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Kasos vézys pasizymi bloga prognoze ir vienu didziausiu mir§tamumu i§ visy vézio tipy.
Potencialus gydymo biidas yra po chirurginio naviko pasalinimo taikoma hiperterminé intraperitoniné
chemoterapija (HIPEC), ta¢iau triiksta fundamentiniy ziniy apie hiperterminés chemoterapijos
poveikj skirtingoms vézinéms lasteléms ir molekulinius mechanizmus. Nustatyta, kad citoprotekcinio
kar$¢io indukuojamas baltymas hemoksigenazé-1 (HO-1) atlieka svarby vaidmenj kancerogenezéje
ir rezistencijos mechanizmuose. HO-1 hiperekspresija nustatyta daugelyje véziniy audiniy ir yra dar
labiau indukuojama taikant chemoterapinj ar radioterapinj gydyma.

Sio darbo tikslas buvo pritaikyti skirtingas hiperterminés chemoterapijos salygas in vitro,
istirti poveikj kasos adenokarcinomos lasteléms T3M4 ir nustatyti HO-1 raiSkos poky¢ius. Tyrimo
metu lgstelés T3M4 paveiktos skirtinga temperatiira ir cisplatina. Po 48 valandy buvo vertinti T3M4
lasteliy gyvybingumo pokyciai MTT metodu ir mikroskopu stebéti galimi morfologijos pakitimai.
HMOX1 santykiné RNR raiSka buvo nustatyta dviejy etapy kiekybine realaus laiko polimerazés
grandinine reakcija (KRL-PGR), taikant AACt santykinés kiekybinés analizés metoda. Taip pat,
kokybiskai jvertinta HO-1 baltymo koncentracija Western blot metodu.

Tyrimo metu nustatyta, kad hipertermijos poveikis T3M4 lgsteliy gyvybingumui ir
morfologijai néra aiskus ir neadityvus cisplatinos poveikiui. Atlikto eksperimento salygomis
hipertermija neindukuoja HO-1 raiskos. Poveikis cisplatina visose tirtose temperatiirose indukuoja
HMOX1 raiskg 4, 46 — 7,45 karto ir padidina HO-1 koncentracija, 37 °C ir 40 °C temperatira
paveiktose T3M4 lIastelése.
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Pancreatic cancer has a very poor prognosis and one of the highest mortality rate of all cancers.
Hiperthermic intraperitoneal chemotherapy (HIPEC) is a potential treatment technique for
gastrointestinal cancers applied after all visible tumors are surgically removed. However, there is still
a lack of fundamental knowledge about the effects of hyperthermic chemotherapy for different cancer
cells and molecular mechanisms. The cytoprotective heat induced protein heme oxygenase-1 (HO-1)
plays a major role in carcinogenesis and tumor resistance. HO-1 is overexpressed in many cancerous
tissues and is further induced after chemotherapic and radiotherapic treatment.

The aim of this study was to apply different hyperthermic chemotherapy conditions in vitro
and to evaluate the effect on pancreatic adenocarcinoma cells T3M4 and cytoprotective HO-1
expression. T3M4 cells were treated with different temperatures and cisplatin for one hour. 48 hours
later the analysis was carried out. T3M4 cell viability changes were investigated using MTT assay
and cell morphology was examined via microscope. HO-1 gene HMOX1 expression analysis was
performed with two step gqRT-PCR method and AACt comparative analysis, also HO-1 concentration
changes were qualitatively evaluated with Western blot immunoassay.

In this study it was determined that the effect of hyperthermia on T3M4 cell viability and
morphology is not clear and it has no additive effect for cisplatin cytotoxicity. Under this experiment
conditions hyperthermia does not trigger HO-1 expression. The impact of cisplatin in all the
investigated temperatures induced HMOX1 expression by 4,46 — 7,45 times in all the temperatures
investigated. HO-1 protein concentration was greater in temperatures 37 °C and 40 °C affected by

cisplatin.



SANTRUMPOS

BVR - biliverdino reduktazé

CEA — Zmogaus karcinoembrioninis antigenas (angl. Carcinoembryonic antigen)

CO - anglies monoksidas

COX-2 — ciklooksigenazé-2

CRS - citoredukciné chirurgija (angl. Cytoreductive surgery)

DMSO - dimetilsulfoksidas

DNR — deoksiribonukleininé riigstis

ET — endoplazminis tinklas

GRP — gliukoze reguliuojami baltymai (angl. Glucose regulated proteins)

GSH — glutationas; GSSH — redukuotas glutationas

HIPEC — hiperterminé intraperitoniné chemoterapija

HMOX1 — hemo oksigenazés 1 genas

HO-1 — hemo oksigenazé I/ hemoksigenazé-1

HSP — citoprotekcinio kar$¢io indukuojamas baltymas (angl. Heat Shock Protein)

IC50 - koncentracija inhibuojanti biologinj procesa 50 % (angl. Half maximal inhibitory
concentration)

IRP — gelezies reguliaciniai baltymai (angl. Iron regulative proteins)

KDNR — kopijiné deoksiribonukleininé rtgstis (angl. cDNA)

KRL-PGR — kiekybiné realaus laiko polimerazés grandininé reakcija (angl. qRT-PCR)

KT — kambario temperatiiroje

MAPK — mitogenais aktyvuojamos baltymy kinazés (angl. Mitogen-activated protein kinases)
NO — azoto oksidas

PBS — fosfatinis buferis ( angl. Phosphate buffered saline)

RNR — ribonukleininé riigstis

RNS - reaktyviosios azoto formos (angl. Reactive nitrogen species)

ROS - reaktyviosios deguonies formos (angl. Reactive oxygen species)

RT — Atvirkstiné transkripcija (angl. Reverse Transkription)

UTR — (angl. Untranslated region)

VEGF - kraujagysliy endotelio augimo faktorius (angl. Vascular endothelial growth factor)



IVADAS

Kasos vézys pasizymi sunkiausia prognoze ir yra ketvirtoje vietoje pagal pacienty
mirS§tamumga i$ visy vézio tipy (Siegel, Naishadham ir Jemal, 2017). Daugiau nei pusei serganciyjy
diagnozuojamas vélyvojoje stadijoje, nes iki tol nepasireiSkia specifiniai simptomai (Kelsen,
Portenoy, Thaler, Tao ir Brennan, 1977; Almadi ir kt., 2013). Kasos vézys pasizymi greita invazija j
audinius, metastazémis ir mazu atsaku i chemoterapinj ir radioterapinj gydyma (Hidalgo, 2010).
Kasmet Lietuvoje diagnozuojama apie 400 - 500 kasos véZzio atvejy, i$ kuriy ketvirtos stadijos liga
diagnozuojama 57,8 % vyry ir 51,4 % motery (Gaidelyté, Madeikyté ir Tendziagolskyté, 2013).
Nepaisant mokslo pasiekimy onkologijos srityje kasos véziu serganciy pacienty 5-eriy mety
iSgyvenamumo rodiklio vidurkis vos 8 % (Siegel et al., 2017).

Mokslas ir technologijos Zzengia j priekj, tac¢iau chirurginis kasos vézio pasalinimas yra Vis dar
pagrindinis budas i§gydyti kasos vézj, bet jis gali buti taikomas tik 10 - 20 % pacienty (Verbeke ir
Menon, 2009). Dabartiniai chemoterapiniai ir radioterapiniai gydymo metodai néra pakankamai
efektyviis (Holohan, Shaeybroeck, Longley ir Johnston, 2013), todél siekiant padidinti serganciy
Zmoniy iSgyvenamuma, bei Sumazinti lokoregioniniy atkri¢iy ir atokiyjy metastaziy rizika, ieSkoma
naujy gydymo metody, preparaty ir jy kombinacijy. Vienas i§ potencialiy budy gydyti
gastroenterologinius vézinius susirgimus yra po chirurginio naviko pasalinimo taikoma hiperterminé
tyrimai rodo, kad tinkamai optimizavus salygas ir parinkus pacientus HIPEC prailgina pacienty
gyvenimo trukme ir sumazina chemoterapijos nepageidaujamus Salutinius poveikius (Verwaal et al.,
2003; Padmanabhan, Kumar, Pookunju, Srinivasan ir Mahajan, 2015; Poskus, Strupas, Gushin Ir
Sugarbaker, 2014). Taciau hiperterminés chemoterapijos taikymas yra gan ribotas, nes Vvis dar triksta
fundamentiniy Ziniy apie hiperterminés chemoterapijos poveikj skirtingy véziniy Igsteliy energetikai
ir molekuliniams mechanizmams.

Vézio piktybiSkumas ir atsparumas gydymui yra susij¢s su molekuliniy i§gyvenamumo
mechanizmy aktyvacija, tokiy kaip citoprotekcinio baltymo hemoksigenazés-1 (HO-1) indukcija
(Berberat et al., 2005; Was, Dulak ir Jozkowicz, 2010). HO-1 katalizuojamos reakcijos produktai
pasizymi anti-uzdegiminémis ir anti-apoptotinémis savybémis, bei susij¢ su Igsteliy augimu ir
proliferacija (Ryter, Alam ir Choi, 2006; Was et al., 2010). HO-1 hiperekspresija nustatyta daugelyje
véziniy audiniy ir lasteliy, bei dar labiau padidéja taikant priesvézinj gydyma (Berberat et al.., 2005;
Abraham ir Kappas, 2008; Busserolles, Megias, Terencio ir Alcaraz, 2006). Jrodyta, kad HO-1

inhibicija padidina véziniy lasteliy jautrumg chemoterapiniam ir chemospinduliniam gydymui



(Barberat et al., 2005; Jakstaité et al., 2015). Yra mazai duomeny apie hiperterminés chemoterapijos
poveikj HO-1 raiSkos aktyvumui skirtingose Zmogaus vézinése lastelése.

Tyrimo objektas kasos adenokarcinomos lasteliy linija - T3M4. Sios antrinés kultiirinés
lastelés gautos i§ Europos kasos centro Heidenberge (angl. The European Pancreas Center). Pasizymi
7zmogaus karcinoembrioninio antigeno sekrecija (CEA) (Okabe, Yamaguchi ir Ohsawa, 1983) ir
daugybinémis geny mutacijomis (Koscielny et al., 2016).

Tyrimo metu sukuriamos in vitro HIPEC salygos T3M4 lgsteléms. Lastelés paveiktos vieng
valandg nustatyta temperatiira ir temperatiira kartu su chemoterapiniu vaistu cisplatina. Po poveikio
lastelés grazintos | jprastines auginimo sglygas. Po 48 valandy atlikta analiz¢, lyginant T3M4 Igsteles
paveiktas skirtingomis hiperterminés chemoterapijos salygomis su kontrolinémis T3M4 lastelémis,
nepaveiktomis hipertermija ir vaistu. Vertinti hiperterminés chemoterapijos sukelti T3M4 lasteliy
morfologijos pakitimai, MTT metodu nustatyti gyvybingumo pokyciai. HO-1 geno HMOX1
santykine RNR raiska buvo nustatyta dviejy etapy kiekybine realaus laiko polimerazés grandinine
reakcija (KRL-PGR), taikant AACt santykinés kiekybinés analizés metoda. HO-1 baltymo
koncentracija T3M4 lastelése analizuota Western blot metodu.

Darbo tikslas: Istirti skirtingy hiperterminés chemoterapijos salygy poveikj kasos
adenokarcinomos lasteliy linijai  T3M4 ir citoprotekcinio kar$¢io indukuojamo baltymo

hemoksigenazés-1 raiskai.

Darbo uzdaviniai:
1. Pritaikyti skirtingas hiperterminés chemoterapijos salygas in vitro ir nustatyti poveikj kasos
adenokarcinomos lasteliy gyvybingumui.
2. Jvertinti temperatiiros ir cisplatinos poveikio indukuotus T3M4 Igsteliy morfologinius poky¢ius.
3. Nustatyti ir jvertinti HMOX1 raiskos pokycius paveikus T3M4 Igsteles skirtingomis hiperterminés
chemoterapijos salygomis, taikant KRL-PGR metoda.
4. Western blot metodu jvertinti HO-1 koncentracijos skirtumus hiperterminés chemoterapijos

paveikty T3M4 lasteliy baltymy ekstraktuose.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Kasos struktiira

Kasa tai svarbi egzokrininé ir endokriné liauka, lokalizuota retriperitoninéje virSutinéje pilvo
ertmés dalyje. Zmogaus kasa struktiiriskai sudaryta i§ galvos, kiino ir uodegos. Galva kontaktuoja su
dvylikapirsSte Zarna, o uodega lie¢iasi su bluznimi (1 pav.) (Beger et al., 2008). Kasa yra 14 — 18 cm
ilgio, 2 — 9 cm plocio ir 2 — 3 cm storio, sveria 50 — 100 g (Dolensek, Rupnik ir Stozer, 2015). Kasg
supa fibroziné¢ kapsulé i§ kurios jungiamojo audinio pertvaros dalina parenchiming dalj | skiltis ir
mazas skilteles (Dolensek et al., 2015). Néra gerai iSreikstos pertvaros tarp skilteliy ir visa parenchima
yra kaip vientisas audinys. Egzokrininé kasos dalis sudaro 96 — 99 % bendro kasos ttrio (Dolensek
et al., 2015). Kiekviena kasos skiltelé sudaryta i$ acinusy, kurie sudaryti i§ virskinimo fermentus
produkuojanciy acinariniy lgsteliy. Centroacinarinés Igstelés formuoja ertmes ir latakéliy sistema,
kurie sueina j tarpskiltelinius ir j didesnius tarpskiltinius latakélius, kurie atsiveria j pagrindinj kasos
lataka, einantj iSilgai visos kasos liaukos (Beger et al., 2008; Dolensek et al., 2015). Pagrindinis kasos
latakas atsiveria | dvylikapir§te Zarng greta bendro tulzies latako ir tolimiausia abiejy lataky dalis,
vadinama hepatopankreatine ampule arba Vaterio ampule (Dolensek et al., 2015).

Kanaléliy pavirsiy dengia kiibinés epitelinés kanaléliy lastelés, kurios véliau pereina j
vienasluoksnj stulpinj epitelj (Beger et al.,, 2008). Acinarinés ir epitelinés kanaléliy lastelés
epikalinéje pusé¢je turi mikrogaurelius ir tarpusavyje yra susijungusios tvirtomis tarplastelinémis
jungtimis (Beger et al., 2008). Kanaléliy epitelis sekretuoja bikarbonatus ir mucinus, kurie padeda
pernesti kasos virSkinimo fermentus ] dvylikapir§te Zarng ir neutralizuoja skrandZio riigStinguma
(Grapin-Botton, 2005).

