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[VADAS

Kombinuotos terapijos taikymas onkologiniy ligy gydyme yra placiai
pripazintas ir vienas labiausiai vertinamy metody (1). Sio gydymo déka,
pagerinamas vaisty efektyvumas, taip pat dél mazesnés vartojamos dozés,
pacientai patiria silpnesnius Salutinius reiSkinius, be to IéCiau iSsivysto
atsparumas chemoterapijai.

Salinomicinas (SAL) yra monokarboksilinis polieteris jonoforas, daugybg
mety naudotas pauksciy kokcidiozei gydyti (2). Pirma karta SAL kaip
potencialus prieSvézinis vaistas buvo paminétas beveik pries deSimtmeti,
kuomet amerikie¢iy mokslininkai pastebéjo, kad jis Simta karty stipriau
veikia vézio kamienines lasteles (CSC, angl. cancer stem cells), lyginant su
paklitakseliu — gerai Zinomu prieSvéziniu vaistu, placiai naudojamu krities,
plauéiy, kasos ir kitoms onkologinéms ligomis gydyti (3). Nuo 2009 mety
pasirodé daugybé straipsniy, aiskinan¢iy SAL veikimo mechanizma. Vienos
mokslininky grupés teigia, kad SAL yra ABC transporteriy slopiklis (4, 5),
kitos — kad tai WNT signaly keliy perdavimo slopiklis (6), treCios pateikia
irodymu, kad citotoksinis SAL poveikis pasireiskia dél jo inicijuojamy
autofagijos procesy lastelése (7-10). Nors kol kas néra vieningos nuomonés
apie Sio vaisto veikimo mechanizma, taciau jis yra pripazintas kaip veiksmingas
CSC slopiklis (11, 12). Vartojamas nedidelémis dozémis, SAL turi vos keleta
Salutiniy poveikiy, kuriy pagrindiniai yra tachikardija bei tremoras, taciau
SAL néra budingi tradicinés chemoterapijos metu pasireiskiantys Salutiniai
reiskiniai, tokie kaip pykinimas, alopecija, virskinimo sistemos sutrikimai ar
kraujo kiineliy skai¢iaus sumaz¢jimas (13).

Dichloroacetatas (DCA) yra maza sintetiné molekulé, zinoma kaip piruvato
dehidrogenazés kinazés (PDK) slopiklis (14). DCA priesvézinés savybés
yra siejamos su jo gebéjimu slopinti Varburgo (Warburg) efekta (15). Sio
proceso metu DCA déka vézines lasteles, intensyviai atliekancios glikolizés
procesus, grizta prie sveikoms lasteléms biidingo oksidacinio fosforilinimo ir
tuo paciu — prie iprastu apoptozés procesu. Dél keleto savo savybiy DCA yra
laikomas patraukliu kandidatu chemoterapiniam vézio gydymui. Visy pirma,
DCA minimaliai veikia sveikas lasteles, kadangi jo taikinys yra lastelés su
pakitusia mitochondrijy veikla, biidinga vézinéms lasteléms (16). Antra, jis
pasizymi geru bioprieinamumu kas uztikrina efektyvy vaisto pasisavinima
(15). Taip pat, DCA yra nebrangus vaistas, kadangi nebegalioja jo patentas.
Galiausiai, viena i§ svarbiausiy jo savybiy yra saugumas — DCA jau daugiau
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negu keturiasdeSimt mety yra naudojamas tiek vaiky, tiek suaugusiyjy igimtai
laktinei acidozei gydyti, tad §io vaisto poveikis ir Salutiniai reiSkiniai yra gerai
zinomi (17). Paskutini deSimtmeti daugybé mokslininky grupiu tyringjo ir
aprasé DCA priesvézini poveiki. DCA citotoksinis poveikis yra irodytas kriities
(18), neuroblastomos (19), plauciy (20), prostatos (21) ir kituose navikuose
tiek in vitro tiek in vivo tyrimuose. Taip pat yra atlikta ir keletas klinikiniy
tyrimy. Pavyzdziui, 2014 metais grupé amerikie¢iy mokslininky ir mediky
atliko pirmos fazés klinikini tyrima su pacientais serganciais piktybiniais
smegeny navikais ir padaré iSvada, kad DCA yra saugus, gerai toleruojamas ir
tinkamas pastoviam vartojimui (22). Salutiniai DCA sukeliami poveikiai gali
bati suskirstyti i dvi grupes: 1) neurologiniai poveikiai, tokie kaip periferiné
neuropatija, sedacija, nuotaiky kaita, disorientacija; 2) virsSkinimo sistemos
poveikiai, tokie kaip pykinimas, virskinimo sutrikimai ir vémimas (23).

Yra daugybé priezasCiy, dél kuriy chemoterapinis gydymas gali
bliti nesékmingas. Viena i§ svarbiausiy — navikinio audinio lasteliy
heterogeniskumas. Yra manoma, kad nedidelé¢ Iasteliu subpopuliacija,
vadinama vézio kamieninémis lastelémis, yra atsakinga uz naviky
metastazavima, atsparuma gydymui bei ligos atsinaujinima po gydymo (24,
25). Siandien yra zinoma daugiau negu 40 véZio kamieniniy lasteliy Zymenu,
kuriy padidéjusi raiska yra nustatyta daugelyje naviky tipu (26).

Vézio kamienines Iastelés yra ramybés fazéje (GO lastelés ciklo faze),
todél tradiciniai chemoterapiniai vaistai, kuriy veikimo mechanizmas
paremtas lastelés ciklo slopinimu, juy neveikia. Pastaraisiais metais skiriama
daug démesio vaisty, besitaikanéiy | vézio kamienines lasteles, paieSkoms. Tai
junginiai, veikiantys signaly perdavimo kelius, geny raiska, imuning sistema,
ir kito pobtidzio preparatai (27-35).

Daugelyje moksliniy publikacijy daugiavais¢io atsparumo atsiradimas
sicjamas su padidéjusia daugiavais¢io atsparumo baltymy (MRP, angl.
multidrug resistance protein) ABC Seimos transporteriy raiSka (36-39).
Glikoproteinas P (GPP) buvo pirmasis apraSytas ABC Seimos transporteris,
kurio padidéjusi raiska yra matoma daugelyje véziy tipu (40). Kai kurie
mokslininkai teigia, kad SAL yra GPP slopiklis (41), tuo tarpu, iki miisy
publikacijos (42) literatiiroje nebuvo duomenu, kad DCA galéty turéti toki
poveiki.

Jau daugybe mety yra zinoma, kad dél suaktyvéjusios glikolizés bei
nepakankamo deguonies tiekimo, piktybiniy lasteliy vidulastelinis pH (pH,)
yrariigstinis (43). Taip pat yra nustatyta, kad modifikuojant pH. galima sukelti
lasteliy pazaidas ir jjautrinti jas chemoterapijai, radioterapijai bei aukstai
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temperatirai (44, 45). TeoriSkai, DCA gali turéti dvejopa poveiki pH, — i8
vienos pusés — DCA aktyvuodamas piruvato dehidrogenazés kinazg (PDK) ir
sugrazindamas piruvata | mitochondrijas, galety padidinti pH; dél sumaZzéjusios
laktato gamybos, taciau kita vertus DCA sumazinty V-ATPaziy — vieny i§
svarbiausiy pH. reguliatoriy — raiSka, del ko pH. turéty sumazéti (46). Kol kas
yra atliktas tik vienas eksperimentas Siai hipotezei patvirtinti: 2017 metais
tiriant glioblastoma sergancias peles, buvo nustatyta, kad net ir vienetiné DCA
injekcija turi gebéjima mazinti pH. (47).

bloga ligos prognozg, gydymas. Literatiros duomenys rodo, kad DCA gali
turéti zenkliai didesni poveiki metastazavusiy naviky gydymui, kuomet yra
kombinuojamas su kitu preparatu, pavyzdziui su metforminu arba bikarbonatu
(48, 49). Tuo tarpu, SAL antimetastazini poveiki tur¢jo tik eksperimentuose,
kuomet buvo naudojamos didelés jo dozés (pvz. 8 mg/kg) (50).

Epiteliné—mezenchiminé tranzicija (EMT) yra procesas, kurio metu statinés
epitelio lastelés dél jvairiy biocheminiy virsmy transformuojasi { mobilias ir
invazyvias mezenchimines lasteles (51). Si patologija yra laikoma kertine
metastaziy atsiradimo bei ligos progresijos priezastimi. Keletas veiksniy
nulemia EMT iniciacijg ir progresija. Bene svarbiausias veiksnys yra pakitusi
epitelinio kadherino (e-kadherino) bei vimentino raiska (52). E-kadherinas yra
pagrindiné lasteliy adhezijos molekulé —tai tarsi klijai, laikantys lasteles kartu.
Sumazéjusi Sio Zymens raiSka yra siejama su navikiniy lgsteliy invazyvumu
(53). Vimentinas yra vienas placiausiai aprasyty EMT Zymenu (54). Padidéjusi
jo raiska yra nustatyta daugybéje metastazavusiu véziy tipy. EMT fenomenas
yra puikus taikinys, tyrin€¢jant metastaziy atsiradima ir progresija. Literattiroje
aprasyta, kad SAL turi gebéjima slopinti EMT procesus (55), taciau iki Siol
nebuvo dokumentuota tokia DCA savybé.

Per paskutinius kelis deSimtmecius buvo sukauptas didelis arsenalas
ziniy apie vézio atsiradima, jo vystymasi ir gydyma. Taip pat daug efektyviy
terapijos metody buvo atrasta ir sékmingai pritaikyta praktikoje, taciau kai
kurie onkologiniai reiskiniai, tokie kaip vézio kamieninés lastelés, EMT,
daugiavaistis atsparumas, metastazavimas, vézio atsinaujinimas ir kt. vis dar
reikalauja tolimesniy tyrimy ir veiksmingy prieSvéziniy vaisty kiirimo. Viena
i$ tokiy vaisty kiirimo strategijy galéty biiti tokiy vaisty sinergistinio veikimo
paieska ir panaudojimas, pasiekiant maksimaly poveiki minimaliomis vaisty
dozémis bei mazinant ju Salutinius poveikius. SAL ir DCA yra du skirtingus,
auksciau apibiidintus, priesvézinius veikimo mechanizmus turintys vaistai,
kurie, veikdami kartu, galéty turéti didesni ar net sinergistini terapini poveiki.
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Taciau $iy vaisty kombinacijos poveikis vézinéms lasteléms iki Siol néra tirtas
nei in vitro, nei in vivo.

Darbo tikslas

Istirti SAL, DCA ir ju kombinacijos poveiki Zmogaus storosios zarnos vézio
DLD-1 ir HCT116 lasteléms in vitro bei peliy plauciy vézio LLC1 lasteléms
in vitro ir in vivo bei jvertinti $iy vaisty saveikos pobiudi ir mechanizma.

Uzdaviniai

1. Istirti SAL, DCA ir ju kombinacijos poveiki Zmogaus storosios zarnos
vézio lasteliy linijy HCT116, DLD-1 ir plauc¢iy vézio lasteliy linijy LLC1
gyvybingumui 2D ir 3D kultiirose.

2. Istirti SAL ir DCA kombinacijos veikimo pobiidi ir galima mechanizma.

3. Istirti SAL, DCA ir ju kombinacijos terapini poveiki gydant C57BL/6
peles, sergancias metastazavusiu plauciy véziu, su LLCI Iasteliy linija
indukuotais navikais.

4. Nustatyti SAL ir DCA terapijos potenciala slopinti metastaziy formavimasi
C57BL/6 pelése su LLC1 lasteliy linija indukuotais navikais.

5. Istirti SAL, DCA ir ju kombinacijos poveiki epitelinés-mezenchiminés
tranzicijos, vézio kamieniniy lasteliy ir proliferacijos zymenu raiskai
C57BL/6 pelése, su LLCI1 lasteliy linija indukuotais navikais.

Darbo mokslinis aktualumas ir naujumas

Siame darbe dvieju vaisty — SAL ir DCA — poveikis vézinéms lasteléms
buvo tirtas keliais aspektais. Visu pirma, in vitro atlikty eksperimentu metu
buvo tiriamas DCA ir SAL poveikis storosios zarnos ir plauciy vézio lasteléms.
Pagrindinis principas, kuriuo buvo remiamasi inovatyvios terapijos paieskose,
yra siekis taikytis i skirtingas vézio ir jo aplinkos lasteliy populiacijas.
Ypatingai svarbia reikSme prieSvéziniuose tyrimuose Siandien uzima vézio
kamieniniy lasteliy savoka. Nors kasmet yra publikuojama daugybé straipsniy,
atskleidzianc¢iy naujos informacijos Sia tema, taciau gana retai atliekama vézio
kamieniniy lasteliy slopikliy poveikio kartu su kitais junginiais tyrimy. Dél
Siy priezas¢iy pirmiausia SAL buvo pasirinktas kaip vézio kamieniniy lasteliy
slopiklis. Antrasis kombinacijos komponentas, DCA, yra placiai iStyrinétas
ir daugeli mety klinikoje naudojamas vaistas laktinei acidozei gydyti. Sio
vaisto unikalumas yra jo selektyvus toksinis poveikis lasteléms su pakitusia
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mitochondrijy veikla, bidinga véZzinéms lasteléms. Siame darbe pirma karta
panaudojome SAL ir DCA kombinacija ir atskleidéme sinergistinj citotoksini
ju poveiki vézinéms lasteléms.

In vitro eksperimenty metu mes taip pat tyréme kombinuotos terapijos
veikimo mechanizma. Nustatéme iki Siol nepublikuota DCA veikimo
mechanizmg — parodéme, kad DCA yra MRP slopiklis, dé¢l ko lastelés yra
ilgiau ir stipriau veikiamos SAL. Taip pat nustatéme, kad DCA geba sumazinti
pH,, del ko lastelés gali tapti jautresnes chemoterapijai bei lengviau inicijuoti
apoptozés procesus.

Masy tyrimy rezultatai leidzia manyti, kad SAL yra galimai tik vienas i§
daugelio vaisty, kuriy poveikis Zenkliai sustipréja saveikoje su DCA, ir kad
kiti panaSios struktros junginiai galéty buti sékmingai derinami su DCA
gydant vézi.

llgameciy tyrin¢jimy déka zinome, kad tik nedaugelis chemoterapiniy
vaisty, davusiy daug zadanciy rezultaty eksperimentuose in vitro, pasiteisina
perkélus eksperimentus i in vivo platforma. Bandymais su pelémis nustatéme,
kad kombinuota terapija iSlaiko sinergistini citotoksini poveiki ir in vivo
eksperimentuose bei geba zenkliai sulétinti naviko augima, lyginant su
kontrole ir monoterapijomis. Taip pat reikSminga poveiki kombinuota terapija
turéjo metastaziy formavimuisi. Metastaziy gydymas yra vienas didziausiy
besidalijanciy lasteliy populiacijas, neturédami poveikio lasteliy judrumui ir
invazyvumui. Sio darbo metu nustatéme, kad kombinuotos terapijos grupés
peliy organuose nebuvo aptikta metastaziy, kai tuo tarpu kontroléje ir abiejy
monoterapijy grupése jau buvo matomi metastaziniai zidiniai. Nors iki Siol
atlikta nemazai in vivo eksperimenty tiek su SAL, tiek su DCA, taCiau nei
vienas tyrimas neparod¢ gero terapinio poveikio metastaziy formavimuisi.
Masy atrasta fenomena siejame su kombinuotos terapijos gebéjimu slopinti
EMT procesus bei taikymasi i vézio kamienines lasteles. EMT yra pripazinta
kaip vienas svarbiausiy veiksniy metastastaziy formavimosi procese. Miisu
rezultatai parodé, kad $io proceso zymeny — vimentino ir e-kadherino — raiska
zenkliai skyrési tarp kombinuotos terapijos, SAL ir kontrolinés terapijos
grupiy, o DCA grupés rezultatai parodé, kad Sis junginys taip pat zenkliai
gebéjo slopinti metastaziy formavimasi. Miisy ziniomis iki §iol néra publikuoty
duomeny apie DCA poveiki metastaziy atsiradimui.

Taip pat, Siame darbe apraséme ir keleta nepasiteisinusiy eksperimentuy,
kurie galéty buti aktualtis SAL ir DCA tyrimuose ateityje.
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Ginamieji teiginiai

. SAL ir DCA kombinacija sukelia sinergistinj citotoksinj poveiki zmogaus
storosios zarnos vézio lasteliy linijoms HCT116, DLD-1 ir plauciy vézio
lasteliy linijai LLC1 2D ir 3D kulturose;

. SAL ir DCA sinergistinis poveikis pasireiskia dél DCA poveikio MDR
baltymams bei gebejimo sumazinti pH;;

. SAL ir DCA kombinacija turi priesvézini poveiki gydant navikus,
indukuotus LLC1 lasteliy linija, C57BL/6 pelése.

. SAL ir DCA turi antimetastazinj poveiki gydant navikus, indukuotus LLC1
lasteliy linija, C57BL/6 pelése.

