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1. SANTRUMPOS

ALR - Alfa lipoinés riigSties oksiduota forma arba tiokto rtigstis (angl. Alpha-lipoic acid);
B1 - Vitaminas B1;

CCK-8 - Lasteliy skaic¢iavimo rinkinys (angl. Cell Counting Kit-8);

CDK - Fermentai, reguliuojantys lastelés ciklg (angl. Cyclin-dependent kinases);

COz2 - Anglies dioksidas (angl. Carbon dioxide);

DHLR - Dihidrolipoiné riigstis, redukuota alfa lipoinés riigSties forma (angl. Dihydrolipoic
acid);

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle terpé (angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium);
EDTA - Etilendiamintetraacto riigStis (angl. Ethylenediaminetetraacetic acid);

H:0: - Vandenilio peroksidas (angl. Hydrogen peroxide);

FBS - Galvijy vaisiaus serumas (angl. Fetal bovine serum);

GSH - Redukuotas glutationas (angl. Glutathione);

GSSG - Oksiduotas glutationas (angl. Oxidized glutathione);

NMSC - Nemelanominis odos véZys (angl. Non-melanoma skin cancer);

O:2¢" - Superoksido anijonas (angl. Superoxide anion);

PBS - Fosfato buferinis tirpalas (angl. Phosphate-buffered saline);

ROS - Reaktyvios deguonies formos (angl. Reactive Oxygen Species);

SOD - Superoksido dismutaze (angl. Superoxide dismutase);

TPP - Tiamino difosfatas, aktyvi tiamino forma (angl. Thiamine diphosphate);

UVA - Ultravioletinés spinduliuoteés tipas, kurio bangos ilgis 320-400 nm;

UVB - Ultravioletinés spinduliuotés tipas, kurio bangos ilgis 290-320 nm,;

UVC - Ultravioletinés spinduliuotés tipas, kurio bangos ilgis 100-290 nm.



2. SANTRAUKA

Darbo pagrindimas:

Melanoma - agresyvi odos vézio forma, pasizyminti dideliu metastazavimo potencialu, o
sergamumas §ia liga pasaulyje nuolat did¢ja. Oksidacinis stresas yra svarbus melanomos
progresavimo veiksnys, todél alfa lipoinés rigsties ir vitamino B1 poveikio tyrimai in vitro
melanomos lgsteliy modelivose leidzia jvertinti Siy medZiagy itaka oksidacinio streso

procesams.

Tyrimo tikslas:
Ivertinti alfa lipoinés riigsties ir vitamino B1 poveikj oksidacinio streso sukeltai Zalai in vitro

melanomos lasteliy modeliuose.

Tyrimo uZdaviniai:

. Ivertinti alfa lipoinés riigSties poveikj oksidacinio streso paveiktoms in vitro

melanomos lgsteliy modelio proliferacijai, reaktyviyjy deguonies

formy kiekiui ir migracijai.

. Ivertinti vitamino B1 poveikj oksidacinio streso paveikto in vitro

melanomos lasteliy proliferacijai, reaktyviyjy deguonies formy kiekiui ir migracijai.

. Palyginti alfa lipoinés rugsties ir vitamino B1 poveikj oksidacinio streso paveikto in vitro

melanomos lasteliy modelio proliferacijai, migracijai ir reaktyviyjy deguonies formy kiekiui.

Tyrimo metodai:

Naudota melanomos SK-MEL-28 Iasteliy linija, kultivuota standartinémis sglygomis DMEM
terpeje. Lasteliy gyvybingumas nustatytas Neubauer’io kamera ir tripano mélio metodu.
Medziagy poveikis tirtas taikant skirtingas ALR (1 pM, 500 uM, 1 mM) ir vitamino B1 (10
uM, 500 uM, 1 mM) koncentracijas. Lasteliy proliferacija analizuota CCK-8 metodu. ROS
kiekis nustatytas pagal fluorescencijos intensyvuma. Migracija vertinta analizuojant 1asteliy
ploto uZsidarymg (%) kas 12val. Eksperimentai atlikti trimis nepriklausomais kartojimais.
Statistine analiz¢ vykdyta naudojant ,,R Commander* programa, taikant ANOVA ir Dunnett
testa, skirta grupiy palyginimui su kontrole. Statistinis reikSmingumas nustatytas, kai p <0,05.

Grafikai sudaryti naudojant ,,Microsoft Excel*.



Tyrimo rezultatai:

Nustatyta, kad po 48 val. ALR sumazino ROS kiekj tirtose grupése, lyginant su kontrole (p <
0,001), o sumaz¢jimas sieke apie 52-54 %. 36 val. ALR slopino lgsteliy migracijg 63-84 %,
kai I pM (p = 0,0028), 500 uM (p = 0,0024) ir 1 mM (p = 0,0062). 48 val. migracija slopinta
54,5-57 % (p = 0,0179-0,0387), priklausomai nuo ALR koncentracijos. Po 48 val. B1 1 uM
koncentracija proliferacija skatino 30 % (p = 0,0246), o 1 mM slopino 53 % (p = 0,0009).
Proliferacija slopinama 31,5 % veikiant B1 10 uM (p = 0,0014), 77,5 % - B1 500 uM ir 82,5
% - B1 1 mM koncentracijomis (p < 0,0001). 48 val., oksidacinis stresas sumazintas 70-82,5
% (p < 0,001), palyginus su kontrole. Po 36 val. vitaminas B1 slopino lasteliy migracija 63-
94 %: 10 uM (p = 0,0226), 500 uM (p = 0,0053) ir I mM (p = 0,0367). Po 48 val., B1 slopino
migracijg 63,5-92 % (p < 0,001).

Tyrimo iSvados:

. Alfa lipoiné rugstis per puse¢ sumazino oksidacinj stresg, lyginant su kontroline grupe, ir iki
84 % slopino lasteliy migracijg in vitro.

. Vitaminas Bl mazesnémis koncentracijomis proliferacija didino beveik trecdaliu, o
didesnémis - slopino iki 53 %. Ilgéjant inkubacijos trukmei, proliferacija buvo slopinta iki
82,5 %. Be to, vitaminas Bl maZzino oksidacin} stresg iki 82,5 % bei didesnémis
koncentracijomis slopino migracija iki 94 % in vitro.

. Palyginus tiriamyjy medZiagy poveikj oksidacinio streso paveiktoms melanomos lgsteléms
nustatyta, kad alfa lipoiné ruigstis ir vitaminas B1 skirtingai veiké lasteliy proliferacija, ROS

kiekj ir migracijq in vitro.

Raktiniai Zodziai: SK-MEL-28, alfa lipoiné riigstis, vitaminas B1, oksidacinis stresas,

proliferacija, ROS, migracija.

3. SUMMARY

Relevance of the research:

Melanoma is a highly aggressive skin cancer with a strong metastatic potential, and its
incidence continues to rise worldwide. Since oxidative stress plays an important role in
melanoma progression, investigating the effects of alpha-lipoic acid and vitamin B1 in in
vitro melanoma cell models may contribute to a better understanding of their impact on

oxidative stress mechanisms.



Aim of the study: To evaluate the effects of alpha-lipoic acid and vitamin B1 on oxidative

stress-induced damage in in vitro melanoma cell models.

Objectives of the study:

To evaluate the effect of alpha-lipoic acid on proliferation, reactive oxygen species levels,
and migration in an oxidative stress-affected in vifro melanoma cell model.

To evaluate the effect of vitamin B1 on proliferation, reactive oxygen species levels, and
migration in an oxidative stress-affected in vitro melanoma cell model.

To compare the effects of alpha-lipoic acid and vitamin B1 on proliferation, migration, and

reactive oxygen species levels in an oxidative stress-affected in vitro melanoma cell model.

Methods:

SK-MEL-28 melanoma cell line was used and cultured under standard conditions in DMEM.
Cell viability was determined using a Neubauer chamber and the trypan blue exclusion
method. The effects of the tested compounds were evaluated using different concentrations of
ALA (1 uM, 500 uM, 1 mM) and B1 (10 uM, 500 uM, 1 mM). Cell proliferation was analyzed
using the CCK-8 assay. ROS levels were determined by measuring fluorescence intensity.
Migration activity was assessed by analyzing cell area closure (%) every 12 h. Experiments
were performed in three independent replicates. Statistical analysis was conducted using the
,,R Commander” software, applying ANOVA and Dunnett’s test to compare experimental
groups with the control group. Statistical significance was considered at p < 0.05. Graphical

analysis was performed using ,,Microsoft Excel”.

Results:

After 48 h, ALR significantly reduced ROS levels in all tested groups compared to the control
(p < 0,001), with reductions ranging from 52% to 54%. ALR also suppressed cell migration
after 36 h by 63-84%, depending on concentration: 1 uM (p = 0,0028), 500 uM (p = 0,0024),
and 1 mM (p = 0,0062). Following 48 h of incubation, migration inhibition remained evident,
reaching 54.5-57% (p = 0,0179-0,0387). B1 10 uM increased proliferation by 30% (p =
0,0246), whereas 1 mM reduced it by 53% (p = 0,0009). After 72 h, proliferation inhibition
reached 31.5% at B1 10 uM (p = 0,0014), 77,5% at B1 500 uM, and 82,5% at B1 1 mM (p <
0,0001). In addition, oxidative stress decreased by 70-82,5% after 48 h (p <0,001), compared
with the control group. Vitamin B1 also inhibited cell migration by 63-94% after 36 h and by
63,5-92% after 48 h (p < 0,001), depending on concentration.



Conclusions:

. Alpha-lipoic acid reduced oxidative stress by half compared to the control group and
inhibited cell migration by up to 84% in vitro.

. At lower concentrations, vitamin B1 increased proliferation by nearly one-third, whereas
higher concentrations inhibited proliferation by up to 53%. With prolonged incubation time,
proliferation was inhibited by up to 82.5%. In addition, vitamin B1 reduced oxidative stress
by up to 82.5% and, at higher concentrations, inhibited migration by up to 94% in vitro.

. Comparison of the effects of the investigated compounds on oxidative stress-induced
melanoma cells demonstrated that alpha-lipoic acid and vitamin B1 exerted different effects

on cell proliferation, ROS levels, and migration in vitro.

Keywords: SK-MEL-28, alpha-lipoic acid, vitamin B1, oxidative stress, cell proliferation,

ROS levels, cell migration.

1. IVADAS

Piktybiniai navikai iSlieka viena didZiausiy Siuolaikinés visuomenés sveikatos problemy
[1]. Tarptautinés vézio tyrimo agentiros ,,GLOBOCAN 2022 duomenimis, 2022 metais
pasaulyje nustatyta apie 20 mln. naujy vézio atvejy ir beveik 9,7 min. mir¢iy [1]. Pasaulio
sveikatos organizacija nurodo, kad svarbiausi vézio rizikos veiksniai yra tabako vartojimas,
ultravioletinés (UV) spinduliuotés poveikis, aplinkos tarSa bei genetinis polinkis [2]. Siekiant
mazinti mirtinguma nuo vézio, aktualu plétoti efektyvias gydymo strategijas [6, 9].

Melanoma, laikoma agresyviausia odos piktybine navikine liga, pasiZymi polinkiu
metastazuoti | plaucius, kepenis, kaulus bei smegenis, todél blogina pacienty gydymo
galimybes ir mazina iSgyvenamumg [4]. Nors melanoma sudaro nedidelg visy piktybiniy
naviky dalj ir gali buti sékmingai gydoma chirurginiu biidu, vis dar triiksta iSsamiy tyrimy,
analizuojanc¢iy alternatyvaus ligos valdymo galimybes [4, 5]. Pastaraisiais metais tiksliné
terapija (BRAF/MEK inhibitoriai) ir imunoterapija reikSmingai pagerino metastazavusios
melanomos gydymo rezultatus, taciau dél jgyto atsparumo ir nevienodo pacienty atsako
ilgalaikis iSgyvenamumas islieka ribotas [3, 5]. Vis daugiau démesio skiriama naujy
melanomos papildomy gydymo strategijy paieskai, jskaitant potencialius bioaktyvius

junginius, tokius kaip alfa lipoiné riigstis ir vitaminas B1, tyrimus in vitro [5, 6, 9].