Likusig dalj kasos tiirio sudaro endokrininiai mikroorganai — Langerhanso salelés, kurios
paprastai biina apvalios, ovalios ar netaisyklingos formos ir sudarytos nuo keleto iki keliy tikstanciy
endokrininiy Igsteliy (Dolensek et al., 2015). Salelése aptinkama bent penkiy risiy endokrininés
lastelés, sintezuojancios polipeptidinius hormonus: 50 — 70 % beta lastelés sintezuojanéios insuling,
20 — 40 % alfa lastelés sekretuojancios gliukagong ir maziau kaip 10 % sudaro delta ir PP lastelés,
gaminanc¢ios somatostating ir kasos polipeptida (1 pav.). Taip pat aptinkama maziau kaip 1 % epsilon
Iasteliy sekretuojanciy greling (Dolensek et al., 2015). Kasos endokrininiai hormonai i$skiriami j
krauja, reguliuoja angliavandeniy metabolizmg ir kitus svarbius procesus organizme (American

cancer society).
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Stemple

‘Skrandis
N Bluznis
Vaterio \ L

ampulé o

Dvylikapirité

Acinusy

Acinusai

Latakai

1 pav. Kasos lokalizacija organizme ir pagrindinés struktairos: A - Lokalizacija organizme; B —
lokalizacija su gretimais organais; C — Langerhanso salelés ir acinusai; D — Langerhanso saleliy

lastelés (adaptuota i§ Dolensek et al., 2015).

1.2. Kasos vézys

Tapti vézine gali bet kuri l1astelé gyvame organizme, ne iSimtis ir kasos audinio lastelés. Yra
keletas kasos vézio tipy, jie gali biti egzokrininés arba endokrininés kilmés (American Cancer
Society). Priklausomai nuo kilmés jiem budingi skirtingi rizikos veiksniai, simptomai, diagnostika ir
gydymas. Kasos vézio tipai patologiskai yra skirstomi j solidinj ir cistinj (Wolfgang et al., 2013).
Dalis kasos dariniy yra nepiktybiniai, kurie negydomi gali tapti vézio pirmtakais. Tokie navikai dar
vadinami neoplazmomis (nenormalus naujo audinio susidarymas). Serozinés ir mucininés cistinés

neoplazmos tai navikai turintys serozinio skyscio arba baltymo mucino pripildytas cistas.
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Kasos adenokarcinoma arba invazyvi latakiné adenokarcinoma tai pats dazniausias kasos
navikas pasizymintis ypa¢ bloga prognoze (Wolfgang et al., 2013). Kasos adenokarcinoma tai
egzokrininés kilmés kasos vézys kiles i§ kasos lataky liaukinio epitelio lgsteliy. Sudaro 95 %
egzokrininiy ir 85 % visy kasos vézio atvejy (Ferlay ir kt., 2013), todél kai kalbama apie kasos vézj
tai paprastai yra apie kasos adenokarcinoma (Wolfgang et al., 2013). Sis véZys paprastai yra solidinis
ir stangrus, plintantis uz pagrindinio naviko riby. Beveik visos invazyvios adenokarcinomos plinta j
nervus, limfing sistemg ir smulkias kraujagysles, metastazuodamas j limfmazgius ir kepenis. Kol liga
diagnozuojama, adenokarcinoma biina iSplitusi uz kasos liaukos riby ir chirurginis gydymas jau
nebetaikytinas (Wolfgang et al., 2013). Histologiskai kasos adenokarcinomai buidinga desmoplastiné
reakcija, reiskinys, kuriame dalyvauja fibroblastai, uzdegiminés lastelés, endotelinés Igstelés ir
ekstralgstelinio matrikso kompleksai, Susij¢ su Zymiai padidéjusiu intersticiniu skys¢iy slégiu auglyje.
Padidéjes slégis, manoma, yra klititis naviko perfuzijoje ir terapiniy medziagy difuzijai (Wilson et
al., 2009). Adenokarcinomos lIgstelés turi padidéjusius branduolius, adenokarcinomos ir pankreatito
pazeistoje kasoje yra zymiai daugiau kolageno nei sveikame kasos audinyje (2 pav.) (Wilson et al.,
2009). Kiti egzokrininiai kasos navikai tai Zymiai retesnés adenoplokscialgstelinés,
plokscialastelines, nediferencijuotos ir kitos adenokarcinomos, bei Vaterio ampulés vézys (American

Cancer Society).

B. Pankreatitas C. Adenokarcinoma
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A
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-
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2 pav. Histologiniai kasos audinio paveikslai. A — Sveikas kasos audinys (BPC — gérybinés kasos
lgstelés); B — Pankreatitas (WBC — leukocitai); C — Adenokarcinoma (AC- adenokarcinomos

lastelés)(adaptuota i§ Wilson et al., 2009).

Endokrininiai kasos navikai yra reti, sudaro 5 % visy kasos vézio atvejy (Ferlay ir kt.,
2016). Jie dar zinomi kaip kasos neuroendokrininiai navikai (NET) arba kasos saleliy lgsteliy navikai
(American Cancer Society). Kasos neuroendokrininiai navikai gali biiti gérybiniai ir piktybiniai
(véziniai). Atskirti gérybinj nuo piktybinio yra sunku, nes morfologiskai panasis. Kartais diagnozé
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paaiskéja kai navikas iSplinta uz kasos riby. Yra daug kasos neuroendokrininiy naviky tipy. Jie gali
buti navikai gaminantys kasos hormonus, kuriuos isskiria j krauja, sukeldami simptomus. Jie
pavadinami pagal tai kokj hormong sekretuoja — gastrinomos, insulinomos, gliukagonomos,
somatostatinomos, PPomos. Neuroendokrininiai navikai nesekretuojantys hormony yra zymiai
pavojingesni. Dar yra karcinoidiniai navikai — tai neuroendokrininiy naviky tipas, kuris retai
prasideda kasoje, dazniau kitose vir§kinamojo trakto vietose. Sie navikai gamina serotoning ar jo
pirmtaka (American Cancer Society).

Kasos vézys diagnozuojamas vélyvojoje stadijoje, nes iki tol nepasireiSkia specifiniai
simptomai (Kelsen et al.,1977; Almadi ir kt., 2013). Pasizymi greita invazija j audinius, metastazémis
ir mazu atsaku ] chemoterapinj ir radioterapinj gydyma (Hidalgo, 2010). Vézinés Iastelés
prisitaikiusios apsisaugoti ir jgauti atsparumg daugumai stresiniy dirgikliy. Jos gali mutuoti, gali
ivykti jy geny, koduojanciy atsparumg didinancius baltymus, amplifikacija, gali pakisti medziagy

transportas per membrang, indukuoti DNR pazaidy taisymo ir vaisto inaktyvavimo mechanizmus.

1.2.1. Kasos vézio rizikos veiksniai ir epidemiologija

Vieno konkretaus rizikos faktoriaus sukelian¢io kasos vézj néra. Rizika susirgti kasos véziu
did¢ja su amziumi. Jauniems zmonéms kasos vézys diagnozuojamas retai, dazniausiai aptinkamas
vyresnio amziaus, mazdaug 60 — 70 mety (Raju et al., 2015). Sergamumas ir mir§tamumas tarp vyry
ir motery yra panasus, ta¢iau dauzniau serga vyrai (Siegel et al., 2017). Daugiau serganciyjy aukstos
ir vidutinés ekonomikos $alyse (3 pav.) (Ferlay ir kt., 2013). Jrodyta, kad tabako vartojimas padidina
rizikg 20 - 30 %. Kiti veiksniai tai kaloringa mityba, 2-tipo diabetas, alkoholio vartojimas, létiniai
pankreatitai ir kitos ligos (Brasitiniené, Brasitinas, Barauskas ir Juozaityté, 2003; Chari, 2007).

Zmonéms, kuriy $eimoje buvo kasos ir kity véziniy ligy atvejy rizika padidéja iki 15 %.
Kasos kancerogenezéje ypac reik§mingos kai kurios geny mutacijos. Nuo 75 % iki 95 % atvejy kasos
vézio audinyje nustatoma onkogeno KRAS 12, 13 ir 14 kodony mutacijos. KRAS tai genas 12-toje
chromosomoje koduojantis mazag GTPaze, svarbig lgstelés signaliniam mitogenais-aktyvuojamy
baltymy kinaziy (MAPK) kelyje ir kituose (Wolfgang et al., 2013). p16 augliy supresijos genas yra
inaktyvuotas 95 % kasos vézio atvejy, koduojamas baltymas dalyvauja lastelés ciklo reguliacijoje ir
yra susijes su nereguliuojamu véziniy lgsteliy augimu. Kitas supresijos genas — TP53 neaktyvus 75
% kasos véziy. TP53 koduoja baltyma p53, kuris svarbus lgstelinio streso atsake, aktyvuodamas DNR
reparacijg, indukuodamas augimo arestg ir Igsteliy zatj (Wolfgang et al., 2013). Onkogeno ¢ — erbB -
2 pakitimy randama apie 20 — 52 % kasos vézio atvejy, 50 % turi Smad4 mutacijas, bei padidéjusia
augimo faktoriy (EGF, TGF alfa, ir kiti.) ir jy receptoriy ekspresija. Neseniai nustatyta, kad iki 19 %.

Kasos véZio atvejy susije su BRCA 1 ir 2 mutacijomis (Carnevale ir Ashworth, 2015).
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3 pav. Kasos vézio sergamumas ir mirtingumas tarp vyry ir motery skirtinguose regionuose
(pateiktas skai€ius tenkantis 100000 gyventojy). Aukstos ir vidutinés ekonomikos Salyse
serganciyjy daugiau (adaptuota i§ GLOBOCAN 2012).

1.2.2. Mirtingumas

Kasos veézys yra sunkiausiai pagydomas ir yra ketvirtoje vietoje pagal pacienty mir§tamuma
i§ visy véziniy ligy (Siegel et al., 2017). GLOBOCAN 2012 duomenimis kasmet nuo kasos vézio
mirSta 331000 zmoniy (Ferlay ir kt., 2013). Serganciyjy skaic¢ius pamazu didéja, bet i§gyvenamumo
rodiklis iSliecka panaSus jau 40 mety (Pancreatic Cancer Canada, 2006). Kasos véziu serganciy
pacienty iSgyvenamumas labiausiai priklauso nuo diagnozuotos kasos vézio stadijos, taciau daugiau
nei pusei pacienty diagnozuojama vélyvoji stadija ir bendras kasos véziu serganéiy pacienty 5-eriy

mety i§gyvenamumo rodiklio vidurkis 8 % (4 pav.) (Siegel et al., 2017).
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4 pav. Diagnozuota kasos vézio iSplitimo stadija ir 5-eriy mety iSgyvenamumo rodikliai, kai visy
stadijy bendras 5-eriy mety isgyvenamumo rodiklis yra 8 % (pateikiami Jungtiniy Valstijy duomenys)
(Siegel et al., 2017).

Kasmet Lietuvoje kasos vézys diagnozuojamas apie 400 - 500 pacienty, i§ kuriy ketvirtos
stadijos liga diagnozuojama 57,8 % vyry ir 51,4 % motery (Gaidelyté et al., 2013). Maziau nei 20 %
pacienty yra diagnuozuojama ankstyvoji stadija tinkama operacijai, i§ kuriy tik mazai daliai pilnai
pasalinamas vézinis audinys (Jemal et al., 2005). Daliai aperacijai atrinkty pacienty, ultragarsu arba
kompiuterine tomografija, nustato neoperuojamy metastaziy. Mazdaug 30 % pacienty operacijos
metu nevisiskai paSalinamas vézinis audinys (Chari, 2007). Chirurginis kasos vézio i§pjovimas yra
pagrindinis gydymo biidas, bet néra pakankamai efektyvus. Operuoty pacienty iSgyvenamumas
vidutiniskai tik 12 - 18 ménesiy ilgesnis nei pacienty, kuriems neatlikta operacija (4 - 6 mén.) (Chari,
2007).

1.3. Hiperterminé chemoterapija

1.3.1. Hipertermijos poveikis lasteléms

Hipertermija indukuoja pasikeitimus lasteliy fiziologijoje (1 lentel¢), kei¢ia membrany
pralaiduma, skatina citoskeleto modifikacijas, inhibuoja DNR taisyma, veikia apoptozes signalinius
kelius ir skatina citoprotekcinio kars¢io indukuojamy baltymy — HSP veiklag (Ahmed ir Zaidi, 2013).
D¢l hipertermijos savybiy ji tampa vis patrauklesné jvairiuose gydymo metoduose. Lasteliy

membranos dél savo struktiiros yra itin jautros hiperterminiam stresui. D¢l hipertermijos didéja
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membranos pralaidumas ir tai pagerina vaisty patekimg j vézines lgsteles. Taip pat paveikiamas
daugelio lasteliy membrany laidumas svarbiy jony pernasai (Ca?*, Na*, Mg*, K*), Ca?* veikia svarbias
baltymy kinaziy ir kitas signalines kaskadas. Lasteliy citoskeleto pakitimai priklauso nuo lgsteliy tipo
ir hipertermijos dozés. Hipertermija ardo citoskeleto struktiirg ir didina poras, taip pat pakinta
mitozinés verpstés (Huang, Yang, Wu, Chang ir Wang, 1999), centrosomy organizacija ir baltymy
denattiracija (Vidair, Doxey ir Dewey, 1993). Hipertermija indukuoja integriny-citoskeleto tinklo
modifikacijas, lemiancias lIgsteliy formos pakitimus ir programuotg lgsteliy zitj (Yonezawa et al.,
1996; Ahmed ir Zaidi, 2013). Nustatyta, kad hipertermija skatina DNR grandinés trikius, dél
termolabiliy reparacijos baltymy, tokiy kaip DNR polimeraz¢, danatiiracijos ir disfunkcijos
(Takahashi et al., 2005). Dél hipertermijos poveikio citoskeletui, membranos laidumui ir DNR
pazaidy taisymui hipotetiskai hipertermija padidina véziniy lgsteliy jautruma chemoterapiniam ar
spinduliniam gydymui (Ahmed ir Zaidi, 2013).

1 lentelé. Hipertermijos poveikis lasteliy komponentams (adaptuota i§ Ahmed et al., 2008).