. SAL ir DCA terapija turi gebéjima mazinti naviko agresyvumo Zymeny
raiSka C57BL/6 pelése su LLC1 lasteliy linija indukuotais navikais.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Storosios zarnos vézio epidemiologija ir gydymas

2018 mety statistika rodo, kad storosios Zarnos vézys yra trecioje vietoje
pagal susirgimy daznuma tarp vyry ir motery (https:/www.cancer.org/

duomenys). 2018 metais buvo uzregistruota vir§ 1,8 milijono nauju atveju.
Apie 75-90 proc. ligoniy neturi genetinio polinkio i §ig liga. Pagrindiniai ligos
rizikos veiksniai yra amzius, lytis (vyrai serga dazniau), nesaikingas cukraus,
alkoholio ir raudonosios mésos vartojimas, nutukimas, rikymas bei mazas
fizinis aktyvumas (https://www.cancer.org/ duomenys)

Storosios zarnos vézio gydymas priklauso nuo ligos stadijos. Aptikus
navika ankstyvoje stadijoje, dazniausiai yra atlickama operacija laparotomijos,
laparoskopijos arba kolostomijos biidu, ir pacientas gali pilnai pasveikti.
Diagnozavus metastazavusi vézi, gydymas yra daug sudétingesnis, dazniausiai
pritaikoma radioterapija arba chemoterapija, o ypa¢ pazengusios ligos
atveju skiriamas paliatyvusis gydymas, slopinantis ligos simptomus (https://
www.cancer.org/ duomenys). Chemoterapija yra placiai taikoma storosios
zarnos véziui gydyti, taciau Sis gydymo btidas dazniausiai yra skiriamas tik
sergant III ar IV stadijos véziu. Tokiais atvejais yra taikomi 5-fluorouracilo
(5-FU), kapecitabino, irinotekano ar oksaliplatinos preparatai (https://

www.cancer.org/ duomenys). Derinant Siuos vaistus tarpusavyje, gaunami
placiai naudojami gydymo rezimai (https://www.cancer.org/ duomenys).
Antiangiogeniniai preparatai, tokie kaip bevacizumabas, neretai pridedami
prie Siy terapiju (56). Antros eilés pasirinkimas yra epidermio augimo veiksniy
slopikliai: cetuksimabas ir panitumumabas (57). IS imunoterapiniy vaisty

pembrolizumabas yra patvirtintas vélyvyju stadiju storosios zarnos veézio
gydymui (58). Radioterapija gali biiti taikoma tik tiesiosios, bet ne gaubtingés,
zarnos vézio gydymui dél didelio gaubtinés zarnos audiniy jautrumo radiacijai
(59).

Europoje maziau nei 60 proc. storosios zarnos véziu serganciy pacienty
iSgyvena ilgiau nei penkerius metus. ISgyvenamumas yra tiesiogiai susijes
su stadija, kurioje navikas buvo diagnozuotas, bei tikslia naviko lokalizacija
Taip pat nuo ligos stadijos priklauso ir iSgydyto paciento ligos atsinaujinimas

penkeriy mety bégyje, kuris svyruoja tarp 5 ir 30 proc. (https://www.cancer.
org/ duomenys).
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1.2 Plauciy vézio epidemiologija ir gydymas

Plauciy vézys yra antroje vietoje pagal vyry ir motery susirgimu dazni,
o pagal mirStamuma — pirmoje (https:/www.cancer.org/ duomenys). Yra

i§skiriami du pagrindiniai plauciy vézio tipai: smulkialastelinis (SCLC, angl.
small cell lung carcinoma) ir nesmulkialastelinis (NSCLC, angl. non-small
cell lung carcinoma) plauciy vézys. Plau¢iy véziu dazniausiai serga vyresnio
amziaus zmonés, amziaus vidurkis — 70 mety. DidZiausias rizikos veiksnys yra
tabako rukymas, taciau 10—15 proc. $ios ligos atvejy sudaro ir niekada nertike
pacientai (https://www.cancer.org/ duomenys). Sie atvejai yra aiskinami

genetiniu polinkiu arba daznu saly¢iu su kancerogeninémis medziagomis,
tokiomis kaip asbestas, radono dujos ar uzterStame ore esantys junginiai.
Plauciy veézio gydymas priklauso nuo vézio tipo, ligos stadijos bei paci-
ento buklés (https://www.cancer.org/ duomenys). NSCLC atveju dazniausiai
yra taikoma operacija, jeigu tai leidzia paciento buklé. SCLC tipiskai yra gy-

domas chemoterapija arba radioterapija. Gydymas chemoterapiniais vaistais
taip pat priklauso nuo vézio tipo: SCLC atveju dazniausiai skiriama cisplatina
arba etopzidas, taip pat galimi deriniai su karboplatina, gemcitabinu, pakli-
takseliu, vinorelbinu, topotekanu arba irinotekanu (60). Pazengusiam NSCLC
véziui gydyti taip pat yra naudojama chemoterapija. Siuo atveju dazniausiai
skiriamas vaisty derinys, jungiant cisplatina arba karboplating su docetak-
seliu, pemetreksedu, gemcitabinu arba paklitakseliu (61). Yra patvirtinta ir
keletas taikiniy terapijos vaisty: erlotinibas, gefitinibas bei afatinibas, kurie
yra tirozino kinazés, dalyvaujancios signaly perdavime per epidermio augimo
veiksnio receptorius, slopikliai (62-64). Kitas taikiniy terapijos grupei pri-
klausantis vaistas yra monokloninis antikiinas denozumabas, daznai skiriamas
pacientams sergantiems { kaulus metastazavusiu plauciy véziu (65). Taip pat
abiejy ligy atvejais yra taikoma adjuvantiné bei paliatyvioji terapijos (66, 67).

Tik apie 10-15 proc. pacienty iSgyvena ilgiau nei 5 metus nuo ligos
diagnozavimo. Taip yra dél to, kad apie 30—40 proc. pacienty, diagnozuoty
NSCLC, jau yra IV ligos stadijoje, o SCLC atveju $is skaicius siekia 60 proc.
Kasmet Sie rodikliai mazéja dél vis pazangesniy diagnostikos metodu bei
rukymo prevencijos (68).

1.3 Kombinuota vézio terapija

Dvieju ir daugiau vaisty tarpusavio derinimas yra vienas pagrindiniy vézio
gydymo metody (69, 70). Monoterapija yra laikoma maziau veiksminga
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gydymo forma, kadangi ji neselektyviai taikosi { greitai besidalijanciy lasteliy
populiacija, dél ko ziista tiek vézinés, tiek ir sveikos lastelés. Chemoterapija
yra toksiskas gydymo buidas, sukeliantis daugybe Salutiniy poveikiy ir stipriai
slopinantis paciento imuning sistema. Taikant kombinacing chemoterapija
yra zenkliai sumazinama Salutiniy poveikiy rizika, kadangi kombinacijoje
vartojamos dozés yra gerokai mazesnés, negu biity skiriamos monoterapijoje.
Tokiu biidu sukeliamas mazesnis citotoksinis poveikis sveikoms Iasteléms.

Viena didziausiy véziniy ligy gydymo problemy yra atsirandantis
atsparumas vaistams. Atsparumo vaistams atsiradima gali nulemti keletas
pagrindiniy veiksniy:

» suaktyvéjes vaisto pasalinimas i§ lastelés;

* pakites taikinys, | kurj orientuotas vaistas;

» suaktyvéjes vaisto metabolizmas;

» pakite lastelés paviriaus receptoriai,

* inicijuoti su onkogenais susij¢ genetiniai/epigenetiniai procesai;

» sutrikes apoptozés procesy reguliavimas ir kiti veiksniai (71).

Monoterapinis gydymas daug dazniau salygoja Sios patologijos atsiradima,
kadangi vézinés lastelés greitai adaptuojasi prie pakartotinio vaisto poveikio.

Kita nemaziau aktuali problema yra CSC (72). Naviko mikroaplinkoje
randamos CSC yra atsakingos uz navikiniy lasteliy diferenciacija, invazyvuma
bei naviko atsinaujinima po gydymo. Gydymas kombinacine terapija leidzia
panaudoti vaistus, kurie taikosi i vézines lasteles ir i CSC (73). Kombinuota
terapija gali buti panaudota ir metastazavimo prevencijai (74-76). Neretai
pacientai, sergantys agresyviais vézio tipais, yra gydomi ne tik citotoksiniais
vaistais, bet ir terapija, slopinancia patologinius metastaziy atsiradimo
procesus.

Vaisty kombinacija vézio gydyme buvo pradéta taikyti tuomet, kai buvo
i$siaiskinta, kad véZzio atsiradima ir progresavima nulemia ne vienas, o daugiau
lasteles gyvybing veikla reguliuojanciy procesy. Kombinacine terapija
pirmiausia buvo pradéta gydyti leukemija ir limfoma. Siai dienai dviejy ir
daugiau vaisty terapija placiai taikoma ir kitoms onkologinéms ligoms gydyti
(69). Pavyzdziui, buvo nustatyta, kad, pridéjus rituksimaba prie standartinio,
daznai taikomo CHOP (ciklofosfamidas, doksorubicinas, vinkristinas ir
prednizonas) terapijos rezimo, zenkliai pailgéjo pacienty iSgyvenamumas
(77). Taip pat kiauSidziy véziui gydyti jau neretai yra skiriama hormony
terapija ir/ar kraujagysliy endotelio augimo veiksniai (VEG-F, angl. vascular
endothelial growth factor) ar poli(adenozindifosfato ribozés) polimerazes
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slopikliai (PARP, angl. poly(adenosine diphosphate ribose) polymerase) kartu
su standartine chemoterapija (78). Kepeny navikai turi tendencija greitai jgyti
atsparuma vaistams. Sio tipo véziui gydyti daugiausia naudojama cisplatina
ir/ar doksorubicinas. Kriities vézio atveju daznai naudojama doksorubicino
kombinacija su taksany grupés vaistais, 5-FU, ciklofosfamidu bei karboplatina
(79). Paklitakselis yra pirmos eilés vaistas gydyti kruties, plau¢iy bei
kiausidziy vézi, tac¢iau atsparumas Siam vaistui iSsivysto gana greitai. Yra
pasirodg daugybé straipsniy su siilomomis kombinacinémis terapijomis,
padedanciomis jjautrinti véZzines lasteles paklitakseliui (pvz., derinys su
gemcitabinu) (80). Vaisty atsparumo atsiradimo mechanizmai pavaizduoti
pirmame paveikslélyje (pav. 1).

EPIGENETINES
STROMOS MODIFIKACLIOS IR
LASTELES B "I VIDULASTELINIAI
PROCESAI
o ) T vasTy
VAISTL) TRANSPORTO / = =
| SLOPINIMAS [ PASALINIMAS IS

LASTELES

/ VAISTY
INAKTYVAVIMAS

REZISTENTISKUMAS

@R PAZAIDY TAISYMO VAISTAMS .-/ TAIKINIY
SLOPINIMAS INAKTYVAVIMAS

/'_ - |,ALTEF{NAT\"\."ILJ SIGNAL
{ APOPTOZINIY PROCESY PERDAVIMO KELIY
SLOPINIMAS AKTYVAVIMAS

VEZIO KAMIENINIY

> LASTELIY <
ATSIRADIMAS

1 pav. Vaisty atsparumo atsiradimo mechanizmai (modifikuota pagal (153)).

1.4 Vézio kamieninés lastelés

Ilgameciy tyrinéjimy déka zinome, kad vézys yra heterogeniskas darinys,
sudarytas ne tik i§ piktybiniy lasteliy frakcijos, bet ir i§ kompleksinés
ekosistemos, kurioje yra infiltruoti su véziu susijg¢ fibroblastai, makrofagai,
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endotelio, hematopoetinés, imuninés ir kity tipu lastelés (81). Ju visuma
sudaro individualius navikus, besiskirian¢ius savo lasteliy morfologija, genu
raiSka, metabolizmu, judrumu ir proliferacijos bei metastazavimo potencialu.

Viena i§ svarbiausiy ir didZiausia susidomejima kelianciy Sios ekosistemos
daliy yra CSC. Manoma, kad $i maza naviko lasteliy subpopuliacija, turinti
bendry bruozy su nevézinéms kamieninémis lgstelémis, yra atsakinga uz
naviko atsinaujinima, metastazavima bei atsparuma chemoterapijai. Pagal
CSC teorija, tam tikra nedidel¢ dalis navike esanciy kamieniniy lasteliy
turi iSskirting savybe gaminti diferencijuotas vézines lasteles, kurios yra
uzprogramuotos sustoti daugintis dél savo riboto mitoziniy dalijimysi
skaiCiaus (82). Taip navikuose pasireiSkia hierarchiné Iasteliy sistema,
budinga sveikiems audiniams. CSC, kaip naviko formavimasi inicijuojancios
lastelés, gali biiti apibréztos pagal lasteliy hierarching hipotezg, kaip nedidelé
navikiniy lasteliy subpopuliacija, turinti tokias savybes:

* sugebéjima atsinaujinti;

* sugeb¢jima diferencijuoti;

* sugebéjima inicijuoti naviko formavimasi;

» atsparuma chemo/radioterapijai.

Pagrindiné problema tyrin¢jant CSC yra sudétingas ju identifikavimas ir
izoliavimas. Tékmes citometrija yra dazniausiai taikomas metodas norint ide-
ntifikuoti CSC. Sis metodas yra paremtas padidéjusia specifiniy Zymeny rais-
ka arba suintensyvéjusia tam tikry junginiy gamyba. Skirtingy organy navikai
turi skirtingus zZymenis. Placiausiai moksliniuose tyrinéjimuose taikomi CSC
zymenys yra Sie: CD (angl. cluster of differentiation) Seimos zymenys, ABC
Seimos zymenys bei suintensyvejusi ALDH1 (aldehido dehidrogenazés 1) ga-
myba. Daugiau CSC Zymeny pateikta 2 pav. ir tekste zemiau.

CD Seimos Zymenys (3 pav.). CD yra didziausia Zymeny Seima, kuriy
padidéjusi ar sumazéjusi raiska charakterizuoja daugybe ivairiausiy tipy
naviky. Keletas svarbesniy su vézio kamieninémis lastelémis siejamy CD
zymeny yra (83):

CD133 — tarpmembraninis pentaspano baltymas, kuris yra universalus he-
matopoetiniy lasteliy Zymuo. Jo padidéjusi raiska siejama su smegeny, gaub-
tinés zarnos, gliomos, kaklo, kasos, prostatos, inksty, skydliaukés navikais;

CD44 — daugiafunkciné lastelés pavirSiaus molekulé, dalyvaujanti Iastelés
proliferacijoje, diferenciacijoje, migracijoje, angiogenezéje, citokiny ir che-
mokiny pateikime, atsake i augimo veiksnius bei signaly, susijusiy su lastelés
iSgyvenamumu, perdavime. Pakitusi jo raiSka siejama su osteosarkoma, kri-
ties karcinoma, gaubtinés zarnos, galvos, kaklo ir prostatos navikais;
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Podokaliksinas @
Telomerazé

2 pav. Su véZio kamieninémis Igstelémis siejami Zymenys (modifikuota pagal (25)).

CD24 - silumai atsparus antigenas, lasteliy adhezijos molekulé. Jis
randamas B limfocity, granuliocity ir neuroblasty pavirSiuje. Pakitusi CD24
raisSka siejama su kriities, gaubtinés Zarnos ir prostatos navikais;

CD138 arba kitaip sindekanas 1 — baltymas, dalyvaujantis lasteliy
tarpusavio jungimesi, signaly perdavime, proliferacijoje ir migracijoje.
Padidéjusi jo raiSka yra siejama su daugybine mieloma.

ABC Seimos Zymenys. Daugelis CSC yra atsparios citotoksinéms
medziagoms dél pakitusios savo reakcijos i jas: jos arba gamina daugiau
baltymuy, kurie sékmingai jas detoksifikuoja, arba turi efektyvesni ju pasalinimo
i$ lastelés mechanizma, lyginant su sveikoms lastelémis. Chemoterapijai
atsparioms CSC budinga padidéjusi vieno ar keleto ABC transporteriy raiska
(84). Vienas i§ zinomiausiy tokiy transporteriy yra MRP-1 (ABCBI1 arba
PGP) (85). Pavyzdziui, su padidéjusia ABCG2 geno raiska yra siejami kaklo
ir galvos navikai (86), o su ABCBS5 — gaubtinés zarnos navikai (87).