2. TYRIMO AKTUALUMAS

Oksidacinis stresas, atsirandantis sutrikus pusiausvyrai tarp ROS susiformavimo ir
antioksidacinés apsaugos, laikomas reikSmingu procesu, prisidedanc¢iu prie naviky
formavimosi ir progresavimo [6]. ROS molekuliy perteklius prisideda prie DNR pazeidimy,
signaliniy keliy aktyvacijos ir naviky progresavimo, o §j redokso disbalansg gali moduliuoti
antioksidacinémis savybémis pasizyminc¢ios medziagos [6]. Atsizvelgiant | redokso, ROS
susidarymo ir antioksidacinés sistemos mechanizmy svarba véZio biologijoje bei augantj
onkologiniy atvejy skaiCiy, didé€ja poreikis kurti efektyvias prevencijos ir alternatyvias
terapines strategijas [1, 6, 9]. Viena i$ potencialiy prieSnavikinj poveiki turin¢iy medziagy yra
ALR. D¢l antioksidaciniy savybiy ALR atlieka svarby vaidmen; lgsteliy metabolizme ir
mazina oksidacinj stresa veikdama kaip antioksidantas bei regeneruodama kitus
antioksidantus (pavyzdziui, vitaming C) [6]. 2012 metais eksperimentiniame in vivo ir in vitro
skirtingy vézio modeliy (SK-N-SH, Neuro-2-a, krities vézio SkBr3 lasteliy linijose ir
ksenotransplantaty peliy modeliuose) tyrime vertinta, ar ALR, taikyta didesnémis
koncentracijomis (2,5-5 mM), maZzina navikiniy lasteliy gyvybinguma, proliferacija ir didina
apoptozg visose tirtose lgsteliy linijose [7]. Irodyta, jog vaistas slopino navikiniy lasteliy
proliferacijg ir skatino lasteliy zit] tiek in vitro, tiek in vivo salygomis [7]. Kitame
eksperimentiniame in vitro tyrime pastebéta, kad ALR, derinama su cisplatina, etopozidu ir
paklitakseliu, didino plauciy vézio lasteliy jautrumg chemoterapijai ir skatino jy Zziitj,
rodydama galimg sinerginj poveiki [8].

Vitaminas B, veikiantis netiesioginiu antioksidaciniu mechanizmu, prisideda prie
oksidacinio streso mazinimo. Tiamino pirofosfatas (TPP), biologiskai aktyvi vitamino Bl
forma, veikia kaip kofaktorius fermentams, dalyvaujantiems gliukozés metabolizme,
pavyzdziui, pentoziy fosfato kelyje, kuriame susidaro NADPH. NADPH yra biitinas
redukuoto glutationo (GSH) atstatymui i§ oksiduotos formos (GSSG), o GSH dalyvauja
neutralizuojant ROS [9, 66]. Yuan Liu ir k.t. atliktos sisteminés apzvalgos duomenys
nurodama, jog didesnis vitamino B1 suvartojimas gali biiti susijes su mazesne kolorektinio
veézio rizika [11]. Nors sisteminés apzvalgos rezultatai teigia galimg atvirkSting sasaja tarp
suvartojamo vitamino B1 ir kolorektinio véZio rizikos, Sio tyrimo duomenys yra riboti, nes
néra vertinamas tiesioginis vitamino B1 poveikis in vitro véziniy lasteliy biologiniams
procesams [11]. D¢l Sios priezasties bitini eksperimentiniai in vitro tyrimai, leidziantys
nagrinéti tiesioginj vitamino B1 poveikj navikinéms lgsteléms.

Antioksidaciniy sistemy sutrikimai laikomi vieni i§ reik§mingiausiy mechanizmy,
lemianc¢iy melanomos vystymasi ir atsparumag gydymui, todél ROS molekules reguliuojantys

junginiai gali biiti aktualls terapiniu pozitriu [6, 16]. Kadangi ALR ir B1 pasizymi



skirtingais ROS mazinimo mechanizmais, $iy medziagy poveikis oksidaciniam stresui in
vitro melanomos lgstelése gali biiti reikSmingas vertinant jy potencialy prieSproliferacinj,

prieSmigracinj ir bendrg prieSnavikinj poveikj [7, 11].

3. LITERATUROS APZVALGA

6.1. Odos vézys ir jo tipai

Odos véZys priskiriamas prie daZniausiai diagnozuojamy onkologiniy ligy visame
pasaulyje, o jo sergamumo ir mirtingumo rodikliai daugelyje Saliy nuosekliai did¢ja [1, 13].
Skirtingoms odos vézio formoms biidingas nevienodas demografinis paplitimas, kilmé bei
melanomg ir nemelanominj odos vézj (NMSC) (1 paveiksle pateikiama odos vézio tipy
klasifikacija), kurios sudaro daugiau nei 90 % visy odos vézio atvejy [12, 13]. NMSC
dazniausiai pasireiSkia kaip bazaliniy lasteliy karcinoma (BCC) arba plokScialgsteling
karcinoma (SCC) [14]. BCC yra dazniausia piktybiné odos navikiné liga, susiformuojanti i$
epidermio bazalinio sluoksnio Igsteliy. Tuo tarpu SCC, kylanti i§ epidermio keratinocity, yra

antras pagal daznuma odos vézio tipas [14].

Odos vézio tipai

Melanoma Nemelanominis

odos vézys

o | Pavirsinio plitimo
(angl. Superficial spreading Bazaliniy Igsteliy karcinoma
(angl. Basal Cell)

- .
»’| Mazgine (angl. Nodular) Plokécialasteling karcinoma (angl. e

Squamous Cell)

——P Lentigo maligna

. Akralineé lentiginé (angl.

acral lentiginous)

1 paveikslas. Odos vézio tipy klasifikacija (remiantis Elgamal M. straipsniu [10]).

PrieSingai nei NMSC, melanoma, kylanti i§ melanino sintez¢ vykdanciy lasteliy, t. y.
melanocity, diagnozuojama yra re€iau, taciau pasizymi didesniu ligos agresyvumu dél
polinkio metastazuoti [ 16, 23]. Naviko piktybiskuma lemia keli pagrindiniai histopatologiniai
rodikliai, tokie kaip naviko storis (angl. Breslow thickness), mitozinis aktyvumas bei

regioniniy limfmazgiy pazeidimas, kurie koreliuoja su intensyvesne proliferacija ir didesne

10



metastaziy rizika [15, 16]. DaZniausiai nustatoma pavirSinio plitimo melanoma (angl.
superficial spreading melanoma), kuriai budingas pradinis radialinis augimas epidermyje,
véliau pereinantis | vertikalig invazija, kai navikinés Igstelés infiltruojasi | derma ir gilesnius
audinius [16, 17]. Mazginé melanoma (angl. nodular melanoma) pasiZymi agresyviausia eiga,
nes nuo pat pradziy auga vertikaliai ir greitai infiltruojasi  gilesnius audinius, tod¢l siejama
su prastesniu iSgyvenamumu. Lentigo maligna tipo melanoma daZniausiai i8sivysto vyresnio
amziaus asmenims ir yra susijusi su ilgalaikiu UV spinduliuotés poveikiu, o jos vystymasis
dazniausiai yra létesnis [10, 16]. Reciau besiformuojanti akralin¢ lentiginé melanoma
(angl. acral lentiginous melanoma) lokalizuojasi delny, pady ar nagy srityje ir yra
diagnozuojama pazengusiose stadijose [10, 16].

Skirtingg melanomos tipy agresyvumg ir kliniking eigg lemia lgstelése vykstantys
molekuliniai pokyciai, jskaitant genetines mutacijas, tokias kaip BRAF, NRAS ar c¢-KIT,
kurios aktyvuoja signalinius kelius, ypa¢ MAPK/ERK, ir skatina nekontroliuojama lasteliy
proliferacijg [16]. Be genetiniy veiksniy, svarby vaidmenj atliecka ir pakites lasteliy
metabolizmas bei redokso pusiausvyros sutrikimai [6]. Atsizvelgiant | melanomos vystymesi
dalyvaujanciy procesy visuma, didé¢ja susidoméjimas junginiais, galinciais moduliuoti véziniy

lasteliy oksidacinj stresa, jskaitant ALR ir vitaming B1 [7, 11].

6.2. Melanomos patogeneze

Oda yra ne tik apsauginis barjeras nuo mechaniniy pazeidimy, bet ir aktyvus organas,
kuriame nuolat vyksta 1gsteliy atsinaujinimas, melanino sintezé, termoreguliacija bei reakcijos
1 UV spinduliuote [17]. Oda sudaryta i$ trijy pagrindiniy sluoksniy: epidermio, dermos ir
poodinio audinio [17]. Epidermj daugiausia sudaro keratinocitai, taiau jame taip pat randama
melanocity ir kity lgsteliy [17, 18]. Keratinocitai nuolat dauginasi baziniame epidermio
sluoksnyje, migruoja j epidermio pavirsiy ir diferencijuojasi, kol galiausiai suformuoja raginj
sluoksnj [17]. Kadangi keratinocitai ir melanocitai epidermyje sudaro glaudziai
sgveikaujancig funkcing sistema, keratinocitai iSskiria signalines molekules, tokias kaip
citokinai, augimo faktoriai bei melanocitus veikianc¢ius signalinius mediatorius (pvz., a-MSH,
endotelinas-1). Sios molekulés dalyvauja tarplastelinégje komunikacijoje, reguliuoja
melanocity funkcija ir melanino sinteze [18, 20]. Sutrikus Siy lasteliy saveikos pusiausvyrai,
aktyvuojama endokrininés ir imuninés sistemy sgveika, kurios gali skatinti uzdegiminiy
mediatoriy iSsiskyrimg ir lemti odos uzdegiminius procesus [18]. Nors uzdegiminiai procesai

néra tiesioginé melanomos priezastis, 1étinis uzdegimas ir sutrikusi odos homeostazé gali
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sukurti palankiag mikroaplinkg melanocity genetiniams pokyCiams ir navikiniy procesy

inicijavimui, ypac esant UV spinduliuotés poveikiui [21, 22].

Melanomos vystymasis daznai prasideda nuo pirminiy genetiniy mutacijy melanocituose,
kurios gali lemti melanocity hiperplazijg ir apgamy (neviy) susidaryma [22]. Vieni dazniausiy
genetiniy pokyciy, aptinkamy melanocitiniuose apgamuose, yra BRAF mutacijos [22].
Remiantis Yang ir kt. ,,The genomic landscape of melanoma and its therapeutic implications*
apzvalginiu moksliniu  Saltiniu, ankstyvosiose melanomos stadijose daZniausiai
nustatomos BRAF, NRAS, KIT ir TERT promotoriaus mutacijos, o ligai progresuojant daznai
atsiranda CDKN2A, TP53 ir PTEN mutacijos, siejamos su agresyvesniu naviko augimu ir
blogesne pacienty klinikine prognoze [24]. Manoma, kad apie 30 % melanomy iSsivysto i§
jau egzistuojanciy melanocitiniy apgamy (angl. Nevus-associated melanoma), o dauguma

(apie 70 %) atsiranda odoje be aiskiai matomo apgamo (angl. De novo melanoma) [26, 62].

6.3. Melanomos progresavimas ir metastazavimas

Melanocitai pasizymi geb¢jimu formuoti ir remodeliuoti dendritus, proliferuoti ir
migruoti baziniame epidermio sluoksnyje, taip sudarydami funkcinius epidermio- melanocity
vienetus. Melanocity hiperproliferacija gali atsirasti dél keratinocity kontrolés praradimo [19].
Sios kontrolés sutrikimas gali biiti susijes su tarplasteliniy kontakty praradimu, keratinocity
sekreciniy signaly pokyc€iais arba melanocity sumazgéjusiu jautrumu augimg slopinantiems
veiksniams. Pradingje radialinio augimo fazé¢je melanomos lastelés iSlieka epidermyje, taciau
progresuojant pirminiam navikui, 1gstelés jgyja gebéjima plisti j gretimus audinius ir patekti j
kraujagysles. Navikiniy lasteliy diseminacija vyksta limfogeniniu ir hematogeniniu keliu: per
limfing sistema metastazés dazniausiai pirmiausia plinta j limfmazgius, o per kraujotaka
navikines Igstelés gali iSplisti | tolimus organus [19, 20, 23]. Sistemin¢je kraujotakoje
cirkuliuojancios navikings Igstelés geba sgveikauti su tiksliniy organy kraujagysliy endoteliu,
adheruoti prie jo ir prasiskverbti per kraujagyslés sienele j audiniy parenchimg [23]. Taciau
ne visos Sios lgstelés sugeba suformuoti metastazes, nes jy iSgyvenimas ir kolonizacija
priklauso nuo sgveikos su audiniy mikroaplinka. Sie procesai yra glaudziai susij¢ su véZiniy

lasteliy metabolizmu ir oksidaciniu stresu [6, 23].