Lasteliniai komponentai  Funkcijos pakitimai

Lastelés membrana Stabilumo pakitimai

Struktiiros pokyciai

Jony pernasos sutrikimai (Ca?*, Na*, Mg*, K*)
Membraninio potencialo modifikacija
Transmembraninio potencialo siurblio moduliacija

Citoplazma Baltymuy struktiros ir funkcijos denatiiracija
Poveikis baltymy sintezei
Baltymy agregacija
HSP indukcija
Mitochondrijos Vidinés mitochondrijos membranos laidumo amplifikacija

Mitochondrinio membranos potencialo depoliarizacija
ATP produkcijos redukcija

ROS generacija

Ca?* transporto sutrikimas

Endoplazminis  tinklas | ET stresas dél neteisingai suskleisty baltymy

(ET)
Branduolys RNR/DNR sintezés sutrikimai

DNR reparaciniy fermenty inhibicija

DNR konformacijos poky¢iai
Geny ekspresijos ir signaly perdavimo modifikacijos

Hipertermija apoptoze veikia dvejopai: pro-apoptotiskai ir anti-apoptotiskai (Ahmed ir Zaidi,
2013). 41 — 45 °C temperatiira daugelyje lasteliy kultiiry indukuoja apoptozg, daugiausiai dél ROS
generacijos ir Ca®" jony disbalanco (Zuo et al., 2000). Hipertermija taip pat gali aktyvuoti lasteliy
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iSgyvenamumo signalinius kelius ir gali iSsivystyti termotolerancija. Anti-apoptoziniai ir
citoprotekciniai signaliniai veiksniai yra nepageidaujamas reiskinys hipertermingje vézio terapijoje,
todél ieSkoma molekuliniy taikiniy, kuriy inhibicija padidinty gydymo efektyvumg (Ahmed ir Zaidi,
2013).

Yra mazai duomeny apie skirtingy hiperterminés chemoterapijos sglygy poveik; skirtingoms
véziniy lasteliy kultiroms ir molekulinius mechanizmus. Hou et al. (2014) tyrimai su zmogaus
osteosarkomos lgstelémis parodé¢, kad hipertermija sukélé mitochondrijy disfunkcija, skatino
reaktyviyjy deguonies formy (ROS) gamyba, aktyvavo kaspaze 3 ir kaspaze 9, inicijuojancias lgsteliy
apoptoze. Zunino su kolegomis (2015) nustaté, jog HIPEC paveiktos naviky lastelés skatina augliui
specifisky T limfocity aktyvacija ir sukelia vakcinacijos efekta pries navikines lasteles pelése. HIPEC
indukavo imunomoduliuojancio kar$¢io indukuojamo baltymo HSP 90 atsiradima lgstelés plazminéje
membranoje. Inhibavus HSP 90, nebuvo sukelta antinaviking vakcinacija. Manoma, kad hiperterminé

chemoterapija ne tik tiesiogiai naikina navikines lasteles, bet ir sukelia aktyvy prie$vézinj imunitets.

1.3.2. Hiperterminé intraperitoniné chemoterapija (HIPEC)

Klinikinis hiperterminés chemoterapijos pritaikymas yra hiperterminé intraperitoniné
chemoterapija (HIPEC). HIPEC tai yra vienas i$ i$plitusio vir§kinimo sistemos ir kiausidziy vézio
gydymo metody skirtas sunaikinti likusias po operacijos vézines lasteles. Klinikoje hiperterminé
intraperitoniné chemoterapija (HIPEC) taikoma po to kai chirurgiskai pasalinami visi matomi vézio
zidiniai, t. y. po operacijos, vadinamos citoredukcija (angl. cytoreductive surgery — CRS) (Gonzalez-
Moreno, Gonzalez-Bayon ir Ortega-Pérez, 2010). | pilvo ertme leidZziamas koncentruotas, 41 — 42 °C
temperattiros chemoterapinis vaistas. Per vieng ar dvi valandas vaistas pasiskirsto po pilvo ertmg,
sunaikina likusias vézines lgsteles ir sumazina vézio atsinaujinimo tikimybe, o tada yra paSalinamas
(UC San Diego Health). Tyrimai rodo, kad per valanda didzioji dalis sveiko audinio yra
nepazeidziama kai temperatira yra iki 44 °C (Ahmed ir Zaidi, 2013). HIPEC suteikia farmakokinetinj
pranaSumag citotoksiniam vaistui tiesiogiai patenkant j organy ertmes ir audinius, bei leidZia lokaliai
panaudoti didesn¢ chemoterapijos doze, nei taikant sisteming chemoterapija, taip pat prisideda ir
hipertermijos poveikis (Gonzalez-Moreno et al., 2010; UC San Diego Health). Hipertermija padidina
chemoterapijos efektyvuma, pagerindama kraujo cirkuliacija, vaisto absorbcija, citotoksiSkumg ir
poveikj vézio mikroaplinkai (Hildebrandt et al., 2002; Van der Zee, 2002; Issels, 2008; Ahmed ir
Zaidi, 2013).

Atlikty tyrimy rezultatai parodé, kad tikslios chirurginés procediiros, standartizuoti metodai
ir tinkama pacienty atranka reikSmingai pagerino pacienty serganciy gastroenterologiniais ir
kiauSidziy véziu iSgyvenamumg ir sumazino komplikacijy kiekj (Esquivel et al., 2006; Hou, Lin, Hou,

18



ir Liu, 2014). Onkologijos intstitute Indijoje buvo atliktos pilnos CRS ir HIPEC operacijos trylikai
pacienty su peritoninémis metastazémis. Vidutin¢ pacienty amziaus mediana 52 metai, peritoninés
karcinamatozés indekso (PCI) mediana 13.5. Dazniausias neigamas poveikis buvo zarny obstrukcija,
intra-abdominaliniai abscesai, septicemija ir kepeny funkcijos sutrikimai. Salutiniai efektai pasireiské
3 i§ 13 pacienty, operacijos metu nezuvo nei vienas pacientas (Padmanabhan et al., 2015). CRS ir
HIPEC buvo atlikta ir Baltijos Salyse. IS penkiy Lietuvos ir Estijos centry Sie metodai buvo taikyti
127 pacientams, i§ kuriy pusei diagnozuotas kauSidziy vézys. Gauti optimistiSki rezultatai su
komplikacijy rizika 11,8 % ir 1,6 % mirStamumu. (PoSkus et al., 2014). Pacienty su peritonine
karcinomatoze arba po nepilnos citoredukcijos mirStamumas visdar aukstas (Verwaal et al., 2003).
HIPEC metodas dar néra gerai standartizuotas ir vienas i§ skirtumy — chemoterapinio vaisto
ir temperatiiros pasirinkimas konkretaus vézio gydymui. Renkantis vaista svarbu atsizvelgti | vaisto
farmakokinetikg ir farmakodinamika, sisteminj toksiSkuma, stabilumg ir taikant in vitro tyrimams —
veikimo mechanizmg. Daznai naudojami platinos junginiai, 5-FU, irinotecanas, adriamicinas ir
Mitomicinas C (Gonzéalez-Moreno et al., 2010; de Bree, 2015). Kuriama ir ieSkoma naujy vaisty ir
vaisty kombinacijy, siekiant padidinti hiperterminés chemoterapijos efektyvuma (Van der Speeten,

Stuart ir Sugarbaker, 2009).

1.4. Hemoksigenazé-1

Hemoksigenazé-1 tai fermentas priklausantis kar$¢io indukuojamy baltymy Seimai (angl.
Heat shock protein - HSP), kuris pasizymi ne tik metabolinémis, bet ir citoprotekcinémis funkcijomis,
asocijuotomis su Igsteliniu stresu ir patologinémis biisenomis (Abraham ir Kappas, 2005; Stocker ir
Perrella, 2006). Pagrindiné HO funkcija dalyvauti hemo degradacijoje j bilirubing (Tenhunen, Marver
ir Schmid, 1968). HO katalizuoja pirmajg ir reguliujancigja hemo (Gelezies-protoporfirino-1X)
oksidacinés degradacijos reakcija j anglies monoksida (CO), laisva gelezj (Fe?") ir tulzies pigmenta
biliverding-1X (5 pav.) (Stocker ir Perrella, 2006). Biliverdinas konvertuojamas fermento biliverdino
reduktazés (BVR) | bilirubing-1X, o laisva geleZis jjungiama j feritino sudétj (7 pav.) (Otterbein ir
Choi, 2000). Nuo 80 % iki 85 % bilirubino susintetinto in vivo yra gaunama i$ senstan¢iy ar pazeisty

eritrocity hemoglobino degradacijos (Abraham ir Kappas, 2008 i§ Schacter, 1988).
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5 pav. HO-1 katalizuojama hemo degradacija, lemianti biologiskai aktyviy molekuliy — CO, laisvos
gelezies ir bilirubino homeostazés palaikyma (adaptuota i$ Stocker ir Perrella, 2006).

HO ne tik reguliuoja lastelinio hemo homeostazg, bet ir dalyvauja geleZies perdirbime 1§
senstan¢iy raudonyjy kiineliy ir ekstrahematopoetiniy lgsteliy. Kasdien produkuojama apie 28 mg
Fe?* ir tai sudaro beveik 1 % bendro geleZies kiekio organizme (Koury ir Ponka, 2004; Stocker ir
Perrella, 2006). Laisva gelezis prijungiama plazmos glikoproteino transferinio ir pernesama j kauly
¢iulpus, kur panaudojama hemoglobino biosintezei besivystancéiose eritroidinése lastelése (Stocker ir
Perrella, 2006) arba kaupiama prisijungusi prie baltymo feritino. Aktyvi bilirubino ir hemo
homeostazé rodo didel] HO aktyvuma audiniuose, tokiuose kaip bluznis ir kauly ¢iulpai, kuriuose
gausu retikuloendoteliniy lgsteliy, taip pat HO veikla aptinkama maZzesniais kiekiais daugumoje kity
lasteliy tipy: kepeny, inksty, séklidziy, smegeny, zarnyno ir kity (Ryter et al., 2006; Abraham ir
Kappas, 2008).

1.4.1. HO-1 baltyminé ir genetiné struktiira

Zmogaus HO-1 yra sudaryta i§ 288 amino rig§¢iy (NCBI, 2017a). Antring HO-1 struktiira
sudaro septynios a spiralés sgveikaujancios su hemo grupe (Sugishima et al., 2007). Hemo
oksigenazés yra identifikuotos trys izoformos HO-1, HO-2 ir HO-3 (McCoubrey, Ewing ir
Maines,1992; Shibahara et al., 1993; Hayashi et al., 2004). HO-1 ir HO-2 yra ekspresuojamos
daugelyje lasteliy ir yra katalitiskai aktyvios, kai tuo tarpu HO-3 funkcija ir reikSmé yra maziausiai
iStirta (Hayashi et al., 2004). HO-1 (~32kDa) yra labiausiai istirta, indukuojama HO forma, o HO-2
(~36 kDa) ekspresuojama nuolatos (McCoubrey et al.,1992; Ryter et al., 2006). HO-1 ir HO-2
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katalizuoja tg pacig biocheming reakcijg su tais paciais substratais ir kofaktoriais, ta¢iau skiriasi $iy
fermenty kinetinés savybés, termostabilumas ir imunoreaktyvumas (Ryter et al., 2006). HO-2 turi
papildomus reguliacinius domenus (Ryter et al., 2006). HO-1 ir HO-2 koduoja du atskiri genai
HMOXL1 ir HMOX2, lokalizuoti skirtingose chromosomose.

Hemoksigenaze-1 koduojantis HMOX1 (arba ho-1) genas lokalizuotas 22 chromosomoje
g12.3 pozicijoje, 0 HMOX2 16 chromosomoje p13.3. HMOX1 yra 13,854 baziy pory ilgio ir
lokalizuotas tarp 35,380,361 ir 35,394,214 bp (NCBI, 2017b). HMOX1 genas sudarytas i§ 5 egzony
ir 4 introny (Ryter et al., 2006).

1.4.2. HO-1 ekspresija audiniuose ir vidulgsteliné lokalizacija

HMOX1 ekspresuojamas daugelyje zmogaus ir Zinduoliy organy, bet aktyviausiai bluznyje ir
Kituose organuose dalyvaujanc¢iuose pasenusiy eritrocity degradacijoje (6 pav.) (HPA, 2017; NCBI,
2017(b)), bei specializuotose kepeny ir kauly Ciulpy retikuloendotelinése 1astelés (Ryter et al., 2006).
HMOX2 ekspresuojamas nulatos ir randamas visuose audiniuose, daugiausiai séklidése ir smegenyse
(Ryter et al., 2006; HPA, 2017b).
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6 pav. HMOX1 RNR raiska sveikuose zmogaus audiniuose ir organuose (TPM — transkripty per
milijong) ir imunohistocheminés HO-1 baltymo ekspresijos nuotraukos bluznies, smegeny Zievés,

inksty, limfmazgiy ir kepeny audiniuose (adaptuota is HPA, 2017a).
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HO-1 fermentas Zmogaus, zinduoliy, grauziky ir pauks¢iy organizme struktiriSkai ir
funkciskai labai panaSus, o Zemesniuose organizmuose (vabzdziuose, bakterijose, grybuose,
augaluose ir dumbliuose) taip pat aptinkami | HO-1 panasiis baltymai (Ryter et al., 20006).

Nuo pat atradimo 1968 metais HO-1 charakterizuojamas kaip endoplazminio tinklo (ET)
baltymas (Tenhunen et al., 1968), HO-1 aptinkamas ir endoteliniy Igsteliy membranos kaveolése
(Ryter et al., 2006), prostatos vézio lasteliy branduolyje (Sacca et al., 2007) ir hemu paveikty ziurkiy
kepeny mitochondrijose (Stocker ir Perrella, 2006 i§ Converso et al., 2006). HO-2 baltymas
aptinkamas citozolyje ir ptslelése (HPA, 2017b).

1.4.3. HO-1 reakcijos produktai

Hemoksigenazés-1 citoprotekcinés savybés yra labai priklausomos nuo HO-1 katalizuojamos
reakcijos produkty funkcijos (7 pav.). Hemo degradacija lasteléms yra ypaé svarbi, dél to kad pro-
oksidantas hemas yra pasalinamas ir padidéjusi bilirubino ir CO produkcija yra svarbi lasteliy
apsauginiy mechanizmy dalis. HO-1 indukcija gali turéti tiek naudingg, tiek zalingg poveikj,

priklausomai nuo audinio ir situacijos (Ryter et al., 2006).
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citokinai, oksidacinis stresas,
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Hemoksigenazé-1 /
HEMAS H\ = Biliverdinas-IX
\ BVR | Anti-oksidacija
Fe T T—_
Fe-priklausoma |/ IRP \ L ROS ir RNS
geny reguliacija |\ Bilirubinas-IX . i
geny reguliacija \\Fe-IRP 1 Neutr o.f.ilq adhezua. .
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‘ \ \ ir ekskrecija

| \ \
Fe-feritino \
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Ivairiis metaboliniai
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7 pav. HO-1 katalizuojamos reakcijos schema: reakcijos produktai ir jy citoprotekcinis poveikis
(adaptuota i§ Ryter et al., 2006; Abraham ir Kappas, 2008).
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1.4.3.1. Anglies monoksidas

Biologinése sistemose yra du pagrindiniai CO $altiniai: HO-priklausomas ir HO-
nepriklausomas, pastarojo CO yra gaunamas i§ organiniy molekuliy, fenoliy ir flavanoidy oksidacijos
ir lipidy peroksidacijos (Abraham ir Kappas, 2008). HO-nepriklausomas kelias gali buti
nepakankamas fiziologinémis sglygomis, todél CO padidéjimas in vivo 80 % yra nuo indukuotos HO-
1 ir pastoviai ekspresuojamos HO-2 veiklos (Abraham ir Kappas, 2008).