ALDH1. ALDH molekulé yra svarbi kamieniniy lasteliy diferenciacijos pro-
cesams. Yra zinoma 19 ALDH molekulés izoformy, kuriy viena svarbiausiy —
ALDHI1 - yra siejama su CSC bei atsparumu chemoterapijai. Nustatyta, kad
daugelyje naviky tipy ALDHI raiska yra padidéjusi, todél jis sutartinai yra lai-
komas CSC Zymeniu. Sios molekulés nustatymas yra paremtas keletas reage-
nty, naudojamy CSC populiacijai ivertinti (pvz., ALDEFLUOR) (88).
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CDB%: smesendy, CD44: kauly sarkoma,
‘gaubtlnes zarnos, kraties karcinoma,
gl'g:ggtsé tlfskli?]’kﬁ:os’ gaubtinés zarnos,

) p M= galvos, kaklo ir
skydliaukés véziai CD19: prostatos véziai
daugybiné

CD29 ir CD166: mieloma
gaubtinés zarnos
Vezys
CD105:

CD24: krities, kauly

gaubtinés sarkoma

Zarnos ir
prostatos vézys
CD138:

dal',lgybiné CD20: ggigér
mieloma / melanoma .
gaubtinés

CD34 ir CD38: aminé ir Zarnos vézys
chroniné mieloidiné
leukemija

3 pav. Vézio tipai, siejami su specifiniy CD Seimos Zymeny padidéjusia raiska
(modifikuota pagal (26))

EpCAM (epitelio lasteliy adhezijos molekulé¢) — tarpmembraninis
glikoproteinas, medijuojantis nuo kalcio priklausoma homotiping tarplasteling
adhezija epitelyje. EpCAM dalyvauja signaly perdavimo, lasteliy migracijos,
proliferacijos, diferenciacijos procesuose. Kadangi EpCAM yra gaminamas
iSskirtinai tiktai epitelyje ir neoplazmose, susijusiose su epiteliu, jis yra
vertingas zymuo jvairaus tipo epiteliniy naviky nustatyme.

Nestinas — tarpinis filamenty baltymas, siejamas su smegeny navikais.

CXCR4 — 4-0jo tipo chemokiny receptorius. Jo padidéjusi raiska nustatyta
23 skirtinguose navikuose.

Telomerazé. Padidéjusi telomerazés raiSka siejama su 90 proc. jvairiy
navikuy.

Podokaliksinas. Sio plazminés membranos glikoproteino raiska yra
padidéjusi daugelyje CSC. Su Siuo padidéjimu siejamas naviko agresyvumas
ir greitas ligos progresavimas.

Piwil2 — AGO/PIWI Seimos baltymas, kurio raiSka padidéjusi kasos naviky
kamieninése lgstelése.
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DCAMKIL-1 — doublekortino ir CaM kinazés-tipo-1 baltymas siejamas su
kasos ir plonojo zarnyno navikais.

1.5 Epiteliné—-mezenchiminé tranzicija

EMT yra procesas, kurio metu epitelio vézinés lastelés praranda
tarpusavio sukibima ir jgauna migraciniy ir invaziniy savybiy, virsdamos
mezenchiminémis kamieninémis lastelémis (51). EMT yra biitina jvairiems
vystymosi procesams, tokiems kaip mezodermos atsiradimas ar neuroniniy
vamzdeliy formavimasis. Taip pat yra manoma, kad EMT vyksta zaizdy gijimo
metu, organy fibrozés metu bei metastaziy iniciavimo metu, progresuojant
véziui. Mezenchiminés lastelés yra multipotentinés stromos Iastelés, galinCios
diferencijuotis i jvarius skirtingus lasteliu tipus. Mezenchimine gali biiti
klasifikuojama ta lastelé, kuri turi fibroblastams buidinga morfologija, neturi
stipriy adheziniy savybiy ir kuri gali virsti i osteoblastus, chondrocitus,
miocitus, adipocitus (89). Taip pat jiems biidingi pavirSiaus Zymenys, tokie
kaip CD73, CD90, CD105, ir sumazéjusi CD11b, CD14, CD19, CD35, CD45,
CD97a ir HLA-DR raiska (90).

Epitelines lastelés gamina didelius e-kadherino kiekius, o mezenchiminése
lastelése gausu n-kadherino, fibronektino ir vimentino. Biologiniame
kontekste EMT lastelés skirstomos i tris tipus: vystymosi, fibrozés ir zaizdy
gijimo bei vézio. E-kadherino praradimas yra esminis EMT jvykis. Daugybé
transkripcijos veiksniy, kurie gali tiesiogiai ar netiesiogiai slopinti e-kadherina,
gali buti laikomi EMT induktoriais (90):

* SNAI1/Snaill, SNAI2/Snail2, ZEB1, ZEB2, E47 ir KLF8 gali jungtis

su e-kadherino promoteriu ir stabdyti transkripcija (91);
* Veiksnys Twist, goosecoid, TCF4, homebox p baltymas, SIXI ir
FOXC2 slopina e-kadhering netiesiogiai (92).

Kadangi naviko progresavimo metu vykstanti EMT yra panasi { EMT,
budinga organizmo vystymosi fazei, daugelis EMT transkripcijos veiksniy
dalyvauja metastaziy atsiradime. Keletas augimo faktoriy (transformuojantis
augimo faktorius beta (TGF-beta), fibroblasty augimo faktorius (FGF),
epidermio augimo faktorius (EGF), hepatocity augimo fatorius (HGF)),
signaly perdavimo keliy (Wnt/beta-katenino ir Notch) ir hipoksija gali sukelti
EMT (93).

SNAIL transkripcijos veiksnys yra laikomas pagrindiniu EMT procesy
reguliatoriumi. Si veiksnj aktyvuoja Ras-MAPK kinazé (91). SNAIL tiesiogiai
slopina e-kadherino, klaudiny ir kity tarplasteliniy adhezijos molekuliy
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gamyba bei skatina mezenchiminéms Iasteléms budingy baltymu, tokiy kaip
fibronektinas ar uzpildo metalo proteinazés, raiska.

E-kadherinas yra nuo kalcio jonu priklausomas glikoproteinas, daly-
vaujantis tarplastelingje adhezijoje (94). Vidulastelinis e-kadherino domenas
turi stipriai fosforilinta regiona, biiting jungimuisi su beta kateninu. Tai
e-kadherino veikimo principo esminé dalis. Beta kateninas savo ruoztu
jungiasi su alfa kateninu, kuris dalyvauja aktino turin¢iy citoskeleto filamenty
reguliavime. Mutacijos gene, koduojanciame $i baltyma, salygoja skrandzio,
kriities, storosios zarnos, skydliaukés ir kiausidziy vézj (95-99). Yra manoma,
kad e-kadherino praradimas skatina vézio progresavima dél pagreitéjusios
navikiniy lasteliy proliferacijos, invazijos ir metastaziy susidarymo. Slug ir
Snail taip pat yra zinomi kaip transkripcijos veiksnio p63 izoformy aktyvatoriai,
kuris yra reikalingas epiteliniy strukttiry vystymuisi (100). Pakitusi p63 geno
raiSka sumazina tarplasteling adhezija ir padidina migracines véziniy lasteliy
savybes.

1.6 Mezenchiminé—epiteliné tranzicija

Mezenchiminé—epiteliné tranzicija (MET) — griZztamas biologinis procesas,
priesingas EMT, kurio metu judrios, multipolinés lastelés, numigravusios i$
pirminés lokalizacijos ,,nuséda‘“ naujoje vietoje ir praranda savo dinamiskuma
(101). MET yrabuidinga tick normaliems vystymosi procesams, tiek patologinei
vézio metastaziy formavimosi pradziai. Padidéjusi vimentino, fibronektino,
n-kadherino, Twist ir Snail raiSka yra laikoma Sio proceso Zymenimis.
Lyginant su daugybe atlikty EMT studiju, salyginai nedaug Zinoma apie
MET vaidmenj kancerogenezéje. Yra manoma, kad MET dalyvauja tolimyju
metastaziy stabilizavimo procese, igalindama mezenchimines lasteles atgauti
savo epitelines charakteristikas ir integruotis { naujus organus.

1.7 EMT sasaja su vézio progresavimu ir metastazavimu

Metastazés iniciacijai yra biitina invazija, kuri yra galima EMT déka.
Navikai pirmiausiai praranda tarplastelini sukibima, priklausoma nuo
e-kadherino, ir patenka { kraujo sistema. Véliau, kuomet cirkuliuojancios
vézinés lastelés palicka kraujotakos sistema, kad suformuoty mikrometastazes,
jos pereina atvirkstini procesa, vadinama MET. Tada judrios ir nepriklausomos
mezenchiminés lastelés vél virsta stacionariomis Iastelémis, metastaziniuose
zidiniuose susijungusiomis {vairaus tipo jungtimis (102). Tai padeda
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susidariusioms metastazéms isitvirtinti ir stabilizuotis bei integruotis { naujaji
organa. Apibendrinant galima teigti, kad epitelinés vézio lastelés, peréjusios
EMT, igauna kamieniniy lasteliu savybiy ir tampa CSC. Tuo tarpu, MET
dalyvauja susidariusiy metastaziy isitvirtinime. Tokiu biidu EMT ir MET
kartu sudaro metastaziy atsiradimo pradzios ir pabaigos kaskada. Sie procesai
pavaizduoti 4 pav.

Homeostazé Naviko progresavimas Terapija Atsinaujinimas
: Invazyvi
Normalus Karcinoma zy )
epitelis Adenoma in situ karcinoma x Gydymas

SC

Pirminis navikas

Metastazés

4 pav. Epitelinés—mezenchiminés tranzicijos procesai (modifikuota pagal (51)).

1.8 Metastaziy reik§mé ir jy gydymo problematika

Véziniy lasteliy atsiskyrimas nuo pirminio naviko ir paplitimas po kitus
organus yra vadinamas metastazavimu. Tai pagrindinis ligos progresavimo
ir prastos prognozés rodiklis. Kai atsiskyrusios navikinés lastelés isitvirtina
netoli pirminés vietos, jos vadinamos regioninémis metastazémis, o lastelés,
priaugusios kituose organuose, vadinamos tolimosiomis metastazémis (103).
Metastaziy diagnozavimas ir gydymas yra sudétingi. Gydymo parinkimas
priklauso nuo vézio tipo, pirminés lokalizacijos, metastaziy dydzio, plitimo
krypties, paciento genetiniy charakteristiky bei kity veiksniy. Dazniausiai
metastazaves vézys reikalauja sisteminio gydymo tokio kaip chemoterapija
ar hormony terapija (104). Kartais taikoma ir imunoterapija, radioterapija,
operacija arba §iy metoduy derinys. Nors i§vardinti metodai ir padeda sumazinti
metastaziy dydi bei plitimo greiti, taciau tik retais atvejais pavyksta pilnai
pasalinti susiformavusias metastazes. Neretai taikoma ir paliatyvioji terapija —
tai vézio simptomu gydymas, norint pagerinti paciento gyvenimo kokybe,
taCiau nesitikint ligos progresijos mazgjimo.
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Nemaziau svarbi yra ir metastaziy prevencija. [vairiy patologiniy procesuy,
tokiy kaip EMT arba CSC formavimosi, slopinimas yra vienas i§ pagrindiniy

Ypatingai svarbig reikSme metastazavusio vézio gydymui turi taikiniy terapi-
ja. Vézio taikiniy terapija — tai specifiniy vézio lasteliy molekuliniy baltyminiy
dariniy (taikiniy), biitiny navikui vystytis, augti ir plisti, blokavimas, panaudo-
jant vaistus, specialiai sukurtus paveikti $iuos taikinius. Vien 2019 metais buvo
patvirtinta keletas vaisty: alpelisibas, skirtas metastazavusiam krities véziui gy-
dyti, erdafitinibas — §lapimo taky karcinomai bei pembrolizumabas — metastaza-
vusiam SCLC gydyti (pagal www.centerwatch.com duomenis).

1.9 Salinomicinas

SAL yra karboksilinis polieteris jonoforas, izoliuotas i§ Streptomyces albus
bakteriju, kuris yra placiai naudojamas zemés tikyje kaip antibiotikas, gydantis
pauksciu kokcidioze (2). Antibiotikas SAL, kaip kalio jonoforas, sukelia
lasteliy membranos depoliarizacija ir pakeicia jony koncentracijos gradienta,
kuris paskatina apoptozes procesy vyksma lasteléje (8). Salinomicino struktiira
yra pateikta 5 pav.

5 pav. Salinomicino struktiira (pagal (2)).

Pirma karta onkologijoje SAL buvo paminétas 2009 metais, kuomet Gupta
ir bendraautoriy publikuotame straipsnyje buvo parodyta, kad SAL sumazino
CSC skaiciy Simta karty stipriau, lyginant su paklitakseliu, daznai naudojamu
chemoterapiniu vaistu kriities véziui gydyti (3). Pastaraisiais metais buvo
atlikta nemazai ikiklinikiniy tyrimy su Siuo junginiu, o 2010 metais buvo
vykdomas pirmasis klinikinis tyrimas, kuris baigési teigiamais rezultatais tiek
efektyvumo, tiek ir toksiskumo pozitiriu (105). Nors kol kas néra zinomas
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tikslus SAL veikimo mechanizmas, paskutiniy mety tyrimai leidzia po truputi

suprasti jo veikimo mechanizmo principa (6 pav.). Galima i$skirti keleta

svarbesniy hipoteziu:

Aktyvuodamas kaspazés-3 medijuojama PARP skilima, SAL sukelia
véziniy lasteliy apoptoze (106);

SAL yra stiprus MRP-1 slopiklis, kuris grazina vézinéms lasteléms
chemoterapini jautruma, mazindamas ABC transporteriy Seimai
priklausanc¢io MRP, dél kurio vaistai yra pasalinami i§ Iastelés, raiska
4,5);

SAL yra WNT signaly perdavimo keliy slopiklis. WNT kelias yra
siejamas su CSC atsparumu chemoterapijai ir radioterapijai bei lasteliy
proliferacija. Atliekant tyrimus su létinés limfocitinés leukemijos
lastelémis buvo nustatyta, kad SAL blokuoja WNT kelius, slopindamas
WNT koreceptoriy LRP6 bei WNT signaly kaskados reguliuojamus
genus LEF1, CCNDI ir FN1, dél ko ivyksta apoptozé (107);
Oksidacinio fosforilinimo slopinimas. PrieSingai nei sveikose
lastelése, energija gaminanciose oksidacinio fosforilinimo budu,
vézinése lastelése vyksta aerobiné glikolizé. Taciau yra keletas
iSim¢iy — gliomos kamieninése lastelése praktiskai vyksta vien tik
oksidacinis fosforilinimas. SAL geba slopinti oksidacinj fosforilinima
mitochondrijose ir taip sustabdyti lasteliy dauginimasi (108);

SAL slopina EMT lasteléje, didindamas e-kadherino raiska ir
mazindamas mezenchiminiy lasteliy zymens vimentino raiska (109);
SAL sukelia DNR pazaidas ir stabdo lastelés cikla G2 fazéje (41, 110);
SAL sukelia histony modifikacijas, hiperacetilindamas H3 ir H4
MDA-MB-231 lastelése, del ko gali biiti aktyvuojama specifiniy geny
transkripcija, nulemianti lastelés ziti (111);

SAL sukelia lasteliy ziiti, inaktyvuodamas STAT3 signaly perdavimo
kelius, kurie yra siejami su jvairiais lastelés augimo veiksniais, bei
sumazindamas onkogeno SKP?2 raiska, kurio suaktyvéjusi veikla yra
siejama su keletu ivairiy tipy véziy (106, 112);

SAL slopina PDGFR (angl. platelet-derived growth factor receptor
beta), MYC ir NOTCH signaly perdavimo kelius, kuriy padidéjusi
raiSka yra siejama su leukemija (113); SAL sukelia mitochondriju
hiperpoliarizacija, dé¢l to inicijuojami apoptozés procesai (114).
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1.10 Dichloroacetatas ir Varburgo efektas

Jau beveik Simtmetj yra zinoma, kad vézinés Iastelés didziaja savo energijos
dali generuoja ne iprastinio oksidacinio kvépavimo, budingo sveikoms
lastelems, biidu, o vykdydamos aerobing glikolize (115). Sis reiskinys yra
vadinamas Varburgo efektu. Glikolizés metu yra pagaminama daug pieno
rugsties, kas skatina greitesni véziniy lasteliy dalijimasi, atsparuma apoptozei,
angiogenezés procesy aktyvavima bei lasteliy mobilumg — veiksnius,

turinciu jtakos metastaziy formavimuisi bei ligos
O progresavimui (116).
DCA yra maza sintetiné molekulé (7 pav.),
Cl strukturiskai analogiska piruvatui, kuri turi geb&jima
OH slopinti PDK. Blokuodamas PDK, DCA sumaZzina
Cl laktato gamyba, dél ko lastelés yra priverstos sugrizti
prie oksidacinio fosforilinimo, o tuo paciu ir prie
7 pav. Dichloroacetato  jprasty, sveikai lastelei budingu, apoptozés procesy

struktiira (3). (15). Sie procesai supaprastintai pavaizduoti 8 pav.