Limfovaskuliné invazija ir intensyvis navikiniy lasteliy proliferacijos procesai lemia itin
agresyvy melanomos metastazavimg. D¢l didelio metastazavimo potencialo svarbu tirti

medZiagas, galin€ias slopinti metastaziy formavimasi [5].
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6.4. Melanomos rizikos veiksniai

Tarp jvairiy odos vézio tipy melanoma iSsiskiria klinikiniu reikSmingumu, o jos
paplitimui reik§mingg jtaka daro odos fototipas ir ultravioletiné (UV) spinduliuoté [25].
Didziausia sirgimo rizika tenka asmenims, turintiems Sviesia, lengvai nudeganciag oda (I-11
fototipas), taip pat patyrusiems intensyvy protarpinj saulés poveikj ar stiprius nudegimus. Be
aplinkos veiksniy, reikSmingas vaidmuo tenka ir genetiniam polinkiui, ypa¢ esant gausiam
melanocitiniy apgamy skaiciui ar Seiminei melanomos anamnezei [25]. Taip pat nustatyta,
kad melanomos rizikg gali didinti nusilpusi imuniné sistema, vyresnis amzius bei dirbtiniy
UV spinduliy $altiniy, tokiy kaip soliariumai, naudojimas [2, 4].

UV spinduliuoté¢ yra vienas 1§ svarbiausiy melanomos etiologiniy veiksniy ir yra
skirstoma i tris pagrindinius potipus: UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) ir UVC (100-
290 nm) [27, 36]. UVC spinduliuoté¢ yra beveik visiSkai sugeriama ozono sluoksnio ir
nepasiekia Zemés pavirsiaus, todél tiesioginio poveikio melanomos vystymuisi neturi [27].

Kitaip nei UVC, UVA ir UVB spinduliai pasiekia oda ir biologiskai veikia melanocitus.
UVB spinduliuot¢ daugiausia veikia epidermj, kuriame yra melanocitai, todé¢l sukelia
tiesioginius DNR pazeidimus, formuodama ciklobutano pirimidino dimerus. Sie pazeidimai
sutrikdo genetinés informacijos perdavima ir sukelia mutacijas genuose, kurie reguliuoja
lasteliy augima bei diferenciacija [27, 28]. Jei Sie DNR pazeidimai néra tinkamai pasalinami
lasteliy DNR reparacijos mechanizmy, mutacijos gali kauptis ir lemti melanomos vystymasj
[27]. Tuo tarpu UVA spinduliai prasiskverbia giliau | oda ir veikia netiesiogiai, skatindami
ROS susidaryma, taip lemdami oksidacinio streso atsiradyma [27, 28].

Be tiesioginio genotoksinio vaidmens, UV spinduliuoté slopina odos imuninj atsaka, taip
sudarydama palankias sglygas navikiniy lasteliy prisitaikymui ir proliferacijai, o véliau -
metastastazavimui [5, 21, 27]. UV spinduliuote sukelia ROS koncentracijos did¢jima, o tai
skatina navikiniy lgsteliy proliferacijg. Taciau antioksidacinés sistemos pajégumg virsijes
ROS kiekis gali sukelti ir lasteliy zatj. Si ROS pusiausvyra yra itin svarbi tiriant medziagy,

moduliuojanciy oksidacinj stresa, poveikj [6, 21].

6.5. Oksidacinis stresas ir melanoma

2021 m. publikuotame apZvalginiame straipsnyje nurodoma, kad ROS apima tiek
radikalinius, tiek neradikalinius junginius. Biologinése sistemose svarbiausios ROS formos
yra superoksido anijonas (O2¢"), hidroksilo radikalas (*OH) ir vandenilio peroksidas (H20:),

kurie dalyvauja oksidacinio streso, DNR pazaidos ir navikiniy procesy reguliacijoje [34].
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ROS, kaip pagrindinis oksidacinio streso indikatorius, susidaro aerobinio kvépavimo
metu, daugiausia mitochondrijy elektrony pernaSos grandingje. ROS generuojamos vykstant
oksidaciniam fosforilinimui, ypa¢ I ir III kompleksuose, kur elektrony pernasos metu susidaro
02+7[34, 35].

Esant vidutinis$kai padidéjusiai ROS koncentracijai, melanomos lastelése jos veikia kaip
svarbils signaliniai veiksniai, skatinantys proliferacija ir prisidedantys prie naviko
progresavimo (zr. 2 paveikslg). Kita vertus, esant dideliam ROS kiekiui, $ios molekulés
pazeidZia mitochondrijas, DNR ir kitus lgstelés komponentus, todél gali inicijuoti Iasteles Zitj.
Atsizvelgiant | tai, ROS reikSmé melanomos lasteléms priklauso nuo jy koncentracijos [48].
Aktualu tai, kad melanoma pasiZzymi geb¢jimu prisitaikyti prie padidéjusio oksidacinio streso,
aktyvindama endogenines antioksidacines sistemas ir redokso reguliacijos mechanizmus,
tokius kaip GSH sistema bei Nrf2 signalinis kelias. D¢l Sios adaptacijos proliferaciniai
procesai gali tapti maziau priklausomi nuo ROS koncentracijos pokyciy, todél oksidacinio
streso sumazinimas ne visada lemia reikSminga proliferacijos slopinimg ar efektyvy terapinj

atsaka taikant atitinkama gydyma [68].

Melanomos Igstelése autofagija gali veikti kaip apsauginis mechanizmas, mazinantis
oksidacinj stresg ir uZtikrinantis lgsteliy i§gyvenimg. Taciau esant didelei ROS koncentracijai,

autofagija gali prisidéti prie programuotos lgstelés Ziities ir aktyvuoti apoptoze [50].

Endogeniniai faktoriai: Egzogeniniai faktoriai:
« Elektrony pernasos « Oro tersalai;
granding; ﬂ I } ‘ I [ « Tabako dumai;
« NADPH oksidazés; « UV Spinduliuoté;
« Pereinamyjy metaly . Majsta}.'
« Vaistai.

redukcija

Normali vidulgsteliné Naviko progresavimg
signalizacija skatinantis poveikis

Suaktyveéjes metabolizmas,
proliferacija ir
antioksidacines sistemos
slopinimas

Reguliuojamas Igstelés augimas,
diferenciacija,
metaboliniai procesai.

2 paveikslas. ROS vaidmuo lgstelés signalizacijoje ir naviko progresavime [65].

Apoptozés metu aktyvuotos kaspazés skaido citoskeleto ir branduolio struktiirinius

baltymus bei aktyvina DNR fragmentacijg sukelian¢ius fermentus [63]. Ankstyvoje apoptozés
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stadijoje fosfatidilserinas eksponuojamas iSoriniame Igstelés membranos pavirSiuje, veikiantis
kaip signalas fagocitams, leidzia atpazinti ir paSalinti Ziistancig lastelg [63]. Vélesniuose
apoptozés etapuose vyksta nuoseklus DNR skaidymas internukleosominése srityse, susidarant
maZesniems fragmentams [63]. Siy procesy visuma lemia programuota lastelés Zitj, kuri
navikiniame audinyje gali prisidéti prie naviko augimo slopinimo [63].

Apoptozeés nustatymui svarbi ne tik biocheminiy Zymeny analizé (kaspaziy aktyvumo
testas), bet ir morfologiniy poky¢iy vertinimas mikroskopu [60, 63]. Minétus pokyc¢ius galima
stebéti mikroskopu, vertinant biidingus apoptozés pozymius: lastelés tirio sumazéjima,
chromatino kondensacija, plazminés membranos pusléjimasi bei deformacijg ir lastelés
suskaidyma i apoptotinius kiinelius [52, 60, 63].

Kadangi oksidacinio streso poky¢iai gali paveikti melanomos lasteliy gyvybinguma ir
kitus biologinius procesus, in vitro tyrimuose svarbu vertinti ne tik antioksidacinémis
savybémis pasizyminc¢iy medziagy, tokiy kaip ALR ir vitaminas B1, poveiki ROS kiekiui, bet
ir jy jtaka lasteliy morfologiniams pokyc¢iams [48, 50].

6.6. Melanomos lasteliy proliferacija

Melanomos progresavimui biidinga nevaldoma navikiniy lgsteliy proliferacija,
glaudziai susijusi su Igstelés ciklo reguliacijos sutrikimais. Lastelés ciklg kontroliuoja ciklinai
ir ciklinui priklausomos kinazés (CDK) [31]. Sutrikus CDK aktyvumo ar jy sgveikos su
ciklinais reguliacijai, lastelés gali apeiti ciklo kontrolinius taskus (pavyzdziui, G2/M) ir
pradéti nekontroliuojamai daugintis [30]. Vienas svarbiausiy reguliaciniy mechanizmy yra
CDK4/6 ir ciklino D kompleksas, kuris skatina lastelés ciklo peréjima i§ G1 j S faze. Sj
procesa slopina RB baltymas, kuris reguliuoja E2F transkripciniy faktoriy aktyvuma ir taip
uztikrina, kad DNR replikacija vykty tik esant tinkamoms salygoms [32]. Melanomos
lastelése daznai nustatomas p16~INK4a (CDKN2A) praradimas arba inaktyvacija, dél ko
padidé¢ja CDK4/6 aktyvumas, sutrinka lgstelés ciklo kontrolé, taip skatinant naviko augimag
[32, 33].

Atsizvelgiant ] tai, kad proliferacija yra vienas svarbiausiy naviko biologiniy rodikliy,
tyrimuose jos analiz¢ yra biitina vertinant potencialy tiriamy junginiy prieSnavikinj aktyvuma

[30, 47].
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6.7. Antioksidantai ir oksidacinio streso reguliacija onkologijoje

Antioksidaciné sistema susideda i§ fermentiniy ir nefermentiniy komponenty, kurie
kartu neutralizuoja ROS ir palaiko lastelés oksidaciniy ir antioksidaciniy procesy balansg.
Fermentiniai antioksidantai, tokie kaip superoksido dismutaze¢ (SOD), katalazé ir glutationo
peroksidazé (GP), konvertuoja itin reaktyvias molekules | maziau toksiSkas formas [6, 37].
Nefermentiniai antioksidantai, jskaitant vitaminus C ir E, ALR, glutationg bei kofermenta
Q10, gali tiesiogiai suristi laisvuosius radikalus, regeneruoti kitus antioksidantus [6].

Lastelés signalinés sistemos, tokios kaip transkripcijos faktorius Nrf2, gali biti
aktyvuojamos reaguojant | padidéjusj ROS [6, 51]. Nors transkripcijos faktorius Nrf2
paprastai laikomas svarbiu Igstelés apsauginiu mechanizmu, melanomos Iastelése jo
aktyvacija gali turéti prieSingg veikima [51].

Remiantis Malakoutikhah ir kt. autoriy 2023 m. sistemine apzvalga, jrodyta, kad
nuolatiné ar padidéjusi Nrf2 aktyvacija melanomos lastelése gali skatinti naviko
progresavimg. Sumazindamas ROS kiekj, Nrf2 sudaro palankias salygas navikinéms
lastelems iSvengti oksidacinés pazaidos. Todél Nrf2 aktyvacija siejama su sustipréjusia
melanomos Iasteliy proliferacija, migracija ir invazija, taip pat su didesne rezistencija

chemoterapijai ir kitoms gydymo strategijoms [51].

IProliferacija

i : N Antioksidacinés
Eikiytmis ) sistemos adaptacija Metastazés
& suaktyvéjimas ; Pac
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ﬁ L2 Nuolatinis oksidacinis 3 ;Z\y p
o stresas ’ !
L 3 T
ALR, vitaminas B1,

GSH, vit. C, vit. E MAPK/ .
ERK kelias 1 Apopeoze

Prooksidacinis

1 ROS kiekis poveikis
(t ROS - apoptoze)

3 paveikslas. ROS vaidmuo melanomos progresavime ir jy moduliacija antioksidantais [50].
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Antioksidantai taip pat gali pasizyméti prooksidacinémis savybémis, ypal esant
padidéjusiam ROS kiekiui [50, 64]. Literatiiroje nurodoma, kad prooksidacinis ALR poveikis
gali biiti susijes su pereinamyjy metaly redukcija ir mitochondrijy funkcijos sutrikimais [40,
64]. Sie duomenys rodo, kad ALR gali pasizyméti tiek antioksidacinémis, tiek
prooksidacinémis savybémis [64].

Zinodami, jog ROS dalyvauja naviko formavimesi ir progresavime (zr. 3 paveiksla),
svarbu tirti medziagas, galinias moduliuoti jy kiekj. Dél Sios priezasties svarbu tirti
antioksidacinémis savybémis pasiZyminciy medziagy poveikj vézinéms lastelems in vitro,

ypa¢ melanomos atveju, kurios sergamumo rodikliai pastaraisiais metais did¢ja [1, 37].

6.8. Alfa lipoiné riigstis ir jos panaudojimas

Alfa lipoiné riigStis (ALR) ir jos redukuota forma pavadinimu dihidrolipoiné riigstis
(DHLR), yra natiiraliis antioksidantai, randami tiek augaly, tiek gyviny organizmuose [39,
41]. ALR sintetinama mitochondrijose, kur ji atlieka svarbig funkcijg kaip fermenty
kofaktorius energijos apykaitos procesuose [39]. Be endogeninés sintezés, §i medziaga yra
pasisavinama su maistu: jos randama raudonoje mésoje, kepenyse bei zaliosiose darzovése
[39, 53].