CO atlieka svarby vaidmenj vidulasteliniuose signaliniuose procesuose, kurie lemia anti-
uzdegiminius, anti-proliferacinius, anti-apoptotinius ir antikoaguliacinius poveikius (7 ir 8
pav.)(Ryter et al., 2006; Abraham ir Kappas, 2008). CO gali aktyvuoti tirpig guanilato ciklaze, kuria
paprastai reguliuoja azoto oksidas (NO). Sios aktyvacijos rezultatas cGMP (ciklinio guonozino mono
fosfato) produkcija (Ryter et al., 2006). Taip pat, CO gali moduliuoti mitogenais aktyvuojamos
baltymy kinazés (MAPK) veiklg, jskaitant p38, MAPK, ERK ir JNK kinaziy kelius (Ryter et al.,
2006). CO per p38 ir MAPK kelius slopina uzdegimo citokiny produkcija, taip apsaugodamas
audinius nuo uzdegimo. CO poveikis taip pat sukelia audiniams specifiska apoptozés, proliferacijos
ir trombozés indukcija. CO stimuliuoja kalio kanalus ir sukelia vazorelaksacijg, bei didina

angiogenez¢ (Abraham ir Kappas, 2008)

C 0 (+)

» Guanilato ciklazé

MAPK keliai .. cGMP

S

IL-6 TNFO:,IL-1|3, MIP1o
e —
Citokinai

1 Uidegimas 1 Apoptozé ! Proliferacija | Trombozé

— .

Audiniy apsauga

8 pav. Potencialus CO Poveikis: aktyvuojama guanilato ciklazé ir MAPK signaliniai keliai, kurie

lemia citoprotekcinj poveikj (adaptuota i§ Ryter et al., 2006).
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1.4.3.2. Geleizis ir feritinas

Citoprotekcinés HO-1 funkcijos yra susijusios su gelezies akumuliacija, feritino biosintezes
indukcija, nuo gelezies priklausomy geny moduliavimu ir anti-apoptotinémis funkcijomis (Ryter et
al., 2006). Laisvas hemas yra pavojingas oksidantas, galintis sukelti membranos lipidy peroksidacijg,
0 HO veiklos iSlaisvinta vidulgsteliné gelezis ne tik svarbi metaboliniy procesy dalis (deguonies
pernasa, elektrony transportas, DNR sintezé, etc.), bet laisva gelezis gali buti toksiska (Ponka,
Beaumont ir Richardson, 1998; Ryter et al., 2006), todél yra iSsivyste mechanizmai kaip
nukenksminti Zalingg geleZies poveikj. Gelezis susijungia su citoplazminiais gelezies reguliaciniais
baltymais IRP1 ir IRP2 (IRP — angl. Iron regulatory proteins) ir potransliacinés reguliacijos bidu
itakoja baltymy, atsakingy uz gelezies homeostaze, geny raiska (Ponka et al., 1998; Ryter et al., 2006;
Kihn, 2015). Labiausiai IRP reguliuoja feritino sunkiyjy ir lengvyjy grandiniy transliacijg, bei
transferino receptoriaus mMRNR stabiluma (Ponka et al., 1998; Kiihn, 2015). Ferritinas tai baltymas
kaupiantis geleZies atsargas, 0 transferino receptorius atsakingas uz gelezj pernesancio transferino
endocitoze, daugiausiai eritroidinése lgstelése, kur gelezis panaudojama hemoglobino sintezei (Ponka
et al., 1998). Esant geleZies stygiui, IRP prisijungia prie 5'-UTR regiono ir slopina feritino mRNR
transliacija, o atsipalaidavusi citoplazminé gelezis susijungia su IRP ir atpalaiduoja IRP nuo feritino
mRNR, taip indukuojama feritino transliacija ir gelezies kaupimo funkcija. PrieSingai yra su
transferino receptoriaus mRNR, IRP atsipalaidavimas nuo 3'-UTR ja destabilizuoja ir tai lemia
sumazéjusj gelezies jsisavinimg i§ plazmos (Ponka et al., 1998; Ryter et al., 2006; Kiihn, 2015).

GeleZis organizme yra gyvybiskai svarbi. Apie 70 % geleZies randama baltymy, atsakingy uz
deguonies apykaita, strukttiroje (hemoglobine ir mioglobine), apie 6 % jeina j fermenty sudétj, kurie
dalyvauja svarbiuose metaboliniuose procesuose (vidulgsteliniame kvépavime ir energijos
metabolizme, kolageno ir kaikuriy neurotransmiteriy sintezéje, taip pat imuninése reakcijose), o likusi
gelezies dalis tai daugiausiai gelezies atsargos kaupiamos ferritine (UCSF, 2002). Ferritinas apsaugo
endotelines Iasteles nuo oksiduoty maZo tankio lipoproteiny, gelezies indukuoto oksidacinio streso ir
UV spinduliuotés. Taip pat, feritinas yra citoprotekcinis endotelio antioksidantas, pasiZymintis ir anti-

apoptotinémis savybémis (Ponka et al., 1998; Berberat et al., 2003; Abraham ir Kappas, 2008).

1.4.3.3. Biliverdinas ir Bilirubinas

Analizuojant HO-1 svarbg, daug démesio skiriama tulzies pigmentams biliverdinui ir
bilirubinui, kuriy pagrindinis in vivo Saltinis yra hemoproteiny degradacija. Biliverdinas yra tirpus,
Zalsvas pigmentas, kuris greitai redukuojamas biliverdino reduktazés j bilirubing, gelsva hidrofobiska
pigmentg. Kaip ir CO, bilirubinas formaliai laikomas Zalingu metaboliniu produktu. Didelés

bilirubino koncentracijos veikia toksiSkai, ypa¢ pavojingas naujagimiams (Ryter et al., 2006;

24



Abraham ir Kappas, 2008). Audiniai ir Igstelés iSskiria bilirubing j kraujo seruma, kur susijunges su
serumo albuminais yra pernesamas j kepenis. Kepenyse bilirubinas konjuguojamas su gliukurono
rugstimi fermenty UDP-gliukoroniltransferaziy. Konjuguotas bilirubinas patenka j tulzj arba per
Zarnyng ] iSmatas, kuriose yra toliau degraduojamas mikroorganizmy. (Ryter et al., 2006; Durante,
2015).

Mazomis koncentracijomis bilirubinas ir biliverdinas in vitro veikia kaip antioksidantai,
mazina ROS ir reaktyviyjy azoto formy (RNS) sukeliama oksidacinj stresa, bei apsaugo endotelines
lasteles nuo uzdegimo ir apoptozés (Ryter et al., 2006; Abraham ir Kappas, 2008; Durante, 2015).
Nustatyta, kad bilirubinas mazina adhezijos molekuliy ekspresija ir neutrofily adhezija, uzdegima,
bei slopina NADPH oksidaziy ir baltymy kinaziy C veikimg (Abraham ir Kappas, 2008; Durante,
2015). NADPH oksidazés tai plazminés membranos fermenty grupé katalizuojanti deguonies
redukcija, naudojant NADPH kaip elektrony donorg. Redukuotas deguonis naudojamas jvairiy ROS
gamybai, kuriuos naudoja imuning funkcija atliekantys fagocitai (Babior, 1999). Baltymy kinazés C
tai signaliniy fermenty Seima dalyvaujanti Igsteliy proliferacijoje, iSgyvenamume, invazijoje,
migracijoje, apoptozéje, angiogenezéje ir vaisty rezistentiSkumo mechanizmuose (Kang, 2014). HO-
1 ir BVR sintezuotas bilirubinas aktyvuoja fermentus, kurie endotelinése lgstelése didina

vazodilatacijg ir jautrumg insulinui (Durante, 2015).

1.4.4. HO-1 indukcija

HO-1 indukuojama jvairiy skirtingy molekuliy ir veiksniy, tokiy kaip reakcijos substratas
hemas, azoto oksidas, citokinai, stresas, angiogenezé, sunkieji metalai, endotoksinai, hipoksija,
ultravioletiné spinduliuote, kars¢io stresas, prostaglandinai, peroksidai ir kt. (Berberat et al., 2005;
Ryter et al., 2006; Stocker ir Perrella, 2006; Abraham ir Kappas, 2008). Padidéjusi HO-1 biosintezé
yra biologiniy sistemy atsakas j stresa, kuris priklauso nuo HMOX1 transkripcijos aktyvacijos ir de
novo MRNR sintezés (Ryter et al., 2006).

HO-1 priskiriama HSP streso baltymy $eimai, kuriy transkripcijos reguliacija priklauso nuo
nepalankiy aplinkos salygy ir dazniausiai yra atsakas j hipertermijos sukelta baltymy denattracija
(Subjeck ir Shyy, 1986; Ryter et al., 2006). HO-1 neturi HSP budingy homologisky amino ragsciy
seky ir nepasizymi baltyminiy Saperony aktyvumu, taciau HMOX1 genas turi HSP genams btudingus
elementus ir dél transkripcijos atsako j hipertermijg grauzikuose, HO-1 Kartais dar vadinamas HSP32
(Shibahara, Maller ir Taguchi, 1987; Ryter et al., 2006).

Kita streso baltymy klas¢ — gliukoze reguliuojami baltymai (GRP), kurie yra susij¢ su
endoplazminio tinklo stresu. GRP transkripcija indukuojama esant gliukozés nepakankamumui,

lastelinés kalcio homeostazés sutrikimams, baltymy glikozilinimo interferencijai ir neteisingai
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susipakavusiy baltymy ekspresijai (Lee, 2001). HO-1 baltymas, kurio pagrindiné lokalizacija ET,
kaikuriuose lasteliy tipuose galima transkripcijos aktyvacija esant maistingyjy medziagy trukumui
(Chang, Garcia, Melendez, Kilberg ir Agarval, 2003; Ryter et al., 2006). Nustatyta bendra GRP ir
HO-1 indukcija hepatomos lasteliy kultiirose, easant gliukozés nepakankamumui (Chang et al.,
2003). HO-1 indukcija gali sukelti ir Kiti ET streso induktoriai, tokie kaip thapsargininas, kuris
sumazina ET kalcio atsargas, arba brefeldinas A, kuris interferuoja glikozilinty baltymy translokacija
(Liu et al., 2005; Ryter et al., 2006). Cheminiai proteosomos inhibitoriai gali aktyvuoti HMOX1
paraleliai su ET streso atsaku (Wu, Chi, Ho, Tsao ir Lin, 2004; Ryter et al., 2006).

Yra keletas hipoteziy dél HO-1 indukcijos. Pirmoiji, tai kad hemas pats yra stiprus induktorius
ir sglygos didinancios lastelinio hemo koncentracija, tuo paciu aktyvina HO-1 (Kikuchi ir Yoshida,
1983; Ryter et al, 2006). Taciau ne visi veiksniai didinantys HMOX1 indukcija, sukelia hemoproteiny
degradacija (Kikuchi ir Yoshida, 1983; Ryter et al, 2006). Antroji, kad lastelinis ROS aktyvuoja
redokso reguliuojamus indukcijos kelius. Si hipotezé paremta tuo, kad didZioji dalis induktoriy yra
oksidatoriai arba susij¢ su ROS gamyba (Ryter et al, 2006). Trecioji, kad pakitimai vidulastelinéje
tioliy pusiausvyroje, iSreikstoje vidulastelinio redukuoto glutationo (GSH) ir oksiduoto glutationo
(GSSH) santykiu, veikia kaip oksidacinio streso jutikliai arba yra bent susij¢ su redokso signaliniy
keliy aktyvacija, kurie susije su HMOX1 ekspresija. Dauguma medziagy susijusiy su ROS ir RNS
generacija ar tiesiogiai reaguojanciy su laisvomis tioliy grupémis aktyviai mazina vidulastelinio GSH
prieinamumga (Ryter et al, 2006).

Dauguma HO-1 induktoriy aktyvuoja baltymy fosforilinimo priklausomas signaly kaskadas,
kurios galiausiai paveikia HMOX1 raiska reguliuojanéius transkripcijos faktorius (Ryter et al, 2006).
Didelj vaidmenj atliecka MAPK kinaziy sistema, taciau tirozino kinazés, fosfatidilinositol-3-kinazés
ir baltymy kinazés A, G ir C taip pat potencialiai papildo aktyvinimo mechanizma (Elbirt ir
Bonkovsky, 1999; Ryter et al, 2006). MAPK tai konservatyvi ir universali signaly transdukcijos
superSeima Ser/Thr baltymy kinaziy, kurios reguliuja lasteliy augima, apoptoze, judéjima,
diferenciacijg ir atsakg j aplinkos stimulus. MAPK superSeimg sudaro trys pagrindinés signaly
kaskados: ekstralgsteliniy signaly reguliujamos kinazés (ERK1/2 keliai), c-Jun NHa-terminalinés
kinazés arba streso aktyvuojamos kinazés (JNK/SAPK) ir p38 MAPK kinazés. Kiekviename kelyje
galioja kinaziy hierarchija, kurios fosforilina ir aktyvina kitas kinazes. [rodyta, kad daugelyje lasteliy
strukttiriSskai ir funkciskai didelé veiksniy jvairové, kuri indukuoja HO-1, paraleliai aktyvuoja vieng
ar daugiau MAPK kaskady (Kyriakis ir Avruch, 2001; Cowan ir Storey, 2003; Ryter et al, 2006).
Specifine MAPK keliy aktyvacijos varijacija priklauso nuo induktoriaus ir lasteliy tipo ar raisies
(Ryter et al, 2006). Pavyzdziui, p38 MAPK ir ERK keliai lémé HMOX1 indukcijg, kadmiu paveiktose
zmogaus skrandzio vézio lastelése (Liu, Moénne-Loccoz, Loehr ir Ortiz de Montellano, 1997), o

kriities vézio lastelése tik p38 MAPK (Alam et al., 2000). Skirtingi ekstralasteliniai ir vidulasteliniai
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faktoriai aktyvuoja sudétingus signalinius kelius, priklausomus nuo veiksnio ir lgsteliy tipo, kurie
aktyvuoja jvairius branduolio transkripcijos faktorius, veikian¢ius HO-1 geno transkripcija (Ryter et
al, 2006).

