svarbg naviky augimui in vivo.

Siekdami bendresniy i1Svady apie FP ir citostatiky deriniy
veiksmingumg, eksperimentams pasirinkome tris  skirtingos  kilmés
monosluoksnj sudaran¢iy véziniy lgsteliy linijas: Zmogaus epidermoidinés
karcinomos A-431 lasteles, pelés hepatomos MH-22A (MH) lasteles ir pelés
plauciy karcinomos LLC1 (LLC) 1asteles.

3.1 Lasteliuy gyvybingumo poky¢iai po FP ir / arba citostatiky

poveikio

Kaip jau min¢jome, darbe naudoti FP ir citostatikai sukelia skirtingas
lasteliy pazaidas. Skirtingai veikianc¢iy vaisty kombinuoto poveikio pobudis
gali biti adityvus (nulin¢ sgveika, suminis poveikis), sinergistinis (didesnis nei

suminis poveikis) arba antagonistinis (mazesnis nei suminis poveikis).

“FP ir Dox derinj toliau zymésime FP+Dox, kai Dox buvo détas j terpg po FP, o FP ir Tax derinj —
Tax+FP, kai Tax buvo détas j terp¢ prie§ FP
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Pastebéta, kad kombinuoto poveikio pobiidziui svarbi vaisty derinimo seka.
Derinimo sekos reikSmingumas yra registruotas, tiriant FS fotohemo ir
doksorubicino (Streckyte et al, 1999), FS (fotofrino, TPPS,,) ir
mikrovamzdeliy slopikliy (vinkristino, taksolio) (Ma et al., 1996) kombinuoto
poveikio pobudi in vivo.

Statistiniai metodai padeda optimaliai planuoti tokiy tyrimy
eksperimentus ir Zymiai sumaZzina jy sgnaudas. Kombinuoto poveikio pobudzio
vertinimui sukurta nemazai statistiniy metody. Vieni metodai sukurti pagal
poveikiy adityvumo principg, pvz., ANOVA, regresiné analizé, o kiti pagal
doziy adityvumo principa, pvz., adityvios sudétinés tiesés analize, reakcijos
pavirSiaus analizé. Néra bendro sutarimo, kokj kriterijy kokiais atvejais geriau
naudoti. Paprastai kombinuoto poveikio pobudis vertinamas naudojant vieng
derinio dozg, ir lyginant kombinuotg poveikj su pavieniais poveikiais. Visgi,
manome, kad patikimos iSvados gali buti daromos tik tada, kai kombinuoto
poveikio pobudzio vertinimui naudojamos kelios derinio dozés.

Poveikio adityvumo principu gristi statistiniai metodai (ANOVA ir
regresin¢ analiz¢) leidZia analizuoti eksperimento rezultatus, priklausomus nuo
jvairiy vienu metu veikianciy veiksniy, atrinkti reikSmingus veiksnius ir
jvertinti jy veikima. Siuo atveju eksperimentams naudojamos jvairios dozés,
taCiau statistiné iSvada biina bendra visoms dozéms. Naudodami Siuos
metodus, jau anks€iau buvome parink¢ veiksmingiausias FP derinimo su Dox
ir Tax sekas. Nustatéme, kad deriniai yra veiksmingiausi, kai Tax dedamas i
terpe 24 val. iki Svitinimo, o Dox — betarpiSkai po Svitinimo (Kirveliene et al.,
2006; Micke, 2004).

Taciau pastebéta, kad vaisty kombinuoto poveikio pobudj — adityvy ar
sinergistinj / antagonistinj — gali lemti ne tik vaisty tipas ir derinimo seka, bet ir
derinamy poveikiy dozés (Tallarida, 2000). Todél buvo jdomu detaliau
jvertinti, ar skirtingy doziy kombinuotas poveikis yra to paties pobiidZio.
Manoma, kad tokio tipo tyrimams vienas i§ tinkamiausiy yra sudétinés
adityvios tieseés metodas (Tallarida, 2001). Be to, Sis metodas, kitaip nei

anksCiau naudoti, sudarytas doziy adityvumo principu, kas leisty palyginti
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rezultatus, gautus naudojant statistinius metodus, sudarytus skirtingais
principais.

Siame darbe naudodami ankséiau nustatytas veiksmingiausias FP ir
vaisty derinimo sekas, papildomai jvertinome Igsteliy gyvybingumo pokycius,
kaip atsakg j FP ir citostatiky kombinuotg poveikj, adityvios sudétinés tiesés
metodu. Tikéjomes, kad tokia statistiné analizé iSrySkins veiksmingiausias
derinio dozes. Gyvybingumo matavimams pasirinkome Igsteliy linijoms
optimaliausius gyvybingumo nustatymo bidus ir toliau taikéeme KV (A-431,

MH) arba MTT (LLC) metodus (zitr. 2.3 sk.).

3.1.1 Lasteliy gyvybingumo poky¢iai po FP ir / arba doksorubicino

poveikio

FP ir Dox kombinuotag poveikio pobudi A-431 ir MH Iasteliy
gyvybingumui nustatéme anksc¢iau. Tik trumpai paminésime, kad poveikiy
adityvumo principu gristy statistiniy metody pagalba jvertinome gautus
rezultatus (3.1 pav., A, B) ir parodéme, kad, kai Dox | lasteliy inkubavimo
terpe dedamas po Svitinimo, FP ir Dox kombinuotas poveikis abiejy linijy

lasteliy gyvybingumui yra adityvaus pobudzZio (Micke, 2004).

A B C
100 - —0— be Dox 100 —o— be Dox 100 b
—e— 0,02 mg/ml —e— 0,05 mg/ml
—=— 0,1 mg/ml —=— 0,1 mg/ml
2 80F —a— 0,2 mg/ml 80 —— 0,2 mg/ml 80
%)
(]
g 60 | 60 60 -
[®))
c
5
240 40 40 -
>
(O]
—o>— be Dox
L 20 L
20 200 . 0,2 mg/ml
—=— 0,5 mg/ml
o | | | o U | | | | 0 L 1 1
00 05 10 15 00 10 20 30 40 0,0 05 1,0
Ekspozicija, min Ekspozicija, min Ekspozicija, min

3.1 pav. FP, Dox ir jy derinio poveikis A-431 (A), MH (B) ir LLC (C) Iasteléms.

I terpe pridéta 0,1 pg/ml (A), 0,15 pg/ml (B) ir 0,2 ug/ml (C) mTHPC, po 18 val.
lastelés §vitintos (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cm?), ir pridéta Dox; gyvybingumas
matuotas po 24 val. dazant KV (A ir B) ir MTT (C).

Bruksniai, + SN.
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Toliau Siame darbe naudodami tuos pacius statistinius metodus
jvertinome FP+Dox poveikj LLC Iasteliy, kurias laboratorijoje jdiegéme tik Sio
darbo metu, kaip tinkamg linija darbams in vitro ir in vivo, gyvybingumui.
Pirmiausiai, nustat¢me kombinuotam poveikiui tirti optimaliausias FS
prikaupusiy Iasteliy Svitinimo dozes ir Dox koncentracijas, reikSmingai
mazinancias lgsteliy gyvybingumg apie 10-40 % (3.1 pav., C). Po to, sudaréme
pilng faktorinj eksperimento plang, t.y. kiekvieng Dox koncentracijg (200 ir
500 ng/ml) derinome su kiekviena lgsteliy Svitinimo trukme (0,5 ir 1,0 min).
Eksperimenty metu naudojome vieng FS koncentracijg (0,2 pg/ml mTHPC).
Atlik¢ gyvybingumo testus po plane numatyty poveikiy, gautus rezultatus
iSnagriné¢jome dvifaktorinés dispersinés analizés metodu, kuris leido jvertinti
dviejy kombinuojamy veiksniy poveikiy citotoksiSkumo reikSmingumg ir
derinio adityvumg. Dispersinés analizés rezultatai parode, kad Iasteliy
gyvybingumo pokyciai tiek de¢l FP, tiek del Dox kombinuojamy atskiry
poveikiy, buvo statistiSkai patikimai reikSmingi (p=0,01 1ir p=0,04,
atitinkamai), o FP ir Dox sgveikos jtaka lgsteliy gyvybingumui buvo

statistiSkai nepatikima (p=0,26). Tai reiSkia, kad FP+Dox poveikis LLC

lasteléms, kaip ir A-431 bei MH lasteléms, buvo adityvaus pobudzio.

Tyrimams sudétinés adityvios tiesés metodu reikia savito eksperimento
plano: naudojamos jvairios kombinuoto poveikio dozés, taCiau pavieniy
veiksniy doziy santykis kombinacijoje turi iSlikti pastovus. Jeigu vieno vaisto
poveikio stiprumas (potency) yra daug didesnis lyginant su kito vaisto poveikio
stiprumu, metodas gali sitlyti tokj vaisty doziy santykj kombinacijoje, kad
vieno 1§ jy poveikis bus visai nereikSmingas lgsteliy gyvybingumui. Todél
galé¢jome naudoti ne visas lasteliy linijas, nes tik A-431 lasteliy atsakas ]
pavieniy veiksniy skirtingy doziy poveikius buvo tinkamas eksperimento plano
sudarymui ir teorinés sudétines adityvios tieses konstravimui (ziar. 2.14.2 sk.):
1) lasteliy gyvybingumas kito panaSiose ribose po FP ar Dox poveikiy
jvairiomis dozémis (1 priedas, 1 pav.), 2) tiesiniy regresiniy lygciy, aprasanciy
lasteliy atsakg 1 mTHPC ar Dox poveikj (CD15-CD90), krypties koeficienty

jverciai buvo tos pacios eilés ir skyrési nezymiai (1 priedas, 2 pav.), 3) vaisty
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poveikiy stiprumai taip pat buvo optimalls adityvios sudétinés tiesés
konstravimui.

FP ir Dox kombinuoto poveikio atveju didesniu poveikio
stiprumu pasizymejo FP: gyvybingumas sumazejo 50%, kai lgstelés buvo
inkubuojamos 120 ng/ml mTHPC tirpale, o Dox tolygy veiksminguma pasieke
inkubuojant lgsteles terpéje su 290 ng/ml tirpalu. Taigi, Dox koncentracija
zyme¢jome A raide, o mTHPC koncentracijg — B raide, ir nustatéme santykinio
poveikio stiprumo (R=A/B) skaiting verte, kas toliau leido parinkti abiejy
vaisty koncentracijy kombinacijas ir atlikti nekintan¢iy vaisty daliy
kombinacijoje testg. Naudodami 2.2 lygtj (zitr. 2.14.2 sk.) nustatéme vaisty
koncentracijy santykj kombinacijoje, f = 0,5. Toliau 2.5 ir 2.6 lyg€iy pagalba
nustatéme Dox ir mTHPC koncentracijy dalis kombinacijoje: pA = 0,7, pB =
0,3 atitinkamai. Sudéting adityvig ties¢ konstravome naudodami pavieniui
veikian€iy vaisty eksperimentinius duomenis, vienfaktorineés tiesin€s regresijos
modelio lygtis ir (2.8) bei (2.9) lygtis. SkaiCiavimy rezultatus, naudotus
sudetinés adityvios tiesés konstravimui, pateikéme lenteléje (1 priedas, 1 lent.).

Duomeny sklaidos diagrama (3.2 pav.) parode, kad FP+Dox
eksperimentin¢e sudétine ties¢ buvo iSsidésCiusi aukS€iau adityvios sudétin€s
tieses, bet Sis nuokrypis nuo adityvumo buvo statistiSkai nepatikimas (p=0,147)
(1 priedas, 2 lent.).

Kai eksperimentin¢ ties¢ yra aukSCiau adityvios, poveikis vadinamas
antagonistiniu, nes eksperimentinés koncentracijos, ekvivalencios adityvios
sudetines tieseés koncentracijoms, silpniau maZzina lasteliy gyvybingumg negu
prognozuoja adityvi sudétiné tiesé. FP+Dox poveikio vertinimas daugialypés
regresinés analizés biidu, taip pat rodé statistiSkai nepatikimg antagonisting
komponente (Kirveliene et al., 2006). Taigi, verta suabejoti, ar antagonistinés
sagveikos komponent¢ tikrai yra atsitiktiné. Tiriant FS fotohemo ir
doksorubicino kombinuotg poveikj in vivo, autoriai aiskino silpnesnj derinio
poveiki naviko augimui, kai Dox buvo leidZiamas gyvuliukams prie§ Svitinima,
sgveika tarp Dox ir fotohemo (Streckyte et al., 1999). Kadangi j A-431 Iasteliy

inkubavimo terp¢ Dox buvo dedamas iS karto po FP, negalime atmesti
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3.2 pav. Teoriné¢ adityvi sudétin¢ ties¢ (raudona) ir eksperimentinio kombinuoto
poveikio sudétine ties¢ (juoda) FP ir Dox deriniui.

Lastelés su jvairiomis mTHPC koncentracijomis Svitintos 60 s (660 + 20 nm, 1,6
mW/cm?). Balti simboliai — teoriniai duomenys, juodi simboliai — eksperimentiniai
duomenys, iStisa linija — regresing ties¢, punktyriné linija — pasikliautinieji intervalai.
Teorings adityvios tieseés regresine lygtis: LG=(181+7,0)—(57£2,9)x1g(Zadq), r2:0,98.
Eksperimentinés tiesés regresiné lygtis: LG=(187£10,2)—(57+4,6)X1g(Zmix), r2=0,93.
LG - lasteliy gyvybingumas, %; Z.ad, Zmix» Z« — mTHPC ir Dox kombinacijos
koncentracijy suma, ng/ml.

prielaidos, kad ir Siuo atveju mTHPC ir Dox sgveika lémeé nereikSminga
antagonisting komponentg.

Apibendring rezultatus, gautus statistiniais metodais vertinant trijy
skirtingy linijy Igsteliy gyvybingumo pokycius, galime pasakyti, kad jvairiy

doziy FP+Dox poveikis yra adityvaus pobiudZio, ir tokj derinj taikant gydymui

buty galima sumazinti pavieniu poveikiy dozes ir pasSaliniy poveikiu daroma

7ala organizmui.

3.1.2 Lasteliy gyvybingumo poky¢iai po FP ir / arba taksotero

poveikio

FP ir Tax kombinuoto poveikio pobidis A-431 ir MH Iasteliy
gyvybingumui taip pat buvo nustatytas ankstesniuose darbuose. Analogiskai
jvertinome gautus rezultatus (3.3 pav., A, B) ir nustatétme, kad Tax+FP
poveikis abiejy linijy Igsteliy gyvybingumui buvo adityvaus pobudzio (Micke,
2004).
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A B C

—o— be Tax
100 —e 05ngmi| 100 100
—s— 2ng/ml
52 80 —— 3ng/ml 80 80
17}
@
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C
._g
40 40 b
& 401 o e Tax
—e— 3ng/ml —>— be Tax
20 20 F —— 10ng/ml 20 2ng/ml
—— 100 ng/m *— 7ng/ml
oL ! ! oLt ! ! ! ! 0 ! !

| |
0,0 05 1,0 15 0,0 05 10 15 20 0,0 0,5 1,0
Ekspozicija, min Ekspozicija, min Ekspozicija, min

3.3 pav. FP, Tax ir jy derinio poveikis A-431 (A), MH (B) ir LLC (C) Igsteléms.

I terpe pridéta Tax, po 6 val. — 0,1 pg/ml (A) 0,3 pg/ml (B) ir 0,2 pug/ml (C) mTHPC,
dar po 18 val. lIagstelés Svitintos (A=660 = 20 nm, 1,6 mW/cm?); gyvybingumas
matuotas po 24 val. dazant KV (A ir B) ir MTT (C).

BriikSniai, + SN.

Tax+FP poveiki LLC lasteliy gyvybingumui Siame darbe taip pat
vertinome dvifaktorinés dispersinés analizés metodu. Nustatéme kombinuotam
poveikiui tirti optimaliausias FS prikaupusiy lgsteliy Svitinimo dozes ir Tax
koncentracijas, kurios reikSmingai mazino Iasteliy gyvybinguma apie 10-30 %
(3.3 pav., C). Sudaréme pilng faktorinj eksperimento plana, t.y. kiekvieng Tax
koncentracijg (2 ir 7 ng/ml) derinome su kiekviena Svitinimo trukme (0,5 ir 1,0
min). Eksperimenty metu naudojome vieng FS koncentracija (0,2 pg/ml
mTHPC). Atlik¢ gyvybingumo testus, gautus rezultatus jvertinome
dvifaktorinés dispersinés analizés metodu. Dispersines analizés rezultatai
parodé, kad FP ir Tax reikSmingai maZino lasteliy gyvybingumg (p=0,007 ir
p=0,024, atitinkamai), o Svitinimo dozés ir Tax sgveika buvo statistiSkai

nepatikima (p=0,857). Tad Tax+FP poveikis LLC lasteléms, kaip ir A-431,

MH lasteléms, buvo adityvaus pobudzio.