Klinikinéje praktikoje vaistas placiausiai taikomas diabetinés neuropatijos gydymui
[39]. ALR taip pat naudojama insulino rezistencijos valdymui, nes gali gerinti gliukozés
jsisavinimg ir slopinti uzdegiminius procesus. Neurodegeneraciniy ligy, tokiy kaip
Alzheimerio ar Parkinsono liga, kontekste ALR vertinama dél gebéjimo apsaugoti neuronus
nuo oksidacinés pazaidos ir palaikyti mitochondrijy funkcija [39, 54].

Pastaruoju metu vis daugiau démesio skiriama ALR vaidmeniui onkologijoje. Tyrimai
rodo, kad 81 medziaga gali moduliuoti ROS kiek] ir veikti signalinius kelius, tokius kaip Nrf2
ir MAPK/ERK, susijusius su lasteliy proliferacija bei apoptoze, todél ALR laikoma
perspektyviu prieSnavikiniu junginiu [16, 39, 51].

6.9. Alfa lipoinés rugsties antioksidacinis poveikis onkologijoje
Tiek oksiduota ALR, tiek redukuota DHLR pasizymi antioksidaciniu poveikiu ir gali
mazinti ROS [39]. DHLR taip pat geba regeneruoti kitus endogeninius antioksidantus, tokius
kaip vitaminai C ir E [40, 41]. Be to, abi formos gali neutralizuoti hidroksilo radikalus,
hipochlorito riigstj bei aktyvigsias deguonies ir azoto raiSis [40].
ALR pasizymi ir netiesioginiu antioksidaciniu poveikiu: gali cheliuoti metaly jonus

(oksiduota forma jungiasi su Cu?" ir Zn?>*, 0 DHLR - su Cu?*, Zn?*", Pb*", Fe**) bei regeneruoti

17



GSH ir kitus endogeninius antioksidantus [40, 42]. Aktualu ir tai, kad ALR gali aktyvinti
antioksidacinius signalinius kelius, tokius kaip Nrf2 [39]. Dél $iy savybiy ALR ir DHLR gali
stiprinti lastelés antioksidacing apsauga [42].

S. Bossio ir bendraautoriy in vitro tyrime buvo nagrinétas ALR poveikis zmogaus
prostatos vézio Igsteliy linjjoms LNCaP ir DU-145. Lastelés buvo veikiamos skirtingomis
ALR koncentracijomis (25-1000 uM), o po 48 val. jy gyvybingumas ir proliferacija vertinti
MTT testu (4 pav.), o migracija zaizdos gijimo metodu [43].
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4 paveikslas. Tyrimo metu nagrinéta prostatos lgsteliy kultiiros proliferacija, veikiant jas
skirtingomis ALR koncentracijomis. Lgsteliy proliferacija lyginama su kontrole [43].

Tyrimo rezultatai atsikleidée ALR gebéjima didesnémis koncentracijomis slopinti
proliferacijg ir moduliuoti ROS koncentracijg. In vitro tyrimas buvo atliktas su prostatos vézio
lastelémis, todel jo rezultatai negali biiti tiesiogiai pritaikomi melanomos SK-MEL-28 Iasteliy
modeliui [43]. Vis délto Sie duomenys leidZia manyti, kad ALR biologinis poveikis gali skirtis
priklausomai nuo lasteliy tipo, todel jos veikimo tyrimai melanomos lasteliy linijose yra
aktualiis siekiant jvertinti galimus oksidacinio streso moduliavimo mechanizmus.

ALR veikimas in vitro salygomis buvo tirtas tik prostatos vézio lasteliy modelyje, todél
truksta tyrimy, nagrinéjanciy jos poveikj kity tipy navikinéms Igsteléms, pvz., melanomos.
Todél reikalingi tolimesni tyrimai, siekiant jvertinti jos jtaka oksidacinio streso procesams ir

galimiems biologiniams veikimo mechanizmams.

6.10. Vitaminas B1 ir jo panaudojimas

Vitaminas B1 (kitaip tiaminas) yra gyvybiSkai svarbus junginys, reikalingas
subalansuotai lasteliy veiklai [46]. Siekiant pagerinti jo pasisavinimg ir biologinj

prieinamuma, naudojami tiamino dariniai, tokie kaip benfotiaminas. Pastarasis yra riebaluose
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tirpus junginys, pasizymintis geresniu bioprieinamumu nei pats tiaminas [55]. Zarnyne
benfotiaminas po defosforilinimo paverc¢iamas | tiaming, kuris lastelése metabolizuojamas i

aktyvig formg - tiamino difosfata (TPP) [46, 55].

Kliniking¢je praktikoje tiaminas daugiausia naudojamas jo trikumo sukelty bukliy, tokiy
kaip beriberi liga ir Wernicke-Korsakoff sindromas, gydymui bei profilaktikai [56]. Jis taip
pat yra reikSmingas gydant metabolinius sutrikimus, jskaitant cukrinj diabeta ir insulino
rezistencijg [54, 58]. Nervy sistemoje vitaminas B1 prisideda prie nerviniy impulsy
perdavimo, todé¢l vis dazniau tiriamas jo panaudojimas neurodegeneraciniy ligy, tokiy kaip
Alzheimerio ar Parkinsono liga, kontekste [54, 59]. O tiamino dariniai, kaip benfotiaminas,

taikomi diabetinés neuropatijos ligos atvejais [57].

Kadangi ROS reguliacija yra svarbiis ne tik metaboliniy bei neurodegeneraciniy ligy,
bet ir navikiniy procesy mechanizmai, vitaminas B1 gali biiti aktualus ir melanomos kontekste
[44, 54]. Dél gebéjimo netiesiogiai moduliuoti redokso homeostaze per TPP priklausomy
fermenty aktyvuma, Sio vitamino poveikio vertinimas melanomos lasteliy modeliuose yra
svarbus analizuojant ROS pokycius bei su jais susijusius lastelinius procesus, tokius kaip

proliferacija, autofagija ir apoptoze [46].

6.11. Vitamino B1 antioksidacinis poveikis onkologijoje

Vitaminas B1 gali veikti ROS reguliacijg tiek antioksidaciniu, tiek metaboliniu biidu
[46]. Metabolinis Sio vitamino poveikis siejamas su TPP, kuris veikia kaip kofaktorius
fermentams piruvato dehidrogenazei ir o-ketoglutarato dehidrogenazei, dalyvaujantiems
mitochondrijy energijos apykaitoje. Siy fermenty aktyvumas yra svarbus efektyviai ATP
sintezei ir stabiliai mitochondrijy funkcijai palaikyti, todél gali mazéti pertekliné ROS gamyba
lastelese [44,46]. Kadangi navikinéms lasteléms budingas pakites energinis metabolizmas,

vitaminas B1 ir jo dariniai gali reguliuoti jy metabolinius procesus [46, 55].

TPP veikia kaip transketolazés kofaktorius neoksidacingje pentoziy fosfato kelio fazéje
[44, 46]. Transketolaze katalizuoja dviejy anglies atomy fragmenty perkélimg tarp fosforilinty
cukry, tokiy kaip ribozés-5-fosfatas ir ksiluliozés-5-fosfatas. Siy reakcijy metu susidaro
metabolitai, jskaitant gliceraldehido-3-fosfatg ir fruktozés-6-fosfata, kurie gali bati
panaudojami glikoliz¢je bei prisidéti prie pentoziy fosfato kelio aktyvumo palaikymo. Taip
palaikomas NADPH generavimas oksidacinéje faze¢je (zr. 5 paveikslg) [46, 66]. NADPH

biitinas glutationo reduktazés (GR) katalizuojamai reakcijai, kurios metu GSSG
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redukuojamas ] aktyvig GSH formg. GSH yra vienas svarbiausiy lastelés antioksidanty,
apsauganciy baltymus, lipidus ir DNR nuo oksidacinés pazaidos [9, 66]. Be to, superoksido
anijonas (O2*"), susidarantis veikiant NADPH oksidazei, dalyvaujant SOD paver¢iamas |

H:0., kuris véliau neutralizuojamas glutationo peroksidazés arba katalazés iki vandens [66].

Gliukozes-6-fosfatas

Pentoziy fosfato kelias
__[G6PD][6PcD J
|
NA4\DP[ NADPH oksidazé | [GR] NAIDPH

WA

O, O, GSH @GSSG

AV

H202 HQO

5 paveikslas. Lgstelés redokso sistemos ciklas, susijes su pentoziy fosfato kelio oksidacinéje fazéje

susidaranciu NADPH, ROS ir GSH [66].

SOD

Atsizvelgiant | vitamino B1 vaidmenj metaboliniuose procesuose, jo poveikis lasteléms
buvo tirtas ir eksperimentiniuose modeliuose. 2014 metais Hanberry BS ir kt. publikuotame
tyrime ,,High dose vitamin B1 reduces proliferation in cancer cell lines analogous to
dichloroacetate* buvo nagrinétos zmogaus veézio lasteliy linijjos (SK-N-BE ir Panc-1) ir
analizuojama skirtingy vitamino B1 koncentracijy (0,00001 mM-100 mM) ijtaka Iasteliy
proliferacijai bei ROS kiekiui in vifro modeliuose. Nustatyta, kad vitamino B1 vaidmuo
veéziniy lasteliy proliferacijai yra priklausomas nuo dozés: esant Zemoms koncentracijoms
proliferacija statistiSkai nereikSmingai neslopinama ir gali biiti net didéjanti, o esant dideléms

koncentracijoms - reik§mingai slopinama [47].

Veikiant didesnémis vitamino B1 koncentracijomis (~1-10 mM), lasteliy proliferacija
sumazé&jo apie 25-50 %. Sis poveikis buvo panasus j dichloroacetato, piruvato dehidrogenazés
kinazés inhibitoriaus, veikimg [47]. [vertinta, kad vitaminas Bl mazina piruvato
dehidrogenazés fosforilinima, taip didindamas Sio fermento aktyvumga. Be to, jis mazina
gliukozés suvartojimg ir laktato gamybg bei didina kaspazés-3 aktyvuma, rodantj apoptozes
suaktyvéjimg ir sumazéjusi lasteliy gyvybinguma [46, 47]. Panasiis rezultatai nustatyti ir

kituose tyrimuose, kuriuose vertintas vitamino B1 poveikis navikiniy Iasteliy proliferacijai.
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2018 m. X. Liu ir bendraautoriy tyrime buvo analizuota vitamino Bl jtaka sveiky kriities
epiteliniy (MCF10A) ir krities vézio (MCF7) lasteliy proliferacijai, naudojant MTT metoda
[69]. Buvo jrodyta, kad MCF7 lasteliy proliferacija taip pat mazéjo priklausomai nuo
tirlamosios medziagos koncentracijos. Mazos dozés reikSmingo poveikio neturé¢jo, taciau

didesnés koncentracijos (0,5 pg/mL arba 1,48 uM) slopino proliferacija [69].

Yuan Liu su bendraautoriais atliktos sisteminés apzvalgos duomenys leido manyti, jog
didesnis vitamino B1 suvartojimas gali biiti susijes su mazesne kolorektinio vézio rizika [11].
Nors sisteminés apzvalgos rezultatai nurodé atvirkstine sgsaja tarp su maistu suvartojamo
vitamino B1 ir kolorektinio vézio rizikos, $io tyrimo duomenys yra riboti: néra vertinamas B1

poveikis véziniy lasteliy gyvybingumui, proliferacijai[11].

Literatiroje B1 siejamas su antioksidacinémis savybémis, nes TPP priklausomi
fermentai dalyvauja procesuose, susijusiuose su ROS neutralizacija [44, 46, 47]. Vis délto
daugumoje $io vitamino tyrimy buvo naudotos ne odos vézio lasteliy linijos ir ne in vitro
eksperimenty modeliai. D¢l riboto duomeny kiekio apie vitamino B1 poveiki SK-MEL-28
lasteléms, Sis tyrimas gali prisidéti vertinant tinkamy koncentracijy parinkimg bei galimas
poveikio tendencijas [46].

Aktualu ir tai, jog atliktas in vitro tyrimas leidZia papildyti literatiroje pateikiamus
priestaringus duomenis apie vitamino B1 vartojimg onkologiniy pacienty tarpe [29]. Kadangi
skirtinguose tyrimuose aprasomas nevienodas B1 poveikis navikinéms lgsteléms, Sio tyrimo
rezultatai gali prisidéti prie iSsamesnio vitamino B1 biologinio veikimo melanomos lastelése

vertinimo.
6.12. SK-MEL-28 lasteliy linija

SK-MEL-28 yra zmogaus melanomos lasteliy linija, iSskirta i§ odos audinio ir daznai
taikoma kaip in vitro modelis melanomos biologiniams procesams tirti. Remiantis American
Type Culture Collection duomeny bazés informacija, SK-MEL-28 lgstelés yra adherentinés
zmogaus melanomos lgstelés, todél jos gali biiti kultivuojamos ir taitkomos in vitro tyrimuose
[60]. Melanoma pasizymi dideliu agresyvumu, kuris pasireiskia sparcia lasteliy proliferacija,
migracija ir atsparumu terapiniams veiksniams, todél tokios lgsteliy linijos kaip SK-MEL-28

gali biiti pasitelkiamos naviko biologijai bei atsakui | jvairius gydymo metodus tirti [19, 23].