1.4.5. HO-1 vaidmuo kancerogenezéje

HO-1 ekspresija labai padidéja lastelinio streso saglygomis ir HO-1 pagrindiné funkcija yra
apsaugoti nuo oksidaciniy pazaidy. Be to, reguliuoja lgsteliy proliferacijg, moduliuoja uzdegiminj
atsakg ir gerina angiogenez¢. HO-1 poveikis aptiktas daugelyje patologiniy bikliy, pavyzdziui,
aterosklerozé, diabetas, iSeminés/reperfuzinés pazaidos ar organy transplantacija (Abraham ir
Kappas, 2008; Was et al., 2010). HO-1 hiperekspresija nustatoma daugelyje véziniy audiniy, tokiy
kaip limfosarkoma, prostatos vézys, smegeny vézys, adenokarcinoma, hepatoma, glioblastoma,
melanoma, kasos vézys ir Kituose (Was et al., 2010), bei dar labiau suaktyvéja po radioterapinio,
chemoterapinio ar fotodinaminio gydymo. Teigiama, kad HO-1 baltymas svarbus kancerogenezéje ir
spartina augliy augima ir plitima, todél medziagos veikianc¢ios HO-1 veikla ir raiska gali biiti svarbus
jrankis stabdant jvairiy véZio tipy progresavima ir gali padidinti jy jautruma prieSvézinéms terapijoms

(Berberat et al., 2005; Was et al., 2010).

1.3.5.1. Vézio proliferacija

HO-1 itin aktyvi sparciai besidalijanciose lastelése, pazeistose odos epitelio Igstelése ar
vézinése lastelése auganciuose augliuose. HO-1 stimuliuja keratinocity, kraujagysliy endotelio ar
reguliaciniy CD4* CD25" T limfocity proliferacijg, bet inhibuoja dalijimasi fibroblasty, lygiyjy
miocity, epitelio lasteliy, efektoriniy T limfocity ir astroglijos lasteliy (Was et al., 2010). Navikuose
HO-1 veikla taip pat labai priklauso nuo lgsteliy tipo. HO-1 hiperekspresija padidino melanomos
lasteliy proliferacija, o HO-1 inhibicija sumazino dalijimasi kasos, prostatos, hepatolastelinés ir kity
vézio tipy lasteliy. Antiproliferacinis HO-1 poveikis nustatytas plau¢iy adenokarcinomos, kriities

vézio ir prostatos vézio lgstelése (2 lentelé)(Was et al., 2010).

1.3.5.2. Citoprotekcija ir apoptozé

HO-1 apsaugo lasteles nuo oksidacinés zalos ir skirtingose Igstelése slopina apoptozg,
maZzindamas vidulasteliniy oksidanty kiekj, didindamas bilirubino kiekj ir CO produkcija (Eisenstein,
Garcia-Mayol, Pettingel ir Munro, 1991; Fang, Akaike ir Maeda, 2004). HO-1 citoprotekcijos svarba
buvo nustatyta jvairiose ligose: aterosklerozéje, iSemijos-reperfuzijos ir timaus inksty pazeidimo,
toksinés nefropatijos, cisplatinos nefrotoksiSkumo ar endotoksinio Soko (Fang et al., 2004).
Citoprotekcinis ir antiapoptotinis HO-1 poveikis jrodytas vézinése lastelése. Farmakologiné ir
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genetine HO-1 aktyvacija reikSmingai padidino i§gyvenamuma hepatomos, skydliaukés karcinomos,
chroniS8kos mielogeninés leukemijos, skrandzio karcinomos, gaubtinés Zarnos karcinomos,
melanomos, plauciy karcinomos ir gliomos, 0 HO-1 inhibicija sumazino gyvybingumg iimios
mieloidinés leukemijos ir hormonams atsparaus prostatos vézio (2 lentelé) (Was et al., 2010). Taikant
prieSvézin] gydymg HO-1 raiska dar labiau padidéja, didindama ir vézio rezistentiSkuma (Berberat et
al., 2005). HO-1 indukcija nevisada apsaugo lgsteles nuo chemoterapijos indukuotos apoptozés, tai
parodé tyrimas su kriities karcinoma ir B-limfoblastais (Andreadi, Howells, Atherfold ir Manson,
2006).

1.3.5.3. Angiogenezé

Angiogenezé yra labai svarbus veiksnys vézio augimui ir plitimui. HO-1 vaidmuo
angiogenezéje susijes su kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus VEGF produkcija. Genetiné HO-
1 hiperekspresija padidino VEGF ir jo poveikj endotelinése lgstelése: proliferacija, migracija,
kapiliariniy struktairy formavimasi (Jozkowicz et al., 2003; Was et al., 2010). HO-1 proangiogeninis
poveikis taip pat pasireiskia per fermenta timidino fosforilaze, kuri stimuliuoja endoteliniy lgsteliy

migracijg ir kapiliary formavimg in vitro ir in vivo (Moghaddam et al., 1995).

2 Lentelé. Skirtingas HO-1 hiperekspresijos poveikis skirtingy vézio tipy proliferacijai,
apoptozei, angiogenezei ir metastazéms (adaptuota i§ Was et al., 2010).

1 Proliferacija Prostatos v., sarkoma, hepatoma, hepatolastelinis v., endotelioma, kasos

v., angioma, melanoma, plauciy vézys, neoplastiniy kamieniniy lasteliy v.,

Slapimo trakto v.

| Proliferacija Prostatos v., plau¢iy adenokarcinoma, kriities v.
1 Apoptozé Krities v.
l Apoptozé Hepatoma, sarkoma, kasos v., 1étiné mieloidin¢ leukemija, Slapimo trakto

karcinoma, melanoma, skydliaukés karcinoma, skrandzio karcinoma,

zarnyno karcinoma, plauciy karcinoma, iimi mieloidiné leukemija ir kt.

1 Angiogenezé Hepatolasteliné karcinoma, glioma, melanoma, endotelioma, kasos v.,

plauciy v., fibrosarkoma, kriities karcinoma.

T Matastazes Prostatos v., melanoma, kasos v., oraliné raginio epitelio karcinoma

l Metastazés Oraliné karcinoma, kriities v., kolorektalinis v.
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1.3.5.4. Metastazés

Angiogenez¢ yra ne tik svarbi vézio augimui, bet ir metastazéms. Tai kompleksinis procesas
apimantis lasteliy adhezija, aplinkinio ekstralgstelinio matrikso degradacija, migracija, proliferacija
ir vasculiarizacijg naujai susiformavusiuose vézio Zidiniuose (Was et al., 2010). Matastazés plinta
trimis biuidais — lokalus plitimas j gretimus audinius, per kraujotaka j kitus organus ir per limfine
sistemg j gretimus ir tolimus limfmazgius (Price ir Thompson, 2002; Was et al., 2010).

D¢l proangiogeniniy HO-1 savybiy, buvo patvirtinta, kad HO-1 susijgs su padidéjusia
metastaziy rizika kaikuriuose vézio modeliuose. Modifikuotos melanomos ir kasos vézio lastelés,
kurios hiperekspresuoja HO-1, formavo zymiai daugiau metastaziy peliy plauciuose, nei jy laukinio
tipo analogai (Was et al., 2006). Farmakologiné HO-1 inhibicija visiskai nuslopino metastazavima
(Was et al., 2006). HO-1 geno nuslopinimas prostatos karcinomoje sumazino lasteliy invazija in
vitro ir inhibavo augimg pirminiy ir matastaziniy naviky in vivo (Alaoui-Jamali et al., 2009). Kaip ir
visur, HO-1 poveikis priklauso nuo lasteliy tipo ir bisenos. Kolorektalinéje ir oralinéje karcinomoje

HO-1 apibadintas kaip mazos metastaziy rizikos markeris (2 lentelé) (Was et al., 2010).

1.4.6. HO-1 raiska kasos adenokarcinomos lastelése

Berberat su kolegomis (2005) nustaté HO-1 hiperekspresija kasos vézio lastelése Colo357,
Panc-1, MiaPaCa ir SU.86.86. Kasos vézio lgstelése nustatytas 6 kartus didesnis HO-1 mRNR ir 3,5
karto didesnis HO-1 baltymo kiekis nei normaliose kasos Igstelése. Paveikus lgsteles chemoterapija
ir radioterapija HO-1 ekspresija dar labiau padidéjo. HO-1 mRNR ir baltymo kiekis Panc-1 ir
Colo357 lasteliy kultiirose buvo nustatytas zymiai didesnis nei MiaPaCa ir SU.86.86.
Imunohistochemija parodé, jog HO-1 yra ne tik kasos vézio lastelése, bet ir Salia naviko
lokalizuotuose imunocituose. Inhibavus HO-1 ekspresijg, sumazéjo HO-1 Kiekis ir aktyvumas,
sumazéjo visy keturiy kasos vézio lasteliy linijy proliferacija, padidéjo jautrumas oksidaciniam
stresui, chemoterapijai ir radioterapijai. Paveikus oksidaciniu stresu lasteliy gyvibingumas sumazéjo
nuo 12 iki 20 %, nuo 5 iki 9 % paveikus chemoterapija gemcitabinu ir nuo 13 iki 23 % vy spinduliy
radioterapija (Berberat et al., 2005).

Jakstaité et al.(2015) iStyré RNR suri$ancio baltymo baltymo HuR (ELAV1), kuris atlieka
citoprotekciniy baltymy, tokiy kaip HO-1 ir COX-2 (ciklooksigenazé-2) potranskripcines
modifikacijas, ekspresijg kasos vézio lgstelése MiaPaca2, Su.86.86, Capan-1, Capan-2 ir poveikj HO-
1 ir COX-2. Pacienty audiniuose nepaveiktuose gemcitabinu HUR mRNR ekspresija buvo 3,2 karto
mazesné, o COX-2 ir HO-1 mRNR buvo atitinkamai 2,3 ir 7,2 karto didesné nei normaliame kasos
audinyje. Nustatyta HUR, COX-2 ir HO-1 mRNR hiperekspresija visose keturiose lasteliy kulttirose

paveikus puse maksimaliai slopinan¢ios dozés (IC50 - Half maximal inhibitory concentration)

29



gemcitabino. UzZslopinus HuR su anti-HuR siRNR Zymiai sumazéjo COX-2 ir HO-1 lygis lastelése ir
padidéjo jy jautrumas gemcitabinui, 1asteliy gyvybingumas sumazéjo 11,6 — 53,7 %, buvo indukuota
nuo kaspaziy priklausoma apoptozé (Jakstaité et al., 2015).

1.5. Cisplatina

Cisplatina arba CDDP (cis-diamino-dicloro-platina)(9 pav.) - tai vienas i$ platinos junginiy
naudojamy chemoterapijoje (Siddik, 2003; Florea ir Busselberg, 2011). Klinikoje daznai sutinkamas
generiniu pavadinimu - Platinol. Kambario temperatiiroje cisplatina yra balti-ryskiai geltoni milteliai,
mazai tirpis vandenyje ir ganétinai stabiltis normaliomis saglygomis (Dasari ir Tchounwou, 2014).
Cisplatina taikoma skirtingy tipy véziui gydyti, jskaitant karcinomas, limfomas, sarkomas, minkstyjy
audiniy, kauly, raumeny, kraujo vézj ir kitus (Florea ir Bisselberg, 2011; Dasari ir Tchounwou,
2014). Jos veikimas susijes su poveikiu DNR reparacijai, DNR Zala ir apoptozés indukcija. Dél vézio
atsparumo cisplatinai ir gausybés nepageidaujamy Salutiniy poveikiy, tokiy kaip nefrotoksiSkumas,
alerginés reakcijos, imunosupresija, virSkinamojo trakto sutrikimai, hemoragijos ir klausos
netekimas, dazniau naudojami kiti platinos junginiai, tokie kaip karboplatina, oxaliplatina ir kiti.

(Florea ir Busselberg, 2011; Dasari ir Tchounwou, 2014).

Cl.,  NHj
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9 pav. Cisplatinos molekulés struktiiros modelis.

Cisplatina transportiniy lastelés membranos baltymy perneSama j lastelés vidy ir tampa
aktyvi. Citoplazmoje cisplatinos chlorido jonai pakei¢iami vandens molekulémis ir §i hidrolizuota
forma tampa potencialiu elektrofilu, kuris gali reaguoti su nukleofilais, tokiais kaip baltymy
sulfohidrilo grupés ir nukleortigd¢iy azoto donoriniais atomais (Dasari ir Tchounwou, 2014).
Cisplatina prisijungia prie dviejy DNR grandinéje greta esanciy guanino (GpG) arba adenino ir
guanino (ApG) baziy azoto atomy ir $i sgveika sukelia DNR sulenkima, kas sustabdo DNR replikacija
ir reparacija, bei indukuoja apoptoze (Dasari ir Tchounwou, 2014). Sios DNR pazaidos indukuoja
sudétingus reparacijos mechanizmus ir galutinis poveikis priklausys nuo to kokie signaliniai keliai

lastelése yra aktyviausi (10 pav.)( Siddik, 2003).

30



Cisplatinos sukeltos
DNR pazaidos

PaZaidas atpaz;stant‘ s baltymai

.o o

v.«°\ ]

ranskrlpcl_]os

akmrml
v .® .‘".
» & . " @~

quteles ciklo 4~ .
. regulla\ imas +
DNR \/

reparacija
Gl1, S, G2
arestas Lastelé
iSgyvena

Apoptoze
10 pav. Su DNR pazaidomis susije lastelés Zities ir iSgyvenamumo mechanizmai. Cisplatinos
poveikis priklauso nuo to, kokie signaliniai keliai vézingje lasteléje aktyviis. Daznai aptinkama p53
mutacija mazina cisplatinos ir daugelio kity chemoterapiniy vaisty efektyvumga (Siddik, 2003).

Vienas i$ svarbiausiy cisplatinos toksiSkumo mechanizmy yra oksidacinis stresas (11 pav.).
Vézinés lastelés stipriau nei normalios lastelés patiria didesnj reaktyviyjy deguonies formy (ROS)
stresg, dél onkogeninés stimuliacijos, padidéjusio metabolinio aktyvumo ir mitochondrijy
malfunkcijos. Cisplatinos indukuotas oksidacinis stresas pazeidzia mitochondrijos baltymus,
inhibuoja kolcio jony absorbcijg ir mazina mitochndrijy membraninj potencialg (Saad, Najjar ir
Alashari, 2004). ROS formavimasis priklauso nuo cisplatinos koncentracijos ir poveikio trukmés
(Dasari ir Tchounwou, 2014 i§ Brozovic ir kt., 2010). ROS indukuoja apoptoze iSoriniu ir vidiniu
keliais (Ozben, 2007). ISoriniu keliu padidinamas jautrumas augliy nekrozés faktoriy (TNF) §eimos
junginiams ir aktyvuojama nuo FAS ligando priklausomy baltymy su mirties domenu ir kaspaziy
indukuojama apoptozé (Gupta et al., 2012). Vidiniu keliu ROS skatina citochromo c¢ i$skyrimg
aktyvuodamas poras-stabilizuojancius baltymus (Bcl-2 ir Bcl-xL) ir inhibuodamas poras-
destabilizuojancius baltymus (Martindale ir Holbrook, 2002; Dasari ir Tchounwou, 2014).