SVEIKOS LASTELES VEZINES LASTELES
- _7 : Rieb.—;li e Proana
/ Glidkace ragstys \  Gliukozé :
[ \ 1 ’ ‘ Laktatas
Piruvatas )
: Piruvatas

Disfunkcinés
mitochondrijos

Normaliy

Lasteliy

gamyba RS ) Nekontroliucjama 7
—"— proliferacija . -~

8 pav. Metaboliniy procesu, vykstanciy sveikose ir navikinése 1astelés, palygini-
mas pagal Varburgo teorija (modifikuota pagal (116)).
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Dél poveikio PDK yra nustatyti keletas antriniy DCA efekty, nulemianciy

priesvézini §io vaisto poveiki:

* Sumazéjes mitochondriju membranos potencialas: DCA padidina
mitochondrijy pory pralaiduma, dél ko ivairlis proapoptoziniai
tarpininkai, tokie kaip citochromas c ir apoptozg aktyvinantys veiksniai,
patenka i lastelés citoplazma, kur ju déka yra aktyvinama apoptozés
procesy kaskada (117);

* Aktyviyjyu deguonies formuy (ROS, angl. reactive oxygen species)
gamyba: dél intensyviai vykstanciy glikolizés procesy, vézinés
lastelés iSvengia ROS formavimosi, paprastai vykstancio oksidacinio
fosforilinimo metu. Keisdamas metabolinius procesus lasteléje, DCA
aktyvuoja kaspazes, dél kuriy pradeda gamintis ROS ir aktyvinami
apoptozes procesai (118).

» Kalcio jonuy atpalaidavimas: dél prislopinty metaboliniy procesy
mitochondrijose vézinés lastelés pradeda kaupti vidulastelinio kalcio
jonus, dél ko pagauséja proliferacijos transkripcijos veiksniu kiekis
(15). DCA sumazina vidulastelinio kalcio kieki, taip slopindamas
proliferacija bei aktyvuodamas apoptozés procesus (119).

atlikti su DCA, kuriy teigiami rezultatai leidzia teigti, kad DCA yra saugus
ir perspektyvus vaistas onkologinéms ligoms gydyti (www.clinicaltrials.gov

duomenys). DCA molekul¢ vézio gydyme yra unikali tuo, kad jos terapine
dozé nepaveikia sveiky, nevéziniy lasteliy, todél kad jos taikinys yra lastelés
su pakitusia mitochondrijy veikla (120). Taip pat i$skirtiné Sio vaisto savybé
yra jo geras bioprieinamumas (15).

Taciau kaip ir visi vaistai DCA turi ir Salutiniy poveikiy, kuriuos buty
galima suskirstyti i dvi kategorijas: neurologinius (periferiné neuropatija,
sedacija, nuotaiky kaita, disorientacija) bei virSkinimo sistemos (pykinimas,
vémimas, virsSkinimo sutrikimai, rémuo). Nustojus vartoti DCA, Salutiniai
poveikiai dazniausiai iSnyksta keliy savaiciy bégyje (23).

Kalbant apie galima DCA poveikio mechanizma, verta paminéti ir
atvirkstinio Varburgo efekto teorija (121). Si hipotezé, pirma karta paminéta
2009 metais, teigé, kad epitelinés vézio lastelés indukuoja aerobing glikolize
(Varburgo efekto savoka) stromoje esanciuose fibroblastuose. Tokie su véziu
susij¢ fibroblastai pereina miofibroblasting diferenciacija ir pradeda iSskirti
laktata bei piruvata. Siuos aerobinés glikolizés metabolitus pasisavina
epitelinés vézio lastelés ir naudoja juos trikarboksirtigséiy cikle (TCA), taip
pagamindami didelius energijos kiekius, leidzianc¢ius lasteléms intensyviau
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vykdyti proliferacija. Pagal §i alternatyvy onkogenezés modeli, epitelinés
vézio lastelés ,,instruktuoja“ gerai funkcionuojancias stromos lasteles
transformuotis | zaizdy gijimo stromos lasteles, kuriy mikroaplinkoje yra
gausu energijos, leisiancios greiciau augti navikui ir kraujagysléms aplink ji
(121).

Apibendrinant literatiiros apzvalga apie SAL ir DCA, galima teigti, kad
nors kol kas ir nezinome iSsamaus $iy vaisty veikimo mechanizmo, taciau jis
greiiausiai tarpusavyje nepersidengia, o tai yra pageidautina charakteristika
kombinacinei terapijai.

DCA ir SAL pasirinkimas $iame darbe grindziamas trejopa galima terapine
nauda:

* Pirma, dél ypac lengvy, tradicinei chemoterapijai nebtudingy DCA
Salutiniy poveikiy bei nedidelés SAL dozés, galima tikétis, kad
kombinaciné terapija bus pakankamai netoksiska sveikoms lasteléms.

* Antra, SAL, selektyvaus CSC slopiklio, panaudojimas $ioje terapijoje
turéty apsaugoti nuo terapinio atsparumo atsiradimo bei naviko
atsinaujinimo.

» Trecia, veikiant navikines lasteles dviem vaistais, turinCiais skirtinga
veikimo mechanizma, dél galimy jvairiy saveiky, galima tikétis
sinergistinio citotoksinio poveikio vézinéms lasteléms.
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2. TYRIMU METODAI
2.1 Lasteliy kultiiros ir eksperimentiniai gyviinai

Zmogaus storosios zarnos vézio lasteliy linijos DLD-1 ir HCT116 bei
peliu plauciy veézio lasteliy linija LLC1 buvo gautos i American Type Culture
Collection (Manasas, JAV). Visos trys lasteliy linijos buvo kultivuojamos
RPMI-1640 lasteliy terpéje, papildytoje 10 proc. jaucio embriono serumu
(Gibco, Vokietija), 2 mM glutamino (Gibco, Vokietija), 100 Ul/ml penicilino
(Sigma Aldrich, JAV) ir 0,1 mg/ml streptomicino (Sigma Aldrich, JAV).
Lastelés buvo kultivuojamos 5 proc. CO, aplinkoje.

SAL (Sigma Aldrich, JAV) buvo tirpinamas 96 proc. DMSO (angl. dimethy!
sulfoxide), gaminant 5 mM koncentracijos tirpala, kuris buvo laikomas —20°C
temperatiiroje. DCA (Sigma Aldrich, JAV) buvo istirpintas fiziologiniame
tirpale ir laikomas 4°C, 300 mM koncentracijoje. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio bromido (MTT) milteliai (Sigma Aldrich, JAV) buvo
iStirpinti vandenyje ir laikomi 4°C, 5 mg/ml koncentracijoje. Akridino
oranzinis (AO) (ThermoFisher Scientific, JAV) ir propidzio jodidas (PI)
(Invitrogen, CA, JAV) buvo tirpinami vandenyje, ruoSiami atitinkamai
5 mg/ml ir 1 mg/ml koncentracijy ir laikomi 4°C temperatiiroje.

C57BL/6 pelés (812 savaiciy amziaus) buvo isigytos i$ Vilniaus univer-
siteto Biochemijos instituto Biologiniy modeliu skyriaus (Vilnius, Lietuva).
Gyvinai buvo laikomi po keturis plastikiniuose narvuose, su pakankamu van-
dens ir maisto kiekiu. Visi eksperimentai buvo atlikti pagal Europos Parlame-
nto direktyvas, darbui su gyvinais moksliniais tikslais bei Lietuvos maisto
ir veterinarijos tarnybos reikalavimais (Valstybinés maisto ir veterinarijos
tarnybos leidimo atlikti bandymo su gyviinais projekta Nr. G2-85; darbo su
gyvinais licencijos Nr. 397).

2.2 Lasteliy gyvybingumo analizé

Siekiant nustatyti kombinuotos terapijos poveiki lasteliy liniju
gyvybingumui, buvo pasitelkta MTT analiz¢. MTT analizé buvo atlieckama
pagal gamintojo protokola (122). Lastelés buvo auginamos 96 Sulinéliy
plokstelése, séjant po 15 tiukst. (DLD-1 ir LLC1) ir 20 tukst. (HCT116)
lasteliy Sulinéliui, 200 ul RPMI-1640 terpés. Po 24 val. inkubacijos, lastelés
buvo veikiamos SAL (0,01, 0,05, 0,25, 0,5, 1 uM), DCA (1, 5, 15, 30, 45 mM)
arba jvairiomis Siy vaisty kombinacijomis (visos vaisty kombinacijos bei ju
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indeksai pateikiami 1 priede. [vairios DMSO koncentracijos buvo naudojamos
kaip neigiama kontrolé SAL ir kombinacinei terapijai. Paveikus lasteles
vaistais, jos buvo kultivuojamos 48 val., tuomet veikiamos MTT reagentu
ir inkubuojamos termostate. Po 1,5 val. susidar¢ formazano kristalai buvo
tirpinami DMSO. Absorbcija buvo matuojama spektrofotometru prie 490 nm
bangos ilgio. Kiekvienos grupés absorbcijos reik§més buvo pateikiamos
procentine iSraiSka, lyginant su kontroline grupe. Sinergistiniam poveikiui
ivertinti buvo panaudotas Cou—Talalei (Chou—Talalay) metodas. Pirmiausia
buvo apskaiciuojamos pusinés monoterapiju efektyvumo reiksSmés (ED50),
kurios véliau buvo panaudotos kombinaciniam indeksui gauti (CI), tuomet,
norint jvertinti koks buvo vaisty kombinacijos veikimo modelis (antagonistinis,
adityvus ar sinergistinis) buvo bréziamos Fa-CI kreivés (Fa, angl. fraction
affected) bei izobologramos. Fa-CI kreive atspindi vaisty veikimo modelj, o
izobologramos nurodo poveikio priklausomybe nuo dozés. Siame darbe buvo
pateikiamos tik Fa-CI kreivés, kadangi jos vizualiai perteikia aiSkesni vaizda,
o izobologramose reikSmés neretai tarpusavyje persidengia. Fa-CI kreivése
kiekvienas taskas nurodo skirtinga kombinuotos terapijos doze. Pagal Cou—
Talalei metoda, visi taSkai Zzemiau linijos (CI < 1) nurodo sinergizma, taskai
ant linijos nurodo adityvuma (CI=1), o virs linijos yra antagonistinés reikSmés
(CI<1).

2.3 3D lasteliy kultiira

Daugialasteliniai sferoidai buvo gaminami pagal Friedrich et al. paruosta
protokola (123). Lastelés buvo séjamos i U formos 96 Sulinéliy ploksteles,
padengtas 1 proc. agaroze. Siekiant po 48 val. uzauginti ~400 pm sferoidus,
i Sulinelius buvo sé¢jama 1,3 tikst. HCT116 lasteliy, 4,5 tukst. DLD-1 Iasteliy
bei 1 tikst. LLCI lasteliy, tuomet plokstelés buvo centrifuguojamos 10 min.,
1000 g. Po 48 val., sferoidai buvo veikiami monoterapijomis arba kombinacine
terapija. Sferoidy dydis buvo matuojamas SpheroidSizer 1.0 kompiuterine
iranga po 48, 96 ir 144 val. Nuotraukos buvo daromos su inversiniu optiniu
mikroskopu Eclipse TS100 bei skaitmenine kamera DS-Fi2 (Nikon, Japonija).

2.4 Lastelés ciklo ir apoptozés ivertinimas tékmés citometru,
naudojant Aneksino V ir propidzio jodido reagentus

Siam eksperimentui lastelés buvo séjamos i 6 Sulinéliy plokstele, po 300
tikst. HCT116 lasteliy ir 400 tiikst. DLD-1 lasteliy. Po 24 val., lastelés buvo
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veikiamos 0,25 uM SAL, 15 mM DCA arba ju kombinacija. Po 48 val.,
lastelés buvo surinktos, nuplautos ir nucentrifuguotos. Apoptozés procesu
analizei buvo naudojamas aneksino V-FITC apoptozés nustatymo rinkinys
(Sigma Aldrich, JAV). Nucentrifuguotos lastelés buvo suspenduotos 500 pl
jungiancio buferio ir paveiktos 5 pl aneksinoV reagentu, konjuguotu su FITC
bei 5 ul propidzio jodido (100 pg/ml), bei palaikytos tamsoje 5 min. Lastelés
buvo analizuojamos BD LSR II tékmés citometru (BD Biosciences, JAV) ir
FACS Diva programine jranga (BD Biosciences, JAV).

2.5 Vidulastelinio pH matavimai

pH, matavimui naudojome pH jautry membranai laidy fluorescuojanti daza
BCECF-AM (ThermoFisher Scientific, JAV), kaip apraSyta miisy ankstesnéje
publikacijoje (124). Ant 1 cm diametro 170 um storio stikleliy uzaugintos
lastelés preinkubuojamos 5 min. Krebso-Ringerio (Krebs—Ringer) tirpale
(mM): NaCl, 140; KCl, 4; CaCl,, 2; MgCl,, 1; CsCl, 2; BaCl,, 1; HEPES, 5;
gliukozé, 5; piruvatas, 2 (pH 7,4) su BCECF-AM (2 uM). Dazas pakaitomis
suzadinamas 440 nm ir 495 nm ilgio bangomis, 0,5 sek. trukme, kas 15 sek.
(siekiant iSvengti blukimo), emisijai naudojant 540 nm ilgio bangos filtra.
495 nm ilgio banga suzadinamas dazas yra jautrus, o suzadinimas 440 nm
ilgio banga yra zymiai maziau jautrus pH. ISspinduliuotos Sviesos prie dvieju
suzadinimo bangu santykio matavimai (fonas atimtas) perskaiiuoti { pH,
reikSmes pagal kalibracing kreivg. Kalibraciné kreivé gaunama, veikiant
lasteles 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 pH KCI (140 mM) tirpalu su nigericinu (20 uM)
membranos permeabilizavimui ir pusiausvyros tarp pH; ir ekstralastelinio pH
(pH,) nusistovejimui (125).

Fluorescenciniai matavimai atlikti motorizuotu inversiniu fluorescenciniu
mikroskopu Olympus 1X81, Saldoma skaitmenine kamera Orca R2
(Hamamatsu Photonics K.K., Japonija), fluorescencijos suzadinimo sistema
MT10 (Olympus Life Science Europa Gmbh, Vokietija) ir programine iranga
Excellence (Olympus Life Science Europa Gmbh, Vokietija). Vidulastelinis
pH matuojamas pasirinktose individualiy lasteliy vietose (ROI, angl. regions
of interest).

2.6 Kalceino testas

Kalceinas yra MRP substratas, todé¢l naudojome kalceino testa, siekdami
ivertinti SAL, DCA, o taip pat zinomo ABC transporteriy slopiklio ciklo-
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sporino ir paneksiny bei koneksiny puskanaliy slopiklio karbenoksolono,
kuris yra ir GPP slopiklis, poveiki kalceino pasalinimui i§ HCT116 ir DLD-
1 lasteliy. Lastelés uzkraunamos membranai laidzia kalceino-AM forma,
preinkubuojant RPMI-1640 tirpale su 4 uM kalceino-AM 37°C 30 min. CO,
inkubatoriuje. Lastelés buvo paveikiamos visomis tiriamomis medziagomis
pries pradedant registravima. Kalceinas suzadinamas 490 nm ilgio banga, o
emisija registruojama panaudojant 540 nm ilgio bangos filtru. Fluorescencija
kas 10 min. suzadinama mazo intensyvumo 100 msek. Sviesos impulsu. Kalc-
eino fluorescencijos kinetika RPMI-1640 terp¢je registruojama 37°C drégnoje
atmosferoje su 5 proc. CO,, panaudojant Olympus IX81 fluorescencinj inver-
sinj mikroskopa su inkubatoriumi INUBG2E-ONICS (Tokai Hit, Shizuoka-
ken, Japonija), Saldoma skaitmening kamera Orca R2 (Hamamatsu Photonics
K.K., Japonija), fluorescencijos suzadinimo sistemg MT10 (Olympus Life
Science Europa Gmbh, Vokietija) ir programing jranga Excellence (Olympus
Life Science Europa Gmbh, Vokietija). Kalceino fluorescencija matuojama
pasirinktose individualiy lasteliy vietose (ROI).

2.7 RNR ekstrakcija

HCT116 ir DLD-1 Iastelés buvo auginamos 2D ir 3D kult@irose ir surinktos
po 4 dieny nuo uzséjimo. RNR ekstrakcija buvo atlikta i§ mazdaug 2 x 10°
kiekvienos kultiros lasteliy, panaudojant Quick RNA MiniPrep (Zymo
Research, JAV). Kiekybinis ir kokybinis RNR ijvertinimas buvo atliktas
Nanodrop spektrofotometru prie 260/280 nm ilgio banguy (ThermoFisher
Scientific, JAV)

2.8 Kiekybiné tikro laiko polimerazés
grandininé reakcija (RT-qPCR)

Atvirkstinés transkripcijos Aid RT rinkinys (ThermoFisher Scientific,
JAV) buvo panaudotas kopijinés DNR (kDNR) sintezei. Vadovaujantis
gamintojo instrukcijomis, 1 pg RNR buvo panaudota kDNR sintezei. Tikro
laiko kiekybiné polimerazés grandininé reakcija (RT-qPCR) buvo atlikta
panaudojant Kapa SYBR Fast qPCR misinj (2x) (Kapa Biosystems, JAV)
Realplex4 Mastercycler termociklerio pagalba (Eppendorf, JAV) tokiomis
salygomis: 95°C (3 min.) polimerazés aktyvavimui, 40 2-ju zingsniy cikly
95°C (3 sek.) denatiiracijai ir 60°C (30 sek.) prilydymui/ilginimui Kiekvienai
reakcijai 96 Sulin¢liy ploksteléje buvo panaudota 10 pl, susidedancio i§ 1 pl

32



kDNR, 5 pl Kapa SYBR FAST qPCR misSinio, tiesioginiy ir atvirkstiniy
pradmeny (Biolegio, Olandija) ir nukleaziy neturin¢io vandens. HPRTI
(“namy ruosos”) geno raiSka buvo naudojama kaip endogeniné kontrolé.
Geny raiskos skirtumas buvo jvertinamas kartais, rezultatai buvo analizuojami
GenEx v.6.0.1 (MultiD Analyses AB, Svedija) programa.