Nors SK-MEL-28 Igsteliy linija naudojama navikiniy lasteliy tyrimuose, $ioje lasteliy
linijoje vis dar nebuvo tirtas ALR ir B1 poveikis oksidacinio streso rodikliams. Atsizvelgiant

1 ribota duomeny kieki apie Siy medziagy efekta lasteliy gyvybingumui, ROS lygiui ir
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migracijai, Sios lasteliy linijos taikymas leidzia jvertinti tiriamy medziagy biologinj poveikj

melanomos lasteléms bei jy antioksidacinj ir potencialy prieSnavikinj poveiki [5, 6, 9].

7. TYRIMO METODIKA

7.1. Medziagos

1) Vitaminas B1 buvo naudotas i§ Worwag Pharma firmos 300 mg plévele dengty tableciy
(Vokietija)*;

2) ALR naudota i§ Worwag Pharma firmos 600 mg plévele dengty tableciy (Vokietija)*;

3) Rinkinys skirtas lgsteliy kiekiui suskai¢iuoti - CCKS8 rinkinys (Sigma- Aldrich,
Japonija);

4) Fluorometrinis vidulgstelinis ROS rinkinys - laboratorinis rinkinys, skirtas ROS kiekiui
lastelése nustatyti pasitelkiant fluorescencijg (Sigma-Aldrich-JAV);

5) Tripano mélio tirpalas - lasteliy daziklis (Sigma-Aldrich, JAV);

6) PBS - fosfatinis buferinis tirpalas (VWR, Pranciizija).

* Tyrimas nebuvo finansuojamas ar remiamas Wérwag Pharma firmos, o autoriai negavo

Jjokio finansinio atlygio, susijusio su Siuo tyrimu.

7.2. Terpés ir jy priedai
1) DMEM - terp¢ (Life Technology, JAV);
2) FBS - terpés priedas, turintis augimo faktoriy, hormony, baltymy (Biological Industries,
Izraelis);
3) Tripsino 0,25 % ir EDTA tirpalas - tai fermentinis tirpalas, skirtas prilipusiy lasteliy
atskyrimui nuo kulttiros indo pavirsiaus (Lonza, Belgija);

4) Penicilino/streptomicino tirpalas (Lonza, Belgija).

Papildomos eksperimento priemoneés:
1) 15 ir 50 ml turio konusiniai mégintuvéliai;
2) 1,5 ml mikrocentrifuginiai mégintuvéliai;
3) 10,250 ir 1000 pl tiirio pipetavimo antgaliai (Techno Plastic Products, TPP, Svedija);
4) 10 ir 50 ml tario Svirkstai (B. Braun, Vokietija).
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7.3. Darbo prietaisai

1) ESCO® CelCulture CO: inkubatorius, pagamintas ESCO® kompanijos JAV;

2) Infinite® M Nano+ mikroploksteliy spektrofotometras, pagamintas Tecan kompanijos
Sveicarijoje;

3) Invitrogen™ EVOS™ XL Core Imaging System- apversto Sviesinio mikroskopo
sistema, pagaminta Thermo Fisher Scientific JAV;

4) Multi Vortex V-32 laboratorinis maiSytuvas (vorteksas), i§ BioSan Latvijos;

5) Centrifuga 5804R, pagaminta kompanijos Eppendorf JAV;

6) Fisher Scientific analytical series analitinés svarstyklés pagaminta JAV;

7) Airstream® Gen 3 Class II Biological Safety Cabinet laminarinio oro srauto spinta,
pagaminta kompanijos Esco Singaptire;

8) Neubauer’io skai¢iavimo kamera Blaubrand filmos, i§ Vokietijos;

9) 96 sulin¢liy mikroplokstelés;

10) Automatiné vaizdinimo sistema, Curiosis Celloger Mini Plus su integruota vaizdy

analizés programine jranga i§ Curiosis, JAV.

7.4. Tyrimo objektai

1. Melanomos SK-MEL-28 lgsteliy linija;
2. Alfalipoin¢ rugstis;
3. Vitaminas B1.

7.5. Melanomos lasteliy kultivavimas

SK-MEL-28 Igstelés buvo kultivuojamos 25 cm? pavirSiaus ploto flakonuose,
auginamos 5 ml DMEM terpéje su priedais. Lastelés laikytos inkubatoriuje 37 °C
temperatiiroje, esant 5 % CO- atmosferai. Augimo terpé¢ buvo kei¢iama kas 2-3 dienas.
Lasteléms suformavus monosluoksni, jos buvo pers¢jamos. Lasteléms atskirti nuo substrato
naudotas 0,25 % tripsino ir 0,1 % EDTA tirpalas, o disociacija stebéta mikroskopiskai.
Po disociacijos lastelés buvo resuspenduojamos Sviezioje terpé¢je ir pas€jamos 1 naujus
auginimo indus. Visos procediros atliktos aseptiskai, laminarinio oro srauto spintoje,
naudojant sterilius reagentus. Gauta lgsteliy suspensija buvo naudojama tyrime.

Remiantis American Type Culture Collection (ATCC) duomeny baze, SK-MEL-
28 lastelems bidinga prilipusi epiteliniy lasteliy formos morfologija su fibroblasty tipo
verpstés formos Igstelémis ir netaisyklingais Igsteliy kontiirais [60]. Prie§ eksperimenta

stebéta lgsteliy kultura atitiko Siame Saltinyje apraSytas lgsteliy charakteristikas.
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7.6. Melanomos Igsteliy gyvybingumo nustatymas

Lasteliy gyvybingumas nustatomas taikant standartinj tripano mélio dazymo metoda,
naudojant Neubauer’io skai¢iavimo kamera. Metodas paremtas negyvy lasteliy membranos
pralaidumu dazui. Neubauer’io kameros didZiuosiuose kvadratuose buvo suskaiCiuotas
bendras lgsteliy skaicius (Zr. 6 pav.), po to atskirai jvertintas gyvy (nenusidaziusiy nuo tripano
melio dazo) lasteliy skaiCius. Gauti duomenys buvo naudojami skaiiavimuose, jstatant

reikSmes ] standartines formules lgsteliy gyvybingumui nustatyti.

Lasteliy suspensija buvo ruoSiama PBS tirpale. Skai¢iavimui 30 pl PBS buvo
sumaiSyta su 20 ul lasteliy suspensijos ir 50 pul 0,4 % tripano mélio tirpalo. MiSinys
inkubuojamas 1 minute, po to uzpildoma skai¢iavimo kamera ir uzdengiama dengiamuoju

stikleliu.
Lasteliy gyvybingumo skai¢iavimas:

1) Lasteliy skai¢ius 1 ml = 13 x5x10*= 650000 lgst./ml

2) Bendras lgsteliy kiekis = 650000 x 7 = 4550000 last.

4112500
4550000

3) Lasteliy gyvybingumas (%) = ( )x 100% = 90,38%

o a ) 3
6 paveiklas. SK-MEL-28 Igsteliy skaic¢iavimas Neubauer’io kameroje, naudojant tripano mélio dazg.
Raudonu rémeliu pazymétas vienas is Neubauer ‘io kameros skaiciavimo kvadraty, naudoty lgsteliy
skaiciavimui. Nuotrauka paimta is asmeniy archyvy.
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Pries§ eksperimenta nustatytas Igsteliy gyvybingumas buvo 90,38%, todél lasteliy

suspensija laikyta tinkama tolimesniam tyrimui.

7.7. Eksperimentinés grupés
Melanomos SK-MEL-28 lgsteliy linijos proliferacijai, migracijai ir ROS kiekiui jvertinti
buvo sudarytos tyrimo grupés (pateikiama 1-oje lenteléje): kontroliné bei trys eksperimentinés
grupés su paskaiCiuotomis skirtingomis koncentracijomis (ALR ir B1). Atlikus tyrima,

eksperimentiniy grupiy duomenys buvo lyginami su kontrolinés grupés duomenimis.

Tyrimo grupés Medziagos Koncentracijos
pavadinimai
Kontroliné Dulbecco modifikuota -
Eagle terpé

Eksperimentiné grupé 1 Alfa lipoiné rugstis 1 uM
Eksperimentiné grupé 2 Alfa lipoiné rugstis 500 uM
Eksperimentiné grupé 3 Alfa lipoiné rugstis 1 mM
Eksperimentiné grupé 4 Vitaminas Bl 10 uM
Eksperimentiné grupe 5 Vitaminas B1 500 uM
Eksperimentiné grupé 6 Vitaminas B1 1 mM

1 lentelé. Melanomos SK-MEL-28 Igsteliy linijos tyrimo grupiy pavadinimai, jy medziagos ir
koncentracijos.

ALR ir Vitaminas B1 buvo gauti i$ table¢iy formos preparaty. Tabletés pirmiausia buvo
susmulkintos griistuveje iki vientisos milteliy masés, po to pasverta reikiama veikliosios
medziagos masé. SkaiCiuojant koncentracijas buvo atsizvelgta i veikliosios medziagos kieki
tablet¢je. IS susmulkintos medziagos buvo paruosti pradiniai tirpalai su vitamino B1-100 mM,
o ALR-10 mM koncentracijomis, iStirpinant juos DMEM terpé¢je. IS iy tirpaly buvo ruoSiami
darbiniai, eksperimentines grupes atitikantys, tirpalai, atliekant nuoseklius skiedimus
kultiiringje terpéje iki reikiamy galutiniy koncentracijy. Visi tirpalai buvo ruoSiami

aseptinémis salygomis ir naudojami eksperimentuose nedelsiant po paruosimo.

7.8. Melanomos Iasteliy proliferacijos nustatymas

Melanomos SK-MEL-28 Igsteliy proliferacija buvo analizuojama taikant Cell Counting
Kit-8 (CCK-8) metoda. Sis metodas grindziamas tuo, kad metaboliskai aktyviose lastelése
esancios dehidrogenazés redukuoja vandenyje tirpig tetrazolio druskg WST-8 i spalvota, tirpy
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formazano junginj. Susidariusio produkto kiekis nustatomas spektrofotometriSskai, o jo
intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas gyvybingy lasteliy skaiciui meginyje. CCK-8
metodas pasizymi dideliu jautrumu ir nereikalauja papildomo formazano tirpinimo etapo,

skirtingai nei kiti tetrazolio pagrindu paremti metodai (pvz., MTT ar XTT) [67].

SK-MEL-28 Igsteliy suspensija buvo paséta j 96 Sulinéliy plokstele, j kiekvieng Sulinélj
is¢jant po 8000 Iagsteliy 200 pul mitybinés terpés tiiryje. Lastelés buvo inkubuojamos 16 val.
37 °C temperatiiroje, esant 5 % CO.. Po inkubacijos terpé buvo pakeista, jterpta tiriamoji
medziaga, ir Igstelés toliau inkubuotos tomis paciomis salygomis. | kiekvieng Sulinélj buvo
pridéta po 10 ul CCK-8 reagento, o plokstelé inkubuota dar 2 val. 37 °C temperatiiroje, esant
5 % CO.. Absorbancija buvo matuojama 450 nm bangos ilgiu naudojant mikroploksteliy
skaitytuva. Lasteliy proliferacija buvo vertinama po 24, 48 ir 72 val. Siekiant papildomai
pagristi kiekybinius duomenis, buvo fiksuojamos mikroskopinés Igsteliy nuotraukos

naudojant lgsteliy vaizdinimo sistema.

7.9. Melanomos Igsteliy reaktyviyjy deguonies formy nustatymas

Melanomos SK-MEL-28 lasteliy ROS koncentracija buvo nustatyta fluorometriniu
metodu, naudojant fluorescencinj indikatoriy DCF-DA (2°,7’-dichlorofluoresceino diacetatg).
Metodas pagristas tuo, kad j lasteles patekes nefluorescuojantis junginys oksiduojamas ROS
ir virsta fluorescuojanciu produktu - 2°,7’-dichlorofluoresceinu (DCF), kurio fluorescencijos

intensyvumas tiesiogiai proporcingas ROS kiekiui Igstelése [38].