Cisplatina skatina kalcio jony peréjimg i$ mitochondrijos matrikso j lastelés citoplazma (11
pav.). Sutrikusi kalcio homeostazé veikia daugybe lastelés funkcijy, tokiy kaip lipidy peroksidacija ir
fermenty aktvacijos procesai. Mitochodrijy glutationas (GSH) svarbus antioksidantas reguliuojantis
motochondrijy vidinés membranos pralaidumg ir fermenty funkcija palaikydamas SH redukuotoje
formoje (Dasari ir Tchounwou, 2014). Kai fermenty SH grupés nepalaikomos redukuotoje formoje,

fermentai tampa neaktyvis. Cisplatina maZina intralgstelinio GSH ir baltymy su SH grupémis
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koncentracija, bei sumazina NADH, kuris padeda palaikyti SH grupes (Dasari ir Tchounwou, 2014).
GSH ir NADH sumaz¢jimas inhibuoja kaikurias dehidrogenazes ko rezultatas atskirtas oksidacinis
fosforilinimas ir reaktyviyjy radikaly formavimasis. Laisvieji radikalai lemia lipidy peroksidacijg ir

atakuoja baltymus (Dasari ir Tchounwou, 2014).

. Atsparumo baltymai Menbraniniai kanalai D

o Transporteriai Menbraniniai receptoriai x

CDDP

; =2 Kaspazés 8/9
¥
:_:) < Apoptozé

11 pav. Cisplatinos multifunkcinio toksiSkumo schema: (1) ROS stresas; (2) DNR pazaidos; (3)
TNF aktyvacija; (4) mitochodrijy malfunkcija; (5) p53; (6) Ca®* homeostazés sutrikimas ; (7)
Kaspaziy aktyvacija; (8) vaistams atspartis baltymai (Florea ir Busselberg, 2011).

Apoptozé yra uZprogramuota lgsteliy zutis, naudojanti energija ir lemianti Igstelés
susitraukima, chromatino kondensacijg, membranos irimg ir proteziy kaspaziy aktyvacijg (Salvesen
ir Dixit, 1997). Kaspaziy aktyvacija yra svarbus zingsnis apoptozéje ir kaikurie stimulai jas aktyvuoja,
tarp jy aktyvuojantys plazminés membranos mirties receptorius (kaspazé 8) ir sukeliantys
mitochondrijy disfunkcija (kaspazé 9). Kaspazés gali biti apoptozés iniciatorés (kaspazé 8 ir 9) arba
vykdytojos (kaspazé 3 ir 7) (Salvesen ir Abrams, 2004). Iniciatorés indukuoja vykdytojas, kurios
signaliniais keliai inicijuoja apoptoze. Cisplatinos citotoksinio poveikio indukuotos DNR paZzaidos,
ROS stresas, Ca** balanso sutrikimai ir kiti lastelés veiklos paZeidimai aktyvuoja kaspaziy kaskadas
ir inicijuoja opoptozg (11 pav.).

Cisplatina veikia per daugybe mechanizmy, taCiau vézinés lgstelés geba jgyti atsparuma.
Atsparumas susijes su sumazéjusiu vaisto jsisavinimu, vaisto inaktyvacijos ir DNR reparacijos

mechanizmy indukcija. Svarby vaidmenj atlieka ir mutacijos lasteliy ciklag reguliujanciuose
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baltymuose, antiapoptotiniy faktoriy hiperekspresija (Siddik, 2003). Cisplatinos taikymas su Kitais

vaistais ar kombinuotais metodais sumazina véziniy lasteliy atsparumg gydymui.

1.6. Kasos adenokarcinomos lasteliy linija T3M4

Hiperterminés chemoterapijos tyrimams in vitro naudotos kelios lasteliy linijos, viena i$ jy
zmogaus kasos adenokarcinomos lasteles T3M4. T3M4 lastelés i8skirtos 1977 metais 1§ Zmogaus
kasos egzokrininés adenokarcinomos (Okabe et al., 1983). Jos ypatingos tuo, kad produkuoja
zmogaus karcinoembrioninj antigeng (angl. carcinoembryonic antigen — CEA) (Okabe et al., 1983),
kuris yra nespecifinis klinikinis kasos vézio Zymuo daZnai nustatomas pacientams sergantiems kasos

véziu.

12 pav. T3M4 lateliy kultiiros fotografijos stebint §viesiniu inversiniu mikroskopu ir naudojant

skirtingo didinimo objektyvus (mastelis 100 um): A - 10x objektyva; B - 40x objektyva.

Siuolaikiniais molekulinés biologijos metodais buvo nustatytas ir sudarytas T3M4 lasteliy
mutacijy profilis i§ mazdaug 88 mutacijy (Koscielny et al., 2016), tarp kuriy nustatyta ir mutacija
augliy supresijos gene TP53, kuris atsakingas uz p53 izoformy sinteze, 220 pozicijoje adeninas
pakeistas j guaning ir dél to baltymo struktiiroje amino rugstis tirozinas pasikeicia j cisteing. Taip pat,
nustatytas ir metilintas p16 genas (Moore et al., 2001).

T3M4 Igstelés auginamos in vitro formuoja pasklidusj adhezinj monosluoksnj auginimo indy
dugno pavirSiuje. PanaSios ] epitelines lagsteles su dideliu branduoliu citoplazmos centre,
citoplazminés membranos pavir§ius grublétas su mikrogaureliais ir lamelipodijomis (12 pav.).

Lasteliy populiacija dvigubéja mazdaug kas 20 valandy.
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2. TYRIMO METODIKA

2.1. Tyrimo organizavimas

Prie§ atliekant tyrimg susipazinta su Chirurginés gastroenterologijos laboratorijos jranga ir
vidaus taisyklémis. Tyrimo eigoje (13 pav.) analizuota moksliné literatira kasos vézio ir
hiperterminés chemoterapijos tematika, didelis démesys skirtas HO-1 baltymo fiziologinéms
savybéms, tyrimo metodams ir galimybémis. Sudarytas planas — nustatytas tyrimo tikslas, iskelti

uzdaviniai, suderinti tyrimo metodai, bei eksperimento protokolai.

Tyrimo objektas
Sio tyrimo objektas — zmogaus kasos adenokarcinomos lasteliy linija T3M4, kuri valandai
buvo paveikta skirtingomis hiperterminés chemoterapijos salygomis ir po 48 valandy nustatyti T3M4

lasteliy gyvybingumo ir morfologijos poky¢iai, bei i§ RNR ir baltymy ekstrakty tirta HO-1 raiska.

» T3M4 lasteliy auginimas
* Lasteliy kultivavimas ir skai¢iavimas tripano melio metodu

* MTT lasteliy gyvybingumo matavimas

« Kalibraciniai bandymai ir T3M4 lIgsteliy gyvybingumo poky¢iy nustatymas MTT
metodu J

* Mikroskopiné morfologiné analizé
* Gyvy ir dazyty kristaliniu violetu lgsteliy morfologijos vertinimas

* HMOX1 santykinés RNR raiSkos nustatymas dvieju etapy KPGR metodu
* RNR isskyrimas ir konvertavimas j kopijing DNR, kRL-PGR

» HO-1 koncentracijos nustatymas Western blot metodu
» Baltymy ekstrakcija, elektroforezé, perkélimas ant PVDF membranos ir detekcija

+ Baigiamojo darbo rengimas
* Literatiiros ir duomeny analizé, darbo raSymas ir prezentacijos ruoSimas

CEECECECKL

13 pav. Tiriamojo darbo etapai ir taikyta metodika.
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2.2. T3M4 lasteliy auginimas

Kasos adenokarcinomos lasteliy linija T3M4 kultivuojama pagal tiekéjo ir laboratorijos
protokolus. Lastelés auginamos steriliuose 25 cm? ir 75 cm? talpos specialiuose plastikiniuose
flakonuose su filtriniais kamsteliais, 0 eksperimentams buvo auginamos ir kituose auginimo induose
(TPP®, Sveicarija) su atitinkamu kiekiu auginimo terpés (3 lentelé). Auginimo terpé T3M4 vézinéms
lasteléms ruoSiama i§ modifikuotos terpés RPMI 1640 + GlutaMAX (Gibco™) su 10 % fetalinio
verseliy serumo (angl. fetal bovine serum) (Gibco™) ir 1 % antibiotiky misinio (penicilino 100 U/ml
ir streptomicino 100 pg, Gibco™). Lasteliy kultiira auginama inkubatoriuje Galaxy 170R (Eppendorf,
Vokietija), kuris palaiko 37 °C temperatiira, 95 — 98 % drégnuma ir 5 % CO2 prisotintg aplinkg. T3M4

lastelés pers¢jamos du kartus per savaite.

3 lentelé. Naudojami auginimo indai ir rekomenduojamas auginimo terpés taris.

Auginimo indai Auginimo terpés tiiris

25 cm? flakonas 5ml

75 cm? flakonas 10 ml

150 cm? flakonas 20 ml

100 mm petri 1ékstelé 10 ml

6 — iy Sulinéliy plokstelé 2 ml*

24 — 1y Sulinéliy plokstelé 1 ml*
96 — iy Sulinéliy plokstelé 0,2 ml*

* terpés turis vienam plokstelés Sulinéliui

2.2.1. T3M4 lasteliy kultivavimas ir skai¢iavimas

Visi darbai atlickami tik su sveikomis Igstelémis ir laikantis lgsteliy kultiiry laboratorijos
$varos reikalavimy. Darbo metu miivimos lateksinés pirStinés be pudros. Visi veiksmai su T3M4 ir
kitomis Igsteliy kultiromis atliekami vertikalaus srauto laminare Clean Air (Telstar, Nyderlandai),
kurio darbinis pavirSius sterilizuojamas 15 minuéiy jjungiant UV lempg ir prie§ pat darba
dezinfekuojamas 70 % etanoliu. Taip pat dezinfekuojamos automatinés pipetés (Eppendorf,
Vokietija), skysciy pritraukéjas (Gilson, Vokietija) ir visos priemonés, kurios jneSamos j laminaro
vidy. Pasiruosiami $varts lasteliy auginimo indai ir visos reikiamos terpés pasildomos 37 °C
temperatiros vandens voneléje BWT-U (BioSan, Latvija) su maiSymo funkcija ir termostatu.

Ruosiant Igsteliy suspensija eksperimentui arba perséjimui, pirmiausiai nupilama auginimo
terpé. Terpés likuciai ir Zuvusios lgstelés nuplaunamos 3 - 5 ml steriliu 1x PBS fosfatiniu buferiu

(angl. phosphate buffered saline)(Gibco™), kuris po to S$variai paSalinamas. Ant Igsteliy
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monosluoksnio pilama 2 ml 0,25% Tripsino (Gibco™) ir inkubuojama 37 °C temperatiiroje apie 7
min., kol lastelés atkibs nuo indo pavirSiaus. Lasteliy atkibimas jvertinamas mikroskopu ir plika
akimi. Tripsinas inaktyvuojamas ji praskiedziant su 10 ml auginimo terpés. Lasteliy, tripsino ir terpés
miSinys perkeliamas j 15 ml talpos mégintuvélj ir centrifuguojamas 5 min. 800 aps/min greiciu,
kambario temperatiroje (KT). Gautas supernatantas nupilamas, o ant nusédusiy lasteliy uzpilama 1
ml auginimo terpés ir pipete $velniai suspenduojama. Dalis gautos lgsteliy suspensijos uzséjama j
Svary lasteliy auginimo indg su S§ilta auginimo terpe. Eksperimentam reikalingas lasteliy kiekis
suskaic¢iuojamas tripano mélio metodu.

Skaic¢iavimui naudotas tripano mélio dazas (0,4 %, Gibco™), Neubauer kamera (Assistent,
Vokietija) ir inversinis sviesinis mikroskopas Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonija). IS 1 ml Igsteliy
suspensijos, automatine pipete paimama 10 pl ir atskirame mégintuvélyje sumaiSoma su 90 ul tripano
meélio. Ant Neubauer kameros papudiama drégnu oru ir atsargiai prispaudziamas dengiamasis
stiklelis, kol pasirodo Niutono Ziedai. Tada naudojant automating pipete plonu antgaliu, kamera
uzpildoma lasteliy ir tripano mélio miiniu. Zitirint per mikroskopa lastelés suskaigiuojamos keturiy
kameros krastiniy dideliy kvadraty viduje, bei ant virSutinés ir kairés krastiniy. Bendras lasteliy kiekis
1 ml suspensijos suskai¢iuojamas lasteliy skaiciy keturiuose kameros kvadratuose padauginus i$
skiedimo (10) ir konversijos ] mililitrg faktoriaus (2500). Norint paimti reikiama Igsteliy kiekj ar
atlikti skiedimg skai¢iuojama pagal formule C1V1 = C2V2.

2.3. T3M4 lasteliy gyvybingumo poky¢iy nustatymas MTT metodu

Skirtingos cisplatinos koncentracijos ir skirtingos temperatiiros, bei bendras jy poveikis T3M4
lasteliy gyvybingumui nustatytas kolorimetriniu MTT metodu. MTT lasteliy gyvybingumo tyrimas
atliktas devyniose 96-iy Sulinéliy plokstelése, kiekviena plokstelé skirtingai temperatiirai nuo 37 °C
iki 45 °C. Kiekvienos plokstelés Sulinéliuose pasétas vienodas kiekis T3M4 Igsteliy (Sulinélyje apie
3000 lgsteliy/200 ul terpés). Kiekvienai koncentracijai skirta po tris Sulinélius (14 pav.): kontrolé (Cis
0 uM), DMSO kontrolé¢ ir cisplatinos koncentracijos 25 pM, 50 uM, 100 uM, 200 uM ir 400 uM.
Darbinis 83,3 mM cisplatinos tirpalas ruosiamas i§ Cisplatinos milteliy pagal proporcijg iStirpinty
dimetilsulfokside (DMSO) (Carl Roth, Vokietija). Norima vaisto koncentracija gaunama skiedziant
pagal formule C1V1 = C2Vo.