2.9 Mitochondrijy membranos potencialo poky¢io matavimas

Mitochondrijy membranos potencialo pokytis buvo matuojamas panau-
dojant JC-1 reagenta (Biotium, JAV) pagal gamintojo instrukcijas. Lastelés
buvo s¢jamos i 6 Sulinéliy ploksteles ir po 24 val. veikiamos atitinkamai
vaistais. Mitochondrijy membranos potencialas buvo matuojamas po 24 val.,
panaudojant po 1 min. lasteliy i$ kiekvienos grupés. Lastelés buvo maiSomos
su 0,5 ml JC-1 darbinio skyscio ir laikomos 15 min. tamsoje. Tuomet lastelés
buvo nucentrifuguojamos, suspenduojamos 2 ml PBS ir analizuojamos tekmeés
citometru (BD LSR II, BD Biosciences, JAV). Tyrime buvo naudojamos
488 nm ilgio bangos ir 530/30 ir 575/26 filtrai. Rezultatai buvo analizuojami
FACS Diva programine iranga (BD Biosciences, JAV)

2.10 Geny raiskos tildymas sintetinémis siRNR

Geny transfekcijai buvo naudojamas lipofektamino RNAIMAX reagentas
(Thermofisher Scientific, JAV) bei sintetinés malonilo CoA-acil baltymo
transacilazeés (MCAT, angl. malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase)
ir ornitino aminotrasferazés (OAT, angl. ornithine aminotransferase)
geny mazosios interferuojancios ribonukleonoriigstys (siRNR, angl. small
interfering ribonucleic acid) (Thermofisher Scientific, JAV). 24 val. prie$
geny raiskos tildyma, lastelés buvo s¢jamos ir inkubuojamos 24 sulinéliy
ploksteléje. Pries eksperimenta geny siRNR buvo skiedziama OPTIMEM
terpe bei sumaiSomos su lipofektamino RNAIMAX reagentu, 1:1 santykiu.
Tuomet lastelés veikiamos paruostais reakciju misiniais ir inkubuojamos apie
24 val. Po 24 val. reakcijos terpé nusiurbiama ir lastelés praplaunamos RPMI-
1640 terpe.

2.11 Fluksominé analizé

SAL ir DCA poveikis in silico buvo tiriamas, naudojant véziniy lasteliy
genomo apimties metabolini modelj (angl. Genome Scale Metabolic Model)
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(126). Sis modelis apima visas Zmogaus metabolines reakcijas. Maksimalus
kiekvienos reakcijos (srauto) greitis yra pagrindziamas pagal kiekvienos
lasteliy linijos geny raiskos (RNR sekoskaitos) duomenis (126, 127). DCA
poveikis modeliuojamas kaip piruvato dekarboksilazés (PDC, angl. pyruvate
decarboxylase) srauto (reakcijos grei¢io) padidéjimas, o SAL — kaip protony
pernasos per mitochondrijy membrana padidé¢jimas. Tokiu bidu, abiejy
junginiy poveikis modeliuojamas pagal tai, kaip PDC srauto ir protonu
pernasos padid¢jimas, atskirai ir kartu, pagal duomeny bazése esancius
duomenis galéty paveikti véziniy lasteliy dauginimosi greitj.

2.12 In vivo eksperimentai

C57BL/6 peléms (n = 48), itrauktoms i eksperimenta, buvo suleista apie
3 x 103 LLC1 lasteliy i paodj, sprando srityje. 6-a diena, kuomet navikai jau
buvo apciuopiami, pelés atsitiktine tvarka buvo suskirstytos i keturias grupes
ir pradétos gydyti vienu i$ keturiy preparaty: 1) kontroliniu tirpalu (0,5 proc.
DMSO); 2) 3 mg/kg SAL; 3) 200 mg/kg DCA; ir 4) kombinacija i§ 3 mg/kg
SAL ir 200 mg/kg DCA. Tirpalas injekcijoms buvo paruostas is 0,9 proc. NaCl
tirpalo. Injekcijos buvo atliekamos kiekviena diena, panasiu metu, leidziant
vaistus | peritoniuma.

Naudotos vaisty dozés buvo parinktos pilotinio eksperimento metu. Sio
eksperimento metu, dvi SAL ir DCA dozgs, atrinktos i§ publikuoty moksliniy
straipsniy, bei ju kombinacijos buvo pabandytos su nedideliu skai¢iumi
peliu (2 pelés vienoje grupé¢je). Taikytos SAL dozés buvo 1 mg/kg bei 5 mg/
kg, o DCA dozés — 50 mg/kg bei 300 mg/kg. Pilotinio eksperimento metu
nustatéme, kad minimali abiejy vaisty koncentracija nesukelé reikSmingo
terapinio poveikio nei monoterapiju nei kombinacinés terapijos grupése, o
maksimali vaisty dozé, nors ir turéjo zenkly terapini poveiki, taciau taipogi
nuléme pastebimai prastesng peliy biisena, ypa¢ SAL ir SAL + DCA grupése.
Vadovaudamiesi Siais rezultatais, pasirinkome tarpines vaisty koncentracijas:
3 mg/kg SAL ir 200 mg/kg DCA.

Pelés buvo suzymétos ir navikai matuojami kas dvi dienas. Naviko
dydis buvo apskai¢iuojamas pagal Sia formule: V= (W2 x L) /2 (1), W -
naviko iSmatavimai placiausiame taske, L — naviko iSmatavimai ilgiausiame
taske. Kiekvienas gyviinas buvo pasveriamas prie$ injekcijas ir dozé buvo
apskaiciuojama pagal jo kiino masg. Tik pelés, sveriancios 18-22 g, buvo
itrauktos | eksperimenta.

10-a dieng i§ kiekvienos grupés atsitiktine tvarka buvo parinkta po 4
peles histologiniams tyrimams. Likusios 8 pelés kiekvienoje grupéje toliau
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dalyvavo tyrime, siekiant jvertinti peliy iSgyvenamuma. D¢l etiniy priezasciy,
eksperimento pabaiga kiekvienai pelei buvo laikoma tada, kai naviko dydis
pasiekdavo 1500 mm? dydj — tuomet pelés buvo eutanazuojamos cervikalinés
dislokacijos budu.

2.13 Imunohistocheminé analizé

Meéginiai analizei buvo paimti i$ jvairiy naviky viety. Audiniai buvo
fiksuojami 10 proc. formaline, iSdziovinti ir idéti { parafina. Parafinizuoti
audiniai buvo pjaustomi 2 mm storiu ir dazomi eozinu ir hematoksilinu
(H&E, Sigma-Aldrich). EMT, CSC ir Ki-67 zymeny raiskai nustatyti, audiniai
i$ pradziy buvo inkubuojami su 5 proc. BSA (angl. bovine serum albumin)
45 min., o po to veikiami pirminiais Zymenu antikiinais CD133 (Abcam), CD44
(Ventana), vimentinu (Ventana), e-kadherinu (Ventana) ir Ki-67 (Abcam)
bei laikomi 4°C per nakti. Tuomet méginiai buvo veikiami peroksidaze
konjuguojanciais antriniais antikiinais 45 min., 37°C bei stebimi panaudojant
ultraView Universal DAB Detection Kit (Ventana Medical Systems, JAV,
Roche Diagnostics GmbH, Vokietija). Zymeny raiskos jvertinimas buvo
atlickamas skaiciuojant lasteles pjlviuose iprastines Sviesinés mikroskopijos
biidu ir rezultatas pateikiamas procentine iSraiska (lasteliy skaiciaus, kuriose
zymuo yra matomas, ir bendro lasteliy skai¢iaus santykis). Méginiai buvo
analizuojami OLYMPUS BX43 mikroskopu (OLYMPUS U-TBI-3 1H64849,
Japonija) ir nuotraukos buvo daromos su OLYMPUS cellSens Entry 2.1
aparatiira (Build 17342, Japonija). Kiekvieno naviko arba organo analizé buvo
atlickama nepriklausomo patologo i§ maziausiai 5 pjuviy, naudojant koduota
meéginj (akluoju budu).

2.14 Statistiné analizé

Visi rezultatai buvo iSreiksti kaip vidurkis su (£) standartine paklai-
da. Statistiné analizé buvo atlickamos SPSS v.20 (IBM, Armonk, NY, JAV)
ir Sigma Plot 10 programine jranga (Systat Software, San Jose, CA, JAV).
SAL + DCA kombinacijos sinergistinis jvertinimas, FA-CI grafiky braizymas
bei CI apskai¢iavimas buvo atliekamas panaudojant Cou-Talalei programing
iranga CompuSyn 2.0 (ComboSyn, Inc., Paramus, NJ, JAV). Mantelio—Kokso
(Mantel-Cox arba long-rank) analizé buvo naudojama gyvybingumo rezultaty
patikimumui jvertinti, o Stjudento (Student) t testas — visiems likusiems eksper-
imentams. P vertés mazesnés uz 0,05 buvo laikomos patikimai reikSmingomis.
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3. REZULTATAI

3.1 SAL ir DCA poveikis storosios zarnos
vézio lasteléms in vitro

3.1.1 DCA, SAL ir ju kombinacijos poveikis DLD-1
ir HCT116 lasteléms 2D kultiiroje

Eksperimento dizainas buvo sukurtas remiantis Cou—Talalei nepastovaus
santykio vaisty metodu, skirtu nustatyti kokiu biidu (sinergistiniu, adityviuoju
ar antagonistiniu) veikia kombinuota terapija. IS pradziy buvo atlikti dozés-
atsako eksperimentai monoterapijoje, siekiant apskaiciuoti DCA ir SAL IC,,
reikSmes. Jos buvo 33,7 ir 44,4 mM eksperimentuose su DCAbei 1,6 ir 1,3 mM
su SAL, atitinkamai eksperimentuose su HCT116 ir DLD lastelemis (9A ir
B pav.). Dozés kombinuotos terapijos eksperimentams buvo atrinktos pagal
ju citotoksini poveiki monoterapijoje — tik tos koncentracijos, kuriy reik§me
buvo zemiau nei ICy;, buvo jtrauktos | kombinuotos terapijos eksperimentus.
Tuomet ivairiis Siy doziy deriniai buvo bandomi su abiem lasteliy linijomis.
Buvo nustatyta, kad kombinacinis gydymas reikSmingai slopino gyvybinguma
abejose lasteliy linijose. Kuomet DCA koncentracijos buvo tarp 1 ir 5 mM, su
visomis SAL tirtomis koncentracijomis poveikis lasteléems buvo adityvus arba
antagonistinis HCT116 lastelése, taciau paveikus lasteles su 15 mM ar daugiau
DCA, su visomis SAL koncentracijomis poveikis buvo sinergistinis. DLD-
1 lastelés reagavo nezymiai jautriau — jau nuo 5 mM DCA koncentracijos
buvo stebimas sinergizmas (9C ir D pav.). Kaip pavaizduota 9E pav., kuomet
buvo naudojama 0,25 pM SAL dozé¢ monoterapijoje, HCT116 lasteliy
gyvybingumas sumazéjo vos iki 86,1 +4,6 proc., 0 DLD-1-1iki 91,3 + 1,5 proc.
Panasi tendencija buvo stebima ir paveikus 15 mM DCA: HCT116 lasteliy
gyvybingumas buvo 76,3 £+ 3,2 proc., o DLD-1 — 88,6 + 5,5 proc. Taciau
sukombinavus $ias dvi vaisty koncentracijas, buvo stebimas zenkliai didesnis
gyvybingumo sumazéjimas: HCT116 lasteliy iki 23,7 + 4,9 proc., o DLD-1
lasteliy — 38,7 + 1,3 proc. Abejais atvejais nustatytas CI buvo zemesnis nei 1,
kas rodo sinergizma. Lyginant poveiki tarp lasteliy liniju abiejy monoterapiju
grupése, statistiskai reikSmingo skirtumo nebuvo pastebéta, taciau palyginus
kombinuotos terapijos poveiki tarp lasteliy liniju, buvo nustatyta, kad HCT116
lastelés buvo jautresnés kombinacinei terapijai negu DLD-1 (p < 0,05).
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9 pav. Citotoksinis salinomicino (SAL), dichloroacetato (DCA) ir jy kombina-
cijos poveikis HCT116 ir DLD-1 lasteléms 2D kultiiroje, ivertintas MTT buidu.
(A, B) Dozés-atsako kreives po 48 val. poveikio su SAL (A) ir DCA (B) HCT116
ir DLD-1 lasteliy linijose. (C, D, E) Paveiktosios frakcijos ir kombinacinio indekso
analizé (Fa-CI), nustatanti kombinuotos terapijos veikimo pobtdi po 48 val. poveikio
SAL ir DCA kombinacija HCT116 ir DLD-1 Iasteléms. Visos kombinacinio indekso
(CI) reikSmés, didesnés negu 2, pavaizdavimo tikslu buvo prilygintos 2. Duomenys
gauti i$ trijy nepriklausomy eksperimenty, matuojant 6 Sulinélivose kiekvienomis sa-
lygomis, ir pateikti kaip vidurkis + standartiné paklaida. * p < 0,05; ** p < 0,01;
*#% 5 < (0,001 (lyginant su kontrole); * p < 0,05 (lyginant Iasteliy linijas).
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Panasus vaisty poveikis buvo pastebétas ir atlikus gyvybingumo analizg
tékmés citometru, panaudojant aneksino V reagenta. 10A pav. pateikiami
tyrimo rezultatai, atspindintys lasteliy gyvybinguma. Tékmeés citometrijos
tyrimas patvirtina MTT metodu registruota kombinuotos terapijos poveiki —
tiek HCT116, tiek DLD-1 lastelése SAL ir DCA veike sinergistiskai. HCT116
lastelés buvo Siek tiek jautresnés negu DLD-1 (10B pav.).
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10 pav. Tékmeés citometrijos eksperimenty rezultatai po daZymo su aneksino V
ir propidzio jodido (PI) reagentais, paveikus DLD-1 ir HCT116 lasteles salinomi-
cinu (SAL), dichloroacetatu (DCA) arba jy kombinacija. (A) DLD-1 ir HCT116
lasteliy atsakas i terapija. Q1 kvartilé (nekrozé) rodo lasteles, nusidaziusias PI dazu,
bet ne Annexin V dazu. Q2 (vélyvoji apoptozé) — lastelés nusidaziusios abejais dazais.
Q3 (ankstyvoji apoptoze) — lastelés nusidaziusios aneksino V dazu, bet ne PI dazu. Q4
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(gyvybingos lastelés) — lastelés nenusidaziusios nei vienu dazu. (B) 0,25 uM SAL ir
15 mM DCA poveikis HCT116 ir DLD-1 lasteliy gyvybingumui po 48 val. poveikio.
Duomenys gauti tékmés citometru, atlikus tris nepriklausomus eksperimentus, ir pa-
teikti kaip vidurkis + standartiné paklaida.

*p < 0,05 ** p <0,01; *** p <0,001 (Iyginant su kontrole); # p < 0,05 (lyginant
lasteliy linijas).