SK-MEL-28 Igstelés buvo pasétos j 96 Sulinéliy plokstele, j kiekvieng Sulinélj jpilant po
200 pl Iasteliy suspensijos. Lastelés inkubuotos 16 val. 37 °C temperatiiroje, esant 5 % COs.
Po pirminés inkubacijos ] Sulinélius buvo jpilti tiriamieji tirpalai, o 1gstelés toliau inkubuotos
24, 48 ir 72 val. Pasibaigus inkubacijai, terpé buvo pasalinta, o Igstelés 1 val. inkubuotos su
DCF-DA indikatoriumi. Po dazymo tirpalas paSalintas, j kiekvieng Sulinélj jpilta po 100 pl
PBS. Fluorescencijos intensyvumas buvo matuojamas 495- 525 nm bangos ilgio intervale,
naudojant Tecan mikroploksteliy skaitytuva. Papildomai fluorescencinio signalo

pasiskirstymas Iastelése buvo nagrinétas ir fluorescencinémis nuotraukomis.

7.10. Melanomos lasteliy migracijos nustatymas

Lasteliy suspensija, paruosta auginimo terpéje, buvo perkelta j ploksteles ir inkubuota
37 °C temperatiiroje, esant 5 % CO: atmosferai. Melanomos Igsteliy migracija buvo stebima

naudojant inkubatoriuje integruotg ,,Curiosis Celloger” registravimo sistema, kuri nustatytais
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laiko intervalais (0, 12, 24, 36 ir 48 val.) fiksavo Igsteliy vaizdus. Vaizdy analizé atlikta
naudojant ,,Curiosis Celloger Mini Plus Analysis” programing jranga, i kurig buvo ikelti gauti
vaizdai; analizé vykdyta automatizuotai, programiskai nustatant ir apskaiciuojant
segmentuoty lasteliy uzimama plota. Lasteliy uzimamo ploto pokytis (angl. Confluence) buvo
apskaiciuotas pagal formulg (Ct— Co) / (100 — Co), kur Co Zymi pradinj Igsteliy uzimama plota
(%), o C: - lasteliy uzimama plota (%) atitinkamu laiko momentu. Fiksuoti migracijos vaizdai

buvo palyginti ir analizuoti rezultaty skyriuje.

7.11. Statistin¢ analizé
Visi eksperimentai buvo atlikti ne maZziau kaip trimis nepriklausomais pakartojimais.
Eksperimentiniy duomeny statistiné analizé¢ atlikta naudojant ,,R Commander” programing
jranga, taikant vienfaktorine¢ dispersing analize (ANOVA). Po jos buvo taikytas Dunnett post
hoc testas, siekiant jvertinti, ar eksperimentiniy tyrimy rezultatai statistiSkai reik§mingai
skiriasi nuo kontrolinés (DMEM terpés) grupés. StatistiSkai reik§mingu laikytas skirtumas,
kai p <0,05. O eksperimentiniy duomeny grafiné vizualizacija atlikta naudojant ,,Microsoft

Excel programine jrangg (versija 16.108).

7.12. Tyrimo seka

Preliminari tyrimo seka, nurodanti eksperimentinio tyrimo eiliSkuma, pavaizduota 7

paveiksle.

Literataros analizé
ir koncentracijy
parinkimas

A

Tiriamyjy
medziagy tirpaly
paruosimas

SK-MEL-28
Igsteliy linijos
kultivavimas

Lasteliy
gyvybingumo
nustatymas

A

Lasteliy
proliferacijos
nustatymas

b

ROS kiekio
nustatymas

Lasteliy
migravimo
nustatymas

Statistiné analizé

7 paveikslas. Eksperimentinio tyrimo seka. Paveikslo schema sudaryta naudojant ,, Lucidchart
programq (Lucid Software Inc., JAV).
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Lasteliy gyvybingumo pokytis

(kai DMEM kontrolé

=1}

8. REZULTATAI
8.1. Alfa lipoinés rugsties rezultatai
8.1.1. Alfa lipoinés rugsties poveikis melanomos lasteliy proliferacijai

Eksperimente buvo analizuojamas ALR poveikis SK-MEL-28 Iasteliy gyvybingumui,

kaip netiesioginiam proliferacijos rodikliui (Zr. 8 paveiksla).

1,4
1,2
1 . .
Tyrimo grupes:
0,8 m Kontroliné
(DMEM) grupé
0,6 EALR 1pM
0,4 m ALR 500 upM
0,2 EALR1mM
0

24val 48 val. 72val ——— - DMEM kontrolés lygis
Inkubacijos laikotarpis

8 paveiklas. Skirtingy ALR koncentracijy (1 uM, 500 uM ir 1 mM) poveikis SK-MFEL-28 Igsteliy
gyvybingumui po 24, 48 ir 72 val. inkubacijos. Duomeny reik§més normalizuotos kontrolinés
(DMEM) grupés atzvilgiu.

Analizavus ALR jtaka skirtingais laiko tarpais tiriamosiose grupése, né vienu
inkubaciniu metu nebuvo nustatyta statistiSkai reikSmingy skirtumy, lyginant su DMEM
kontrole. Atlikta statistiné analizé nurod¢ rezultatus: po 24 val. p=0,39, po 48 val. p=0,0632,
o po 72 val. p = 0,317, tad visais atvejais p reikSmés virSijo statistinio reikSmingumo ribg (p

> 0,05).
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DMEM 24 val  [B/eeE

ALR 1 gM
24 val

ALR 500 pM ALR 500 pM
24 val ; EPIP IO A 72 val

ALR 1 mM ALR 1 mM
24 val 72 val

9 paveikslas. Mikroskopinés nuotraukos, vaizduojancios skirtingy ALR koncentracijy (1 uM, 500 uM
ir 1 mM) poveikj SK-MEL-28 lgsteliy morfologijai po 24 ir 72 val. inkubacijos, lyginant su
kontroline DMEM grupe. Geltonomis rodyklémis pazymétos lgstelés su morfologiniais pokyciais.

Mikroskopiniai vaizdai (zr. 9 paveikslg) nurodo, kad kontrolinémis salygomis
kultivuojamos lastelés iSlaiké joms biidingg adherenting melanomos morfologija: buvo
i8siplétusios, netaisyklingos verpstés formos, prisitvirtinusios prie pavirSiaus ir sudarancios

vientisg monosluoksnj.
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Santykinis fluorescensinis intensyvumas,

lyginant su kontroline (DMEM) grupe

Buvo vizualiai pastebéta, kad po 24 val. tirtose ALR koncentracijy grupése jvyko
morfologiniai pokyciai: lastelés apvaléjo, sumazéjo jy adhezija, matoma citoplazmos
granuliacija ir 13steliniy fragmenty atsiradimo pozymiai.

Po 72 val. inkubacijos kontrolinémis (DMEM) salygomis stebétos tipiska melanomos
morfologija turincios lgstelés: jos buvo tankiai i§sidésciusios ir iSlaikiusios budingus verpstés
formos kontiirus. Tuo tarpu ALR paveiktose grupése buvo matomi nuo skirtingy
koncentracijy priklausomi Iasteliy morfologiniai pokyciai: stebétas jy apvaléjimas,
heterogeniSkesnis pasiskirstymas ir rySkus fragmenty susidarymas, ypac¢ esant didZiausiai (1

mM) ALR koncentracijai.

8.1.2. Alfa lipoinés riigsties poveikis melanomos lgsteliy ROS kiekiui

Grafike pateiktos santykinio fluorescencinio intensyvumo normalizuotos reikSmés,

pagal kurias buvo vertinamas ROS kiekis (zr. 10 paveikslg).

1,8
1,6
1,4
Tyrimo grupés:
1,2 p<0,001 yrimo grup
1 [ | Kontroliné (DMEM) terpe
n
0,8 ALR 1M
mALR 500 pM
08 mALR 1 mM
0,4
0,2 —— - DMEM kontrolés lygis
0

24 val. 48 val. 72 val.
Inkubacijos laikotarpis

10 paveikslas. Skirtingy ALR koncentracijy (1 uM, 500 uM ir 1 mM) poveikis ROS priklausomam
Sfluorescensiniam intensyvumui SK-MEL-28 Igstelése, lyginant su kontrole. Reiksmés normalizuotos
kai DMEM kontrolé = 1. Statistiskai reiksmingi skirtumai pazymeéti skliaustais, nurodant atitinkamas
p reiksmes.

Po 24 val. statistiSkai reikSmingi pokyciai tiriamosiose grupése nenustatyti (p = 0,443).
Tuo tarpu po 48 val. nustatytas statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp eksperimentiniy ir
kontrolés grupiy (p = 0,000195). Visose tirtose vaisto koncentracijy grupése, lyginant su
DMEM, santykinis fluorescencinis intensyvumas statistiS§kai patikimai sumazejo (p < 0,001).

Veikiant ALR1 pM koncentracijai ROS lygis sumazeéjo 52 %, esant ALR 500 uM - 54%, o
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ALR1 mM - 53%, lyginant su DMEM duomenimis. Po 72 val. statisti$kai patikimy skirtumy
ROS signalo intenstyvumui nebuvo nustatyta (p = 0,21).

'OMEM 24 val

11 paveikslas. Fluorescencinés mikroskopijos vaizdai, atspindintys skirtingy ALR koncentracijy (1
uM, 500 uM ir 1 mM) poveikj lgsteliy ROS kiekiui. Intensyvesni fluorescenciniai signalo taskai
lgstelése pazyméti raudonomis rodyklémis.

Analizuojant fluorescencinio mikroskopo vaizdus buvo nustatyta (zr. 11 paveiksla), kad
po 24 wval. kontrolinéje lasteliy grup¢je fluorescencinis signalas tolygus ir vidutinio
intensyvumo, atspindintis bazinj ROS lygj. Taip pat buvo pastebéta, kad skirtingos vaisto
koncentracijos nesukelé aiskiy vizualiniy ROS signalo skirtumy nuotraukose.

48 wval. nagrinétuose vaizduose buvo stebétas sumazéjes fluorescencinio signalo
intensyvumas ALR koncentracijy grupése, lyginant su DMEM grupe. ROS signalo
intensyvumas priklaus¢ nuo tiriamos medziagos koncentracijos: maziausios koncentracijos
grupéje nustatytas intensyvesnis signalas, o ALR 500 uM ir ALR 1 mM koncentracijose
stebétas silpnesnis ROS signalas.

Po 72 val. kontrolinémis sglygomis auginty lgsteliy nuotraukose pastebétas padidéjes
fluorescencinio signalo intensyvumas, palyginti su ankstesniy DMEM grupés laiko tasky
vaizdais. PrieSingai, vaisto koncentracijomis paveiktose eksperimentinése grupése
fluorescencinio signalo intensyvumas buvo mazesnis nei kontrolin€je grupéje: intensyviausi
fluorescencijos taskai buvo fiksuoti ALR 1uM grup¢je, o ALR 500 uM ir ALR 1 mM

koncentracijose stebétas silpnesnis signalas.
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Lasteliy migracijos aktyvumas (%)

lyginant su kontrole DMEM

8.1.3. Alfa lipoinés riigsties poveikis melanomos lgsteliy migracijai
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Inkubacijos laikotarpis

12 paveikslas. Lasteliy migracijos aktyvumas (%) 0-48 val. laikotarpiu, veikiant skirtingomis ALR
koncentracijomis SK-MEL-28 Igstelése. Eksperimentiniy grupiy reikSmiy statistinis reikimingumas,
lyginant su kontroline (DMEM) grupe: * p < 0,05, **p <0,01, *** p <0,001.

Nagrinéjant ALR grupiy duomenis buvo nustatyta, kad po 12 ir 24
val. laikotarpio statistiSkai patikimas ALR efektas Igsteliy migracijai nebuvo jrodytas.

Po 36 val. kontrolinéje grupéje migracija didéjo iki 67 % (zr. 12 paveiksla), o ALR
koncentracijy paveiktose grupése segmentuotas Igsteliy ploto uzsidarymas sieké 10,5 % esant
ALR 1 uM, 13,5 % - ALR 500 puM bei 25 % ALR 1 mM koncentracijomis. Palyginus su
DMEM grupés duomenimis, tai atitiko atitinkamai 84 % (p = 0,0028), 80 % (p = 0,0024) ir
63 % (p = 0,0062) mazesnj migracijos aktyvuma tarp grupiy.

Praéjus 48 val., visose tirtose ALR grupése buvo stebétas segmentuoto Iasteliy ploto
uzsidarymo did¢jimas 33-35 %, o DMEM grupé¢je verté sieke 77,3 %. Palyginus eksperimenty
duomenis su kontrole, migracijos aktyvumas ALR grupése sumazéjo 55 % esant ALR 1 uM
(p = 0,0218), 54,5 % - ALR 500 uM (p = 0,0387) ir 57 % - ALR 1 mM (p = 0,0179)

koncentracijomis.
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13 paveikslas. Melanomos SK-MEL-28 lgsteliy migracijos mikroskopiniai vaizdai (0, 24 ir 48 val.)
po skirtingy ALR koncentracijy (1 uM, 500 uM ir 1 mM) poveikio, lyginant su kontroline (DMEM)
grupe. Geltona spalva pazymétas segmentuotas lgsteliy uzZiimamas plotas.