Praéjus 24 valandoms po lasteliy paséjimo buvo nusiurbiama terpé ir uzpilama auginimo terpé
su reikiamomis cisplatinos koncentracijomis nuo 0 iki 400 uM ir valandai patalpinama j atitinkamos

temperatiros inkubatoriy su temperattira nuo 37 °C iki 45 °C. Po eksperimento, visuose Sulinéliuose

36



terpé pakei¢iama j naujg ir plokstelés patalpinamos j inkubatoriy Su jprastinémis auginimo sglygomis

(37 °C temperatiira , 5 % COz2, 98 % drégnumas).
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14 pav. Ploksteles schema: kiekviename Sulin¢lyje uzs¢jamas vienodas kiekis T3M4 Iasteliy

(3000 last./ 200 ul terpés). Po paros kiekvienos plokstelés Sulinéliai paveikiami skirtingomis
cisplatinos dozémis ir plokstelés patalpinamos j skirtingos temperatiiros nuo 37 °C iki 45 °C

inkubatoriy (Sablonas E. Aksamitieng).

Pragjus 48 valandoms po eksperimento j kiekvieng analizuojama Sulinélj jpilta po 20 ul MTT
reagento (5 mg/ml, Life technologies, JAV) istirpinto PBS buferyje. Plokstelés inkubuojamos 4
valandas 37 °C temperatiiroje, per §j laikg geltonos spalvos MTT reagentas redukuojamas iki netirpiy
violetinés spalvos formazano nuosédy, kuriy kiekis tiesiogiai proporcingas lasteliy gyvybingumui.
Po inkubacijos, atsargiai nusiurbiama terpé, 0 nuosédos tirpinamos uzpylus 200 ul DMSO (Carl Roth,
Vokietija). Spektrofotometru Sunrise (Tecan, Austrija) matuojamas gauto spalvoto tirpalo optiniy
tankiy skirtumas prie 550 nm ir 620 nm bangos ilgiy bei nustatoma, kad prie§ matavima 5 min veikty
purtymo rézimas. Prietaiso matavimo parametrai valdomi ir rezultatai pateikiami programoje
Magellan (Tecan, Austrija). Gauti duomenys eksportuojami ir analizuojami programa Excel 2013
(Microsoft Office). Geri MTT rezultatai yra kai kontrolés (37 °C be vaisto) absorbcija artima arba
lygi vienetui. Kontrolinio méginio lasteliy gyvybingumas prilyginamas 100 % ir atitinkamai méginiy
su poveikiu absorbcija irgi paverCiama procentais ir vertinamas lasteliy gyvybingumo pokytis
procentais (%).

Buvo sudarytas cisplatinos koncentracijos poveikio grafikas is$ kurio apskai¢iuota cisplatinos
dozé, kuri kontrolinéje grupéje (37 °C temperatiiroje be vaisto) sumazina T3M4 Iasteliy gyvybinguma
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50 %, dar vadinama - IC50 koncentracija. Buvo nustatyta, kad T3M4 lasteléms cisplatinos 1C50 lygi
63 uM ir tik §i koncentracija naudojama tolimesniuose hiperterminés chemoterapijos tyrimuose su
T3M4 lastelémis.

2.4. T3M4 lIasteliy morfologiniy poky¢iy analizé

Lasteliy morfologiniy pokyc¢iy analizé atlikta inversiniu Sviesiniu mikroskopu Nikon Eclipse
TS100 (Nikon, Japonija). Morfologijos pokyciams jvertinti T3M4 lgstelés buvo sé¢jamos j dvi 6
Sulinéliy ploksteles, kuriy Sulinéliuose buvo jpilta 2 ml auginimo terpés ir uzséta po 100 000 Iasteliy
T3M4. Kitg dieng viena plokstelé valandai patalpinama j 37 °C temperatiiros inkubatoriy, vienas
Sulinélis 37 °C kontrolé, o kitas 37 °C su cisplatinos IC50 doze, kita plokstelé analogiskai valandali
patalpinama j 43 °C temperatiiros inkubatori, su atitinkamai Sulinéliais 43 °C ir 43 °C su cisplatinos
IC50 doze. Po poveikio auginimo terpé nusiurbiama ir uzpilama nauja, Igstelés grazinamos ]
jprastines auginimo sglygas (37 °C temperatiira, 5 % COz2, 98 % drégnumas).

Po 48 valandy lastelés apzitirimos §viesiniu mikroskopu ir jvertinami morfologiniai poky¢iai.
Padaromos lgsteliy fotografijos programa Infinity analyze 6.1 (Lumenera, Kanada). Véliau lasteliy
terpé nusiurbiama ir lgstelés dazomos kristaliniu violetu. | Sulinélius pilama po 500 ul dazo ir

paliekama 20 minuciy, tada plokstelé nuplaunama vandens voneléje ir palickama dzitti.

2.5. T3M4 lasteliy paveikimas hipertermine chemoterapija molekuliniams

tyrimams

HMOX1 raiskai ir HO-1 baltymo koncentracijai, bei kitiems molekuliniams ir biocheminiams
tyrimams T3M4 lastelés sétos j 25 cm? flakonus po 108 lasteliy. HMOX1 raigkai séta po du flakonus
kiekvienai temperattrai 37 °C, 40 °C, 42 °C, 43 °C, i8 kuriy vienas be vaisto, 0 kitas ,,+Cis” su 63 uM
cisplatinos koncentracija (K 37 °C; 37 °C +Cis; 40 °C; 40 °C +Cis; 42 °C; 42 °C +Cis; 43 °C; 43 °C
+Cis). Analogiskai séta HO-1 ir kity baltymy ekstrakcijai, iSskyrus du flakonus 42°C temperatirai (K
37 °C; 37 °C +Cis; 40 °C; 40 °C +Cis; 43 °C; 43 °C +Cis). Po paros j T3M4 lasteliy flakony grupe
,,TCis“ jpilama po 3,8 ul darbinio cisplatinos tirpalo (83,3 mM koncentracijos) tiesiai j terpe ir kartu
su grupe be vaisto patalpinama j inkubatoriy su atitinkama temperatiira. Po valandos flakonai
iSimami, terpé pakeiiama ] naujg ir flakonai patalpinami j 37 °C temperatiros inkubatoriy su
jprastinémis auginimo salygomis. Praéjus 48 valandoms po poveikio temperatiira ir cisplatina

ruoSiami T3M4 lasteliy nukleorig§¢iy ir baltymy ekstraktai.
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2.6. HMOX1 geno raiskos tyrimas KRL-PGR metodu

2.6.1. RNR iSskyrimas kolonéliy metodu

RNR i8skyrimui naudotas komercinis ,,PureLink RNA micro kit (Invitrogen) gryninimo
rinkinys ir vodovautasi gamintojo protokolu. Pirmiausiai nupilama lasteliy auginimo terpé ir
uzpilama 350 pl paruosto lizés buferio su 1 % 2-merkaptoetanolio. Lastelés atkeliamos ir lizuojamos
pipetuojant. Lizatas perkeliamas j homogenizacijos mégintuveélj ir centrifuguojamas 12,000 x g 2
minutes, KT. Kiekvieno méginio homogenizatg pilama 350 ul 70 % etanolio, sumaiSoma ,,vortex”
maisykle ir 700 pl i PureLink RNR gryninimo kolonéle su surinkimo mégintuvéliu. Kolonélé
centrifuguojama 12,000 x g, 1 minute, KT. Surinkimo kolonélé su pratekéjusiu skys¢iu pasalinama ir
pakei¢iama j nauja. Po to pilama 350 pl plovimo buferio I ir centrifuguojama 12,000 x g 1 min., KT.
Surinkimo kolon¢lé pasalinama ir pakei¢iama j naujg. 10 pl vandenyje be RNAziy istirpintos DNazés
sumaiSoma su 10 pl 2X DNazés buferiu ir pipete uzpilama ant kolonélés centre esan¢ios membranos,
inkubuojama 15 min., KT. Po inkubacijos j kolon¢le pilama 350 pl plovimo buferio | ir
centrifuguojama 12,000 x g, 15 sek., KT. Skystis pasalinamas ir pilama 500 pl plovimo buferio Il su
etanoliu ir centrifuguojama 12,000 x g 15 sek., KT. Etapas pakartojamas ir membranoje likusi RNR
nusausinama centrifuguojant 12,000 x g, 1 min. Surinkimo mégintuvélis pasalinamas ir dedamas
saugojimo mégintuvélis, o j kolonéle pilama 12 — 22 ul vandens be RNaziy ir inkubuojama 1 min.,
KT. Centrifuguojama 12,000 x g 2 min., KT., tam kad RNR iSsilaisvinty i§ membranos j saugojimo
mégintuvélj. RNR koncentracija ir §varumas nustatytas spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific, JAV), tinkami tik Svartis méginiai, kuriy optiniy tankiy 260/280 nm santykis yra apie 2.

2.6.2. RNR reversiné transkripcija i kopijing DNR

RNR konvertavimui j kDNR naudotas komercinis ,,High-Capacity cDNA Reverse
Transkription kit (Applied biosystems) rinkinys. Pirmiausiai paruoSiamas 2X RT reakcijos misinys
(4 lentelé). Komponentai ir paruo$tas miSinys laikomi lede. Mégintuvélyje 10 ul 2X RT reakcijos
misinio sumaiSoma su 2 pg RNR méginio ir trumpai centrifugavus dedama j termociklerj
ThermoCycler nexus GSX1 (Eppendorf, Vokietija). Nustatomos termociklerio salygos (5 lentelé) ir
paleidziama reakcija. Po konvertavimo gaunama kDNR, Kkuri iki tolimesnio naudojimo laikoma -20

°C temperatiiroje.
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4 lentelé. 2X RT reakcijos misinio komponentai ir jy tiris vienam méginiui.

2X RT master mix komponentai ’ Tiuris
10X RT buferis 2.0 ul
25X dNTP misinys (100mM) 0.8 ul
10X RT pradmenys 2.0 ul
MultiScribe Reversiné transkriptazé 50 U/ pl 1.0 ul
RNaziy inhibitoriai 1.0 ul
Vanduo be nukleaziy 3.2l
Bendras tiiris: 10.0 pl

5 lentelé. Termociklerio salygos.

Parametras Zingsnis 1 Zingsnis 2 Zingsnis 3 Zingsnis 4
Temperatiira 25°C 37°C 85°C 4°C
Laikas 10 min. 120 min. 5 min. 0

2.6.3. Kiekybinis tikro laiko PGR

Darbas su DNR ir PGR reagentais vyksta tik tam skirtame laminare, kuris i$valytas
dezinfekuotas su ,,RnaseZap“, kad bty iSvengta kontaminacijos. Hemoksigenazés-1 raiskos pokyciy
vertinimui buvo naudojami komerciniai rinkiniai ir reagentai. Santykinei HMOX1 RNR raiskai
nustatyti buvo naudojamas referentinis genas GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazé).
KRL-PGR naudoti Applied biosystems susintezuoti HMOX1 ir GAPDH pradmenys (6 lentelé).
HMOX1 pradmeny sekos: pirmaujancioji 5'-TGCTCAACATCAGCTCTTTGAGGA-3' ir reversiné
5-CAGGCAGAGAATGCTGAGTTC-3'. Saldiklyje laikyti reagentai atitirpinami ir i§maiSomi

,vortex maiSykle. RuoSiami reakcijos miSiniai (7 lentelé) ir iSpilstomi j 96-iy Sulinéliy plokstelg.

6 lentele. ,,TagMan Gene expression assays® (Applied Biosystems) pradmenys.

Pradmeny
kodas

Amplikono = Reportinis
ilgis dazas

Geno lokalizacija

GAPDH _
(gliceraldehido-3- | Hs02758991 g1 Chr'%%325337‘;405 - 93 FAM
fosfato dehidrogenaze)
HMOX1 Chr.22: 35381067 -
(Hemo oksigenazé-1) Hs01110250_m1 35394214 82 FAM
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7 lentelé. KRL-PGR reakcijos misinys.

Reagentai Tiiris 1 méginiui

TagMan universalus PGR misinys | 10 pl
HMOX-1 arba GAPDH pradmenys | 1 ul

Vanduo be nukleaziy | 7 ul
KDNR | 2 ul

Bendras tiiris Sulinélyje | 20 pl

8 lentelé. KRL-PGR reakcijos salygos.

. Cikly
Temperatiira Laikas
skaicius

UNG aktyvacija* 50 °C 2 min. 1

Pradiné denatiiracija, Taq polimerazés aktyvinimas 95°C 10 min. 1
Denatiiracija 95°C 15 sec.

40
Hibridizacija ir amplifikacija 60 °C 1 min.

*Uracil N-Gliukozilazé esanti PGR misinio sudétyje padeda i§vengti kroskontaminacijos.

Paruosta plokstelé uzdengiama specialia plévele ir dedama j PGR termociklerj 7500 Fast
Real-Time PCR system (Applied biosystems, JAV) su integruota programine jranga, kurioje jvedami
meéginiy duomenys ir reakcijos salygos (8 lentelé).

HMOX1 santykinés raiskos analizei buvo taikytas AACt metodas. Pirmiausia nustatytos
ribinio ciklo — Ct vertés, kurios gaunamos atlikus kRL-PGR reakcijg. Ct vertés buvo
normalizuojamos pagal referentinj GAPDH geng ir kontrolinj HMOX-1 méginj ,,k 37” (T3M4
lastelése, kurios nebuvo paveiktos hipertermija ir cisplatina). Kontrolés ACt apskaiciuojama i§ Cr
kontrolés atémus referentinio geno Ct (1 formulé), kintamyjy ACt reik§més apskaiiuojamos
analogiskai (2 formulé). Kiekvieno kintamojo méginio AACT gaunama i§ kontrolés ACt atémus

kintamojo ACrt (3 formulé) ir santykiné méginio raigka apskai¢iuojama 2~ 24T (formulé 4).