Kaip ir FP+Dox atveju, sudétinés adityvios tiesés metodu analizavome
ir Tax+FP poveiki A-431 lasteléms. Remdamiesi vienfaktorinés tiesinés
regresijos analizes rezultatais (1 priedas, 2 pav.) sudaréme nekintancio doziy

santykio kombinacijoje eksperimento plang. Veiksniy doziy santykis
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kombinacijoje buvo 0,3 (f=0,3) (ziar. 2.14.2 sk., 2.2 lygtj). Atlike
gyvybingumo testus po plane numatyty poveikiy, gautus rezultatus jvertinome
sudétinés adityvios tiesés metodu (1 priedas, 3 lent.). Eksperimentinés
sudétinés tiesés nuokryp] nuo sudétinés teorinés adityvios tiesés jvertinome
naudodami F kriterijy. Pagrindinius statistinio vertinimo rezultatus pateikéme
lenteléje (1 priedas, 4 lent.).

Duomeny sklaidos diagrama (3.4 pav.) parode, kad eksperimentiniy
duomeny ir teoriné adityvi tiesés kryZiuojasi, t.y., silpno poveikio deriniai
veikia antagonistiSkai, o stipraus poveikio deriniai — sinergistiSkai. Nors F
kriterijus parodé¢, kad Sie nukrypimai nuo adityvaus poveikio yra statistiSkai
nepatikimi (F=2,26; p=0,136), literatiroje toks tiesiy iSsidéstymas vadinamas
probleminiu (Tallarida, 2000), — Siuo atveju kombinuoto poveikio pobiidis
priklauso nuo dozés.

Tax+FP taikant gydymui, dél stipriau nei adityviai veikianciy

kombinuojamu poveikiy dar labiau sumazéty skiriamy veiksniy kiekiai kas dar

labiau turéty sumazinti pasaliniy poveikiy daroma Zala organizmui.

100
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3.4 pav. Teorin¢ adityvi sudétin¢ ties¢ (raudona) ir eksperimentinio kombinuoto
poveikio sudétiné ties¢ (juoda) FP ir Tax deriniui.

Lastelés su jvairiomis mTHPC koncentracijomis Svitintos 60 s (660 + 20 nm, 1,6
mW/cm?). Balti simboliai — teoriniai duomenys, juodi simboliai — eksperimentiniai
duomenys, iStisa linija — regresiné ties€, punktyriné linija — pasikliautinieji intervalai.
Teorinés adityvios tiesés regresine lygtis: LG=(153+6,0)—(63+4)x1g(Zaq4), r2=0,98.
Eksperimentings tiesés regresiné lygtis: LG=(180£12)—(80%7)X1g(Zmix), r2:0,93.
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LG - Igsteliy gyvybingumas, %; Zaad, Zmix» Z« — mMTHPC ir Tax kombinacijos
koncentracijy suma, ng/ml.
Kaip matysime 3.2.2 sk., gavome ir kity duomeny, remianciy

sinergistinio Tax+FP poveikio prielaidg.

3.2 Kaspazés 3 aktyvumo pokyciai po FP ir / arba citostatiky

poveikio

Lastelés ziitis apotozés buidu yra svarbus terapinio atsako j poveiki
rodiklis (Dive and Hickman, 1991). Apoptozés fermenty aktyvumo ir Igsteliy
gyvybingumo rodikliai susije; abu atspindi lgsteliy zities vyksmus. Taigi,
siekdami tvirty iSvady, tyréme kaspazés 3, pagrindinio apoptozeés vykdymo
fermento, aktyvumo pokycius, kaip Igsteliy atsaka ] prieSvézin] poveik].
Kaspaziy aktyvumo matavimas pla¢iai naudojamas tiriant terapinio poveikio
vezinéms Igstelems inicijuojamus zities kelius (Micke et al., 2005; Oleinick et

al., 2002; Sasnauskiene et al., 2009).

3.2.1 Kaspazés 3 aktyvumo poky¢iai po FP ir / arba doksorubicino

poveikio

Vykdymo kaspazés 3 aktyvumg tyréme pagal savitojo peptido DEVD
darinio skaidymo greitj A-431 ir MH lastelése, veiktose pavieniais FP ar Tax
poveikiais ir jy deriniu. Eksperimentai buvo atlieckami pagal 2.5 skyriuje
apraSytg derinimo schema.

Tyrimy rezultatai rodé, kad abejy linijy lastelese Dox indukuotos
kaspazeés 3 aktyvumas buvo didZiausias, pra¢jus 54 val. po Svitinimo
(neparodyta). FP veiktose A-431 lgstelése, didZiausias fermento aktyvumas
buvo registruotas pra¢jus 9 val. po Svitinimo lastelése, o akivaizdesni kaspazés
3 aktyvumo pokyc€iai buvo stebéti pra¢jus 3 val. po Svitinimo (3.5 pav.). FP
veiktose MH- 22A lgstelése, didZiausias fermento aktyvumas buvo registruotas
pragjus 24 val. po Svitinimo, o akivaizdesni kaspazés 3 aktyvumo pokyciai
buvo stebéti pra¢jus 5 val. po Svitinimo. FP+Dox atveju stebé¢jome Siek tiek
didesnj kaspazés 3 aktyvumga, palyginus su vien FP poveikiu abiejy linijy

Iastelese.
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D¢l mazy imciy, negalé¢jome statistiSkai jvertinti skirtumy tarp skirtingg
poveikj patyrusiy lgsteliy atskiro kaspazés 3 aktyvumo matavimo metu, todél
FP+Dox kombinuoto poveikio jtakg kaspazés 3 aktyvumui statistiSkai
jvertinome laiko intervale, naudodami trijy ir daugiau im¢iy lyginimui skirta
neparametrinj q kriterijy pagal Duno metodg (2 priedas, 1 lent.).

Kai p-reikSmé buvo mazesn¢ uz 0,05, teigéme, kad skirtumas yra
statistiSkai patikimas. Detaliau, tyrimy duomenis, registruotus 1-7 valandy
laiko tarpe po Svitinimo A-431 lastelése arba 5-9 valandy laiko tarpe po
Svitinimo MH lastelése, priskyréme vienai grupei, ir tokiu biidu vertinome
skirtumus tarp Dox, FP, bei jy derinio inicijuojamy kaspazés 3 aktyvumy. Mat,
Siais laiko tarpais po Svitinimo fermentas jau buvo aktyvintas visose FP
patyrusiose grupése ir aktyvumas toliau did¢jo.

Statistinés analizés rezultatai parode¢, kad abiejy linijy lgstelese FP ir

FP+Dox patikimai stipriau aktyvino kaspaze 3. Dox veiktose Igstelése
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3.5 pav. Lasteliy atsakas j FP ir Dox poveik].

A — kaspazés 3 aktyvumas A-431 lastelése: 1gstelés inkubuotos su 0,1 pg/ml mTHPC;
po 18 val. lastelés §vitintos 1 min (A=660 * 20 nm, 1,6 mW/cm?); tuoj po §vitinimo j
terpe déta 50 ng/ml Dox.

B - kaspazés 3 aktyvumas MH Iastelése: 1astelés inkubuotos su 0,15 pg/ml mTHPC;
po 18 val. lastelés Svitintos 45 s (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cm?); tuoj po ¥vitinimo j
terpe déta 0,25 pg/ml Dox.

Bruksniai, £SP, n=3.
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fermentinis aktyvumas nesiskyr¢ nuo kontroliniy lgsteliy. FP+Dox
indukuojamas kaspazés 3 aktyvumas nebuvo patikimai didesnis lyginant su
fermentiniu aktyvumu FP patyrusiose Igstelése, taciau buvo patikimai didesnis
uz Dox indukuojamg aktyvuma.

FP+Dox derinio atveju, kombinuotas poveikis lasteliy gyvybingumui

buvo adityvaus pobiidZio, taiau Dox véliau aktyvino kaspaze 3, todél

pirmomis po Svitinimo valandomis derinio poveikis kaspazés 3 aktyvumui
priklausé tik nuo FP.

Apibendrindami galime pasakyti, kad, palyginus su FP, subletaliy doziy
FP+Dox deriniu veikty MH ir A-431 lasteliy Zuciai biudinga stipresné

apoptoze.

3.2.2 Kaspazés 3 aktyvumo poky¢ciai po FP ir / arba taksotero

poveikio

A-431 lastelese citostatiko Tax indukuotos kaspazes 3 didZiausias
aktyvumas buvo 24-3 val. po Svitinimo (3.6 pav.). Vien tik FP veiktose
lastelése didziausig fermento aktyvumg uZregistravome pra¢jus 9 val. po
Svitinimo, o reikSmingus kaspazés 3 aktyvumo pokycius steb¢jome praéjus 1
val. po Svitinimo. Tax+FP atveju stebéjome ankstesnj ir stipresnj kaspazés 3
aktyvinima, palyginus su vien FP ar Tax poveikiu.

MH Iastelese citostatiko Tax indukuotos kaspazés 3 aktyvumas buvo
didZiausias 54-3 poveikio valandg (neparodyta). Vien tik FP veiktose Igstelése
didZiausias fermento aktyvumas buvo registruotas pra¢jus 24 val. po Svitinimo,
o reikSmingi kaspazeés 3 aktyvumo pokyciai buvo stebéti prag¢jus 5 val. po
Svitinimo. Tax+FP atveju stebé¢jome ankstesnj kaspazés 3 aktyvinima,
palyginus su vien FP poveikiu. Tax+FP kombinuoto poveikio, taip pat kaip ir
FP+Dox poveikio, jtaka kaspazés 3 aktyvumui jvertinome neparametriniu q
kriterijumi (2 priedas, 2 lent.). Kai p-reikSmeé buvo mazesne uz 0,05, teigeéme,

kad skirtumas yra statistiSkai patikimas.
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3.6 pav. Lasteliy atsakas | FP ir Tax poveiki.

A —kaspazeés 3 aktyvumas A-431 lgstelése: Igstelés su 2 ng/ml Tax inkubuotos 24 val.
pries Svitinimg (6 val. terpéje su serumu ir 18 val. DMEM be serumo ir su 0,1 pg/ml
mTHPC); lastelés Svitintos 1 min (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/Cm2).

B - kaspazés 3 aktyvumas MH lgstelése: Igstelés su 0,25 pg/ml Tax inkubuotos 24
val. prie§ Svitinimg (6 val. terp¢je su serumu ir 18 val. DMEM be serumo ir su 0,15
pg/ml mTHPC); 1astelés Svitintos 45 s (A=660 + 20 nm, 1,6 rnW/cm2).
BruksSniai, =SP, n=3.

Statistinés analizes rezultatai parode, kad FP, Tax ir jy deriniu veiktose
A-431 lgstelése kaspaze 3 buvo statistiSkai patikimai stipriau aktyvesné. FP ir
Tax pavieniui veiktose Igstelése fermento aktyvumas buvo panaSus, o derinio
indukuojamas kaspazés 3 aktyvumas buvo didesnis negu po pavieniy poveikiy.

MH lasteleése, FP, Tax ir jy derinys reikSmingai stipriau aktyvino
kaspaze 3. FP veiktose lgstelése fermentinis aktyvumas buvo apie 4,5 karto
didesnis lyginant su Tax poveikiu, bet skirtumas buvo statistiSkai nepatikimas.
Derinio indukuojamas kaspazés 3 aktyvumas buvo didesnis palyginus su
pavieniais poveikiais, bet statistiSkai patikimas skirtumas buvo tik tarp Tax+FP
ir Tax grupiy.

Ypatingo démesio verti Tax+FP indukuoto kaspazés 3 aktyvumo tyrimy
rezultatai A-431 lastelése. Tax ir FP poveikio Igsteliy gyvybingumui pobudzio
vertinimo sudétinés adityvios tiesés analizés metodu rezultatai rode, kad

Tax+FP veiké adityviu principu. Taciau duomeny sklaidos diagrama (Ziur. 3.2
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pav.) rod¢ kad derinio poveikio pobiidis gali priklausyti nuo dozeés, t.y.
lyginant su adityvumu, mazos dozés lémée Siek tiek maZesnj poveikj, o didelés
dozés 1éme Siek tiek stipresnj poveikj. Reikéty pazyméti, kad Tax+FP veikty
A-431 lasteliy kaspazes 3 aktyvumas ryskiai padide€jo, praéjus 1 val. po
Svitinimo, palyginus su fermento aktyvumu kontrolinése lgstelése ir pavienj
poveiki patyrusiose lgstelése: pavieniy poveikiy indukuoto aktyvumo vidurkiy
suma (4,1 + 4,7 = 8,8 pmol/min/106lqst.) maZzesne uz kombinuoto poveikio
(8,8 < 20,8 pmol/min/10°last.). Kadangi kaspazés 3 aktyvumas Tax+FP
veiktose lgstelése virSijo aktyvumy sumg pavienius poveikius patyrusiose

lastelése, galéjome teigti, kad poveikio pobiidis buvo sinergistinis.

Tax+FP koncentracijy kombinacija, artimiausia kaspazés 3 aktyvumo
tyrimui naudotai derinio koncentracijy kombinacijai (Z,;x = 64 ng/ml), buvo
Zemiausiai nutolusi nuo adityvios sudétinés tieses, o sgveikos rodiklis maZesnis
uz vienetg, o = 0,825 (0=Zyix\\Zaq4, kai a>1, poveikis antagonistinio pobuizZio;
kai a<1, poveikis sinergistinio pobiidZio (Tallarida, 2000)). Sie rezultatai rodé
derinio sinergistinj poveik] Igsteliy gyvybingumui. Taigi, kaspazés 3 aktyvumo
tyrimai papildé derinio poveikio pobiidZzio gyvybingumui analize¢ ir leido
detaliau jvertinti dviejy poveikiy sgveika, atskleisdami galimg nukrypimg nuo
adityvumo. Remdamiesi lgsteliy gyvybingumo ir apoptozés fermento

aktyvumo tyrimy rezultatais, gal¢jome daryti iSvada, kad Tax+FP poveikio

pobudis A431 lasteléms priklausé nuo poveikio stiprumo.

3.3 Citokino VEGTF raiska fotosensibilizuotose ir / arba citostatikais

veiktose Igstelése in vitro

Jau buvome nustate, kad subletalios FP, FP+Dox ir Tax+FP dozés
sukelia citokiny VEGF ir IL-1a iRNR raiSkos padid¢jimg A-431 lastelése
(Micke, 2004). Citokiny VEGEF ir IL-1a raiSka paprastai siejama su nepalankia
naviky terapijos prognoze (Apte and Voronov, 2008; Bhuvaneswari et al.,
2009).

Miisy rezultatai buvo gauti pra¢jus 3,5 val. po Svitinimo ir naudojant po

vieng vaisty doze¢. Norint patvirtinti gautus rezultatus reikéjo iStirti citokiny
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raiSkos priklausomybe nuo laiko po poveikio ir nuo veiksniy poveikiy
stiprumy. iIRNR kiekio nustatymui pasirinkome kiekybinés PGR metodg (Zidr.
2.9 skyriy). Ekperimentus atlikome pagal 2.5 skyriuje apraSyta vaisty derinimo
schemg. Meéginiy paruoSimg apraseme 2.8 skyriuje. Citokiny iRNR kiekio
pokycius vertinome pagal ,,naminiy geny‘ raiskos lygi: A-431 — pagal GAPDH
ir ACTB raiskos lygi, MH ir LLC — pagal Hprt ir Actb raiskos lygj. Citokiny
raiSkos pokyciy po jvairaus stiprumo poveikiy tyrimy rezultatai, gauti vertinant
iRNR pokycius pagal abu ,,naminius genus®, buvo panaSis, todél Siame darbe
kai kur pateikéme tik vertinimo pagal B-aktino geno raiskos lygj rezultatus.
Baltymy kiekio nustatymui naudojome imunofermentinj ELISA metoda (Zitr.
2.9 skyriy), fluorescencing mikroskopija (zidr. 2.12 skyriy) ir tekmes
citometrijg (zitr. 2.13 skyriy). Lasteliy gyvybingumg iSreiSkéme Kkaip
prieSveézinio poveikio citotoksing dozg (CD), pvz., CD50 reiskia, kad pragjus
24 val. po poveikio rasta 50+5% gyvybingy Iasteliy, t.y. kiekvienam
eksperimentui naudoty Igsteliy gyvybingumo nuokrypis nuo nurodytos CD

reikSmes nevirsijo 10%.

3.3.1 VEGF iRNR poky¢iai

VEGF raiskos priklausomybés nuo laiko tyrimams pasirinkome 1-24
val. laiko tarpg po Svitinimo. Naudojome A-431 lasteliy linijg. Tyrimy
rezultatai parode, kad Dox (CD25) ir Tax (CD60) nesukele reikSmingy VEGF
raiSkos poky¢iy (3.5¢ pav., A ir B, atitinkamai). FP (CD65), FP+Dox (CD70) ir
Tax+FP (CD90) sukelé reikSminga VEGF raiSkos padidéjima (3.5 pav., C, D
ir E atitinkamai), ir didZiausias raiSkos padidéjimas registruotas 8-g val. po
Svitinimo: FP padidino VEGF raiska 9/ACTB ir 11/GAPDH karty, FP+Dox
padidino VEGF raiskg 7/ACTB ir 5/GAPDH kartus, Tax+FP — 7/ACTB ir
5/GAPDH Xkartus. Sie rezultatai rodo, kad VEGF raiskos didéjimui svarbus
buvo tik FP poveikis, bet ne FP+Dox ir Tax+FP sukeltos daugialypés pazaidos.