3.1.2 DCA, SAL ir jy kombinacijos poveikis
DLD-1 ir HCT116 lasteléms 3D kulturoje

Kitas uzdavinys buvo jvertinti ar kombinuota SAL ir DCA terapija turi
toki pati sinergistini citotoksini poveikj ir 3D lasteliy kultiiroje. Siai hipotezei
patikrinti mes panaudojome daugialasteliniy sferoidy technologija (zr. Meto-
dus). Praéjus 48 val. po lasteliy uzs¢jimo, buvo pamatuotas sferoidy dydis, ku-
ris sieké 395+ 17 um (n=216). Ta pacia diena sferoidai buvo veikiami ivairiy
DCA ir SAL koncentracijy monoterapija. Vaisty poveikis buvo analizuojamas
po 48, 96 ir 144 val., vertinant sferoidy dydi. I$ gauty monoterapijos rezul-
taty buvo atrinktos Sios koncentracijos kombinacinei terapijai: 30 mM DCA
bei 1 uM SAL. Vaisty poveikis, kaip ir monoterapijos eksperimentuose, buvo
matuojamas trimis skirtingais laiko momentais (po 48, 96 ir 144 val.). Buvo
pastebéta, kad po 48 val. HCT116 lasteliy sferoidu dydis buvo nepakites po
SAL terapijos, po DCA terapijos sferoidai buvo mazesni ~20 proc. (p < 0,05),
o po kombinuotos terapijos sferoidy dydis sumazejo 39 proc. (p < 0,001), ly-
ginant su kontrole. Kaip pavaizduota 11 pav., Sioje lasteliy linijoje kombi-
nuotos terapijos poveikis buvo beveik dukart stipresnis lyginant su monote-
rapijomis visais laiko intervalais. Tuo tarpu DLD-1 lasteliy linijos jautrumas
buvo mazesnis DCA ir kombinacinei terapijai. Po 48 val. sferoidy dydis SAL
grupéje buvo 10 proc. mazesnis, lyginant su kontrole (p < 0,05), DCA grupé-
je—12 proc. (p <0,05), o kombinuotos terapijos grupéje — 25 proc. (p <0,01).
Panasi tendencija buvo pastebéta ir po 96 bei 144 val. poveikio.
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11 pav. Citotoksinis salinomicino (SAL), dichloroacetato (DCA) ir jyu kombina-
cijos poveikis 3D lasteliy kultiiroje. 1 uM SAL ir 30 mM DCA poveikis HCT116
(A) ir DLD-1 (B) lasteliy linijose po 48, 96 ir 144 val. Duomenys gauti i$ trijy nepri-
klausomy eksperimenty, matuojant 6 sferoidy dydzius is kiekvienos grupés, ir pateikti
kaip vidurkis + standartiné paklaida. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 (lyginant
su kontrole); # p < 0,05 (lyginant tarp grupiy). (C) Tipinés HCT116 ir DLD-1 sferoidy
iliustracijos po 48 val., paveikus su 1 uM SAL ir 30 mM DCA.

* p < 0,05, ** p < 0,01 (SAL lyginant su kontrole); # p < 0,05, " p < 0,01 (DCA
lyginant su kontrole); 3 p < 0,01, ¥ p < 0,001 (SAL + DCA lyginant su kontrole).

@

HCT116

DLD-1

3.1.3 Geny raiskos palyginimas tarp lasteliy linijy
2D ir 3D lasteliy kultirose

Pastebéjus pakitusi DLD-1 lasteliy jautruma chemoterapijai 3D kultiiroje,
iSsikéléme tiksla iSsiaiskinti Sio reiskinio priezasti. Kadangi yra zinoma,
jog SAL selektyviai taikosi i CSC, suformulavome hipotezg, kad padidéjgs
DLD-1 lasteliy jautrumas 3D kultiroje galéty buti dél specifiniy CSC genu
aktyvacijos. Siai hipotezei patikrinti pasitelkéme geny raiskos analize ir
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iStyréme toliau nurodyty geny raiska (be chemoterapinio poveikio) abiejose
lasteliy linijose — tiek 2D, tiek 3D lasteliy kulttirose:

» vézio kamieniniy lasteliy zymenys (ALDHIAI, CEACAMS, ALCAM,

LGR5, DPP4, CD133, CD24, CD29 ir CD44);
» epitelinés mezenchiminés tranzicijos Zymenys (SNAILI, SNAIL2,
CDHI ir CDH2);

» multipotentiSkumo zZymenys (NANOG ir POUSFI).

1 lentelé rodo, kad multipotentiSkumo genu raiskos skirtumuy nebuvo pa-
stebéta nei vienoje lasteliy linijoje (FC — pokytis kartais, angl. fold change,
< 1,5, p > 0,05), lyginant 2D ir 3D lasteliy kultiiras, ir tik vieno EMT zymens
(SNAIL?2) raiska buvo suaktyvéjusi DLD-1 linijoje 3D lasteliy kulttiroje. Tuo
tarpu daugumos CSC Zymeny raiska (CEACAMS, ALDHIAI, CD24, CD44 ir
CD133) buvo zymiai padidéjusi DLD-1 lastelése 3D kultturoje, o HCT116 las-
telése buvo suaktyvéjusi tik vieno geno raiska (DPP4). Sie rezultatai leidzia
daryti prielaida, kad padidéjes DLD-1 lasteliy jautrumas SAL monoterapijai 3D
kulttroje gali biiti siejamas su padidéjusia CSC zymenuy raiska 3D aplinkoje.

1 lentelé. Santykiné epitelinés—mezenchiminés tranzicijos (EMT), multipotentis-
kumo ir véZio kamieniniy lasteliy (CSC) geny raiska DLD-1 ir HCT116 lasteliy
2D ir 3D lasteliy kultiirose.

Geny raiskos analizé

Lasteliy linijos ir kultiiros
Genai HCT116 3D/2D DLD-1 3D/2D
FC \ P reik§mé FC \ P reiksmé
EMT Zymenys
SNAILI -1,1 0,1821 -1,1 0,3618
SNAIL2 -1,4 0,0513 1,1 0,0429
CDHI 1,0 0,7252 1,0 0,5211
CDH2 1,1 0,3529 1,3 0,0821
MultipotentiSkumo Zymenys
NANOG 1,0 0,9418 1,3 0,0200
POUSFI 1,2 0,1071 -1,1 0,4263
VéZzio kamieniniy lasteliy Zymenys

ALCAM -1,2 0,0236 1,2 0,1517
CEACAMS -1,1 0,9179 24,3 0,0000
ALDHIAI 0,0 >0,99 8,5 0,0193
LGRS 2,2 0,2784 -1,9 0,0001
DPP4 1,7 0,0004 -1,5 0,0001
CD24 1,0 0,6359 2,0 0,0001
CD29 -1,3 0,0055 -1,0 0,4036
CD44 -1,2 0,0661 34 0,0001
CDI133 1,1 0,1786 1,7 0,0001

Geny raiskos pokytis jvertintas atliekant tris nepriklausomus RT-qPGR pakartojimus.
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3.1.4 SAL ir DCA sinergizmo mechanizmo tyrimai
3.1.4.1 Daugiavaiscio atsparumo baltymo vaidmuo

Auksciau apraSyti tyrimai parode, jog DCA ir SAL gali sinergistiskai
slopinti navikiniy lasteliy gyvybinguma, tac¢iau liko neaisku, koks $iy medziagy
sinergizmo molekulinis mechanizmas. Zinoma, kad vézinés lastelés, o ypac
vézio kamieninés lastelés, gali efektyviai Salinti prieSvézinius vaistus. Tai
atliekama daugiavaisc¢io atsparumo siurbliy déka (128). Iskéléme hipoteze,
kad viena i$ tirty medziagy gali smarkiai sustiprinti kitos veikima, slopindama
MRP aktyvuma. MRP aktyvumui jvertinti daznai naudojamas fluorescuojancio
dazo kalceino testas (129), nes kalceinas yra daugelio MRP substratas, ir jo
Salinimo i$ lastelés kinetika galima stebéti fluorescencinés mikroskopijos
pagalba. Pirmiausia, baziniam HCT116 ir DLD-1 lasteliy MRP aktyvumui
ivertinti panaudojome zinomus slopiklius ciklosporing A ir karbenoksolona.
12A pav. parodyta kalceinu uzkrauty HCT116 lasteliy grupé. Kiekvienoje i$
lasteliy pazymétame ROI buvo matuojama kalceino fluorescencijos kitimo
kinetika, o vidutinés reikSmés pavaizduotos paveikslelio B-E dalyse. Kaip
parodyta 12B ir D pav., kontrolés salygose kalceino fluorescencija Siose
lastelése greitai silpnéja, kas liudija, jog jose MRP aktyvumas yra didelis. Tuo
tarpu, panaudojus ciklosporing A arba karbenoksolona, kalceino Salinimas i$
lastelés smarkiai sulétéja. Tai rodo, kad abiejy tipy lastelése MRP aktyvumas
yra didelis, o DCA ir SAL sinergizmas galéjo biiti pasiektas, jei kuri nors
i§ medziagy, be jau zinomo savo veikimo biido, papildomai slopino ir MRP
aktyvuma. Ankstesni kity autoriy tyrimai parodé, kad is tiesy SAL per ilgesni
laiko tarpa gali sumazinti MRP raiska (130), taciau miusy eksperimentuose
kalceino salinimo kinetika kontrolés salygose ir panaudojus iki 5 pM SAL
nesiskyré nei HCT116 (12B ir C pav.), nei DLD-1 (12D ir E pav.) lastelése.
Vadinasi, SAL tiesiogiai neslopina MRP aktyvumo. Tac¢iau kalceino Salinimo
i$ lasteliy kinetika abiejy tipy lastelése smarkiai sulétéjo panaudojus DCA
(12B-E pav.). Sis poveikis buvo netikétas, nes iki Siol, miisy Ziniomis,
literatiiroje néra duomenuy, kad DCA galéty slopinti MRP aktyvuma.

Sie rezultatai parodé, kad SAL ir DCA sinergizmas, citotoksiskai veikiant
vézines lasteles, galéjo biiti pasiektas déel MRP aktyvuma slopinancio DCA
poveikio.
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12 pav. Dichloroacetato (DCA) poveikis HCT116 ir DLD-1 lasteliy daugiavais-
¢io atsparumo baltymo (MRP) aktyvumui. (A) Kalceinu-AM uzkrauty HCT116
lasteliy grupé su pazZymétomis pasirinktomis individualiy lasteliy vietomis (ROI)
kiekvienoje lasteléje, kur buvo matuojama kalceino fluorescencijos kinetika. (B) Kal-
ceino fluorescencijos silpnéjimas HCT116 lastelése kontrolés salygomis (n = 38) ir
panaudojus salinomicing (SAL) (5 uM; n=32), DCA (15 mM; n = 27), DCA su SAL
(n=32), karbenoksolona (CBNX) (100 uM; n=33), CBNX su DCA (n=35). (C) Kal-
ceino fluorescencijos intensyvumas HCT116 lastelése po 6 val., lyginant su pradine
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fluorescencija kontrolés salygomis ir panaudojus nurodytas medziagas. (D) Kalceino
fluorescencijos silpnéjimas DLD-1 lastelése kontrolés salygomis (n = 37) ir panau-
dojus SAL (0,5 uM; n = 16), DCA (15 mM; n = 17), DCA su SAL (n = 21), CBNX
(100 uM; n = 17). (E) Kalceino fluorescencija DLD-1 lastelése po 6 val., lyginant
su pradine fluorescencija kontrolés salygomis ir panaudojus nurodytas medziagas. C
ir D duomenys gauti i$ triju nepriklausomy eksperimenty ir pateikti kaip vidurkis +
standartiné paklaida; *** p <0,001.

3.1.4.2 Vidulastelinis pH

Zinoma, kad piktybiniy naviky mikroaplinka gali biti parfg§téjusi
(pH, < 7), tuo tarpu navikiniy lasteliy vidulastelinis pH btina labiau Sarminis
(pH; = 7,5-7,7). Tokiu budu gali susidaryti gana Zymus pH gradientai, kurie
gali skatinti naviko lasteliy gyvybinguma arba silpninti chemoterapijos
poveiki (131). Taip pat, prie maZesnio pH_, kai kurie vaistai i lastelg patenka
sunkiau.(132).

Tyréme, ar SAL, tariamai veikdamas pH. reguliuojanciy baltymu, tokiy
kaip anglies anhidrazés, Na'/6CO*  kotransporteris, monokarboksilato
transporteris, aktyvuma, gali keisti pH. Taip pat patikrinome, ar DCA
(NaCHCIL,CO,) gali keisti pH,, greitai pereidamas per lastelés membrang |
lastelés vidy, taip, kaip ta padaro artimos strukttiros acetatas (NaCH,CO,),
kuris eksperimentuose tradiciSkai naudojamas pH. mazinimui (133) .

Naudotos SAL ir DCAkoncentracijos neturéjo poveikio pH . pH; matavimui
naudojome pH; jautry fluorescuojanti daza BCECF-AM (Zr. Metody skyriu).
13A pav. parodyta BCECF uzkrauty HCT116 lasteliy grupé. Kiekvienoje i$
lasteliy pazymétame ROI buvo matuojama BCECF fluorescencijos emisija
prie dvieju suzadinimo bangy. I3 tikryju, pH, HCT116 lastelése kontroles
salygomis buvo padidéjes (7,6—7,7) (13B-D pav.). SAL koncentracija iki
2 uM netur¢jo jokio poveikio pH; (13C ir D pav.), tuo tarpu 30 mM DCA
mazino pH. panaSiai, kaip acetatas (13B ir D pav.). IdentiSkus rezultatus
gavome ir eksperimentuose su DLD-1 lastelémis.

Sie rezultatai parodé, kad DCA gali mazinti véziniy lasteliy pH; ir tokiu
btdu galbtt prie SAL ir DCA sinergizmo. Siekdami patikrinti Sig galimybe,
atlikome HCT116 ir DLD-1 lasteliy gyvybingumo tyrimus 2D ir 3D kultiirose,
vietoje DCA panaudodami acetata, kuris neturi poveikio PDK ir, miisy
ziniomis, MRP aktyvumui.
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13 pav. Salinomicino (SAL) ir dichloroacetato (DCA) poveikis HCT116 lasteliu
pH.. (A) BCECF-AM uzkrauty HCT116 lasteliy grupé su paZymétomis pasirinkto-
mis individualiy lasteliu vietomis (ROI) kiekvienoje lasteléje, kur buvo matuojama
kalceino fluorescencijos emisijos kinetika prie dviejuy suzadinimo bangy. (B) Acetato
(ACE; 30 mM) ir DCA (30 mM) poveikis pH, (n = 41). (C) SAL (0,5 pM) ir SAL
kartu su DCA (30 mM) poveikis pH. (n = 24). (D) Apibendrinti SAL ir DCA poveikio
pH, duomenys, gauti i$ triju nepriklausomy eksperimenty ir pateikti kaip vidurkis =
standartiné paklaida; * p < 0,05.

Kaip parodyta 14 pav., SAL ir acetatas neturéjo sinergistinio citotoksinio
poveikio HCT116 ir DLD-1 Iasteléms 2D ir 3D kultirose. Sie rezultatai
parodé, kad SAL ir DCA sinergizmas yra nebiitinai susij¢s su DCA sukeltu
pH; sumazéjimu.
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14 pav. Citotoksinis acetato (ACE), salinomicino (SAL) ir ju kombinacijos po-
veikis HCT116 ir DLD-1 lastelems 2D ir 3D kultiirose. (A, B) HCT116 ir DLD-1
lasteliy gyvybingumas po 48 val. poveikio ACE, SAL ir ju kombinacija, jvertintas
MTT testu. Cou-Talalei analizé nerodo acetato ir SAL sinergizmo (kombinacinis in-
deksas (CI) > 1). (C, D) SAL, ACE ir juy kombinacijos poveikis HCT116 ir DLD-1
daugialasteliniy sferoidy dydziui. Duomenys gauti i§ trijuy nepriklausomy eksper-
imenty, matuojant kickvienomis salygomis atitinkamai lasteliy gyvybinguma 6 Su-
linélivose arba 6 sferoidy dydi. * p < 0,05 (lyginant su kontrole) — rezultatams A
ir B. * p < 0,05, ** p < 0,01 (SAL lyginant su kontrole); # p < 0,05, ## p < 0,01,
### p < 0,001 (acetata lyginant su kontrole); §§ p < 0,01, §§§ p < 0,001 (SAL ir
acetato kombinacijg lyginant su kontrole) — rezultatams C ir D.

3.1.4.3 SAL, DCA ir ju kombinacijos poveikis
mitochondrijy membranos potencialui

Mitochondrijoms prarandant savo elektrochemini gradienta, didéja ju
membranos pralaidumas. Tokiu biidu i lastelés citoplazma patenka ivairiy
junginiy, signalizuojanéiy lasteléms pradéti apoptozés procesus. Sioje darbo
dalyje mes iskéléme hipoteze, kad DCA kombinacijoje su SAL depoliarizuoja
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vézines lasteles ir dél to lastelése prasideda apoptozés procesai. Siai hipotezei
patikrinti mes panaudojome JC-1 reagenta. JC-1 akumuliuojasi | agregatus
sveiku lasteliy mitochondrijose ir fluorescuoja raudonai. Vykstant lasteliy

citochromas c, pakinta elektrony transportas bei mitochondriju membrany
poliskumas, ir JC-1 i§ mitochondriju patenka i citoplazma, kur savo
monomerin¢je formoje fluorescuoja zaliai. Eksperimentai buvo atlickami
tekmes citometru bei fluorescencine mikroskopija po 24 val. poveikio
nurodytais vaistais (15 pav.).