Mikroskopijos vaizdai (zr. 13 paveikslg) rodo, kad 0 val. visose grupése lasteliy
uZimamas plotas buvo minimalus, nesiskiriantis tarp kontrolinés ir ALR grupiy.

Po 24 val. kontrolinéje (DMEM) grup¢je buvo stebétas lasteliy plitimas j laisva plota, o
geltonai pazymeéta segmentuota lasteliy zona didéjo. Tuo tarpu ALR paveiktose grupése
migracija taip pat vyko, taciau lasteliy uzimamas plotas mazéjo didéjant ALR koncentracijai:
didZiausias migracijos aktyvumas stebétas ALR 1 mM grupéje.

Po 48 val. kontrolinéje grup¢je beveik visa laisva sritis buvo uzpildyta migruojanciy
lasteliy, tuo tarpu ALR paveiktose grupése lasteliy uzimamas plotas iSliko maZesnis.
Mikroskopijos vaizduose segmentuotas lasteliy plotas tarp skirtingy ALR koncentracijy

nesiskyré.
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Lgsteliy gyvybingumo pokytis

=1)

(kai DMEM kontrolé

8.2. Vitamino B1 rezultatai

8.2.1. Vitamino B1 poveikis melanomos lasteliy proliferacijai

SK-MEL-28 Iasteliy proliferacija skirtingais laiko intervalais buvo vertinama pagal
lasteliy gyvybingumo poky¢ius (Zr. 14 paveiksla).

16 p<0,001
1,4 ’_] 'F’“’“S <0,0001
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) '|' [ \ [ ] I l grupes:
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0,4
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. Kentrgles
0 lygis
24 val. 48 val. 72 val.

Inkubacijos laikotarpis

14 paveikslas. Skirtingy vitamino Bl koncentracijy (10 uM, 500 uM ir 1 mM) poveikis SK-MEL-29
lgsteliy proliferacijai tiriamuoju laiku per 72 val., lyginant su kontroline (DMEM) grupe. Statistiskai
reiksmingi skirtumai pazyméti skliaustais, pazyméjus p reiksmes.

Pragjus 24 val., B1 grupése statistisSkai reikSmingy pokyc¢iy nenustatyta (p =0,0611). Po
48 val. eksperimentinés grupés statistiSkai reikSmingai skyrési nuo kontrolinés grupés
(p=0,000041). Lyginant su kontroline grupe, B110 uM koncentracija statistisSkai reikSmingai
skatino proliferacija 30% (p = 0,0246), o veikiant Bl 1 mM — ja slopino 53% (p = 0,0009).

Po ilgesnés inkubacijos trukmés, t. y. po 72 val., nustatyti statistiSkai reikSmingi grupiy
skirtumai (p < 0,0001). Nustatyta, jog proliferacija statistiSkai patikimai sumazéjo visose
tirtose eksperimentinése grupése: B1 10 uM sumazéjo 31,5 % (p = 0,0014), B1 500 uM - 77,5
%, o Bl 1 mM - 82,5 % (abiem atvejais p < 0,0001), lyginant su kontrolinés grupés

reikSmémis.
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15 paveikslas. Mikroskopiniai vaizdai, vaizduojantys skirtingy vitamino Bl koncentracijy (10 uM,
500 uM ir 1 mM) poveikj SK-MEL-28 lgsteliy morfologijai po 24 ir 72 val. inkubacijos. Geltonomis
rodyklémis pazymétos lgstelés su morfologiniais pokyciais.

Siekiant i§samiau jvertinti vitamino B1 poveikj, kiekybiniai proliferacijos duomenys
buvo papildyti mikroskopinémis nuotraukomis (15 pav.). Po 24 val. kontrolinéje terpéje
augusios lastelés pasizyméjo buidinga SK-MEL-28 morfologija: buvo adherentinés, verpstés

formos ir netaisyklingo kontiro, o Iastelés tolygiai pasiskirs¢iusios. B1 koncentracijy paveikty
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Santykinis fluorescensinis intensyvumas,

lyginant su kontroline (DMEM) grupe

grupiy mikroskopijos vaizduose lgstelés pasizyméjo melanomos lgsteliy morfologija, taciau
veikiant didZiausia koncentracija B1 1 mM buvo pastebétos pavienés apvaléjancios lastelés ir
smulkis besiformuojantys Iasteliniai fragmentai.

Po 72 val. DMEM grupés lastelés mikroskopiniuose vaizduose iSlaiké biidinga
morfologija. Tuo tarpu tiriamosiose grupése stebétas lgsteliy membrany apvaléjimas,
atsiskyrimas nuo pavirSiaus ir suirimas. Vizualiai jvertinus vaizdus, visose B1 grupése stebéti

panasis lgsteliy morfologiniai poky¢iai.

8.2.2. Vitamino B1 poveikis melanomos Igsteliy ROS kiekiui

Fluorescijos intensyvumas buvo naudojamas kaip netiesioginis ROS kiekio Iastelése

rodiklis, o eksperimentiniai duomenys lyginti su kontroline grupe (zr. 16 pav.).
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Inkubacijos laikotarpis

16 paveikslas. Skirtingy vitamino Bl koncentracijy (10 uM, 500 uM ir 1 mM) poveikis nuo ROS
priklausomam fluorescensiniam intensyvumui SK-MFEL-28 lgstelése, lyginant su kontroline DMEM
grupe. Statistiskai reikSmingi skirtumai paZymeéti skliaustais, nurodant p reikSme.

Analizuojant po 24 val., reikSmingy skirtumy tarp B1 ir kontrolinés grupiy nebuvo
nustatyta (p = 0,452). Praéjus 48 val. laikotarpiui nustatyti statistiSkai reikSmingi grupiy
skirtumai (p < 0,0001). Statistin¢ analiz¢ parodé, kad tirtose vitamino B1 koncentracijose
fluorescencijos intensyvumas buvo statistiskai reikSmingai sumazéjes, palyginus su DMEM
grupe (p < 0,001). ROS kiekis melanomos Igstelése sumazéjo 70 % veikiant B1 10 uM, 82,5
% - B1 500 uM ir 82 % - B1 1 mM koncentracijomis.

Pra¢jus 72 val., statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp tiriamyjy grupiy ir kontrolinés

grupés nenustatyta (p = 0,115).
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[DMEM 48 val

17 paveikslas. Fluorescencinés mikroskopijos vaizdai, atspindintys vitamino Bl poveikj lgsteliy ROS
kiekiui. Intensyvesni fluorescenciniai signalo taskai lgstelése pazyméti raudonomis rodyklémis.

Mikroskopijos vaizduose nagrinéta ROS fluorescencinio signalo pokyc¢iai skirtingose
tyrimy grupése (Zr. 17 pav.). Po 24 val. DMEM grupés nuotraukoje buvo vertintas tolygaus
ir silono intensyvumo fluorescencinis signalas. Tuo tarpu Bl grupése stebétas tolygiai
pasiskirstes, intensyvesnis fluorescencinis signalas nei kontrolingje grupéje.

Po 48 val. tiriamosiose grupése fluorescencijos intensyvumas buvo mazesnis nei
DMEM grupgje, ypac¢ veikiant didesnéms vitamino Bl koncentracijoms. Tai atitinka
kiekybiniuose ROS tyrimuose nustatytg statistiSkai reikSminga pokytj (zr. 16 paveikslg).

Po 72 val. DMEM grupéje stebéta padidé€jusi, taciau netolygiai pasiskirsciusi

fluorescencija, o eksperimentinése grupése jos intensyvumas isliko mazesnis.
8.2.3. Vitamino B1 poveikis melanomos Igsteliy migracijai

18 paveiksle pateikti lasteliy migracijos aktyvumo (%) pokyciai, veikiant skirtingoms

vitamino B1 koncentracijoms, lyginant su kontroline grupe.
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Lasteliy migracijos aktyvumas (%)

lyginant su kontrole DMEM
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Inkubacijos laikotarpis

18 paveikslas. Lgsteliy migracijos aktyvumas (%) nuo 0- 48 val., veikiant skirtingomis vitamino Bl
koncentracijomis. Lyginant su DMEM: * p <0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

Po 12-24 val. statistiskai reikSmingy poky¢iy nenustatyta (p = 0,283 ir p = 0,247). Po
6 val. DMEM grupéje buvo pastebétas migracijos padidéjimas iki 67 %, o vitamino Bl
aveiktose grupése migracijos aktyvumas sieké 20 % veikiant B1 10 uM, 4 % - B1 500 uM
ei 25 % - B1 1 mM koncentracijomis. Bl grupése migracijos aktyvumas, palyginti su

ontrole, sumazgjo atitinkamai 70 %, 94 %, ir 63 %.

Praéjus 48 val., kontrolinémis saglygomis migracija pasieke didziausig reikSme - 77 %.
Tuo tarpu vitamino Bl paveiktose grupése migracijos aktyvumas sieké 28 % tiriant su 10
uM, 11 % - 500 uM bei 6 % - 1 mM koncentracijomis. Palyginti su DMEM grupe, Bl
paveiktose grupése nustatytas atitinkamai 63,5 %, 85 % ir 92 % maZesnis migracijos
aktyvumas. Visose Bl grupése nustatyti statistiSkai reikSmingi skirtumai, palyginti su

kontroline grupe (p < 0,001).
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19 paveikslas. Lagsteliy migracijos vaizdai (0, 24 ir 48 val.) veikiant skirtingomis vitamino Bl
koncentracijomis ir kontroléje (DMEM) grupéje. Geltona spalva pazyméta segmentuota lgsteliy

uzZimama sritis.

19 paveiksle pateikti melanomos Iasteliy migracijos vaizdai skirtingose
eksperimentinése grupése. 0 val. nuotraukose segmentuoty Iasteliy uzimamo ploto uzimimas
buvo panasus DMEM ir tiriamosiose grupése, o po 24 val. visose grupése stebétas Sio ploto
padidéjimas. Vis délto Siame laiko taSke kontrolingje grupéje lasteliy uzimamas plotas liko
didesnis.

Vizualiai buvo pastebéta, kad DMEM grupéje lastelés sparciausiai plito i laisva sritj, o
po 48 val. uzémé didziausig plotg. Vitamino B1 paveiktose grupése fiksuotas mazesnis
lasteliy ploto didéjimas, t. y. mazesnis lasteliy iSplitimas veikiant skirtingomis

koncentracijomis, lyginant su kontrole.
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Lasteliy gyvybingumas, lyginant su kontroline (DMEM) grupe
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8.3. Alfa lipoinés riigsties ir vitamino B1 poveikio palyginimo rezultatai

8.3.1. Skirtingy medziagy poveikio palyginimas melanomos lgsteliy proliferacijai

*
[ I Tyrimo grupés:
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24 val. 48 val. 72 val. mB11mM

Inkubacijos laikotarpis —— - DMEM kontrolés lygis

20 paveikslas. ALR ir vitamino B1 koncentracijy poveikis SK-MEL-28 Igsteliy proliferacijai per 72
val. laiko tarpq, Statistinis reikSmingumas, lyginant su DMEM: * p <0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001, **** p <0,0001.

Medziagy poveikis melanomos Igsteliy proliferacijai buvo nagrinétas 20 paveiksle.
ALR poveikis SK-MEL-28 lasteliy lasteliy gyvybingumui visais tirtais laiko intervalais
buvo statistiSkai nereikSmingas. 24 val. statistiSkai reikSmingy proliferacijos pokyciy
nenustatyta ir B1 tirtose grupése, taciau po 48 val. B1 grupés reikSmingai skyrési nuo
kontrolés. 48 val. Bl 10 uM koncentracija proliferacijg skatino 30 % (p = 0,0246), o
didziausia tirta B1 1 mM koncentracija ja slopino 53 % (p = 0,0009).

Po 72 val. visose vitamino B1 grupése nustatytas statistiSkai patikimas proliferacijos
slopinimas. RyS$kiausias proliferacijos sumazéjimas stebétas veikiant B1 500 pM ir B1 1

mM koncentracijomis, kai proliferacija sumaZz¢jo atitinkamai 77,5 % ir 82,5 % (p < 0,0001)
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21 paveikslas. Mikroskopiniai vaizdai, vaizduojantys skirtingy ALR ir Bl koncentracijy (10 uM, 500
uM ir I mM) poveikj SK-MEL-28 lgsteliy morfologijai po 24 ir 72 val. inkubacijos.

Geltonomis rodyklémis pazymétos lgstelés su morfologiniais pokyciais.

A - ALR poveikis ROS fluorescencijai; B - vitamino BI poveikis ROS fluorescijai.