Misy rezultatai nesutampa su kai kuriais kity autoriy tyrimais -

pastebéta, kad kai kurie prieSvéZiniai vaistai gali keisti VEGF raiska navike:
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nustatyta, kad doksorubicinas aktyvina VEGF geno raiska (Uehara et al.,
2001), o taksoteras slopina angiogeneze (Grant et al., 2003).

Gal stipresnis Dox ar Tax poveikis sukelia VEGF raiSkos poky€ius? Ar
skiriasi VEGF raiSkos lygis, veikiant FS prikaupusias lgsteles silpno ir stipraus
poveikio Svitinimo dozémis, bei ty paciy doziy FP+Dox bei Tax+FP deriniais?
IeSkodami atsakymy ] Siuos klausimus, eksperimentiSkai iStyréme ir statistinés
analizés metodais jvertinome FP ir citostatiky, bei jy deriniy poveikius VEGF
raiSkai, kombinuodami skirtingo poveikio dozes. Naudojome A-431, MH ir
LLC lgsteliy linijas.

Kaip matyti 3.5° pav., veikiant lasteles FP ir jo deriniais su citostatikais,
reikSmingas VEGF raiskos padidéjimas uZregistruotas praéjus 4 val. po
Svitinimo, todél tyrimams pasirinkome §j laikg. Eksperimenty metu gautus
duomenis jvertinome naudodami vienfaktorinés ANOVA metoda, post hoc
kriterijy.

Ar pakito VEGF raiska po didesniy citostatiky doziy poveikio? A-431
lastelese (3.6° pav.), kaip ir LLC Igstelése (3.7 pav.), Tax ir Dox atveju
neuZregistravome geno raiskos poky&iy, patikimai' besiskiriandiy nuo
kontroliniy lgsteliy geny raiskos.

Ar VEGF raiSkos pokyc€ius léme skirtingos FP dozés? Ar skyrési VEGF
raiSka FP ir FP+Dox arba Tax+FP veiktose lgstelése? Ar VEGF raiskos
pokycius léme skirtingos FP+Dox ar Tax+FP dozes? Statistinés analizes
vienfaktorinés ANOVA metodu pateiktas atsakymas ] Siuos klausimus buvo
vienareikSmis: A-431 lgstelese VEGF raiSka buvo panasi lyginant skirtingas FP
dozes ar skirtingas FP+Dox dozes patyrusias 1asteles, bei lyginant kombinuota
poveikj patyrusias lgsteles su FP veiktomis lgstelémis (p=0,85). A-431
lastelése skirtingomis Tax+FP dozémis veiktose lastelése VEGF raiSka buvo
panasi, kaip ir lyginant Tax+FP patyrusias lgsteles su FP veiktomis Igstelémis

(p=0,05).

! Daugiau kaip du kartai — priimtas slenkstinis dydis, kad geno rai§kos pokytis bty laikomas vertu
detalesnés analizés
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3.5¢ pav. VEGF transkripto A-431 lastelése poky¢iy kinetika po prieSvéZinio
poveikio.

Transkripto pokyciai vertinti pagal ACTB (baltas apskritimas) ir GAPDH (juodas
apskritimas).

A —lastelés inkubuotos 24 val. su 50 ng/ml Dox,

B — lastelés inkubuotos 24 val. su 2 ng/ml Tax, C — Igstelés inkubuotos su 0,1 pg/ml
mTHPC; po 18 val. lastelés Svitintos 1 min (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cmz),

D — iki Svitinimo laikytasi FP schemos, tuoj po Svitinimo ] terpe déta 50 ng/ml Dox.
E - lastelés su 2 ng/ml Tax inkubuotos 24 val. prieS Svitinimg (6 val. terp¢je su
serumu ir 18 val. DMEM be serumo ir su 0,1 pg/ml mTHPC); terpé¢ pakeista
pilnaverte ir lgstelés Svitintos 1 min (A=660 £ 20 nm, 1,6 mW/cmz).
Brik$niai, = SN.

LLC Iastelese skirtingos FP dozes ir skirtingos FP+Dox dozés
reikSmingai nekeit¢ Vegf raiskos, ir, lyginant su pavieniu FP poveikiu, Vegf
raiSka po FP+Dox nebuvo reikSmingai pakitusi (p=0,29); LLC lastelese Vegf

raiSka nepriklaus¢ nuo Tax+FP doziy, ir, lyginant su pavieniu FP, Tax+FP

reikSmingai nekeité Vegf raiskos (p=0,08).
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16 - FP Tax Dox Tax+FP FP+Dox

I |

Eksp.,s 30 45 60 90 30 45 60 90 45 60 90
Konc., ng/ml 1 2 50 500 1 1 2 2 50 50 500
CD 30 50 60 85 35 65 25 75 50 80 90 90 60 65 90

VEGF transkripto pokytis, kartais
N
I

3.6¢ pav. VEGF transkripto A-431 Iastelése pokycCiy priklausomybé nuo poveikio
stiprumo pragjus 4 val. po FP.

I 1asteliy inkubavimo terpe pridéta Tax, po 6 val. — 0,1 pg/ml mTHPC, dar po 18 val.
lastelés §vitintos (A=660 * 20 nm, 1,6 mW/cm?®), ir pridéta Dox; gyvybingumas
matuotas po 24 val. dazant KV.

Bruks$niai, = SN.

3 FP Tax Dox Tax+FP FP+Dox
16 -
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4 | | | | | | | | | | |
Eksp.,s 30 60 30 30 60 60 30 60
Konc., ng/ml 2 7 500 2 7 2 7 500 500
CD 50 70 20 40 15 60 80 70 80 60 80

3.7 pav. Vegf transkripto LLC Iastelése pokyciy priklausomybé nuo poveikio
stiprumo pragjus 4 val. po FP.

I lasteliy inkubavimo terpe pridéta Tax, po 6 val. — 0,2 ng/ml mTHPC, dar po 18 val.
lastelés §vitintos (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cm?), ir pridéta Dox; gyvybingumas
matuotas po 24 val. dazant MTT.

Bruksniai, + SN.
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3.8 pav. Vegf transkripto MH lastelése pokyc¢iy priklausomybé nuo poveikio stiprumo
praéjus 4 val. po FP.

I lasteliy inkubavimo terpe¢ pridéta Tax, po 6 val. — 0,15 pg/ml mTHPC, dar po 18
val. Iastelés Svitintos (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cm?), ir pridéta Dox; gyvybingumas
matuotas po 24 val. dazant KV.

Bruksniai, + SN.

Apibendrintai, A-431 ir LLC Igstelése FP reikSmingai didino citokino

VEGEF iRNR kiekj, taciau geno raiSka nepriklausé nuo skirtingy FP, FP+Dox ir

Tax+FP doziy. Dox ar Tax poveikiai, pavieniai ir derinyje su FP, nebuvo
reikSmingi citokino VEGF geno raiskai.

MH Igstelese, kaip ir A-431 ar LLC Igstelése, citostatikai nedidino Vegf
raiSkos (3.8 pav.). Taciau ir FP, pavienis ar derinyje, taip pat nedidino Vegf
raiSkos daugiau kaip 2 kartus.

Reikéty atkreipti démesj, kad FP+Dox stipriausias (CD65) poveikis,
didino citokino raiSka 5 kartus lyginant su Actb (3.8 pav.), ta¢iau — maZiau nei
2 kartus lyginant su Hprt (neparodyta), tod¢l Sio padidéjimo nelaikome
patikimu.

Gali buti, kad atlikus kinetinius tyrimus pavykty nustatyti didesnius Sio
citokino iRNR kiekius ir MH lgstelése. Kita vertus, LLC Igstelése, pragjus 4
val. po Svitinimo registruotas reikSmingas Vegf raiSkos padidéjimas. Todél
tikétina, kad Vegf raiSkos skirtingg tendencijg lémé ne organizmo, i§ kurio
buvo iSskirtos lasteles, savybeés, bet skirtingos audiniy, i§ kuriy iSskirtos

lasteles, savybeés.
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Nors MH Iasteléese Vegf buvo ekspresuojamas, jo raiSka reikSmingai
nekito po citotoksiniy poveikiy. Be to, Il/a nebuvo ekspresuojamas Siose
lastelése. Todel tolimesniems tyrimams pasirinkome A-431 ir LLC Iasteles,
kuriose, kaip matysime toliau, VEGF ir IL-1a buvo ekspresuojami ir abiejy

citokiny raiska kito po citotoksiniy poveikiy.

3.3.2 VEGF baltymo poky¢iai A-431 Iastelése

Misy uzregistruoti padidéje iRNR kiekiai dar nereiSke, kad lastelése
vyks veiksmingo VEGF baltymo sintez¢ ir organizmas pajus jo poveikij. Juolab
Sie sp¢jimai buvo pagristi mTHPC fotosensibilizuoty lasteliy atzvilgiu,
kadangi, kaip minéta, mTHPC kaupiasi vidinése lasteliy membranose, reiskia,
jas ir pazeidzia Svitinimo metu susidariusios aktyvios deguonies formos
(Redmond and Kochevar, 2006), t. y. gali biiti paZeidZiamas sekretuojamy
baltymy biosintezes ir modifikacijos aparatas. Tai buity palanku fotodinaminés
terapijos taikymui, nes nesekretuojant naujy kraujagysliy augima skatinancio
veiksnio, sumazeéty tikimybé navikui ataugti. Todél toliau siekéme iStirti, ar
citokino VEGF baltymo pokyciai A-431 ir LLC Igstelése po fotodinaminio ir
kombinuoto poveikio atitinka miisy uZregistruota padidéjusia VEGF raiska
iRNR lygiu.

Baltymo kiekio pokycius lgstelése ir jy kultivavimo terpése nustatéme
po 6 ir 24 val. Kadangi anksCiau gauti VEGF iRNR raiSkos kinetiniai
duomenys rode, kad pragjus 4 val. po Svitinimo atitinkamy iRNR statistiSkai
patikimai padidéja, nusprendéme baltymy raiSkg matuoti pra¢jus dar 2 val.,
jvertine laika, reikalingg iRNR transliacijai.

Naudojant rekombinantinj Zmogaus VEGF baltymg, nustatéme, kad
maziausia VEGF koncentracija, kurig gal¢jome registruoti imunofermentiniu
metodu ELISA, buvo 62 pg/ml. Eksperimento pakartojimy variacijos
koeficientai nevirSijo 15%.

Imunofermentinés analizés biidu nepavyko apciuopti VEGF baltymo A-
431 lasteliy lizatuose, taciau pro fluorescencini mikroskopa buvo matyti

didejanti VEGF raiSka A-431 Igstelese po FP (3.9 pav.).
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Imunofermetiniu metodu nustatéme, kad A-431 lastelés sekretuoja
VEGEF | kultivavimo terpe (3.10 pav.). Koks buvo FP ir citostatiky poveikis
citokino sekrecijai? FP didino VEGF baltymo sekrecija, taciau po poveikio
CD60 doze, pracjus 24 val., baltymo koncentracija terpé€je buvo reikSmingai
didesn¢ nei po poveikio didesne CD90 doze (3 priedas, 2 lent.). Dox maZino

citokino sekrecijg, vienas ir derinyje su FP. Tax atveju, CD40 poveikis

() val. 6 val. 24 val.

Kontrolé

FP (CD40)

FP (CD70)

3.9 pav. VEGF baltymo lokalizacija A431 lastelése praéjus 6 val. ir 24 val. po FP.

I inkubavimo terpe¢ pridéta 0,1 pg/ml mTHPC, dar po 18 val. Igstelés Svitintos 60 s
(CD40) ir 90 s (CD70) (A=660 * 20 nm, 1,6 mW/cm"); gyvybingumas matuotas po 24
val. dazant KV. VEGF baltymo lokalizacija Igstelése stebéta 0, 6 ir 24 val. po
Svitinimo (Ziur vir§ paveiksleéliy) Leica SP5 mikroskopu. Mélyna - branduoliai dazyti
DAPI (Aex/Aem=405/406-535 nm), balta - VEGF molekulés Zymétos monokloniniu
antikiinu prie§ Zmogaus VEGF, kuris sujungtas su NL637 Zymétu antriniu antikiinu
(Aex/Aem=633/640-700 nm).
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nesukele statistiSkai patikimy VEGF koncentracijos kultivavimo terp¢je
poky¢iy, taciau CD60 poveikis reikSmingai didino VEGF sekrecija (3 priedas,
1 ir 2 lent.). Tax+FP poveikis ypac¢ didino VEGF sekrecija, ir CD70 poveikis
léeme didziausig VEGF sekrecijg praéjus 6 ir 24 val. po Svitinimo, lyginant su
kitais poveikiais (FP, Tax, Dox, FP+Dox). Beveik visais atvejais VEGF
baltymas kaupési kultivavimo terpé¢je, ir jo kiekis, pra¢jus 24 val. po Svitinimo,
buvo didesnis, negu pra¢jus 6 val. Kitokia tendencija nustatyta tik dviem
atvejais — Dox ir FP+Dox veikty lagsteliy kultivavimo terpé¢je VEGF
koncentracija buvo beveik tokia pati ir po 6 val., ir po 24 val. J[domu, kad
didesn¢ Tax koncentracija (2 ng/ml) ypatingai skatino VEGF sekrecija, ir Sios
dozés poveikj suderinus su FP gauta didZiausia VEGF baltymo
sekrecija. VEGF  sekrecija skatinantj poveiki atskleidé ir panaSaus
gyvybingumo, bet skirtingai veikty Iasteliy palyginimas: Tax+FP labiau didino
VEGF sekrecijg negu vienas FP.

70 Kontrolé FP Tax Dox Tax+FP FP+Dox
60 -
50 -
40
30
20
10 - -j .j_‘
Eksp.,(s) 60 90 60 60 60

Konc., ng/ml 1 2 500 1 2 500
CD 30 60 40 60 35 60 70 60

VEGF kiekis terpéje, ng/108 Iast.

3.10 pav. VEGF baltymo kiekis A431 Igsteliy terpéje pragjus 6 val. (juodi stulpeliai)
ir 24 val. (balti stulpeliai) po FP.

I 1asteliy inkubavimo terpg¢ pridéta Tax, po 6 val. — 0,1 pg/ml mTHPC, dar po 18 val.
lastelés ¥vitintos (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cm?), ir pridéta Dox; gyvybingumas
matuotas po 24 val. dazant KV.

Bruksniai, + SN.
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3.3.3 VEGF baltymo pokyc¢iai LLC Igstelése

VEGF raiskos pokycius LLC Iasteliy terpéje (3.11 pav.) ir lgsteliy

lizatuose (3.12 pav.) po FP ir citostatiky poveikiy nustatéme imunofermentinés

analizés biidu. Naudodami rekombinantinj pelés VEGF baltyma, nustatéme,

kad maziausia VEGF koncentracija, kurig gal¢jome registruoti

N
EN

Kontrolé FP Tax Dox Tax+FP

o
w
T

o
—
T

VEGF kiekis terpje, ng/10° Iast.
o
n
I

0,0 [

Eksp., s 30 60 30 30 60 60
Konc., ng/ml 2 7 500 2 7 2 7
CD 50 65 25 55 40 70 75 80 80

FP+Dox

30 60
500 500
70 80

3.11 pav. VEGF baltymo kiekis LLC lgsteliy terpéje pra¢jus 6 val. (juodi stulpeliai) ir

24 val. (balti stulpeliai) po FP.

I 1asteliy inkubavimo terpg¢ pridéta Tax, po 6 val. — 0,2 pg/ml mTHPC, dar po 18 val.
lastelés ¥vitintos (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cm?), ir pridéta Dox; gyvybingumas

matuotas po 24 val. dazant MTT.
Bruksniai, + SN.
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8 0,00j

> Eksp., s 30 60 30 30 60 60 30 60
Konc., ng/ml 2 7 500 2 7 2 7 500 500
cD 50 65 25 55 40 70 75 80 80 70 80

3.12 pav. VEGF baltymo kiekis LLC lgsteliy lizatuose pragjus 6 val. (juodi stulpeliai)

ir 24 val. (balti stulpeliai) po FP.

I 1asteliy inkubavimo terpg¢ pridéta Tax, po 6 val. — 0,2 pg/ml mTHPC, dar po 18 val.
lastelés §vitintos (A=660 *+ 20 nm, 1,6 mW/cm?®), ir pridéta Dox; gyvybingumas

matuotas po 24 val. dazant MTT.
Bruksniai, + SN.
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imunofermentiniu metodu ELISA, buvo 16 pg/ml. Eksperimento pakartojimy
variacijos koeficientai nevirsijo 15%.