Nustatéme, kad néra statistiskai reikSmingo skirtumo tarp monoterapiju
bei kombinuotos terapijos grupiy ir padaréme iSvada, kad sinergistinis cito-
toksinis poveikis néra susijgs su vaisty poveikiu mitochondriju membranos

potencialui.
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15 pav. Salinomicino (SAL) ir dichloracetato (DCA) kombinuotos terapijos po-
veikis DLD-1 lasteliy mitochondriju membranos potencialui. (A) Fluorescencinés
mikroskopijos rezultatai: tipiniai lasteliy vaizdai po monoterapijy ir kombinacinés
terapijos, pazymejus lasteles JC-1 dazu; raudona spalva nurodo mitochondrijas su ne-
pakitusiu mitochondrijy membranos potencialu, zalia spalva — su pazeista membrana.
(B) Tékmeés citometrijos rezultatai: Q2 kvartilé rodo sveikas lasteles, Q3 — lasteles
su sumazejusiu mitochondrijy membranos potencialu. Duomenys gauti iS trijy nepri-
klausomy eksperimenty.

47




3.1.4.4 Kiti galimi dichloracetato taikiniai mitochondrijose

DCA yra struktiiriskai analogiskas piruvatui, kuris mitochondrijose slopina
PDK ir tokiu budu sumazina laktato gamyba, dél ko lastelés yra priverstos
sugrizti prie oksidacinio fosforilinimo, ir tuo paciu—prie iprasty, sveikai lastelei
budingy, apoptozeés procesy (15). Taip pat, DCA turi keleta antriniy poveikiy,
nulemianciy prieSvézines Sio vaisto savybes (zr. Literatiros apzvalga).
Todél, bendradarbiaujant su LSMU Kardiologijos instituto Lasteliy kulttiry
laboratorijos vyresniuoju mokslo darbuotoju dr. Sergio Bordel buvo atlikta
fliuksominé analiz¢, siekiant nustatyti papildomus DCA taikinius, kurie galéty
dalyvauti DCA ir SAL sinergizme. Fluksomika vadinama metody, naudojamuy
biologiniy sistemy metaboliniy reakcijy (srauty) greiciui jvertinti, visuma (Zr.
Metodus). Siuo biidu buvo nustatyti du pagrindiniai taikiniai: MCAT ir OAT.
MCAT ir OAT geny koduojami baltymai randami tik mitochondrijose. MCAT
geno koduojamas baltymas katalizuoja malonilo grupés, esancios malonilo
kofermente A, perkélima | mitochondrijy baltymus, pernesancius acilo grupeg.
Sie fermentai mazina malonilo kofermento A koncentracija. OAT geno
koduojamas baltymas mitochondrijose skatina arginino ir ornitino virsmus
1 glutamatg ir gama-amino sviesto rugsti (GABA). Fliuksominis tyrimas
parodé, jog DCA ir SAL sinergizmas, mazinant véziniy lasteliy gyvybinguma,
galéty buti susijgs su SAL ir/ar DCA galimai slopinanciu poveikiu MCAT ir
OAT genams. Siai hipotezei patikrinti, visy pirma istyréeme MCAT ir OAT geny
raiSkos pokycius po poveikio su 1 uM SAL. Kaip parodyta 16 pav., MCAT
geno raiska, lyginant su kontrole, buvo sumazgéjusi 2,5 ir 3 kartus atitinkamai
DLD-1 ir HCT116 lastelése, o tuo tarpu OAT geno raiska DLD-1 lasteliy
linijoje buvo 2 kartus padidéjusi, o HCT116 — 1,7 karto sumazéjusi.

Kituose eksperimentuose panaudojome siRNR, slopinancia Siy geny
raiska, ir iSméginome dviejy koncentracijy (5 ir 30 mM) DCA poveiki lasteliy
gyvybingumui. Kaip parodyta 17 pav., 30 mM DCA koncentracija atitinkamai
sumazino transfekuoty lasteliy gyvybinguma net iki 18 ir 19 proc. DLD-1
lastelése su nutildytais OAT ir MCAT genais. Taciau taip pat pastebéjome, kad,
lyginant su kontrole, siRNR panaudojimas zymiai sumazino ir DCA nepaveikty
lasteliy gyvybinguma. Lasteliy su nutildytu OAT genu gyvybingumas buvo
59 proc., o su nutildytu MCAT genu sieké vos 40 proc. DLD-1 lasteliy linijoje.
Panasiis rezultatai buvo gauti ir su HCT116 Iasteliy linija.

Akivaizdu, kad Sie genai yra gyvybiskai svarbiis lasteléms ir ju slopinimas
pats savaime sukelia greita lasteliy zuti. Kadangi tokio stipraus citotoksinio
poveikis nepastebéjome nei su vienu i$ tiriamyjy vaisty, atliekant eksperimentus
monoterapijoje, padaréme iSvada, kad MCAT ir OAT geny raiskos slopinimas
vaistais yra galimas tik teoriskai, o praktikoje, dél daugybés galimy biologiniy
priezasciy, $i hipotezé nepasitvirtina.
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16 pav. MCAT ir OAT genu raiskos pokytis po poveikio su salinomicinu (SAL),
jvertintas tikro laiko kiekybinés polimerazés grandininés reakcijos (RT-qPGR)
metodu, trimis nepriklausomais eksperimentais.

100 Kontrole
Mock grupé
£ 80 B siRNR MCAT
3 )
£ SiRNR OAT
E” 60
£ m siRNR MCAT+DCA 5 mM
z
Fry M siRNR OAT + DCA 5 mM
Z 40
2 m siRNR MCAT + DCA 30 mM
5
SiRNR OAT + DCA 30 mM
20
= DCA 5 mM
0 HDCA 30mM

17 pav. Dichloroacetato (DCA) poveikis lasteliy gyvybingumui po MCAT ir
OAT geny nutildymo DLD-1 lasteliy linijoje. Gyvybingumas jvertintas MTT budu
24 val. po transfekcijos. Duomenys gauti i§ dviejy nepriklausomy eksperimenty ir
pateikti kaip vidurkis + standartiné paklaida.
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3.2 SAL ir DCA poveikis plauciy vézio lasteléms
in vitro ir in vivo

3.2.1 DCA, SAL ir jy kombinacijos poveikis LLC1 Iasteléms
2D ir 3D kulttirose

Tolimesni §io darbo eksperimentai buvo atliekami su peliy plauciy vézio
lastelémis LLC1, siekiant jvertinti kombinuotos terapijos poveiki in vivo. Tuo
tikslu pirmiausia su LLC1 lastelémis pakartojome in vitro eksperimentus,
aprasytus pirmoje darbo dalyje. Atlike abieju monoterapiju dozés-atsako
eksperimentus, nustatéme, kad SAL ir DCA 1C,, reikSmeés yra atitinkamai
28,26 mM ir 0,66 uM (18 pav.). Kombinuotos terapijos eksperimentai buvo
atlickami su 10 ir 20 mM DCA bei 0,05 ir 0,5 uM SAL. Cou—Talalei metodo
pagalba buvo nustatyta, kad visos vaisty kombinacijos tur¢jo stipry citotoksini
poveiki LLCI Iasteliy linijai. Kaip pavaizduota 16 pav., apskaiciuotas CI
buvo mazesnis nei 1, ir tai rodo sinergistini medziagy poveiki.
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18 pav. Citotoksinis salinomicino (SAL) ir dichloroacetato (DCA) poveikis LLC1
lIasteléms 2D kultiiroje (MTT testas). (A, B) Lasteliy gyvybingumo priklausomybé
nuo SAL ir DCA koncentracijos po 48 val. poveikio. (C) SAL, DCA ir jy kombinaci-
jos poveikio lasteliy gyvybingumui palyginimas. (D) Skirtingy SAL ir DCA koncen-
tracijy kombinacijos priklausomybé paveiktosios frakcijos ir kombinacinio indekso
(Fa-CI) analizéje. Duomenys gauti i$ trijy nepriklausomy eksperimenty ir pateikti
kaip vidurkis + standartiné paklaida. *** p < 0,001.
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Eksperimenty su LLCI1 lastelémis 3D kultiroje rezultatai pastebimai
skyrési nuo eksperimenty su storosios zarnos vézio lastelémis. Panasus buvo
tik sferoidy dydzio pokytis po 48 val. poveikio. Kaip ir DLD-1 lasteliy atveju,
LLC1 lasteliy linijoje buvo matomas panasus atsakas tick monoterapijai tick
kombinacinei terapijai: po poveikio su SAL ar DCA, lasteliy dydis sumaz¢jo
atitinkamai 7 ir 15 proc., tuo tarpu kombinuota terapija sumazino sferoidy
dydi ~29 proc., lyginant su kontrole. Taciau, po 96 val. sferoidy dydis tarp
monoterapijy ir kombinuotos terapijos tapo nebesulyginamas, nes kombinacine
terapija paveikty sferoidy struktiira prad¢jo irti. Po 144 val. $is sferoidy irimo
reiSkinys buvo pastebétas taip pat ir monoterapiju grupése. AO ir PI buvo
panaudoti norint iSsiaiskinti sferoidy lasteliy gyvybinguma. Buvo nustatyta,
kad tik gilesniuose sferoido sluoksniuose esancios lastelés buvo gyvybingos
(zalia spalva — AO dazas), o lastelés aplink sferoida buvo mirusios (raudona
spalva — PI dazas) (19 pav.).
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19 pav. Citotoksinis salinomicino (SAL) ir dichloroacetato (DCA) poveikis LLC1
Iasteléems 3D kultiiroje. (A) Buidingas LLC1 sferoidy vaizdas po 48, 96 ir 144 val.
poveikio su SAL, DCA ir jy kombinacija. (B) Citotoksinio 0,1 uM SAL, 15 mM DCA
ir ju kombinacijos poveikio palyginimas po 48 val. Duomenys gauti i$ triju nepri-
klausomy eksperimenty ir pateikti kaip vidurkis + standartiné paklaida. *** p <0,001.
(C) Lasteliy gyvybingumo jvertinimas po 96 val. poveikio SAL ir DCA kombinacija,
panaudojant dviguba dazyma akridino oranziniu (AO) ir propidzio jodidu (PI).



3.2.2 DCA ir SAL kombinacija mazina naviky augimo greit{
C57BL/6 pelése su LLCI Iastelémis indukuotais navikais

Norint patikrinti kombinuotos terapijos efektyvuma in vivo, buvo sukurtas
alograftinis peliy modelis, panaudojant LLC1 lasteles ir C57BL/6 peles. Pragjus
6 dienoms po naviky indukcijos, gyviinai buvo atsitiktine tvarka suskirstyti i
keturias grupes pagal taikoma terapija: kontrol¢, SAL grupé (3 mg/kg), DCA
grupé (200 mg/kg) ir kombinuotos terapijos grupé (3 mg/kg SAL + 200 mg/kg
DCA). 16-a eksperimento diena, pirmosiose pelése kontrolinéje grupéje buvo
pasiektas maksimalus naviko dydis (1500 mm?) ir pelés buvo eutanazuotos. In
vivo eksperimento schema pavaizduota 20 pav.

Naviky ir organy Peliy veikimas vaistais
Randomizacija surinkimas (4 pelés (kasdien) ir naviko dydiio Eksperimento
. i§ kiekvienos matavimas (kas 2 dienas) pabaiga
LLC1 Igsteliy .
injekcija ﬁ grUﬁes) ﬁ ﬂ
b 4 \

H

1 23 4 56 7 8 9 10 1112 13 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

]

Vaisty e
Naviky citotoksiskumo Jvasty Naviko N
indukcija | jvertinimas ntimetastatiniy progresavimo Toksigkumo
C57BL/6 monoterapijoje savybiy fymeny monitoravimas
pelése ir kombinacinéje EH a jvertinimas
terapijoje

20 pav. In vivo eksperimento schema

Naviko augimo dinamika visose tirtose grupése nuo 6-os iki 16-os
eksperimento dienos yra pavaizduota 21A pav. Nustatyta, kad gydymas SAL
neturéjo jtakos naviko augimo dydziui ir rezultatai reik§mingai nesiskyré nuo
kontrolés. Tuo tarpu, nuo 10-os eksperimento dienos DCA peliy grupéje buvo
registruojamas reikSmingas naviko augimo sulétéjimas — 14-a eksperimento
diena naviky dydis buvo 1,7 karto mazesnis negu kontroléje. Efektyviausias
naviky augimo slopinimas buvo stebimas SAL + DCA grupéje. Pvz., 14-a
diena iSmatuoty naviky dydis buvo 3,6 kartus mazesnis, lyginant su kontrole.
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Peliy iSgyvenamumo kreivés, sukurtos Kaplano-Mejerio (Kaplan—Meier)
metodu, yra pateiktos 21B pav.
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21 pav. Salinomicino ir dichloroacetato kombinacijos (SAL + DCA) poveikis
naviky augimui C57BL/6 pelése su LLC1 lastelémis indukuotais navikais. (A)
Naviky augimo greitis po gydymo SAL, DCA arba juy kombinacija. Naviky dydis
matuotas 8 pelése kiekvienomis salygomis. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. (B)
Kaplano—Mejerio kreivés, atspindinti peliy i§gyvenamuma po gydymo su SAL, DCA
arba jy kombinacija. Pagal Mantelio—Kokso (long-rank) testa, p reikSmés, lyginant
peliu iSgyvenamuma po poveikio SAL, DCA ar ju kombinacija su kontrole, buvo
atitinkamai p < 0,05, p < 0,005 ir p <0,0001.
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3.2.3 SAL ir DCA kombinacija slopina naviky metastazavima i C57BL/6
peliu su LLC1 lastelémis indukuotais navikais plaucius

Eksperimento pradzioje kiekvienoje grupéje buvo po 12 peliu. 16-a
eksperimento diena (praéjus 10 dieny nuo gydymo pradzios) i§ kiekvienos
grupés atsitiktine tvarka buvo atrinkta po 4 peles histologiniams tyrimams,
siekiant jvertinti EMT ir CSC Zymeny poky¢ius gyviiny plauciuose ir kepenyse
(Sie gyvinai nebuvo ijtraukti | i§gyvenamumo statistika). IStyrus gyviinéliy
organus, buvo nustatyta, kad visos pelés kontrolinéje ir abiejy monoterapiju
grupése turéjo metastaziy plauciy audinyje, o kombinuotos terapijos grupéje
nei viena i$ 4 tirty peliy metastaziy netur¢jo. Taip pat paaiskejo, kad nei vienos
grupés pelés neturéjo metastaziy kepenyse (22 pav.)

KONTROLE

22 pav. Salinomicino ir dichloroacetato kombinacija (SAL + DCA) slopina meta-
staziy atsiradima C57BL/6 pelése su LLC1 lastelémis indukuotais navikais. Pa-
veikslélyje matomi plauciy audiniy pjiviai, nudazyti hematoksilinu ir eozinu (H&E).
Metastazés yra apibrauktos juodomis taskinémis linijomis. Vaizdinimui buvo naudo-
jamas 200x didinimas; skalé = 50 um.
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3.2.4 SAL ir DCA kombinacija slopina EMT, CSC
ir proliferacijos zymeny raiSka C57BL/6 pelése
su LLC1 Iastelémis indukuotais navikais

Norint jvertinti monoterapijy ir kombinuotos terapijos itaka véziniy lasteliy
kamieniSkumui, EMT ir proliferacijai, panaudoti atitinkami zymenys: CD133
ir CD44 naudoti jvertinti lasteliy kamieniSkuma, vimentinas ir e-kadherinas —
EMT; Ki-67 — proliferacija.

Imunohistocheminé¢ analiz¢ atskleidé reikSmingg skirtuma tarp EMT Zyme-
ny raiskos, lyginant kombinuotos terapijos méginius su kontrole. Kontroléje
buvo nustatyta 19 + 8 proc. lasteliy su padidéjusia e-kadherino ir 50 + 8 proc.
su padidéjusia vimentino raiSka, tuo tarpu kombinuotoje grupéje Sie skaiciai
buvo atitinkamai 63 £ 5 proc. ir 14 + 6 proc., t.y., e-kadherino raiska padidéjo
3,3 karto, o vimentino — sumazgjo 3,5 karto. SAL grupés méginiy rezultatai
statistiskai nesiskyré nuo kontrolés, o DCA grupés rezultatai buvo panasis i
kombinuotos terapijos rezultatus: e-kadherino raiska buvo 3,4 kartus padidé-
jusi, lyginant su kontrole, o vimentino — 2,5 kartus sumaz¢jusi (23 pav.)

CSC zymeny raiska buvo zymiai sumaze¢jusi SAL bei kombinuotos terapijos
grupése, ta¢iau DCA tur¢jo tik nezymuy poveiki CSC Zymenims, lyginant su
kontrole. Pavyzdziui, CD133 Zymens geny raiSka kontrolingje grupéje sieké
56 £ 6 proc., SAL— 11 £ 1 proc., o0 SAL + DCA grupéje — 9 + 2 proc., tuo tarpu
DCA méginiuose §io Zymens geny raiska buvo 33 + 5 proc. Sie rezultatai
leidzia daryti prielaida, kad tyriné¢jamoje vaisty kombinacijoje SAL yra
atsakingas uz kamieniSkumo slopinima, o DCA — uz EMT procesuy slopinima.