Palyginus ALR ir vitamino B1 paveikty grupiy mikroskopinius vaizdus (zr. 21
paveiksla), po 72 val. abiejose grupése stebéti lasteliy morfologiniai pokyc¢iai, palyginti su
DMEM grupémis. ALR paveiktose grupése nustatytas lasteliy apvaléjimas,
heterogenisSkesnis pasiskirstymas ir fragmenty susidarymas, ypac¢ veikiant ALR 1 mM
koncentracijai.

B1 1 mM grupéje po 24 val. stebétos pavienés apvaléjancios lastelés ir smulkls
lasteliniai fragmentai, o po 72 val. - Iasteliy membrany apvaléjimas. Tuo tarpu kontrolinése
DMEM grupése lastelés viso eksperimento metu iSlaiké biidingg adherenting melanomos

morfologija.
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Santyklinis fluorescensinis intensyvumas, lyginant su

8.3.2. Skirtingy medziagy poveikio palyginimas melanomos Iasteliy ROS kiekiui
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22 paveikslas. Skirtingy ALR ir vitamino B1 koncentracijy poveikis ROS priklausomam
fluorescensiniam intensyvumui SK-MFEL-28 lgstelése, lyginant su kontroline DMEM grupe.
Statistiskai reik§mingi pokyciai tarp grupiy pazyméti skliaustu, nurodant p verte.

24 val. nei ALR, nei vitamino Bl paveiktose grupése statistiSkai reikSmingy ROS
fluorescencijos intensyvumo skirtumy, palyginti su kontroline DMEM grupe, neturéjo (zr.
22 paveiksla).

Po 48 val. abiejy medziagy grupése nustatyti statistiSkai reikSmingi skirtumai (ALR p =
0,000195; B1 p < 0,0001). ALR paveiktose grupése ROS signalo intensyvumas sumazejo
52 % veikiant ALR 1 uM, 54 % - ALR 500 uM ir 53% - ALR 1 mM koncentracijomis, o
vitamino B1 grupése ROS signalas sumazéjo 70 % tiriant su B1 10 pM, 82,5 % - B1 500
uM ir 82 % - B1 1 mM koncentracijomis.

Pragjus 72 val., statistiSkai reikSmingy skirtumy nei ALR, nei vitamino B1 paveiktose

grupése nenustatyta.
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23 paveikslas. Fluorescencinés mikroskopijos vaizdai, atspindintys ALR ir Bl poveikj lgsteliy ROS
kiekiui. Intensyvesni fluorescenciniai signalo taskai lgstelése pazyméti raudonomis rodyklémis. A - ALR
poveikis ROS fluorescencijai; B - vitamino Bl poveikis ROS fluorescijai.

Palyginus ALR ir vitamino B1 paveikty grupiy fluorescencinés mikroskopijos vaizdus
(zr. 23 paveikslg), po 24 val. abiejy eksperimenty DMEM grupése buvo aptiktas silpno
intensyvumo fluorescencinis signalas. ALR grupése aiskiy vizualiy ROS signalo skirtumy
tarp koncentracijy nenustatyta, tuo tarpu B1 grupése stebétas intensyvesnis fluorescencinis
signalas nei kontrolin¢je grupéje.

Po 48 val. tieck ALR, tiek B1 paveiktose grupése fluorescencijos intensyvumas buvo

mazesnis nei DMEM grupése. ALR grupése intensyvesnis signalas stebétas esant maziausiai
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koncentracijai, o ALR 500 uM ir ALR1 mM koncentracijose nustatytas silpnesnis signalas.
B1 grupése mazesnis intensyvumas taip pat buvo buvo stebétas didéjant koncentracijai.

Po 72 val. abiejy eksperimenty DMEM grupése stebétas padidéjes fluorescencijos
intensyvumas. Tuo tarpu ALR ir B1 paveiktose grupése fluorescencijos intensyvumas isliko

mazesnis nei kontrolinése grupése.

8.3.3. Skirtingy medziagy poveikio palyginimas melanomos lasteliy migracijai
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Inkubacijos laikotarpis

24 paveikslas. Lgsteliy migracijos aktyvumas (%) nuo 0- 48 val., veikiant skirtingomis ALR ir
vitamino Bl koncentracijomis. Statistinj reiksmingumgq lyginant su DMEM: * p < 0,05, ** p < 0,01,
**%p <0,001.

Palyginus abiejy medziagy poveiki SK-MEL-28 lasteliy migracijai buvo nustatyta (zr.
24 paveikslas), kad po 12-24 val. statistiSkai reikSmingy pokyc¢iy nei ALR, nei Bl

paveiktose grupése nebuvo.

Po 36 val., palyginus su DMEM grupe, migracijos aktyvumas ALR grupése buvo
mazesnis 84 % esant ALR 1 pM, 80 % - ALR 500 pM ir 63 % - ALR 1 mM
koncentracijomis. B1 paveiktose grupése migracijos aktyvumas, lyginant su kontroline
grupe, buvo mazesnis atitinkamai 70 % veikiant B1 10 uM, 94 % - B1 500 uM ir 63 % - B1

1 mM koncentracijomis.
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48 val., migracijos aktyvumas ALR grupése buvo mazesnis 55 % esant ALR 1 uM, 54,5
% - ALR 500 uM ir 57 % - ALR 1 mM koncentracijomis. B1 koncentracijy paveiktose
grupése migracijos aktyvumas buvo mazesnis 63,5 % tiriant su B1 10 uM, 85,5 % - B1 500
uM ir 92 % B1 1 mM koncentracijomis (p < 0,001).

9. DISKUSIJA

Atliktas tyrimas yra vienas pirmyjy Lietuvoje, kuriame buvo nuosekliai vertintas ir
tarpusavyje lygintas alfa lipoinés riigSties bei vitamino B1 poveikis oksidaciniam stresui SK-
MEL-28 melanomos lasteliy modelyje. Gauti rezultatai papildo onkologiniy tyrimy
duomenis, kadangi Siy medziagy poveikis anksciau buvo tirtas tik kituose navikiniy lgsteliy
modeliuose. Tyrimo duomenys taip pat prisideda prie vitamino Bl poveikio vertinimo
onkologiniy ligy kontekste, nes literatiiroje pateikiami priesStaringi duomenys apie galima
vitamino B1 sgsajq su odos vézio rizika [29].

Siame eksperimente buvo nustatytas dvejopas BI proliferacijos atsakas: B1 10 pM
koncentracija proliferacija padidino 30 %, o didesné¢ B1 1 mM - sumazino 53 %, palyginti
su kontroline grupe. 72 val., visose vitamino Bl grupése stebétas rySkus proliferacijos
slopinimas, stipréjantis didéjant koncentracijai. Panasiis rezultatai aprasyti Hanberry BS ir
kt. tyrime, kuriame naudojant neuroblastomos ir kasos vézio lasteliy linijas, jrodyta, kad
didesnés vitamino B1 koncentracijos pasizyméjo antiproliferaciniu poveikiu [47]. Taciau
mikroskopijos vaizduose taip pat buvo pastebéti Igsteliy morfologiniai poky¢iai, galintys
rodyti citotoksinj ar apoptotinj poveikj. Vis délto Sis efektas nepatvirtintas, nes nebuvo
atliktas kaspaziy aktyvumo testas. Rezultatai leidzia manyti, kad vitamino B1 poveikis
proliferacijai priklausé nuo koncentracijos ir inkubacijos trukmés.

Bossio ir kt. autoriy atliktame prostatos vézio in vitro tyrime buvo jrodyta, kad ALR
statistiSkai reikSmingai slopino navikiniy lasteliy proliferacija didesnéms koncentracijoms
[43]. Taciau Siame tyrime, naudojant SK-MEL-28 melanomos lgsteliy modelj, analogiskas
antiproliferacinis poveikis nebuvo patvirtintas. Tikétina, kad eksperimento metu pasirinktos
neoptimalios ALR koncentracijos: didesnés dozés galé¢jo lemti mikroskopijos vaizduose
stebétus citotoksiSkumui budingus morfologinius pozymius. Kadangi tyrimo metu
specifiniai apoptozes Zymenys nebuvo vertinti, Sios prielaidos patvirtinti nebuvo galima.

Analizuojant ALR ir vitamino B1 poveikj oksidaciniam stresui SK-MEL-28 Iastelése
nustatyta, kad abi medziagos pasizyméjo antioksidacinémis savybémis. 48 val. nustatytas
statistiSkai reikSmingas ROS kiekio sumaz¢jimas: ALR paveiktose grupése jis sumazgjo apie
50 %, o vitamino B1 grupése - iki 82,5 %, lyginant su DMEM grupe. Sie rezultatai rodo,

kad vitaminas B1 oksidacinj stresag melanomos lastelése slopino efektyviau nei ALR.
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L.

Buvo jrodyta, kad abi medZziagos slopino migracijos aktyvuma. Po 36 val. rySkiausias
ALR antimigracinis poveikis stebétas esant maziausiai koncentracijai (ALR 1 uM), kai
migracijos aktyvumas sumazg¢jo iki 84 % kontrolés atzvilgiu. Tuo tarpu stipriausias vitamino
B1 poveikis stebétas B1 500 uM grupéje, kur migracijos aktyvumas sumazéjo 94 %. Gauti
duomenys leidzia teigti, kad vitaminas B1 pasiZyméjo stipresniu antimigraciniu efektu SK-
MEL-28 melanomos lastelése nei ALR. Sis poveikis galéjo biti susijes su ry$kesniu ROS
kiekio sumaz¢jimu vitamino B1 paveiktose grupése.

Tyrimui biidingi ir tam tikri ribotumai. PavyzdZiui, buvo naudojamos tik trys skirtingos
ALR ir vitamino Bl koncentracijos, todél siauras koncentracijy intervalas galéjo riboti
biologinio poveikio jvertinimo tikslumg. Be to, nebuvo nustatyta minimali tiriamyjy
medziagy koncentracija, sukelianti biologinj poveiki SK-MEL-28 Iasteléms. Oksidacinio
streso vertinimas buvo atlickamas kas 24 val. per 72 val. laikotarpj, todél galéjo biti
nepastebéti ankstyvieji ar trumpalaikiai ROS koncentracijy poky¢iai. Taip pat eksperimento
metu nebuvo atlikti apoptozés zymeny testai, todél lgsteliy citotoksiSkumo lygis liko
nejvertintas. Rezultaty variacijai jtakos galéjo turéti ir tai, kad eksperimentai buvo atlikti
trimis nepriklausomais pakartojimais, o tai gal€¢jo sumazinti statistinj rezultaty patikimuma.

Nepaisant paminety ribotumy, tyrimas leido jvertinti alfa lipoinés riigsties ir vitamino
B1 poveik] SK-MEL-28 lasteliy proliferacijai, oksidaciniam stresui ir migracijai bei suteike
reik§mingy duomeny apie skirtingy Siy medziagy koncentracijy biologini poveikj Siai
melanomos Igsteliy linijai. Gauti duomenys gali buti aktualiis tolesniems melanomos

biologiniy procesy tyrimams.

10. ISVADOS

Alfa lipoiné riigstis per pus¢ sumazino oksidacinj stresa, lyginant su kontroline grupe, ir iki

84 % slopino lgsteliy migracijg in vitro.

. Vitaminas B1 mazesnémis koncentracijomis proliferacija didino beveik tre¢daliu, o

didesnémis - slopino iki 53 %. Ilgé¢jant inkubacijos trukmei, proliferacija buvo slopinta iki
82,5 %. Be to, vitaminas B1 mazino oksidacinj stresg iki 82,5 % bei didesnémis

koncentracijomis slopino migracijg iki 94 % in vitro.

. Palyginus tiriamyjy medziagy poveiki oksidacinio streso paveiktoms melanomos lasteléms

nustatyta, kad alfa lipoiné rugstis ir vitaminas B1 skirtingai veiké Igsteliy proliferacija, ROS

kiekj ir migracijg in vitro.
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10.

11. REKOMENDACIJOS

Rekomenduojama tirti abiejy medziagy poveikj skirtingais inkubacijos laikotarpiais:

jtraukiant papildomus tarpinius laiko taskus (pvz., kas 6 val.) bei ilgesn¢ stebéjimo trukme iki

96 valandy, kad biity galima tiksliau jvertinti jy biologinj poveik].
Rekomenduojama nustatyti, ar tiriamyjy medziagy poveikyje lastelése vyko citotoksiniai

apoptotiniai procesai, taikant specifinius metodus, pavyzdziui, kaspaziy aktyvumo testa.

ar

Rekomenduojama vertinti iy medziagy efekta skirtingoms melanomos ir kity naviky lasteliy

linjjoms, siekiant jvertinti gauty rezultaty pritaikomumg platesniame prieSnavikiniame

kontekste.
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