Citostatiky Dox ir Tax poveikiai reikSmingai nekeit¢ citokino
sekrecijos. FP didino VEGF sekrecija, taciau po poveikio CD50 doze, praéjus
6 ir 24 val., baltymo koncentracija terp¢je buvo reikSmingai didesné nei po
poveikio didesne CD65 doze (3 priedas, 3 ir 4 lent.). Tax+FP reikSmingai
didino VEGF sekrecija 24 val. po poveikio (3 priedas, 4 lent.). FP+Dox derinio
poveikis priklausé nuo dozés: VEGF sekrecija po CD70 buvo Zymiai didesné
nei po CD80. Visais atvejais VEGF baltymas kaupeési kultivavimo terpé€je, ir jo
kiekis, praéjus 24 val. po Svitinimo, buvo didesnis, negu pra¢jus 6 val. VEGF
sekrecijos priklausomybés nuo poveikio stiprumo vertinimas atskleide, kad
Tax derinyje su FP slopino VEGF raiska (3 priedas, 3 ir 4 lent.).

Kaip po poveikio kito VEGF kiekis LLC lasteliy lizatuose? Tax
reikSmingai nekeit¢ VEGF baltymo koncentracijos (3.12 pav.) (3 priedas, 5 ir 6
lent.). Dox didino citokino raiskg. FP didino VEGF baltymo raiska, ir citokino

kiekis 1astelése priklausé nuo dozes stiprumo. Tax+FP ir FP+Dox reikSmingai

didino VEGF raiska tiek kontroliniy, tiek FP patyrusiy lgsteliy atZvilgiu (3
priedas, 5 ir 6 lent.). Beveik visais atvejais, kai Igstelés buvo veiktos FP, bégant
laikui po poveikio Igsteliy lizatuose mazéjo VEGF baltymo, ir jo kiekis,
pragjus 24 val. po Svitinimo, buvo maZesnis, nei pra¢jus 6 val po poveikio.
Kitokia tendencija - VEGF koncentracija lizatuose po 24 val. iSliko beveik
tokia pati, kaip ir po 6 val., - nustatyta tik trimis atvejais: Tax+FP poveikio
atveju, 2 ng/ml Tax doze¢ derinant su 60 s Svitinimo FS prikaupusiy lgsteliy
doze, ir FP+Dox CD70 ir CD80 poveikiy atveju. VEGF sekrecijos
priklausomybés nuo poveikio stiprumo vertinimas atskleide, kad Tax derinyje
su FP didino VEGF koncentracijg lasteliy lizatuose.

Apibendrinus tyrimy A-431 ir LLC lgstelése rezultatus, galima pasakyti,
kad citostatikai Tax ir Dox nesukelé reikSmingy citokino VEGF kiekio pokyciy
iRNR lygiu. Visais atvejais, kai terapijoje buvo naudotas FP, geno raiska
reikSmingai padidéjo iRNR lygiu. Kita vertus, VEGF raiSkos poky¢€ius po FP ir

chemoterapinio poveikio gali lemti ir Igsteliy kilmés ypatybés, nes pelés
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hepatomos MH Iastelése Sie poveikiai ir jy deriniai nesukelé reikSmingy iRNR
poky¢iy.

VEGF raiskos tyrimy baltymo lygiu rezultatai i§ esmeés patvirtino
tyrimy iRNR lygiu rezultatus: fotodinaminis poveikis didino VEGF baltymo
raiSka A-431 ir LLC Iagstelese (iS to sekty, kad prasminga suderinti
fotodinaming terapija su antiangiogeniniais vaistais). Visais atvejais VEGF
baltymas kaupeési kultivavimo terpe€je, ir pagrindinis veiksnys, skatinantis jo
biosinteze ir sekrecijg, buvo FP. Taciau vienareik§miSkai negalima atmesti ir
misy naudoty citostatiky doksorubicino ir taksotero jtakos Sio citokino raiskai.
ISsiskyré didesnioji (2 ng/ml) taksotero koncentracija, kurios derinys su

fotodinaminiu poveikiu sukele didZiausig VEGF baltymo raiska.

3.4 Citokino IL-1a raiSka fotosensibilizuotose ir / arba citostatikais

veiktose lastelése in vitro

Zinojome, kad A-431 lasteliy atsako metu j FP, FP+Dox ir Tax+FP
poveikius reikSmingai padide¢ja ne tik VEGF, bet ir citokino IL-1o raiSka
(Micke, 2004). Kaip jau minéta, Sie rezultatai buvo gauti atlikus tyrimus 3,5
val. po Svitinimo ir naudojant po vieng vaisty doze, todél Siame darbe noréjome
detaliau iStirti naviky augimui svarbaus IL-la raiSka: analogiSkai VEGF
tyrimams (Ziur. 3.2 sk.), atlikti citokino iRNR raiSkos kinetinius tyrimus A-431
lastelése, nustatyti IL-1o raiSkos priklausomybe nuo vaisty dozes A-431 ir

LLC Iastelése iRNR ir baltymo lygiu.

3.4.1 IL-1a iRNR poky¢iai

ILIA raiSkos priklausomybés nuo laiko FP, Dox ir Tax bei jy deriniais
veiktose lgstelése tyrimams pasirinkome 1-24 val. laiko tarpg po Svitinimo.
Kinetiniy tyrimy rezultatai parode, kad Dox (CD25) ir Tax (CD60) nesukelia
reikSmingy ILIA pokyCiy A-431 lastelese (3.13 pav., A ir B atitinkamai).
StatistiSkai patikimas skirtumas (daugiau kaip 2 kartai) palyginus su
kontrolinémis Igstelémis pastebétas tik ILIA/ACTB atveju pragjus 8 val. po val.

trukusios inkubacijos su taksoteru — 2,8 karto.
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3.13 pav. IL-IA transkripto A-431 Iastelése pokycCiy kinetika po prieSvézZinio
poveikio.

Transkripto pokyciai vertinti pagal ACTB (baltas apskritimas) ir GAPDH (juodas
apskritimas).

A —lastelés inkubuotos 24 val. su 50 ng/ml Dox,
B — Iastelés inkubuotos 24 su 2 ng/ml Tax,

C - Iastelés inkubuotos su 0,1 pg/ml mTHPC; po 18 val. Igstelés Svitintos 1 min
(A=660 * 20 nm, 1,6 mW/cm®),

D - iki Svitinimo laikytasi FP schemos, tuoj po Svitinimo j terpg déta 50 ng/ml Dox.

E - lastelés su 2 ng/ml Tax inkubuotos 24 val. prie§ Svitinimg (6 val. terpé€je su
serumu ir 18 val. DMEM be serumo ir su 0,1 pg/ml mTHPC); lastelés Svitintos 1 min
(A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cm?).

Bruksniai, £SN.
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Taciau po 24 val. §is skirtumas iSnyko — 0,9 karto. FP buvo veiksmingas IL/A
raiSkos induktorius - FP (CD65), FP+Dox (CD70) ir Tax+FP (CD90) sukele
reikSmingg ILIA raiSkos padid¢jimag (3.13 pav., C, D ir E atitinkamai), o
didZiausias raiSkos padidéjimas registruotas praéjus 8 val. po Svitinimo: FP
didino /LA raiSka 13/ACTB ir 16/GAPDH karty, FP+Dox didino ILIA raiska
20/ACTB ir 18/GAPDH karty, Tax+FP — 25/ACTB ir 13/GAPD karty. Kadangi
Tax ir Dox vieni nepadidino ILIA raiSkos, manome, kad ILIA raiSkos

didéjimui reik§mingos buvo tik FP sukeltos pazaidos lastelése.

Ar stipresnis Dox ir Tax poveikis didina /L/A raiSka? Kaip matyti 3.14
pav., pra¢jus 4 val. po Svitinimo Tax ir Dox veiktose lastelése ILIA raiSkos
pokyciai patikimai nesiskyré nuo geno raiSkos kontrolinese 13stelése.

Ar ILIA raiSkos pokycius lémé skirtingos FP dozés? Ar citostatikai
derinyje su FP reikSmingai keit¢ ILIA raiSka? leSkant atsakymo i S$iuos
klausimus, naudojome vienfaktorines ANOVA metoda, post hoc kriterijy. FP ir

Tax+FP vertinimo atveju, statistiné iSvada buvo nevienareikSmé:

vienfaktorinés ANOVA metodo pateiktas bendras atsakymas j Siuos klausimus

buvo teigiamas (p=0,04), taciau detalesné analizé naudojant post hoc kriterijy

FP Tax Dox Tax+FP FP+Dox

IL1A transkripto pokytis, kartais

Eksp.,s 30 45 60 90 30 45 60 90 45 60 90
Konc., ng/ml 1 2 50 500 11 2 2 50 50 500
CD 30 50 60 85 30 60 25 75 50 85 90 90 60 65 90

3.14 pav. ILIA transkripto A-431 lastelése pokycio priklausomybé nuo poveikio
stiprumo pragjus 4 val. po Svitinimo.

I 1asteliy inkubavimo terpg¢ pridéta Tax, po 6 val. — 0,1 pg/ml mTHPC, dar po 18 val.
lastelés §vitintos (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cm?), ir pridéta Dox; gyvybingumas
matuotas po 24 val. dazant KV.

Bruksniai, + SN.
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parode, kad A-431 Igstelese skirtingos FP dozés ar skirtingos Tax+FP dozés
reikSmingai nekeité /L/A raiSkos (visais atvejais p>a). Lyginant FP ir Tax+FP,
kai buvo naudotos tapaios FP dozeés, pokyciai taip pat nebuvo reikSmingi
(visais atvejais p>at). FP ir FP+Dox vertinimo atveju, vienfaktorinés ANOVA
metodo pateikta bendra statistiné iSvada buvo neigiama (p=0,195), kas reiske,
kad geny raiSkos pokyc€iai po poveikio skirtingomis FP+Dox dozémis, ir
lyginant FP su FP+Dox, kai buvo naudotos tapacios FP dozés, buvo
nereikSmingi. Reikeéty atkreipti démesj, kad fotodinaminio poveikio CD50
ILIA raiskg stimuliavo 2 kartus stipriau nei mazesnés dozes. Taciau, kai FP,
kurio citotoksinés dozés buvo didesnés nei 50, buvo kombinuotas su Tax
(Tax+FP CD90), ILIA raiSka sumaz¢jo 2 kartus.

O koks buvo buvo citostatiky poveikis LLC lastelems? Ar bus
patvirtintas ///a raiSkg slopinantis Tax poveikis? Kaip matyti 3.15 pav., Tax
poveikis priklausé nuo dozés: CD20 poveikis nebuvo reikSmingas, CD40
reikSmingai didino [l/a raiSka. Tax+FP poveikis taip pat priklaus¢ nuo Tax
dozés: mazesnés dozeés (CD50) FP derinys su didesne Tax doze (CD40)
reikSmingai didino geno raiSkg lyginant su pavieniu FP (p=0,003, a=0,004) ir

jo derinio su maZesne Tax doze poveikiu (p=0,002, a=0,004). Taciau

64
32
16

FP Tax Dox Tax+FP FP+Dox

8
4
2

Il1a transkripto pokytis, kartais

| T

oF

Eks p%, s 30 60 30 30 60 60 30 60
Konc., ng/ml 2 7 500 2 7 2 7 500 500
CD 50 70 20 40 15 60 80 70 80 60 80

3.15 pav. /l1a transkripto LLC Iastelése pokytis praéjus 4 val. po FP.

I 1asteliy inkubavimo terpg¢ pridéta Tax, po 6 val. — 0,2 pg/ml mTHPC, dar po 18 val.
lastelés §vitintos (A=660 * 20 nm, 1,6 mW/cm?®), ir pridéta Dox; gyvybingumas
matuotas po 24 val. dazant MTT.
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panaSaus gyvybingumo, bet skirtingai veikty lgsteliy lyginimas verté suabejoti
Il1a raiSkg skatinan¢iu Tax poveikiu: Tax+FP (CD70) ir FP (CD70) veiktose
lastelése I11a raiSka buvo panasi.

Dox nesukele reikSmingy Illa raiSkos pokyCiy LLC lastelése tiek
veikdamas vienas, tiek derinyje su FP (p=0,098).

Apibendrindami tyrimy A-431 ir LLC Iastelése rezultatus, galime
pasakyti, kad, kaip VEGF atveju, tik FP reikSmingai indukavo IL-1a geno

raiSka abiejy linijy lastelése.

3.4.2 IL-1a baltymo raiska

IL-1o baltymo raiSka A-431 Igstelése tyréme imunofermentinés analizes

ir fluorescencinés mikroskopijos budais. Baltymo kiekius lgstelese ir jy
kultivavimo terpése nustatéme pra¢jus 6 ir 24 val. po Svitinimo.

Naudodami rekombinantinj Zmogaus IL-la baltyma nustatéme, kad
maziausia IL-la koncentracija, kurig gal¢jome registruoti imunofermentiniu
metodu ELISA, buvo 8 pg/ml. Eksperimento pakartojimy variacijos
koeficientai nevir§ijo 15%.

Visais atvejais po vien FP, FP+Dox arba Tax+FP ir vien Tax poveikio
IL-Ta kiekis lgstelese buvo didesnis negu neveiktose Igstelése (3.16 pav.).
Beveik visais atvejais Sie skirtumai buvo statistiSkai reikSmingi, iSskyrus
mazesnés koncentracijos (1 ng/ml) Tax ir FP derinio poveikj 6 val. po
Svitinimo (4 priedas, 1 lent.) ir mazesnés koncentracijos (1 ng/ml) Tax poveik]
24 val. po Svitinimo (4 priedas, 2 lent.). Jdomu, kad vien Dox poveikis
sumazino IL-1a baltymo raiSkg, tac¢iau derinyje su FP, Dox poveikis nekeité
citokino raiSkos praéjus 6 val. po Svitinimo (4 priedas, 1 lent.), o pragjus 24
val. po Svitinimo FP+Dox labiau skatino IL-1a raiska nei vienas FP (4 priedas,
2 lent.). Reikéty pazymeti, kad pra¢jus 6 val. po Svitinimo, nebuvo pastebéta
statistiSkai patikima IL-l1o baltymo kiekio Igstelése priklausomybé nuo
papildomo Dox ar Tax poveikio fotodinamiSkai veiktoms lgsteléms. Taciau

pra¢jus 24 val. po Svitinimo, nustatytas statistiSkai patikimai didesnis
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Eksp.,s 60 90 60 60 60
Konc., ng/ml 1 2 500 1 2 500
CD 40 70 40 60 35 60 70 60

3.16 pav. IL-1a baltymo kiekis A431 lasteliy lizatuose praéjus 6 val. (juodi stulpeliai)
ir 24 val. (balti stulpeliai) po FP.

I 1asteliy inkubavimo terp¢ pridéta Tax, po 6 val. — 0,1 pg/ml mTHPC, dar po 18 val.
lastelés ¥vitintos (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cm?), ir pridéta Dox; gyvybingumas
matuotas po 24 val. dazant KV.
Brik$niai, + SN.
IL-1a baltymo kiekis 1gstelése po kombinuoto poveikio (FP derinio su 2 ng/ml
Tax) negu po vieno FP (4 priedas, 2 lent.).

Apibendrinant rezultatus, gautus matuojant IL-1o baltymo kieki A-431

lasteliy lizatuose, reikéty pabréZzti, kad FP didina IL-1a baltymo kiekj l1gstelése,

vienas Dox — mazina, vienas Tax - didina, o deriniuose citostatikai neturi

reikSmingos jtakos IL-1a raiskai.

Kokie buvo IL-1a baltymo kiekio pokyciai A-431 lasteliy kultivavimo
terpéje? Praéjus 6 val. po Svitinimo (3.17 pav.), tik CD70 poveikj patyrusiy
lasteliy kultivavimo terpése nustatyta statistiSkai patikimai didesn¢ IL-1a
baltymo koncentracija (4 priedas, 3 lent.). Tuo tarpu pra¢jus 24 val. po
Svitinimo, didelé dalis bendro IL-la baltymo kiekio aptinkama FP ir
kombinuotg poveikj patyrusiy lasteliy kultivavimo tarpéje (4 priedas, 3 lent.).

Misy tyrimo rezultatai rodo, kad IL-1a sekrecija 1§ A-431 lasteliy yra

citotoksinio poveikio indukuojamas procesas. FP buvo stipriausias IL-1a

sekrecijos induktorius. Parodyta, kad dél oksidacinio streso i§ 1gsteliy iSéjes 1L-

la gali valdyti naviko genez¢ lemiancius vyksmus (Sakurai et al., 2008).
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3.17 pav. IL-1a baltymo kiekis A431 lasteliy terp&je pra¢jus 6 val. (juodi stulpeliai) ir
24 val. (balti stulpeliai) po FP.

I 1asteliy inkubavimo terpg¢ pridéta Tax, po 6 val. — 0,1 pg/ml mTHPC, dar po 18 val.
lastelés §vitintos (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cm?®),ir pridéta Dox; gyvybingumas
matuotas po 24 val. dazant KV.

Briik3$niai, + SN.