Proliferacijos Zymens Ki-67 rezultatai koreliavo su naviko augimo greicio
ir peliy iSgyvenamumo duomenimis. SAL grupé¢je Ki-67 geny raiska buvo
nepakitusi, lyginant su kontrole, o DCA ir SAL + DCA grupése Ki-67 raiska
buvo atitinkamai sumazéjusi 2 ir 3,3 kartus, lyginant su kontrole.
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23 pav. Salinomicino (SAL), dichloroacetato (DCA) bei ju kombinacijos poveikis
vézio kamieniniy lasteliy (CSC), epitelinés—mezenchiminés tranzicijos (EMT)
ir proliferacijos Zymeny raiSkai C57BL/6 pelése su indukuotais navikais po 10
dieny gydymo, jvertintas imunohistocheminés analizés metodu. (A) Vézio ka-
mieniniy lasteliy zymeny CD133 ir CD44 raiskos jvertinimas. (B) EMT Zymeny e-
kadherino ir vimentino raiska. (C) Proliferacijos Zymens Ki-67 jvertinimas. De§inéje
puséje pateikti kiekybiniai zymeny raiskos duomenys. Paveiksléliai padaryti naudoja-
nt 200x didinima, skalé¢ = 50 pm.

*p < 0,05; "p < 0,01; *p < 0,001, lyginant su kontrole; # p < 0,05; # p < 0,01;
## p < 0,001, lyginant su SAL; ¢ p < 0,05; ¢ p < 0,01; &&&p < 0,001, lyginant su
DCA.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Disertacinio darbo metu atlikti tyrimai pirma karta atskleidé dvieju vaisty —
SAL ir DCA - sinergistinj citotoksini poveiki storosios zarnos vézio DLD-1
ir HCT116 lasteléms in vitro bei peliy plauciy vézio LLC1 lasteléms in vitro
ir in vivo.

Atliekant kombinuotos terapijos veikimo mechanizmo tyrimus, buvo
iSaiskintos kelios anksciau nezinomos DCA savybés. Visy pirma, kalceino
testu buvo parodyta, kad DCA slopina kalceino Salinima i$ lastelés, kas leidzia
daryti prielaida, kad kombinuotos terapijos sinergistinis poveikis gali biti
susijes su MRP blokavimu ir SAL uzlaikymu lasteléje, tuo paciu pailgéjant jo
citotoksiniam poveikiui. Sis atradimas ne tik galimai paaiskina SAL + DCA
terapijos sinergistini poveiki, bet ir leidzia manyti, kad kity prieSvéziniy vaisty
citotoksinis poveikis galéty biiti sustiprinamas, juos naudojant kombinuotoje
terapijoje su DCA.

Kita DCA savybe, kuri galimai sustiprina DCA ir SAL kombinacijos
citotoksini poveiki, yra DCA geb¢jimas partugstinti pH,. Nustatéme, kad
naudota DCA koncentracija sumazina véziniy lasteliu pH. per ~0,2 padalos,
dél ko galima tikétis stipresnio SAL, o taip pat ir kity panasiy chemoterapiniy
vaisty, poveikio.

Kituose darbo etapuose tyréme kombinacinés terapijos poveiki peléms su
indukuotais navikais. Parodéme, kad SAL + DCA terapija islaiko savo stipry
sinergistini citotoksini poveikj ir in vivo. Nustatéme, kad naudojant 3 mg/
kg SAL kombinacijoje su 200 mg/kg DCA, Zenkliai sumazéjo naviky dydis,
lyginant su kontrolés bei abiejy monoterapijy grupémis, bei buvo prailgintas
peliy iSgyvenamumas.

Siekiant i$siaiskinti SAL + DCA poveiki patologiniams vézio vystymosi
procesams, imunohistocheminés analizés metodu tyréme peliy organus
ir navikus. Nustatéme, kad DCA bei SAL + DCA grupése buvo zenkliai
sumazéjusi EMT ir proliferacijos Zymeny raiska, lyginant su kontroline ir
SAL grupémis. Tai leidzia daryti prielaida, jog DCA yra EMT slopiklis ir
turi antimetastaziniy savybiy. O tirdami CSC zymeny raiska peliy navikuose
po poveikio vaistais, patvirtinome, kad tiek SAL, tieck SAL + DCA grupése
CSC zymeny raiska buvo Zenkliai mazesné negu kontrolingje bei DCA
grupése, kas leidzia teigti, jog SAL yra CSC slopiklis. Taip pat, siekiant
i$siaiSkinti kombinuotos terapijos poveiki metastaziy formavimuisi, tyréme
metastazavimo lygj plauciuose ir kepenyse. Nustatéme, kad tiek kontrolés,
tiek abiejy monoterapijy grupése metastazés atsirado plauciuose, tuo tarpu
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nei vienas piktybiniy lasteliy Zidinys nebuvo stebimas kombinuotos terapijos
grupés pelése. Taip pat, po 10 dieny metastazés dar nebuvo matomos nei
vienos 18 tirty grupiy kepeny audiniuose.

Daugybé¢je moksliniy darby yra pateikiama jrodymuy apie kombinuotos
terapijos pranasuma, lyginant su monoterapija. Naudojant vaistus, turincius
skirtingus veikimo mechanizmus, ne tik galima pasiekti geresni terapini
poveiki, sumazinti vaisty dozes bei Salutiniy reiSkiniy skaiciuy, bet taip pat
galima taikytis | skirtingas lasteliy populiacijas, esancias vézio aplinkoje
(1). Tiek su SAL, tiek su DCA jau yra atliktas ne vienas eksperimentas
kombinacijoje su kitais junginiais. Keletas vertingy pavyzdziy: taikant SAL
kartu su epidermio augimo veiksnio receptoriaus slopikliu gefitinibu buvo
pasiektas stiprus sinergistinis citotoksinis poveikis storosios zarnos veézio
lasteléms (134). Taip pat su SAL buvo sékmingai sustiprintas citotoksinis 5-FU
poveikis kepeny vézio Iasteléms (135). Minétinos ir SAL kombinacijos su
kitais junginiais: resveratroliu, doksorubicinu, LBH589 ir paklitakseliu (136-
139). Tuo tarpu DCA buvo naudotas kartu su metforminu, gydant kiausidziy
vézi, kombinacijoje su omeprazoliu, siekiant paveikti fibrosarkomos ir
storosios zarnos vézio lasteles (49, 140) bei gerai Zinomais chemoterapiniais
junginiais tokiais kaip cisplatina, 5-FU, taksolis, bevacizumabas, paklitakselis
ir kt. (20, 141-144). Siame darbe DCA ir SAL kombinacija pasirinkome
neatsitiktinai. Abu vaistai ne tik turi skirtingus veikimo mechanizmus, kas
yra svarbi sekmingos kombinacinés terapijos salyga, taciau jie dar ir taikosi
i skirtingas lasteliy populiacijas. Dél Siy charakteristiky galima tikétis, kad
veiksmingai terapijai prireiks mazesniy vaisty koncentracijy, bus stebimi
silpnesni Salutiniai poveikiai bei l€Ciau i$sivystys atsparumas chemoterapijai.
pirmiesiems klinikiniams eksperimentams. Tokios dozés apskaiciavimas
yra atlickamas pagal nustatyta formule (145). Pasinaudodami Sia formule
apskaic¢iavome, kad miisy naudotos vaistuy dozés eksperimentuose su pelémis
atitikty 30 mg/kg DCA bei 0,15 mg SAL dozes eksperimentuose su Zmonémis.
Su SAL iki $iol néra atlikta jokiy klinikiniy tyrimy, ta¢iau miisy pasirinkta
DCA dozé yra artima DCA dozéms, kurias radome jau atliktuose klinikiniuose
tyrimuose, pvz., 2014 metais vykusiame pirmos fazés klinikiniame tyrime su
pacientais, turin¢iais piktybinius smegeny navikus, buvo naudojama 25 mg/kg
doz¢ (22). Tyrimo metu nebuvo stebima rimty $alutiniy poveikiy, ir iSbandyta
dozé buvo jvertinta kaip saugi.

Yra zinoma, kad lastelés prie Sarminio pH greiCiau proliferuoja,
diferencijuoja, migruoja, lengviau pereina EMT bei yra atsparesnés apoptozei
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(43-46). pH. itaka véZio progresavimui yra seniai Zinomas ir nemazai tyrinétas
reiskinys, taciau pH moduliavimas praktikoje iki Siol mazai taikytas. Tiek
prie§ trisdeSimt metu, tiek ir Siandien publikuotuose straipsniuose galima
rasti irodymy apie pH, svarba véZiniy lasteliy atsakui | chemoterapija (146-
151). Miisy ziniomis, §iai dienai su DCA yra atliktas tik vienas eksperimentas
tyrin¢jant pH;: 2017 metais, paveikus DCA glioblastoma sergancias peles,
buvo nustatyta, kad uztenka vienetinés DCA injekcijos reikSmingai sumazinti
pH.. Taigi, $i unikali ir daug Zadanti DCA savybé kol kas yra mazai tyrinéta.
Tikimés, kad musy eksperimenty duomenys bus naudingi tolimesniuose
priesvéziniuose tyrimuose.

DaugiavaisCio atsparumo reiskinys yra vienas i§ pagrindiniy priezasciy,
ribojanc¢iy chemoterapijos efektyvuma bei nulemianciy nesékminga gydymo
eiga (36-39). Vienas i§ veiksmingiausiy biidy, norint apsaugoti lasteles nuo
Sios patologijos, yra mazu molekuliy, gebanciy slopinti MRP aktyvuma,
panaudojimas kombinacijoje su prieSvéziniais vaistais (152, 153). Pvz,
yra nustatyta, kad beksarotenas padeda apsaugoti nuo MRP veikimo,
gydant paklitakseliu, doksorubicinu, gemcitabinu ar cisplatina (154-157),
deksrazoksanas — terapijoje su doksorubicinu (158), kurkuminoidai — su
adriamicinu (159, 160). SAL taip pat buvo identifikuotas kaip galimas MRP
slopiklis (41, 65), o DCA poveikis MRP iki $iol nebuvo tirtas. Siame darbe
mes pirma karta parodéme, kad DCA geba slopinti MRP aktyvuma. DCA
yra idealus kandidatas $iai rolei: tai yra ne tik maza, lengvai absorbuojama ir
netoksiska molekulé, taciau ji taip pat pasizymi ir prie§véziniu poveikiu.

LLCI1 yra labai agresyvi vézio lasteliy linija, gebanti ne tik greitai iSvystyti
pirminius navikus, bet ir per trumpa laika sukelti metastazes plauciuose, ke-
penyse, inkstuose ir kituose organuose. Sia linija savo eksperimentuose pasi-
rinkome, nes dél savo agresyvios prigimties LLC1 lastelés yra ypac vertingos
eksperimentuose tyringjant metastaziy atsiradima ir progresavima bei vertina-
nt su $ia patologija susijusiy Zymeny raiska. Literatiiroje yra placiai aprasyta,
kad viena i§ pagrindiniy metastaziy atsiradimo priezasc¢iy yra EMT iniciacija.
EMT yra biologinis procesas, kurio metu poliarizuotos epitelinés lastelés, ku-
rios saveikauja su bazine membrana ir vézio stromos lastelémis, pereina dau-
gybe biocheminiy pokyciy ir tampa judriomis mezenchiminémis lastelémis,
kurios gali migruoti, turi invaziniy savybiy bei yra atsparesnés apoptozei (50).
Siandien EMT slopikliy paieska yra vienas i3 ypa¢ aktualiu uzdaviniy ir jau
nemazai moksliniy publikacijy pateikia jrodymu apie tokiu junginiy veiks-
minguma. Vienas i$ tokiy slopikliy pavyzdziy — rapamicinas, kuris yra TGF-3
signaliniy keliy, dalyvaujan¢iy EMT procesuose, moduliatorius (161). Kitas
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pavyzdys — junginiai, kurie yra azoto oksido donorai — blokuodami NF-kB
transkripcijos veiksni (angl. nuclear factor), jie slopina EMT virsmus (162).
Miisy ziniomis, DCA poveikis EMT iki Siol nebuvo tirtas. Miisy tyrimy rezul-
tatai parode¢, kad DCA galimai yra EMT slopiklis, ta¢iau §iai hipotezei patvir-
tinti reikia i$samesniy tyrimy.

Siandien CSC savoka uzima ypa¢ svarbia reikime onkologiniuose
tyrinéjimuose. Manoma, kad CSC yra pagrindiné priezastis, kod¢l vézinés
ligos atsinaujina. Todél daug mokslininky grupiy siekia sukurti naujas terapijas,
kurios veikty $ia lasteliy populiacija. CSC populiacijos identifikavimas yra
vézio tipui specifinis, taigi néra universalaus junginio, galin¢io taikytis i bet
kurio vézio CSC. Krities vézio CSC yra charakterizuojamos pagal padidéjusia
CD44 ir sumazéjusia CD24 zymeny raiska (163, 164). Nesenai publikuotame
straipsnyje pateikiama jrodymuy, kad krtties vézio CSC gali buti veikiamos
beta interferonu, kuris mazina mezenchiminiy baltymy gamyba, skatina CD24
zymens rai$ka bei slopina lasteliy migravima (165). Smegenuy navikai yra
identifikuojami pagal padidéjusia CD133, integrino alfa 6, CD49, CD36 bei
LI1CAM raiska (166-169). Keletas naujy junginiy, tokiy kaip brefeldinas A ir
EHT-1864, veikianciy per VEGF sekrecijos slopinima, yra jvertinti kaip daug
zadantys smegenu CSC slopikliai (170). Plauciu vézio CSC yra jvertinamos
pagal CD44, CD166 bei ALDH1 zymeny raiska (171). Viena i§ idomesniy
terapiniy plauciy vézio gydymo strategiju yra mikroRNR, kuri jjautrina
gydymui atsparig plauciy vézio CSC populiacija radiacijai, panaudojimas
(172). Jau daugiau nei deSimtmeti SAL yra pripazintas kaip {vairiy naviky
CSC slopiklis (3). Siame darbe, tirdami CSC Zymeny raiska pelése su LLC1
lasteliy linija indukuotais navikais, isitikinome, kad SAL yra veiksmingas
CSC slopiklis.

Siuolaikinei medicinai tobuléjant, yra sickiama sukurti vaistus, kurie
bty vartojami ypa¢ mazomis dozémis, ju poveikis biity kuo selektyvesnis ir
sukelty kaip imanoma maziau Salutiniy reiskiniu (173). Deja, §i uzduotis néra
lengva ir neretu atveju patys naujausi vaistai ne tik neispildo Siy lukesciy,
bet ir neduoda siekto prieSveézinio poveikio. Todé¢l verta atsigrezti { jau
daugeli mety tyrinétus junginius, kurie yra ne tik efektyvis, bet ir nebrangs.
Siame darbe tyrinéty vaisty patentai yra senai nebegaliojantys ir todél Sie
junginiai néra aktualis farmacinéms kompanijoms, taciau nepaisant to, ju
priesveézinis, galimai sinergistinis poveikis yra daug zadantis ir turéty bati

onkologiniams pacientams gydyti.
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ISVADOS
. SAL ir DCA kombinacija turi sinergistini citotoksini poveiki DLD-1,
HCT116 ir LLC1 vézinéms lasteléms in vitro.

. SAL ir DCA sinergizmas galimai pasireiskia dél DCA poveikio MDR
baltymams bei gebéjimo sumazinti vidulastelini pH.

. SAL ir DCA terapija zenkliai slopina naviko didéjima C57BL/6 pelése su
LLCI lasteliy linija indukuotais navikais.

. SAL ir DCA kombinacija slopina naviky metastazavima i C57BL/6 peliu
su LLCI lasteliy linija indukuotais navikais plaucius.

. SAL ir DCA kombinacija slopina EMT, CSC ir proliferacijos Zymeny
raiSka C57BL/6 pelése su LLC1 lasteliy linija indukuotais navikais.
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PRIEDAI

Priedas 1. Nuo koncentracijos priklausomas SAL ir DCA suminis poveikis DLD-
1 ir HCT116 lasteliy linijoms. Fa (angl. fraction affected) — paveikta frakcija; CI
(angl. combination index) — kombinacijos indeksas. CI < 1 nurodo sinergistini po-
veiki, CI = 1 — adityvy poveiki, CI > 1 — antagonistini poveiki.

Dozé DCA | Dozé SAL HCT116 DLD-1
(mM) (M) Fa CI Fa CI

1 0,05 0,99 6,632 0,99 3,850
5 0,05 0,94 2,981 0,88 0,649
15 0,05 0,55 0,534 0,6 0,409
30 0,05 0,19 0,178 0,45 0,477
45 0,05 0,03 0,031 0,19 0,264
1 0,25 0,99 33,158 0,9 1,543
5 0,25 0,63 0,554 0,71 0,567
15 0,25 0,24 0,180 0,39 0,288
30 0,25 0,06 0,056 0,3 0,341
45 0,25 0,01 0,011 0,18 0,278
1 0,5 0,99 35,167 0,82 1,515
5 0,5 0,72 1,316 0,63 0,675
15 0,5 0,22 0,218 0,37 0,360
30 0,5 0,07 0,083 0,26 0,345
45 0,5 0,03 0,043 0,16 0,278
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