Kitaip nei VEGF, IL-1a neturi siuntimo j endoplazminj tinklg sekos ir
sekretuojamas alternatyviu keliu (Prudovsky et al., 2008). Kita vertus, Sis
citokinas retai biina sekretuojamas, ir iS Igsteliy jis iSeina tik dél stipraus
uzdegimo metu sukelty pazaidy (apZv. (Dinarello, 1996)).

Be to, zinoma, kad IL-1a turi kreipimo j branduolj seka. Parodyta, kad
Zinduoliy Igsteliy branduolyje esantis IL-1a gali skatinti I1gsteliy proliferacijg
(Hu et al., 2003) ir piktybéjimg (Stevenson et al., 1997). O kur IL-1a kaupiasi
A-431 lastelese, neveiktose ir po FP? Fluorescenciniu mikroskopu buvo
matyti, kad A-431 lastelése IL-1a lokalizuojasi ne tik citozolyje, bet ir
branduolyje (3.18 pav.). FP veikty lgsteliy citozolyje stebéjome ypac gausy
citokino kiekj praéjus 6 val. po Svitinimo. Taciau pragjus 24 val. po Svitinimo,
stebéjome mazesnj IL-1a kiekj lasteliy citozolyje. ELISA metodu nustatéme,
kad IL-la kaupési lgsteliy kultivavimo terpéje, ir po 24 val. jo kiekis buvo
didziausias. Manome, kad dél Sios priezasties stebéjome mazesnj IL-1a kiekj

Iasteliy citozolyje pragjus 24 val. po Svitinimo, lyginant su 6 val. po Svitinimo.
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0 val. 6 val. 24 val.

Kontrolé

FP (CD70)

3.18 pav. IL-1a baltymo lokalizacija A431 Iastelése pra¢jus 6 val. ir 24 val. po FP.

I lasteliy inkubavimo terpe pridéta — 0,1 pg/ml mTHPC, dar po 18 val. lastelés
Svitintos 60s (CD40) ir 90s (CD70) (A=660 = 20 nm, 1,6 mW/cmz); gyvybingumas
matuotas po 24 val. dazant KV. IL-1a baltymo lokalizacija lgstelése stebéta 0, 6 ir 24
val. po Svitinimo (ZiGir. vir§ paveiksléliy) Leica SP5 mikroskopu. M¢élyna -
branduoliai dazyti DAPI (Aex/Aem=405/406-535 nm), balta - IL-1o molekulés Zymétos
monokloniniu antikiinu prie§ Zmogaus IL-la, kuris sujungtas su NL637 Zymétu
antriniu antikinu (Aex/Aem=633/640-700 nm).

IL-Toe baltymo LLC lastelése ir jy kultivavimo terpése nepavyko
apCiuopti imunofermentinés analizés btidu. Naudodami rekombinantinj pelés
IL-1o baltyma nustatéme, kad maZziausia IL-1o koncentracija, kurig galéjome
registruoti imunofermentiniu metodu ELISA, buvo 62,5 pg/ml. LLC lastelés

gamina maZziau IL-1a nei A-431 lgstelés: kiekybinés PGR metodu nustatéme,
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kad LLC lgstelése transkripto kiekio kreivé kirto slenkstinj ciklg 10-12 cikly
veliau nei A-431 lastelése. Be to, ELISA metodas Zzmogaus IL-1a buvo apie 8
kartus jautresnis nei pelés IL-1a. Manome, kad del Siy prieZasCiy nepavyko
apciuopti IL-1a baltymo LLC lgstelése Siuo metodu.

Tékmes citometrijos metodu, naudojant PE Zyméta antikiing prie§ pelés
IL-1a, pavyko uZregistruoti citoking IL-lo kontrolinése ir FP veiktose
lastelése (3.19 pav.). Rezultaty statistiné analizé parode, kad praéjus 24 val. po
Svitinimo, FP didina IL-1a kiekj Igstelése: kontrolinése lgstelése vidutiné PE
fluorescencijos santykiniy vienety reikSmeé buvo 32, o FP patyrusiose 1gstelése
- 59.

Apibendrinant IL-1a pokyCiy po citotoksiniy poveikiy A-431 ir LLC
lastelése tyrimy rezultatus, reikéty pabrézti, kad baltymo raiSkos duomenys i8$

esmés atitinka anksciau gautus iRNR kiekio matavimo duomenis.
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3.19 pav. IL-1a baltymo pokyciai LLC lgstelése praéjus 24 val. po FP.

I Iasteliy inkubavimo terpe pridéta — 0,2 pg/ml mTHPC, dar po 18 val. Igstelés
$vitintos 60s (CD60) (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cm?); gyvybingumas matuotas po 24
val. dazant MTT. IL-1a baltymo pokyciai lgstelése registruoti 24 val. po Svitinimo
BD FACS Calibur tékmés citometru. Juoda kreivé - kontrolinés 1astelés, pilka kreive
- FP patyrusios lastelés. Vidulgstelinés IL-1o. molekulés Ziurkéno monokloniniu
antikiinu prie§ pelés IL-la, kuris sujungtas su fikoeritrino (PE) Zyme
(Aex/Aem=488/550-600 nm).
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Kaip ir VEGF atveju, FP buvo svarbiausias veiksnys, skatinantis IL-1a
raiSka. Apzvelgtos literattiros (zidr. 1.2.2 sk.) duomenys rodo, kad IL-la
raiSkos padidéjimas gali biti nepalankus naviko augimo po FP prognozei. IS to
sekty, kad prasminga suderinti fotodinaming¢ terapijg su vaistais, slopinanciais
Sio citokino funkcijas. Citokiny tyrimai in vitro negali patvirtinti ar paneigti

Sios prielaidos. Sias abejones galéty issklaidyti tik tyrimai in vivo.

3.4.3 IL-1a poveikis VEGF raiskai®

Nustatyta, kad VEGF yra susijes su IL-lo: stimuliuojant Zmogaus
hipofizés adenomos lgsteles egzogeniniu IL-1a, jos gamina daugiau VEGF
(Borg et al., 2005). VEGF iRNR koncentracijos didéjima skatinantis I1L-1a
poveikis uZzregistruotas ir odos lastelése (Boivin et al., 2006). Gal but dél Sios
priezasties musy gauti VEGF baltymo raiskos pokyciai labai panasts j I[L-1a
baltymo pokycius. MH lastelése, kurios nesintezuoja IL-1o baltymo, miisy
nustatyta pastovi VEGF raiSka, kurios neveikia terapiniai poveikiai,
sukeliantys raiSkos pokycius kitose lastelése, biity dar vienas argumentas,
patvirtinantis IL-1oa svarbg VEGF raiskai.

Citokino IL-1a svarbg VEGF baltymo raiSkai A-431 Igstelése tyréme
dviem budais: mazindami ir didindami IL-1a kiek].

Pirmiausia lgsteles transfekavome chemiskai susintetintomis siRNR ir
tokiu biidu nuslopinome /LIA raiSkg. ELISA metodu jvertinome baltymo
raiSka lgstelése, transfekuotose IL1A slopinan¢iomis siRNR. RySkiausias IL-1a
kiekio sumazéjimas nustatytas lastelése, transfekuotose IL-1145 siRNR. Siose
lastelése IL-1a baltymo raiSka sumazejo ~ 80%, lyginant su neigiama kontrole
(3.20 pav., A).

Nuslopinus /LIA, tolesnis musy uzdavinys buvo nustatyti baltymo IL-1a kiekj
bei VEGEF raiskos pokytj po fotodinaminio poveikio Igstelése su sumaZintu IL-
lao kiekiu. VEGF raiSka tyréme praé¢jus 24 val. po FP (3.20 pav, A).

Nustatéme, kad pra¢jus 24 valandoms po Svitinimo lgstelése su sumaZzintu IL-

* Transfekcijg chemiskai susintetintomis siRNR atliko Neringa Veézelyte
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la kiekiu VEGF baltymo sekrecija sumazéjo tiek FP nepatyrusiose, tiek FP
patyrusiose lgstelese, taciau statistiSkai reikSmingai VEGF sekrecija sumazéjo
tik FP patyrusiose Igstelése (p=0,01).

Ar egzogeninis IL1oa svarbus VEGEF raiskai? Vertinome | terpe pridéto
(rekombinantinio) rIL-1a jtaka VEGF kiekiui (3.20 pav., B). Nustatéme, jog
rIL-1a skatino VEGEF raiskos padidéjimg kontrolinése lgstelése, pragjus 6 val.
po poveikio, o skirtumas buvo statistiSkai patikimas (p<0,001). FP atveju,
lyginant VEGF kiekius, praéjus 6 val. po poveikio, egzogeniniu IL-la
stimuliuotose ir nestimuliuotose Igstelése, VEGF buvo daugiau stimuliuotose

lasteleése, ir skirtumas buvo statistiSkai reikSmingas (p = 0,0006).
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3.20 pav. Citokino IL-1a poveikis VEGF baltymo kiekio A431 lasteliy terp¢je
pokyciui.

A — IL1A slopinancios siRNR poveikis VEGF baltymo kiekio Igsteliy terpéje
poky¢iui: | terpe pridéta IL1A slopinancios siRNR, po 4-6 val. | terpe jpilta 0,1 pg/ml
mTHPC, dar po 18 val. 1gstelés Svitintos 1 min (A=660 + 20 nm, 1,6 mW/cmz), VEGF
baltymo kiekis terp¢je ir IL-la kiekis lasteliy lizatuose matuotas ELISA metodu
praéjus 24 val. po FP.;

B -rekombinantinio IL-la poveikis VEGF baltymo kiekio pokyciui: lastelés
inkubuotos su 0,1 pg/ml mTHPC, po 18 val. Iastelés Svitintos 1 min (A=660 + 20 nm,
1,6 mW/cm?) ir pridéta 5 ng/ml rekombinantinio IL-1a, VEGFA baltymo kiekis
terpéje matuotas ELISA metodu pragjus 6 val. po FP. Gyvybingumas matuotas po 24
val. dazant KV.

Bruksniai, + SN.
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Misy gauti siRNR tildymo ir inkubacijos su egzogeniniu IL-la

duomenys patvirtino prielaida, jog IL-1a yra vienas i§ veiksniy, skatinanciy

VEGF raiska, kas vra palanku naviky augimui.

3.5 PDT stimuliuota VEGF ir IL-1a raiska peliy LL.C navikuose

Tyrimy in vitro metu gauti rezultatai rod¢, kad PDT buvo pagrindinis
veiksnys skatinantis citokiny VEGF ar IL-1a rai§ka. Siy citokiny svarba naviky
augimui gal¢jome nustatyti tik atlik¢ eksperimentus in vivo.

Pirmiausia reikéjo iStirti kaip laikui bégant kinta Siy citokiny raiSka
niekuo negydyty peliy navikuose ir PDT gydyty peliy navikuose. Tod¢l Siame
darbe tyréme VEGF (3.21 pav., A) ir IL-1a (3.21 pav., B) poky€ius LLC
navikuose pragjus 1, 3 ir 7 dienoms po PDT. Peléms buvo suleista 0,25 mg/kg
mTHPC tirpalo ir po 24 val. navikai buvo 3vitinti 120 J/cm® doze.
Eksperimenty rezultatus vertinome vienfaktorinés ANOVA metodu.

Imunofermentiniu metodu ELISA nustatéme, jog PDT indukuoja laiking
VEGF raiskos padidéjimg LLC navikuose, o negydyty peliy navikuose VEGF
raiSka did¢ja augant navikams (3.21 pav., A).

Praéjus vienai dienai po Svitinimo VEGF raiska 4 kartus padidéjo PDT
gydyty peliy navikuose (65 + 6 pg/mg bendro baltymo) lyginant su PDT
negydytomis pelémis (17 £ 3 pg/mg bendro baltymo).

Trecig dieng po terapijos PDT gydytose pelése citokino raiSka mazéjo
(49 £ 6 pg/mg bendro baltymo), o PDT negydytuose navikuose VEGF raiska
nezymiai padidéjo (24 £ 5 pg/mg bendro baltymo).

Septinta dieng po Svitinimo, gydyty ir negydyty peliy navikuose VEGF
raiSkos lygis suvienodéja (p=0,19), ty. gydytose pelése VEGF raiskos
indukcija reikSmingai sumazé¢ja lyginant su pirmgja diena (p=0,005), o
negydytose pelése augant navikui VEGF raiSka reikSmingai padidéja lyginat su

pirmgja diena po PDT (p<0,001).
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3.21 pav. VEGF ir IL-1a poky¢iai po PDT in vivo.
A - VEGF raiska LLC navikuose in vivo po PDT;
B - IL-1a raiska LLC1 navikuose in vivo po PDT.

Baltymo kiekiai tirti imunofermentiniu metodu praéjus 1,3 ir 7 dienoms po PDT.
Tyrimui naudotos pelés su LLC navikais: balti stac¢iakampiai — PDT negydytos pelés,
pilki staciakambiai — PDT gydytos pelés. Staciakampio riba, artimiausia ordinaciy
aSies nulinei reik§Smei, Zymi 25-t3 procentilj; sta¢iakampyje esancios linijos Zymi:
plona - 50-tg procentilj, stora - vidurkj; statiakampio riba, tolimiausia ordinaciy asies
nulinei reikSmei, Zymi 75-ta procentili; staciakampio apacioje ir virSuje bruks$niai
zymi 10-tg ir 90-tg procentilius; juodi taskai - uZz duomeny aibés 10-to ir 90-to
procentiliy ribos esancios reikSmés.

Sio tyrimo rezultatai parod¢, kad pra¢jus parai po PDT, VEGF baltymo
kiekis reikSmingai padidéja naviko Igsteleése (p<0,001), taciau jau trecig dieng
po PDT baltymo indukcija mazéja lyginant su pirmgja diena (p=0,08), bet vis
dar reikSmingai skiriasi nuo kontroliniy peliy (p=0,04).

Imunofermentiniu metodu ELISA bandéme registruoti IL-1a baltyma
LLC navikuose. Reikéty pazyméti, kad naudodami §j metoda LLC Igstelése in
vitro, IL-1a raiSkos pokycCiy po prieSvezinio poveikio nepastebéjome. In vivo
citokiny biosintez¢ vyksta ne tik véZinése, bet kitose su naviku susijusiose
lastelése. Veézines ir kitos su naviku susijusios lgstelés gali vienos kitas skatinti
gaminti citokinus. Tai galéty lemti didesn¢ IL-lo raiSka in vivo, ir mes

tikéjomés apcCiuopti §j baltyma navikuose.
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Ir 1§ tikryjy, nustatéme, jog PDT reikSmingai didino IL-1a raiska peliy
LLC navikuose, kai negydyty peliy navikuose IL-1a raiSka iSliko nepakitusi 1-
7 dienas po Svitinimo (3.21 pav., B).

Prag¢jus vienai dienai po Svitinimo, IL-la raiSka maZzdaug 2 kartus
padidéjo PDT gydytose pelése (193 + 24 pg/mg bendro baltymo) lyginant su
PDT negydytomis pelémis (86 + 7 pg/mg bendro baltymo). Tre€ig dieng po
terapijos PDT gydytose pelése citokino raiSka reikSmingai padidéjo (512 £ 116
pg/mg bendro baltymo) lyginant su pirmgja diena (p=0,009). Septintg dieng po
terapijos PDT gydytose pelése citokino raiSka, lyginant su trecigja diena,
vidutiniSkai sumazéjo 2 kartus (iki 239 + 129 pg/mg bendro baltymo), taciau
del didelés duomeny sklaidos Sis skirtumas nebuvo statistiSkai patikimas
(p=0,069). PDT negydytuose navikuose IL-1a kiekis nereikSmingai svyravo
(p=0,102) praéjus 1, 3, ir 7 dienom po vitinimo. Sio tyrimo rezultatai parode,
kad, pra¢jus vienai ir trims dienoms po PDT, IL-1a baltymo kiekis buvo
reikSmingai didesnis PDT gydyto naviko Igstelese (p=0,002 ir p=0,031)
lyginant su negydytais navikais, taCiau septintg dieng po PDT baltymo kiekiai

abejose grupése statistiSkai nesikyre (p=0,254).

3.6 Eksperimentinis PDT derinimas su imunoterapija, slopinancia

VEGF ir IL-1a

Nustat¢eme, kad mTHPC-PDT veiktuose LLC navikuose padidéja
naviky augimui palanki, t.y. gydymui nepalanki citokiny VEGF ir IL-1a
raiSka, kas sitile PDT derinti su VEGF ar IL-1a slopinanciais veiksniais. Todél
Sio darbo metu siekéme jvertinti VEGF ir IL-1a svarbg naviky augimui.

Fotodinaming¢ terapija gali sukelti stipry imuninj atsaka, kuris gali buti
Zalingas organizmui (Gollnick et al., 2003). Po fotodinaminio poveikio gali
padidéti citokiny IL-1, IL-6, IL-10 ir TNF raiSka. Yra duomeny, kad IL-1a gali
biti svarbus angiogenezés procesams. IL-1a raiSos pokyciai po fotodinaminio
poveikio labai mazai tirti (zidr. 1.2.2 sk.).

Kraujagysliy susidarymas yra bitina naviko augimo ir invazijos sglyga

(Folkman, 1995). Normalios organizmo kraujagysliy endotelio Igstelés gali
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egzistuoti be VEGF, nes kraujagysliy stabilumg uZtikrina pericitai. Naujai
susidariusios naviko kraujagyslés dar neturi pericity ir jy endotelio lgsteléms
nuolat bitinas VEGF. Navikuose yra padidéjusi VEGF ir kity angiogenezés
stimuliatoriy koncentracija (Ferrara, 1999). Todél daug démesio skiriama VEGF
raiSkos pokyc€iy po PDT tyrimams (Zitr. 1.2.1 sk.).

Zinoma, kad VEGF aktyvina VEGF receptorius 1 ir 2 (VEGFRI1 ir
VEGFR2). VEGFRI1 dazniausiai sutinkamas ne endotelio Igstelése,
pavyzdziui: monocituose, ir gali valdyti iy lasteliy chemotaksj (Barleon et al.,
1996). VEGFRI1 labiausiai yra giminingas VEGF ir PIGF molekuléms.

Zinoma, kad su VEGFR2 gali jungtis tik 110-165 aminoriigi&iy ilgio
zmogaus VEGF izoformos (Roskoski, 2007). VEGF aktyvintas receptorius
skatina endotelio Iasteliy migracijg, proliferacija, iSgyvenimg ir didina
kraujagysliy pralaiduma.

Nors VEGF yra maziau giminingas VEGFR2 nei VEGFR1, VEGFR2
veikia kaip labai aktyvi kinazé, todél manoma, kad Sis receptorius yra
svarbiausias angiogenezei. Tuo tarpu, VEGFRI1 kinazinis aktyvumas yra visa
eile maZesnis nei VEGFR2 (Waltenberger et al., 1994). VEGFR1 vaidmuo
naviky augimui yra neaiSkus, ta¢iau manoma, kad viena i§ VEGFRI1 funkcijy
yra suriSti VEGF ir tokiu budu neleisti jam jungtis su VEGFR2 (Park et al.,
1994; Tanaka et al., 1997).

Taip pat yra duomeny, kad tiek abu receptorius, tieck VEGF ir PIGF gali
sieti tarpmolekuliné ar net vidumolekuliné sgveikos, todé¢l Sios molekules gali

sustiprinti viena kitos veikimg (Ziur. 1.3.2 sk.).

3.6.1 PDT derinimas su imunoterapija, slopinan¢ia VEGF

VEGF slopinimo atveju, dvi dienas i§ eilés peléms buvo suleista po 10
png tirpaus VEGF receptoriaus 1 (tVEGFR1) arba VEGF (164 ir 120
aminoriugsciy ilgio izoformas) neutralizuojanc¢io antikiino. Antikinas prie$
VEGF-120 ir VEGF-164 turety trukdyti aktyvinti angiogenezei svarbiausig
receptoriy VEGFR2. Tirpus VEGFRI1 turéty varzytis su VEGFR2 ir VEGFR1

sgveikojant su citokinu.
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Citokino raiSka slopinan¢iy veiksniy dozés buvo pasirinktos remiantis
VEGF raiSkos pokyc¢iy LLC navikuose po spindulinés terapijos ir imunings
terapijos tyrimy rezultatais (Gorski et al., 1999). Citokiny slopinimui
pasirinkome imunoglobulino G (IgG) izotipo veiksnius, todel teigiama
kontrole buvo pasirinktas citokinams nesavitas IgG.

PDT atveju peléms buvo suleista 0,25 mg/kg mTHPC ir po 24 val. peliy
navikai buvo §vitinti 120 J/cm® doze. PDT dozé buvo pasirinkta atlikus eilg
pradiniy eksperimenty (duomenys nepateikti).

PDT ir imuninés terapijy derinimo atveju, iki naviky Svitinimo laikytasi
PDT eksperimenty schemos. tVEGFR1 arba VEGF neutralizuojanc¢io antikiino
peléms buvo suleista pra¢jus 24 val. ir 48 val. po Svitinimo. Peliy naviky tiris
buvo matuotas tris kartus per savaite. Eksperimenty rezultatai buvo vertinti
vienfaktorinés ANOVA metodu.

Naviky tiirio pokyCius po imuninés terapijos lyginome su IgG veikty

peliy naviky tiiriais (3.22 pav.). Naviky tiiriy pokyc€ius po imunings terapijos ir

jos derinio su PDT lyginome su PDT+IgG" veikty peliy naviky tiriais. Reikéty

pabreézti, kad 1gG veikty peliy naviky tiiriai statistiSkai patikimai nesiskyré nuo
niekuo neveikty peliy naviky tiriy, kaip ir PDT+IgG patyrusiy peliy naviky
turiai statistiSkai patikimai nesiskyré nuo PDT patyrusiy peliy naviky tiriy.
Ryskesni skirtumai tarp eksperimente dalyvavusiy peliy grupiy stebéti
tre€ig dieng po Svitinimo (3.22 pav.): pavienius tVEGFR1 arba antikiino prie§
VEGF poveikius patyrusiy peliy naviky tiiriai buvo maZesni nei IgG grupées,
bet naviky tirio pokyciai nebuvo statistiSkai patikimi (p=0,135, kai a=0,05).
Trejeto i§ penkiy gyviiny, patyrusiy antikiino prieS VEGF poveikj, navikai
buvo vidutiniSkai 40% mazesni nei IgG veikty peliy navikai, o dviejy peliy
navikai buvo panasiis j IgG veikty peliy navikus (5 priedas, 1 lent.). tVEGFR1
vidutiniSkai 51% sumazino keturiy 1§ penkiy peliy navikus. PDT+tVEGFRI1
arba PDT+Ak-VEGF kombinuotus poveikius patyrusiy peliy naviky tiriai

* PDT ir IgG derinj toliau Zymésime PDT+IgG, PDT ir tVEGFRI1 derinj toliau Zymésime
PDT+tVEGFRI1, PDT ir antikiino prie§ pelés VEGF derinj toliau Zymésime PDT+Ak-VEGF, o PDT ir
antiktino prie§ pelés IL-1a derinj - PDT+Ak-IL-1a
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buvo mazesni nei PDT+IgG poveikj patyrusiy peliy, bet statistiSkai patikimo
skirtumo nebuvo (p=0,445, kai a=0,05). PDT+IgG slopino vidutiniSkai 38 %
naviky augima lyginant su IgG, taCiau Sis skirtumas nebuvo statistiSkai
reikSmingas (p=0,011, kai a=0,002). Taciau tVEGFR1 reikSmingai sustiprino
PDT poveikj lyginant su IgG veikty peliy navikais (p<0,001, kai a=0,002), ir
derinio poveikis vidutiniSkai 54% slopino naviky augimg (5 priedas, 1 lent.).

Sesta dieng po $vitinimo VEGF slopinanéiy veiksniy poveikiai buvo
panasiis: tVEGFR1 slopino naviky augimg vidutiniSkai 37 % (p=0,006, kai
a=0,009), o antiktinas prie§ VEGF slopino naviky augima 36 % (p=0,007, kai
0=0,01) (5§ priedas, 1 lent.). Keturiy i§ penkiy peliy naviky tirius PDT+IgG
mazino 26% (p=0,11, kai o=0,004), taCiau imunin¢ terapija reikSmingai
sustiprino  PDT poveikj navikams: PDT+tVEGFR1 ir PDT+Ak-VEGF
patyrusiy peliy navikai buvo statistiSkai patikimai maZesni nei PDT+IgG
grupés (p<0,001, kai a=0,009 ir p<0,001, kai a=0,010). PDT+tVEGFRI1
poveikis buvo didesnis (TGI=73%) nei PDT+Ak-VEGF (TGI=58%), bet Sis
skirtumas nebuvo reikSmingas (p=0,058, kai a=0,025).

AStuntg dieng po PDT, pavieniai tVEGFRI1 ir antikiino prie§ VEGF
poveikiai buvo panasts: tVEGFR1 poveikis keturiy 1S penkiy peliy navikus
slopino 34% (p=0,007, kai o > 0,009), antikiino prie§ VEGF poveikis keturiy
1S penkiy peliy navikus slopino 30% (p=0,06, kai a. > 0,01) (5 priedas, 1 lent.).
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3.22 pav. LLC naviky in vivo tiuriy dinamika po PDT ir / arba angiogenezés
slopinimo.

Imuninei terapijai naudoti tVEGFRI1, antiktinas (Ak) prieS VEGF-120 ir VEGF-164.
Stac¢iakampio riba, artimiausia ordinaciy aSies nulinei reikSmei, Zymi 25-tg procentilj;
staCiakampyje esancios linijos Zymi: plona - 50-t3 procentilj, stora - vidurkj;
staciakampio riba, tolimiausia ordinaciy aSies nulinei reikSmei, Zymi 75-tg procentilj;
staciakampio apacioje ir virSuje briikSniai Zymi 10-tg ir 90-tg procentilius.

PDT+IgG poveikis trijy 1§ penkiy peliy slopino naviky augimag
vidutiniSkai 39 %. Lyginant PDT+IgG su PDT+tVEGFR1 arba PDT+Ak-
VEGF, tarp naviky tiriy statistiSkai patikimo skirtumo nebuvo (p=0,07, kai
a=0,05). Lyginant su IgG veikty peliy navikais, statistiSkai patikimas naviky
slopinimas i§liko po PDT+Ak-VEGF (p=0,002, kai o=0,003) ir
PDT+tVEGFR1 (p<0,001, kai a=0,002) poveikiy: PDT+Ak-VEGF poveikis
47% slopino naviky augimg, o PDT+tVEGFR1 poveikis 55% slopino naviky
augima.

tVEGFRI1 poveikis tik vidutiniSkai apie 10% stipriau slopino naviky
augima nei antikiinas prieS VEGF-120 ir VEGF-164, kas rodo, jog LLC naviky

augimui svarbiausios VEGFR2 aktyvinanc¢ios VEGF izoformos.

3.6.2 PDT derinimas su imunoterapija, slopinancia IL-1a
PDT derinimo su IL-1a slopinanc¢ia imunoterapija in vivo tyrimai atlikti

analogiskai VEGF slopinimo LLC navikuose po PDT su mTHPC tyrimams
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(zitr. 3.6.1 sk.). IL-1a slopinimo atveju peléms buvo suleista po 10 pg $j
citoking neutralizuojanc¢io antiktino pra¢jus 24 val. ir 48 val. po Svitinimo.
Naviky ttario pokyCius po imuninés terapijos lyginome su IgG veikty peliy
naviky tiriais (3.23 pav.). Peliy naviky tiiriy pokyc¢ius po PDT+Ak- IL-1a
lyginome su PDT+IgG veikty peliy naviky turiais.

Kaip mineéta, rySkesni peliy naviky skirtumai po terapiniy poveikiy
stebéti tre¢ig dieng po Svitinimo (3.23 pav.). Trejeto 1§ penkiy gyviiny,
patyrusiy antikiino prie§ IL-la poveikj, navikai buvo vidutiniSskai 40%
mazesni nei IgG veikty peliy navikai (p=0,135, ka1 a=0,05) (5 priedas, 1 lent.).
PDT+Ak- IL-1a poveikis, panaSiai kaip ir PDT+IgG poveikis (p=0,445, kai

a=0,05), vidutiniskai slopino naviky augimg 44%.

45
40 [C—19G
35 I Ak prie$ IL-1a
o ’ E PDT+lgG
g 3,0 mmmm PDT+Akprie$ IL-1a
@251
.§
=20
X

15 E i
=z
i
0,5 =
O EFme S
1 1 1 1 1 1 1 1

0,0

11 1 1 3 3 33 6 6 6 6 8 8 8 8
Dienos po PDT

3.23 pav. LLC naviky in vivo turiy dinamika po PDT ir / arba IL-1a slopinimo.
Imuninei terapijai naudoti antikiinai (Ak) prie$ IL-1a. Staciakampio riba, artimiausia
ordinaciy aSies nulinei reikSmei, Zymi 25-tg procentilj; sta¢iakampyje esancios linijos
Zymi: plona - 50-tg procentilj, stora - vidurkj; sta¢iakampio riba, tolimiausia ordinaciy
aSies nulinei reikSmei, Zymi 75-t3 procentilj; staiakampio apacioje ir virSuje
briik$niai Zymi 10-tg ir 90-tg procentilius.

Sesta diena po $vitinimo, antikiinas prie§ IL-1a maZino naviky augima
vidutiniskai 28% (p=0,035, kai a=0,013) (5 priedas, 1 lent.). PDT+Ak- IL-1a

poveikj patyrusiy peliy navikai buvo Zzenkliai mazesni (TGI=54%) nei
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PDT+IgG poveikj patyrusiy peliy navikai (TGI=26%) (p<0,001, kai a=0,013).

AStuntg dieng po Svitinimo antikiinas prie§ IL-la maZzino naviky
augimg vidutiniskai 35% (p=0,017, kai a=0,09) (5 priedas, 1 lent.). Visy peliy,
patyrusiy PDT+Ak-IL-laa  poveiki naviky augimas buvo slopinamas
(TGI=27%), taciau reikSmingy skitumy tarp Siy peliy naviky ir PDT+IgG
poveikj patyrusiy peliy naviky nebuvo (keturiy i§ penkiy peliy peliy TGI=39%)
(p=0,07, kai a=0,05).

Citokiny VEGF ir IL-1a raiSkos tyrimai pelés plauc¢iy karcinomos LL.C

navikuose in vivo 1§ esmés patvirtino tyrimy in vitro rezultatus: fotodinaminis

poveikis didino citokiny raiSka peliy navikuose in vivo. VEGF slopinimas
veiksmingiau stabdé naviky augimg nei IL-1o slopinimas. Nors antikiiny pries
VEGF ar IL-la poveikiai buvo panasis, taciau IL-lo poveikis buvo
silpniausias lyginant visus tris citokiny slopinimo budus.

Fotodinamingés terapijos ir imunings terapijos derinio naudojimas teikia
daug vilCiy kaip veiksmingas véZio gydymo biidas, taCiau Sios kombinacijos
taikymas vis dar yra eksperimentinis. PDT sukelta VEGF raiSka yra nustatyta
daugelyje naviky, ir Sio citokino reikSmé jy augimui toliau intensyviai tiriama.
Misy tyrimai patvirtina VEGF ir atskleidzia IL-lo svarby vaidmenj PDT
sensibilizuoty naviky augimui. Reikéty pabrézti, kad Siy citokiny padidinta

raiSka navikuose gali susilpninti fotodinaminés terapijos efekta.
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ISVADOS

. mTHPC sukelto fotodinaminio poveikio ir doksorubicino derinys
Zmogaus epidermoidinés karcinomos A-431 ir pelés plauciy karcinomos

LLCI1 lasteliy gyvybinguma in vitro mazina adityviai.

. mTHPC sukelto fotodinaminio poveikio ir taksotero derinys A-431 ir
LLCI1 lasteliy gyvybinguma in vitro maZina adityviai, ta¢iau mazos
citotoksinio poveikio dozes (iki CD20) sukelia A-431 Igsteliy atsakg su
antagonizmo komponente, o didelés dozés (nuo CD80) — su sinergizmo

komponente.

. mTHPC sukeltas fotodinaminis poveikis, vienas arba kartu su
doksorubicinu ar taksoteru, in vitro skatina citokiny: kraujagysliy
endotelio augimo veiksnio (VEGF) ir interleukino 1a (IL-1a), raiSka A-
431 ir LLC1, bet ne peliy hepatomos MH-22A l1astelése.

. Citokinas IL-1a skatina VEGF raiska A-431 lastelese in vitro.

. mTHPC sukeltas fotodinaminis poveikis skatina citokiny VEGF ir IL-

la raiSkg LLC1 navikuose.

. Citokiny VEGF ir IL-la slopinimas létina tiek mTHPC sukelta

fotodinaminj poveikj patyrusiy, tiek kontroliniy LLC1 naviky augima.
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PRIEDAI

1 priedas. Lasteliy gyvybingumo poky¢iy po PDT ir citostatiky kombinuto
poveikio vertinimas sudétinés adityvios tiesés metodu

A B

Gyvybingumas,%
Gyvybingumas,%
Gyvybingumas,%

H
O 1 1 1 1 1 1 O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 0 200 400 600 800 1000 0 2 4 6 8

mTHPC, ng/ml doksorubicinas, ng/ml taksoteras, ng/ml

1 pr. 1 pav. Lasteliy gyvybingumo priklausomybés nuo pavieniy veiksniy poveikiy
sklaidos diagramos. A - mTHPC, B - Dox, C - Tax. Poveikio sklaidos diagramos
rodo, kad duomenims galima pritaikyti hiperbolini modelj. Lastelés su jvairia
mTHPC koncentracija Svitintos 60 s (660 £+ 20 nm,1,6 mW/cmZ).

C
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1pr. 2 pav. A-431 lasteliy gyvybingumo tiesiné priklausomybé nuo pavieniy veiksniy
poveikiy. A - mTHPC, B - Dox, C - Tax. Istisin¢ linija - regresijos tiesé, briikSniné
linjja - pasikliautinieji intervalai, taSkiné linija - prognozés intervalai. Tiesinés
regresijos lygtys:

A) LG =204,3 -74,1x1g(mTHPC), 1g(CD50) = 2,079; R* = 0,93.

B) LG = 168,5 —48,3xIg(Dox), 1g(CD50) = 2,463; R* = 0,92.

C) LG = 64,5 —66,9x1g(Tax); 1g(CD50) = 0,230; R* = 0,94.
LG — Iasteliy gyvybingumas, %; lg(mTHPC) — FS mTHPC logaritmas, ng/ml;
lg(Dox) — doksorubicino logaritmas, ng/ml; 1g(Tax) — Tax logaritmas, ng/ml.
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1 pr. 1 lentelé. FP+Dox poveikio 1gsteliy gyvybingumui duomenys teorinei sudétinei

adityviai tiesei ir eksperimentiniy duomeny tiesei sudaryti

samine o, | g7, | g, | LECEDS | L e
poveikio poveikio
Suminé kombinacija skaiciuota pagal (2.8) lygti
45,9 32,10 13,80 91 95+2,0
80,4 56,4 24 70 67+5,0
139,3 97,3 46 51 61+2,5
314,2 119,94 94,26 39 —
408,7 286,2 122,6 31 41%2,5
5619 393.4 168,5 27 -
Suminé kombinacija skaiciuota pagal (2.9) lygti
67 46,9 20,10 79 86+3,5
158,9 111,2 47,7 60 70+7,5
639,97 443,01 189,89 20 —
1109,4 776,6 332,8 11 10£1,0

1 pr. 2 lentelé. FP+Dox teorinés sudétinés adityvios tiesés ir eksperimentiniy

duomeny sudétings tiesés lyginimo statistika (zitr. 2.14.3 sk.)

Statistika Verté
SSiescry 133
SSies2) 700
SS, 833
Six 49
Syy 17413
Sxy -282,8
SS, 1009
F 2,11
N, 2
N, 20
p 0,147
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1 pr. 3 lentelé. Tax+FP poveikio A-431 lasteliy gyvybingumui duomenys teorinei
sudétinei adityviai tiesei ir eksperimentiniy duomeny tiesei sudaryti

Last. gyvyb. po Last. gyvyb. po
teorinio adityvaus | eksperimentinio
poveikio poveikio

Suminé dozé, | . =0 97A, | py=0,03B,
ng/ml ng/ml ng/ml

Suminé kombinacija skaiciuota pagal (2.8) lygtij

15,0 14,5 0,5 79 9245
32,0 31,0 1,0 60 53+4
106,0 103,0 3,0 20 18+1
181,0 176,0 5,0 11 -

Suminé kombinacija skaiciuota pagal (2.9) lygti

12,0 11,5 0,5 82 —
25,0 243 0,8 72 71+6
64,0 62,0 2,0 38 24,5+0,5
158,0 153,0 5,0 19 11,5£3,5
158,0 153,0 5,0 19 11,5£3,5
25,0 24,3 0,8 72 71+6
64,0 62,0 2,0 38 24,5+0,5
158,0 153,0 5,0 19 11,5£3,5

1 p. 4 lentelé. Tax+FP teorinés sudétinés adityvios tiesés ir eksperimentiniy duomeny
sudétinés tiesés lyginimo statistika (zidr. 2.14.3 sk.)

Statistika Verté
SSies1) 117
SSies2) 740
SS, 857
Sxx 3
Syy 16573
Syy -216
SS, -1101
F 2,26
N, 2
N, 20
p 0,136
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2 priedas. Kaspazés 3 aktyvumo pokycio statistinés analizés rezultatai

2 pr. 1 lentelé. Kaspazés 3 aktyvumo pokyciy po FP ir / ar Dox poveikio statistinés
analizés rezultatai. Naudotas neparametrinis q kriterijus pagal Duno metodg.

A-431 MH-22A
Poveikiai*  AP8Y 0 P05  Poveikiai* Rangu — n  p_g0s5
skirtumas ’ skirtumas ’
FPDox vs K 25 4,4 Taip FPDoxvsK 17 3,2 Taip
FP vs K 18 3,5 Taip FP vs K 15 29 Taip
K vs Dox 0,0 0,0 Ne K vs Dox 0,1 0,03 Ne
FPDox vs FP 6 1,2 Ne FPDox vs FP 2 0,4 Ne

* - Stipriau fermentg aktyvinancio veiksnio lyginimas su silpniau fermenta
aktyvinanciu veiksniu

2 pr. 2 lentelé. Kaspazes 3 aktyvumo pokyc€iy po FP ir/ar Tax poveikio statistinés
analizés rezultatai. Naudotas neparametrinis q kriterijus pagal Duno metoda.

A-431 MH-22A
Poveikiai*  "2"8Y ) pc05  Poveikiai* Rangy ' pgos
skirtumas ’ skirtumas ’
TaxFP vs K 32 5,7 Taip TaxFP vs K 20 4,0 Taip
FP vs K 18 3,3  Taip FP vs K 14 2,9 Taip
TaxFP vs FP 15 2,8  Taip TaxFP vs FP 6 1,4 Ne
Tax vs K 15 2,7 Taip Tax vs K 4 0,9 Ne

* - Stipriau fermentg aktyvinancio veiksnio lyginimas su silpniau fermenta
aktyvinanciu veiksniu
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3 priedas. VEGF baltymo raiSkos poky¢io statistinés analizés rezultatai

3 pr. 1 lentelé. VEGF baltymo raiskos pokyc¢io A-431 Iasteliy terpéje, pragjus 6 val.
po Svitinimo, statistinés analizés rezultatai. Lastelés veiktos 1 ng/ml ir 2 ng/ml
taksoteru (Tax1 ir Tax2 atitinkamai); 500 ng/ml doksorubicinu (Dox); ir / arba 0,1
ug/ml mTHPC, Svitinta 60s (FP1) arba 90s (FP2); K - kontrol¢. Naudota
vienfaktorine ANOVA, Holm-Sidak post hoc testas

Lyginimas* V@durkiu[ ( Nepataisyta | Kiritinis Skvirtgmas
skirtumas P lygmuo reikSmingas?
Poveikj patyrusiy lasteliy lyginimas su kontrolinémis lastelémis
Tax2FP1 vs. K 11,7 5,6 <0,001 0,006 Taip
Tax2 vs. K 10,4 4,5 <0,001 0,007 Taip
FP2 vs. K 4,8 2,3 0,028 0,009 Ne
FP1 vs. K 4,7 2,2 0,031 0,010 Ne
Tax1 vs. K 5,8 2,0 0,054 0,013 Ne
K vs. Dox 4,0 1,7 0,092 0,017 Ne
Tax1FP1 vs. K 2,0 1,0 0,337 0,025 Ne
FP1Dox vs. K 1.4 0,7 0,514 0,050 Ne

Kombinuotg poveikj patyrusiy lasteliy lyg

inimas su FP veiktomis Igstelémis

Tax2FP1 vs. FP1 7,0 3,60 0,002 0,010 Taip

FP1 vs. Dox 33 2,3 0,034 0,025 Ne

FP1 vs. Tax1FP1 2,6 1,4 0,189 0,025 Ne
VEGF baltymo priklausomybé nuo poveikio stiprio

Tax2FP1 vs. Tax1FP1 9,6 4,9 <0,001 0,009 Taip

Tax2 vs.Tax1 4.5 0,8 0,490 0,05 Ne

FP2 vs. FP1 0,9 0,04 0,963 0,050 Ne

VEGEF baltymo poky¢iai panaSaus gyvybingumo, bet skirtingai veiktose lastelése

FP2 vs. FP1Dox 34 24 0,030 0,017 Ne
Tax2FP1 vs. FP2 6,9 3,5 0,002 0,013 Taip
FP2 vs. Tax1FP1 2,7 1,4 0,174 0,017 Ne

* - Stipriau citokino raiSkg aktyvinancio veiksnio lyginimas su silpniau citokino

raiSkg aktyvinanciu veiksniu
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3 pr. 2 lentelé. VEGF baltymo raiskos poky¢io A-431 lasteliy terpéje, praéjus 24
val. po Svitinimo, statistinés analizés rezultatai. Lastelés veiktos 1 ng/ml ir 2 ng/ml
taksoteru (Tax1 ir Tax2 atitinkamai); 500 ng/ml doksorubicinu (Dox); ir/arba 0,1
ug/ml mTHPC, Svitinta 60s (FP1) arba 90s (FP2); K - kontrol¢. Naudota
vienfaktorine ANOVA, Holm-Sidak post hoc testas

Lyginimas* V%durkiq ¢ Nepataisyta Kiritinis S.kvirtl.lmas
skirtumas p lygmuo reikSmingas?
Poveikj patyrusiy Igsteliy lyginimas su kontrolinémis Iastelémis
Tax2FP1 vs. K 4.8 16,9 <0,001 0,006 Taip
Tax1FP1 vs. K 2,6 9,05 <0,001 0,007 Taip
Tax2 vs. K 2,2 6,2 <0,001 0,009 Taip
FPlvs. K 1,4 4,9 <0,001 0,010 Taip
FP2 vs. K 8,3 2,8 0,006 0,013 Taip
FP1Dox vs. K 6,4 23 0,027 0,017 Ne
K vs. Dox 3,2 0,9 0,371 0,025 Ne
Tax1 vs. K 0,2 0,05 0,960 0,050 Ne
Kombinuotg poveikj patyrusiy Igsteliy lyginimas su FP veiktomis 1gstelémis
FP1 vs. FP1Dox 7,7 3,168 0,004 0,017 Taip
Tax2FP1 vs. FP1 34 14,616 <0,001 0,01 Taip
Tax1FP1 vs. FP1 1,2 5,131 <0,001 0,025 Taip
VEGF baltymo priklausomybé nuo poveikio stiprio
Tax2FP1 vs. Tax1FP1 21,6 9,336 <0,001 0,013 Taip
FP1 vs. FP2 5.9 2,465 0,02 0,05 Taip
Tax2 vs. Tax1 22,1 2,078 0,106 0,05 Ne
VEGF baltymo poky¢iai panaSaus gyvybingumo, bet skirtingai veiktose lastelése
Tax2FP1 vs. FP2 39,7 17,153 <0,001 0,009 Taip
Tax1FP1 vs. FP2 18,1 7,596 <0,001 0,017 Taip
FP2 vs. TDox 18,3 0,753 0,459 0,05 Ne

* - Stipriau citokino raiSka aktyvinanc¢io veiksnio lyginimas su silpniau citokino
raiska aktyvinanciu veiksniu
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3 pr. 3 lentelé. VEGF baltymo raiSkos pokyc¢io LLC lasteliy terpéje, pra¢jus 6 val.
po Svitinimo, statistinés analizés rezultatai. Lastelés veiktos 2 ng/ml ir 7 ng/ml
taksoteru (Tax1 ir Tax2 atitinkamai); 500 ng/ml doksorubicinu (Dox); ir/arba 0,2
ug/ml mTHPC, Svitinta 30s (FP1) arba 60s (FP2); K - kontrol¢. Naudota
vienfaktorine ANOVA, Holm-Sidak post hoc testas

Vidurkiy ¢ Nepataisyta Kritinis Skirtumas

L
Lyginimas skirtumas P lygmuo reik§mingas?

Poveikj patyrusiy lgsteliy lyginimas su kontrolinémis lastelémis

Tax1FP2 vs. K 0,15 17,1 <0,001 0,002 Taip
FP1 vs. K 0,12 13,7 <0,001 0,002 Taip
K vs. Tax2FP1 0,05 5.5 <0,001 0,003 Taip
K vs. FP2 0,04 4,1 <0,001 0,003 Taip
K vs. Tax1 0,04 4,1 <0,001 0,003 Taip
K vs. Tax2 0,02 2,2 0,038 0,006 Ne
Tax1FP1 vs. K 0,01 1,6 0,116 0,009 Ne
K vs. Tax2FP2 0,01 1,5 0,151 0,010 Ne
FP1Dox vs. K 0,1 23,2 <0,001 0,005 Taip
K vs. Dox 0,03 4,3 <0,001 0,013 Taip
FP2Dox vs. K 0,01 1,2 0,268 0,050 Ne
Kombinuotg poveikj patyrusiy lasteliy lyginimas su FP veiktomis Igstelémis
Tax1FP2 vs. FP2 0,18 21,3 <0,001 0,001 Taip
FP1 vs. Tax2FP1 0,17 19,2 <0,001 0,002 Taip
FP1 vs. Tax1FP1 0,10 12,1 <0,001 0,002 Taip
Tax2FP2 vs. FP2 0,02 2,6 0,017 0,005 Ne
FP2Dox vs. FP2 0,04 7,0 <0,001 0,007 Taip
FP1Doxvs. FP1 0,02 3,8 0,003 0,017 Taip
VEGF baltymo priklausomybé nuo poveikio stiprio
Tax1FP2 vs. Tax2FP2 0,16 18,6 <0,001 0,002 Taip
FP1 vs. FP2 0,15 17,9 <0,001 0,002 Taip
Tax1FP1 vs. Tax2FP1 0,06 7,1 <0,001 0,002 Taip
Tax2 vs. Tax1 0,02 1,9 0,077 0,007 Ne

* - Stipriau citokino raiSkg aktyvinancio veiksnio lyginimas su silpniau citokino
raiSkg aktyvinanciu veiksniu
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3 pr. 4 lentelé. VEGF baltymo raiskos pokycio LLC lasteliy terpéje, praéjus 24 val.
po Svitinimo, statistinés analizés rezultatai. Lastelés veiktos 2 ng/ml ir 7 ng/ml
taksoteru (Tax1 ir Tax2 atitinkamai); 500 ng/ml doksorubicinu (Dox); ir/arba 0,2
ug/ml mTHPC, Svitinta 30s (FP1) arba 60s (FP2); K - kontrol¢. Naudota
vienfaktorine ANOVA, Holm-Sidak post hoc testas

Vidurkiy ¢ Nepataisyta Kritinis Skirtumas

e
Lyginimas skirtumas P lygmuo reikSmingas?

Poveikj patyrusiy lgsteliy lyginimas su kontrolinémis lastelémis

Tax1FP2 vs. K 0,19 15,8 <0,001 0,001 Taip
Tax1FP1 vs. K 0,19 15,2 <0,001 0,002 Taip
Tax2FP2 vs. K 0,14 11,1 <0,001 0,002 Taip
FP1 vs. K 0,12 10,1 <0,001 0,002 Taip
Tax2FP1 vs. K 0,08 6,8 <0,001 0,003 Taip
FP2 vs. K 0,06 5,2 <0,001 0,003 Taip
Tax2 vs. K 0,03 2,3 0,033 0,010 Ne
K vs. Tax1 0,004 0,3 0,741 0,050 Ne
FP1Dox vs. K 0,19 14,7 <0,001 0,004 Taip
FP2Dox vs. K 0,02 1,9 0,076 0,025 Ne
K vs. Dox 0,01 0,8 0,451 0,050 Ne
Kombinuotg poveikj patyrusiy lasteliy lyginimas su FP veiktomis Igstelémis
Tax1FP2 vs. FP2 0,1 10,6 <0,001 0,002 Taip
Tax2FP2 vs. FP2 0,07 5,9 <0,001 0,003 Taip
Tax1FP1 vs. FP1 0,06 5,1 <0,001 0,004 Taip
FP1 vs. Tax2FP1 0,04 32 0,004 0,006 Taip
FP1Dox vs. FP1 0,07 5,1 <0,001 0,007 Taip
FP2 vs. FP2Dox 0,04 3,0 0,011 0,013 Taip
VEGF baltymo priklausomybé nuo poveikio stiprio
Tax1FP1 vs. Tax2FP1 0,1 8,4 <0,001 0,002 Taip
FP1 vs. FP2 0,06 4,9 <0,001 0,004 Taip
Tax1FP2 vs. Tax2FP2 0,06 4,7 <0,001 0,004 Taip
Tax2 vs. Taxl 0,03 2,6 0,017 0,009 Ne

* - Stipriau citokino raiSkg aktyvinancio veiksnio lyginimas su silpniau citokino
raiSkg aktyvinanciu veiksniu
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3 pr. S lentelé. VEGF baltymo raiSkos pokyc¢io LLC lgsteliy lizatuose, praéjus 6 val.
po Svitinimo, statistinés analizés rezultatai. Lastelés veiktos 2 ng/ml ir 7 ng/ml
taksoteru (Tax1 ir Tax2 atitinkamai); 500 ng/ml doksorubicinu (Dox); ir/arba 0,2
ug/ml mTHPC, Svitinta 30s (FP1) arba 60s (FP2); K - kontrol¢. Naudota
vienfaktorine ANOVA, Holm-Sidak post hoc testas

Vidurkiy ¢ Nepataisyta Kritinis Skirtumas

e
Lyginimas skirtumas P lygmuo reikSmingas?

Poveikj patyrusiy lgsteliy lyginimas su kontrolinémis lastelémis

Tax2FP2 vs. K 0,14 19,1 <0,001 0,001 Taip
Tax2FP1 vs. K 0,12 15,5 <0,001 0,002 Taip
FP2 vs. K 0,1 13,5 <0,001 0,002 Taip
Tax1FP1 vs. K 0,08 10,4 <0,001 0,002 Taip
Tax1FP2 vs. K 0,07 10,0 <0,001 0,002 Taip
FP1 vs. K 0,06 7,7 <0,001 0,003 Taip
Tax2 vs. K 0,02 2,5 0,022 0,010 Ne
K vs. Tax1 0,0006 0,08 0,935 0,050 Ne
FP2Dox vs. K 0,08 11,9 <0,001 0,004 Taip
FP1Dox vs. K 0,06 9,3 <0,001 0,004 Taip
Dox vs. K 0,02 3,1 0,010 0,013 Taip
Kombinuotg poveikj patyrusiy lasteliy lyginimas su FP veiktomis Igstelémis
Tax2FP1 vs. FP1 0,06 7,8 <0,001 0,003 Taip
Tax2FP2 vs. FP2 0,04 5,6 <0,001 0,004 Taip
FP2 vs. Tax1FP2 0,03 3,5 0,003 0,006 Taip
Tax1FP1 vs. FP1 0,02 2,7 0,015 0,007 Ne
FP2 vs. FP2Dox 0,02 2,9 0,012 0,017 Taip
FP1Dox vs. FP1 0,005 0,7 0,473 0,050 Ne
VEGF baltymo priklausomybé nuo poveikio stiprio
Tax2FP2 vs. Tax1FP2 0,07 9,1 <0,001 0,002 Taip
FP2 vs. FP1 0,04 5.8 <0,001 0,003 Taip
Tax2FP1 vs. Tax1FP1 0,04 5,1 <0,001 0,005 Taip
Tax2 vs. Taxl 0,02 2,6 0,018 0,009 Ne

* - Stipriau citokino raiSkg aktyvinancio veiksnio lyginimas su silpniau citokino
raiSkg aktyvinanciu veiksniu
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3 pr. 6 lentelé. VEGF baltymo raiskos poky¢io LLC lasteliy lizatuose, praéjus 24
val. po Svitinimo, statistinés analizés rezultatai. Lastelés veiktos 2 ng/ml ir 7 ng/ml
taksoteru (Tax1 ir Tax2 atitinkamai); 500 ng/ml doksorubicinu (Dox); ir/arba 0,2
ug/ml mTHPC, Svitinta 30s (FP1) arba 60s (FP2); K - kontrol¢. Naudota
vienfaktorine ANOVA, Holm-Sidak post hoc testas

Lyginimas* V'%durkiq ¢ Nepataisyta Kritinis S.kvirtl‘lmas
skirtumas P lygmuo reikSmingas?

Poveikj patyrusiy lasteliy lyginimas su kontrolinémis lgstelémis

Tax1FP2 vs. K 0,07 13,8 <0,001 0,001 Taip
Tax2FP2 vs. K 0,05 10,5 <0,001 0,002 Taip
Tax2FP1 vs. K 0,04 7,8 <0,001 0,002 Taip
Tax1FP1 vs. K 0,03 6,9 <0,001 0,002 Taip
FP2 vs. K 0,03 6,7 <0,001 0,002 Taip
Tax2 vs. K 0,01 24 0,028 0,006 Ne
FP1 vs. K 0,005 1,0 0,314 0,010 Ne
Tax1 vs. K 0,002 0,4 0,681 0,025 Ne
FP2Dox vs. K 0,06 10,9 <0,001 0,003 Taip
FP1Dox vs. K 0,05 9,0 <0,001 0,004 Taip
Dox vs. K 0,02 3.8 0,003 0,009 Taip

Kombinuotg poveikj patyrusiy lasteliy lyginimas su FP veiktomis Igstelémis
Tax1FP2 vs. FP2 0,03 7,2 <0,001 0,002 Taip
Tax2FP1 vs. FP1 0,03 6,8 <0,001 0,002 Taip
Tax1FP1 vs. FP1 0,03 5,8 <0,001 0,003 Taip
Tax2FP2 vs. FP2 0,02 39 0,001 0,004 Taip
FP1Dox vs. FP1 0,04 8,1 <0,001 0,004 Taip
FP2Dox vs. FP2 0,03 5,1 <0,001 0,006 Taip
VEGF baltymo priklausomybé nuo poveikio stiprio

FP2 vs. FP1 0,03 5,6 <0,001 0,003 Taip
Tax1FP2 vs. Tax2FP2 0,02 33 0,004 0,005 Taip
Tax2 vs. Tax1 0,009 1,9 0,063 0,006 Ne
Tax2FP1 vs. Tax1FP1 0,004 0,9 0,364 0,013 Ne

* - Stipriau citokino raiSkg aktyvinancio veiksnio lyginimas su silpniau citokino
raiSkg aktyvinanciu veiksniu
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4 priedas. IL-1a baltymo raiskos pokycio statistinés analizés rezultatai

4 pr. 1 lentelé. IL-10 baltymo raiSkos poky¢io A-431 Igsteliy lizatuose, praéjus 6
val. po Svitinimo, statistinés analizés rezultatai. Lastelés veiktos 1 ng/ml ir 2 ng/ml
taksoteru (Tax1 ir Tax2 atitinkamai); 500 ng/ml doksorubicinu (Dox); ir/arba 0,1
ug/ml mTHPC, Svitinta 60s (FP1) arba 90s (FP2); K - kontrol¢. Naudota
vienfaktorine ANOVA, Holm-Sidak post hoc testas

Lyginimas* V%durkiu[ ¢ Nepataisyta Kritinis Skvirtgmas
skirtumas P lygmuo reikSmingas?
Poveikj patyrusiy Igsteliy lyginimas su kontrolinémis Iastelémis
FP1 vs. K 3,0 5,1 <0,001 0,006 Taip
FP1Dox vs. K 2,8 4,9 <0,001 0,007 Taip
Taxl vs. K 3.8 39 <0,001 0,009 Taip
Tax2 vs. K 3,1 3,9 <0,001 0,009 Taip
FP1Tax2 vs. K 2,0 3,5 <0,001 0,01 Taip
FP2 vs. K 1,6 2,8 0,006 0,013 Taip
FP1Tax1 vs. K 1,2 2,0 0,046 0,017 Ne
K vs. Dox 0,6 0,7 0,48 0,05 Ne

Kombinuotg poveikj patyrusiy lasteliy lyginimas su FP veiktomis Igstelémis

FP1 vs. FP1Tax1 1,7 2,804 0,006 0,002 Ne

FP1 vs. FP1Tax2 1,0 1,681 0,096 0,005 Ne

FP1 vs. FP1Dox 0,1 0,23 0,819 0,025 Ne
IL-1a baltymo priklausomybé nuo poveikio stiprio

FP1 vs. FP2 1,3 2,312 0,023 0,003 Ne

FP1Tax2 vs. FP1Tax1 0,8 1,227 0,223 0,006 Ne

Tax1 vs. Tax2 0,8 0,66 0,51 0,009 Ne

IL-1a baltymo pokyciai panaSaus gyvybin

gumo, bet skirtingai veiktose lastelése

FP1Dox vs. FP2 1,2 2,082 0,04 0,003 Ne
FP2 vs. FP1Tax1 0,4 0,636 0,527 0,01 Ne
FP1Tax2 vs. FP2 0,4 0,63 0,53 0,013 Ne

* - Stipriau citokino raiSkg aktyvinancio veiksnio lyginimas su silpniau citokino
raiSkg aktyvinanciu veiksniu
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4 pr. 2 lentelé. IL-1a baltymo raiSkos poky¢io A-431 lasteliy lizatuose, pragjus 24
val. po Svitinimo, statistinés analizés rezultatai. Lastelés veiktos 1 ng/ml ir 2 ng/ml
taksoteru (Tax1 ir Tax2 atitinkamai); 500 ng/ml doksorubicinu (Dox); ir/arba 0,1
ug/ml mTHPC, Svitinta 60s (FP1) arba 90s (FP2); K - kontrol¢. Naudota
vienfaktorine ANOVA, Holm-Sidak post hoc testas

Lyginimas* V@durkiut ¢ Nepataisyta Kritinis S.kvirtl.lmas
skirtumas P lygmuo reikSmingas?
Poveikj patyrusiy Igsteliy lyginimas su kontrolinémis Iastelémis
FP1Tax2 vs. K 3,7 7,1 <0,001 0,006 Taip
FP1Tax1 vs. K 34 6,0 <0,001 0,007 Taip
FP2 vs. K 3,0 5,9 <0,001 0,009 Taip
FP1Dox vs. K 2.4 4,6 <0,001 0,01 Taip
Tax2 vs. K 3,0 4,0 <0,001 0,013 Taip
FP1 vs. K 1,7 34 0,001 0,017 Taip
Tax1 vs. K 0,8 0,7 0,462 0,025 Ne
K vs. Dox 0,2 0,3 0,756 0,05 Ne

Kombinuotg poveikj patyrusiy 1

asteliy lyginimas su FP veiktomis Igstelémis

FP1Tax2 vs.FP1 2,0 39 <0,001 0,002 Taip

FP1Tax1 vs.FP1 1,7 3,0 0,003 0,002 Ne

FP1Dox vs.FP1 0,7 1,3 0,204 0,004 Ne
IL-1a baltymo priklausomybé nuo poveikio stiprio

FP2 vs. FP1 1,3 2,6 0,012 0,003 Ne

Tax2 vs. Tax1 2,2 1,8 0,081 0,003 Ne

FP1Tax2 vs. FP1Tax1 0,3 04 0,656 0,017 Ne

IL-1a baltymo poky¢iai panasaus

gyvybingumo, bet skirtingai veiktose lastelése

FP1Tax2 vs. FP2 0,7 1,4 0,176 0,004 Ne
FP2 vs. FP1Dox 0,6 1,2 0,217 0,005 Ne
FP1Tax1 vs. FP2 0,4 0.8 0,441 0,009 Ne

* - Stipriau citokino raiSka aktyvinancio veiksnio lyginimas su silpniau citokino
raiska aktyvinanciu veiksniu
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4 pr. 3 lentelé. IL-1a baltymo raiSkos poky¢io A-431 Igsteliy terpéje, praéjus 6 val.
po Svitinimo, statistinés analizés rezultatai. Lastelés veiktos 1 ng/ml ir 2 ng/ml
taksoteru (Tax1 ir Tax2 atitinkamai); 500 ng/ml doksorubicinu (Dox); ir/arba 0,1
ug/ml mTHPC, Svitinta 60s (FP1) arba 90s (FP2); K - kontrol¢. Naudota
vienfaktorine ANOVA, Holm-Sidak post hoc testas

Lyginimas* V%durkiut ¢ Nepataisyta | Kiritinis S.kvirtl.lmas
skirtumas P lygmuo reikSmingas?
Poveikj patyrusiy Igsteliy lyginimas su kontrolinémis Iastelémis
FP2 vs, K 0,56 4,8 <0,001 0,006 Taip
FP1Tax2 vs, K 0,49 4,4 <0,001 0,007 Taip
FP1Dox vs, K 0,30 2,7 0,009 0,009 Ne
FP1Tax1 vs, K 0,23 1,9 0,058 0,01 Ne
Tax2 vs, K 0,28 1,9 0,061 0,013 Ne
FP1 vs, K 0,13 1,2 0,252 0,017 Ne
Dox vs,K 0,07 0,5 0,608 0,025 Ne
Taxl1 vs, K 0,02 0,1 0,894 0,05 Ne
Kombinuotg poveikj patyrusiy Igsteliy lyginimas su FP veiktomis 1gstelémis
FP1Tax2 vs,FP1 0,4 3,0 0,004 0,002 Ne
FP1Tax1 vs,FP1 0,1 0,8 0,446 0,007 Ne
FP1Dox vs,FP1 0,2 1.4 0,155 0,004 Ne
IL-1a baltymo priklausomybé nuo poveikio stiprio
FP2 vs, FP1 0,4 34 0,001 0,002 Taip
FP1Tax2 vs, FP1Tax1 0,3 2,1 0,038 0,003 Ne
Tax2 vs, Tax1 0,3 1,3 0,193 0,005 Ne

IL-1a baltymo po

kyciai panaSaus

gyvybingumo, bet skirtingai veiktose lastelése

FP2 vs, FP1Tax1 0,3 2,6 0,012 0,002 Ne
FP2 vs, FP1Dox 0,3 2,1 0,037 0,003 Ne
FP2 vs, FP1Tax2 0,1 0,6 0,541 0,01 Ne

* - Stipriau citokino raiSka aktyvinancio veiksnio lyginimas su silpniau citokino

raiska aktyvinanciu ve

iksniu
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4 pr. 4 lentelé. IL-1a baltymo raiskos poky¢io A-431 lIgsteliy terpéje, praéjus 24 val,
po Svitinimo, statistinés analizés rezultatai, Lastelés veiktos 1 ng/ml ir 2 ng/ml
taksoteru (Tax1 ir Tax2 atitinkamai); 500 ng/ml doksorubicinu (Dox); ir/arba 0,1
ug/ml mTHPC, Svitinta 60s (FP1) arba 90s (FP2); K - kontrol¢, Naudota
vienfaktorine ANOVA, Holm-Sidak post hoc testas

Lyginimas* V'}durkiq ¢ Nepataisyta Kiritinis S.kvirtl.lmas
skirtumas p lygmuo reikSmingas?
Poveikj patyrusiy Igsteliy lyginimas su kontrolinémis Iastelémis
FP1Tax2 vs, K 3,6 7,0 <0,001 0,006 Taip
FP1Dox vs, K 23 4,5 <0,001 0,007 Taip
FP1Tax1 vs, K 1,8 3,2 0,002 0,009 Taip
FP2 vs, K 1,9 3,1 0,003 0,01 Taip
FP1 vs, K 0,8 1,3 0,187 0,013 Ne
Tax2 vs, K 0,5 0,5 0,613 0,017 Ne
Tax1 vs, K 0,2 0,2 0,824 0,025 Ne
Dox vs,K 0,1 0,2 0,87 0,05 Ne
Kombinuotg poveikj patyrusiy Igsteliy lyginimas su FP veiktomis 1gstelémis
FP1Tax2 vs, FP1 2,8 4,7 <0,001 0,002 Taip
FP1Dox vs, FP1 1,5 2,5 0,017 0,003 Ne
FP1Tax1 vs, FP1 1,0 1,6 0,123 0,004 Ne
IL-1a baltymo priklausomybé nuo poveikio stiprio
FP1Tax2 vs, FP1Tax1 1,8 33 0,002 0,002 Taip
FP2 vs, FP1 1,1 1,6 0,118 0,004 Ne
Tax2 vs, Tax1 0,3 0,2 0,828 0,025 Ne
IL-1a baltymo poky¢iai panasaus gyvybingumo, bet skirtingai veiktose lastelése
FP1Tax2 vs, FP2 1,7 2,9 0,006 0,003 Ne
FP1Dox vs, FP2 0,4 0,6 0,533 0,009 Ne
FP2 vs, FP1Tax1 0,1 0,1 0,896 0,05 Ne

* - Stipriau citokino raiSka aktyvinancio veiksnio lyginimas su silpniau citokino
raiska aktyvinanciu veiksniu
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S priedas. Peliy naviky augimo slopinimo PDT ir / arba imunine terapija
statistinés analizés rezultatai

S pr. 1 lentelé. Naviky augimo slopinimo (7GI) PDT ir / arba imunine terapija
veiktose pelése apraSomoji statistika, N — peliy grupés dydis, Vid. — vidurkis, SN —
standartinis nuokrypis, Ak — antiktinai. Terapinj poveik] patyrusiy peliy TGI
skaiCiuotas pagal IgG poveiki patyrusiy peliy vidutinj naviky tdri. TGI vidurkiai
skaiciuoti be iSimciy.

TGI, %, po Svitinimo

Terapinis 3 diena 6 diena 8 dieng
poveikis Vid. o Vid. o Vid. v
N +SN ISimtys N +SN ISimtys N +SN ISimtys
2 peliy 1 pelés
Ak-VEGF 5 4010 TGI<0 5 36£19 5 30£11 TGI<0
1 pelés 1 pelés
tVEGFR1 5 5110 TGI=1 5 37£12 5 34%15 TGI=5
2 peliy
Ak-IL-1a 5 4010 TGI<0 5 28+£18 5 35+21
1 pelés
1 pelés TGI<O0;
PDT+IgG 5 38429 5 26%17 TGI<0 5 39+18 1 pelés
TGI=4
PDT+Ak-
VEGF 5 3814 5 5811 4 4715
PDT+tVEGFR1 5 54+7 5 7348 5 55%12
PDT+Ak-IL-lac 5 44+10 5 54£7 4 27£14
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