Santykiné HMOX1 raiska apskaiciuojama pagal formules:
(1)  ACtHmox1k37) = Ct (Hmox1 k37) - CT (GAPDH K 37)
(2)  ACtHmoxtn)= Cr (Hmoxan) - Ct (GAPDH )
(3) AACT (Hmox1 n) = ACT (Hmox1 k 37) - ACT (HMOX1 n)
(4) 2 2ACT = santykiné HMOX-1 raiskos reik§meé
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2.7. HO-1 koncentracijos nustatymas Western blot metodu

2.7.1. Baltymy ekstrakcija

HO-1 koncentracijai T3M4 Igstelése patikrinti ir jvertinti buvo naudota Western blot analizé.
Flakony su paveiktomis lastelémis terpé nupilama ir dukart praplaunama su PBS. Ant lagsteliy
monosluoksnio pilama 100 ul salto komercinio RIPA lizés buferio (Abcam) su jdétais proteaziy ir
fosfotaziy inhibitoriais ir flakonai inkubuojami 10 min. lede. Po inkubacijos Igstelés nugramdomos
plastikiniais gramdikliais ir visas skystas lizatas perkeliamas j mikrocentrifuginj mégintuvélj, kuris
centrifuguojamas 10 000 RPM, 4 °C temperatiroje, 10 min. Supernatantas nusiurbiamas ir
perkeliamas j $vary mikrocentrifuginj mégintuvélj ir laikomas -20 °C kameroje iki tolimesnio
naudojimo. Bendra baltymy koncentracija nustatoma su komerciniu Pierce BCA protein assay

rinkiniu (ThermoFisher scientific) remiantis gamintojo pateikta metodika.
2.7.2. Elektroforezeé

Atlickama elektroforezé naudojant komercinius 4 - 12 % bis-tris poliakrilamido NuPAGE
gelius ir reagentus (ThermoFisher Scientific) ir remiantis gamintojo protokolais. Pirmgjam
elektroforezés Sulinéliui paimama 5 pl markerio ,,Page Ruler prestained protein® (Thermo scientific)
ir kitiem Sulinéliam kiekvieno tiriamo méginio 40 pg baltymo kiekis, kurie sumaisomi su 5 pl
NuPAGE LDS méginio buferiu (4x), 2 pul NuPAGE redukuojanciu agentu (10x) ir jpilama
dejonizuoto vandens iki miSinio bendro 20 pl tario (9 lentel¢). MiSinys kaitinamas 5 min 97 °C
temperatiiroje. ParuoSiamas NuPAGE Bis-Tris mini gelis ir elektroforezés aparatas Consort EV243
(Consort, Belgija) uzpildomas paruostu NuPAGE MES SDS running buffer, bei NuPAGE
antioksidantu. Méginiai uznesami j Sulinélius ir paleidziama elektroforezé 150 V jtampos srove apie

120 min.

9 lentelé. Méginio misinys vienam elektroforezés Sulinéliui
Komponentas ’ Tiris
Meéginys arba 5 pl markerio | x pl (bendras baltymo kiekis méginyje 40 pg)
NuPAGE LDS méginio buferis (4x) | 5 pl
NUuPAGE redukuojantis agentas (10x) | 2 ul

Dejonizuotas H20 | Iki 20 pl bendro tirio

Bendras tiris | 20 pl
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2.7.3. Perkélimas ant PVDF membranos

Baltymai i§ gelio perneSami ant PVDF membranos X cell Blot moduliu (ThermoFisher
Scientific), naudojant pernesimo buferj (50 ml NuPAGE Transfer Buffer (20x), 100 ml metanolio,
849 ml dejonizuoto vandens ir 1 ml NuPAGE antioksidanto) ir leidziant 30 V jtampos, 125 mA

elektros srove, 45 minutes.

2.7.4. Western breeze chromogeniné imunodetekcija

Membrana blokuojama 30 minuciy su blokavimo buferiu (2 ml Blocker/Diluent (Part A), 3
ml Blocker/Diluent (Part B), 5 ml dejonizuoto vandens) ir tada 90 min inkubuojama su pirminio
antikano tirpalu ( 2 ml Blocker/Diluent (Part A); 1 ml Blocker/Diluent (Part B); 7 ml dejonizuoto
vandens ir pirminiu antikinu). HO-1 nustatymui naudojami monokloniniai triusio antiktinai 1gG1
susintetinti Abcam ir skiesti santykiu 1:2000, kontrolei naudojami GAPDH antikiinai pelés 1gG1l
(Ambion) santykiu 1:10000. Membrana triskart nuplaunama su 20 ml antiktiny plovimo buferio (10
ml Antibody wash solution(16x), 150 ml dejonizuoto vandens) inkubuojant 5 minutes su maisymu.
Inkubuojama 30 minu¢iy su antrinio antikiino konjuguoto su Sarmine fosfataze tirpalu ir vél triskart
kartojamas membranos plovimas su antkiino plovimo buferiu ir dukart praplaunama PBS buferiu.
Nupylus PBS, inkubuojama 5 min. uzpylus 1 ml Chromogeninio substrato (Invitrogen). Membrana

vizualizuojama aparatu ChemiDoc XRS+ su integruota programa Image Lab (BioRad, JAV).

2.8. Duomeny analizé

Darbe pateikiami T3M4 Igsteliy gyvybingumo poky¢iy rezultaty vidurkiai ir standartinés
paklaidos, gauti atlikus 3 bandymus, kuriose kiekvieno poveikio po 3 pakartojimus. HMOX1
santykinés raiSkos matavimy vidurkiai ir standartinés paklaidos gauti i§ 2 bandymy, kuriuose po 2
pakartojimus. Rezultaty patikimumas buvo jvertintas taikant neparametrinj Kruskalo-Voliso testa
lyginant keleta grupiy, o skirtumui tarp dviejy grupiy Mann-Whitney testg. Statistiné duomeny
analizé atlikta programomis Excel 2013 (Microsoft Office), bei ,,Prism 6” (GraphPad Softvare, JAV).

Lasteliy morfologijos ir HO-1 baltymo raiskos pokyciams vertinti atlikta kokybiné analizé.

43



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 T3M4 lasteliy gyvybingumo poky¢iai hiperterminés chemoterapijos

T3M4 lasteliy gyvybingumo poky¢y visy rezultaty vidurkiai su standartine paklaida (%)

salygomis

pateikiami 10 lentel¢je. Remiantis 10 lentele pirmiausiai buvo analizuotas cisplatinos poveikis,

nustatyta cisplatinos 1IC50 koncentracija, o tada vertintas hipertermijos ir skirtingy hiperterminés
chemoterapijos salygy poveikis T3M4 Igsteliy gyvybingumui.

Buvo jvertintas cisplatinos citotoksinis poveikis T3M4 lasteliy gyvybingumui. Nustatytas
statistiSkai reikSmingas lgsteliy gyvybingumo mazéjimas didé€jant vaisto koncentracijai (15 pav.).
Apskaiciuota cisplatinos IC50 koncentracija lygi 63 uM, kuri sumazina T3M4 Igsteliy populiacijos
gyvybinguma 50 %.

10 lentelé: Lasteliy gyvybingumo pokyc¢iai procentais, pragjus 48 val. po poveikio
skirtingomis hiperterminés chemoterapijos salygomis, kai kontrolé ( 37 °C, Cis 0 uM) prilyginama

100 %. Lenteléje pateikiami 3 matavimy vidurkiai ir standartiné paklaida (x).

;ywt;‘irl%ﬁf;?s Cisplatinos koncentracija
procentais (%) 0 pM 25 M 50 M 100 pM | 200 pM | 400 pM
37°C 100.00 74.01 54.30 26.09 8.60 4.16
+ 3.88 4.18 2.41 1.66 0.96 0.30
38 °C 85.15 73.82 52.64 34.00 13.97 5.27
+ 5.26 3.15 4.10 4.61 1.19 0.37
39 °C 89.45 73.87 48.80 26.41 8.83 5.04
+ 4.37 3.56 5.14 3.10 0.31 0.48
= 40 °C 78.21 69.10 4357 23.03 7.77 4.49
5 + 231 5.64 4.39 2.35 0.52 0.39
= 41°C 87.33 56.15 40.01 15.03 5.97 453
2. + 6.81 5.18 3.44 0.96 0.29 0.47
g 42°C 68.92 54.90 40.15 16.10 6.89 4.90
= N 9.96 6.11 5.21 2.24 0.55 0.45
43°C 109.29 79.37 53.84 17.62 6.94 5.69
+ 8.47 4.63 2.47 3.00 0.34 0.52
44.°C 97.09 52.45 27.20 7.35 6.20 5.69
+ 3.99 3.46 3.64 0.34 0.34 0.40
45°C 79.93 34.97 15.17 5.50 6.20 5.87
+ 6.12 5.37 3.00 0.39 0.34 0.55
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Nustatyti cisplatinos IC50 kasos T3M4 Igsteléms yra svarbu jvertinant vaisto efektyvumg ir
optimizuojant tyrima. Cisplatinos citotoksinis efektyvumas gali labai Zymiai skirtis tarp skirtingy
lasteliy kultiiry, priklausomai nuo jy specifiniy morfologiniy, metaboliniy, genetiniy pozymiy. Siame
tyrime cisplatinos IC50 yra naudingas atskaitos taskas vertinant hipertermijos jtakg cisplatinos
poveikiui, todél $i 63 uM koncentracija naudota tolimesniuose in vitro hiperterminés chemoterapijos
tyrimuose su T3M4 kasos adenokarcinomos lasteliy linija energetikos, molekuliniuose ir
biocheminiuose tyrimuose.
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15 pav. Lasteliy gyvybingumo maz¢jimas (%) 48 val. po poveikio skirtingomis cisplatinos
koncentracijomis nuo 0 iki 400 uM, prilyginus kontrole ( 37 °C, Cis 0 uM) 100 % (p=0,0001).

Veikiant T3M4 Igsteles temperatiiros intervalu nuo 37 °C iki 45 °C néra tolygios Igsteliy
gyvybingumo kitimo tendencijos (16 pav.) ir gauti rezultatai, vertinant gyvybinguma tarp tos pacios
cisplatinos dozés ir skirtingy temperatiiry néra patikimi (p>0,05). Lastelése valandg paveiktose
temperatiira nuo 37 °C iki 42 °C gyvybingumas temperatiiros atzvilgiu mazéja, tiek grupéje be vaisto,
tiek 1gstelése paveiktose su cisplatinos koncentracija iki 100 uM. Tai rodo, kad temperatiiros poveikis
gyvybingumui néra adityvus cisplatinos citotoksiniam poveikiui T3M4 lastelése. T3M4 lasteliy
grupéje paveiktoje 43 °C gyvybingumas net didesnis nei hipertermijos nepaveiktose lastelése ir tai
gali buti susijgs su veéziniy lasteliy atsparumo mechanizmy indukcija, padidéjusia citoprotekciniy
molekuliy raiska, suintensyvéjusiais energetiniais ir biocheminiais procesais. Straipsniuose teigiama,
kad temperattra veikia lasteliy membrany laidumg, didindama jvairiy meZziagy ir vaisto jsisavinimg
(Ahmed ir Zaidi, 2013), bet panasu, kad sio tyrimo atveju hipertermija veikia per kitus mechanizmus,

galbiit, per baltymy denatiiracijos ir DNR reparacijos pazaidas.
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Rezultaty priezastis gali biiti MTT metodo tinkamumas. MTT matuojama Iasteliy
gyvybinguma atspindi jy metabolizmo aktyvumas, kuris priklauso nuo energetiniy procesy ir
molekuliy, tokiy kaip adenozintrifosfatas (ATP) ir nikotinamido adenino dinukleotidy formos
(NAD(P)H) ir todé¢l gyvybingumo savoka neatskleidzia informacijos apie tikragjg Iasteliy bikle, jy
dydj ir kiekj. Neatsizvelgiant | metodo ypatumus, galima daryti prielaida, kad parinkus netinkamg

temperatiirg galima ir pabloginti kasos vézio gydyma.

110.00

100.00
S 90.00
£ 80.00
3
S 70,00 —0uM
é 60.00 —25 uM
5 50,00 50 uM
5 —_
2 40.00 100 uM
= 30.00 _233 H m
S n
%, 20.00 1 _
| — 1 1

10.00

0.00

37°C 38°C 39°C 40°C 41°C 42°C 43°C 44°C 45°C
Temperatiira °C

16 pav. T3M4 lasteliy gyvybingumo poky¢iai didéjant temperatiirai. Matuota 48 val. po poveikio
skirtinga temperatiira ir skirtingomis cisplatinos koncentracijomis, kai kontrolé ( 37 °C, Cis 0 uM)

prilyginta 100 %.

Aukstesnés nei 43 °C temperatiiros poveikis neigiamai veikia gyvybingumg. AukStesné
temperatiira lasteléms padaro zalos sukeldama didelj lastelinj stresa, denatiruodama baltymus,

veikdama DNR ir neaktyvina apsauginiy mechanizmy arba jie bina nepakankami.

3.2 Hiperterminés chemoterapijos poveikis T3M4 Igsteliy morfologijai

T3M4 morfologijos poky¢iy nustatymui buvo pasirinkta Igsteles valandai paveikti 37 °C ir 43
°C temperatira, bei temperatiira su cisplatinos IC50 (63 uM). Po 48 valandy atlikta mikroskopiné

analizé ir padarytos lasteliy populiacijos nuotraukos i$ kuriy atrinktos reprezentatyviausios (17 - 18
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pav.). Per mikroskopo Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonija) 10x objektyva buvo stebimos gyvos
lastelés (17 pav.), kurios véliau buvo nudazytos kristaliniu violetu (18 pav.).

Kontrolinés lastelés, augintos 37 °C temperatiroje (17 pav. A) yra tankiai priaugusios ir
nedidelés, tuo tarpu cisplatinos IC50 koncentracija (17 pav. B) sumazina T3M4 Igsteliy gyvybinguma
50 %, bet mazdaug keturis kart padidina lasteles. Stebint mikroskopu nenustatyta akivaizdZziy lgsteliy
kiekio ar morfologijos skirtumy tarp kontrolinés (17 pav. A) ir 43 °C (17 pav. C) temperatiira paveikty
lasteliy grupiy, lasteliy kiekis ir dydis labai panasus. Maziausias lasteliy kiekis yra paveiktose 43 °C
temperatiira ir cisplatina (17 pav. D), bei jy dydis yra tik dvigubai didesnis uz kontrolines.
Analogiskai tai atsispindi ir lastelése dazytose kristaliniu violetu (18 pav. A-D).

Remiantis atliktais T3M4 lasteliy gyvybingumo rezultatais, kontroliniy lgsteliy ir paveikty 43
°C temperatura morfologija (17 pav. A ir C) atspindi panaSius MTT rezultatus, atitinkamai 100 +
3.88 % ir 109.29 = 8.47 %. Tose paciose temperatiirose cisplatinos IC50 paveikty lateliy
gyvybingumas tarpusavyje panasus, ta¢iau morfologija labai skiriasi ir tai dar kartg jrodo, kad reikia

atsizvelgti | MTT metodo galimybes.

17 pav. Lasteliy populiacijos fotografjos praéjus 48 valandoms po poveikio temperatiira ir
cisplatina. A) Kontrolé 37 °C. B) 37 °C su cisplatina. C) 43 °C temperatira. D) 43 °C su cisplatina.
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18 pav. Dazyty lasteliy populiacijos fotografjos pra¢jus 48 valandoms po poveikio temperatiira ir
cisplatina. A) Kontrolé 37 °C. B) 37 °C su cisplatina. C) 43 °C temperatiira. D) 43 °C su cisplatina.

3.3. HMOX1 raiSkos poky¢iai

Raiskos analizei naudotas AACt metodas, kai raiSkos véziniame audinyje vertés buvo
normalizuotos kaip atskaitos taska naudojant hiperterminés chemoterapijos nepaveiktas kontrolines
lasteles (K 37 °C). 19 paveiksle pateikiami rezultatai gauti i§ 2 matavimy vidurkiy ir stulpelinéje
histogramoje pazymétos standartinés paklaidos. Pritaikius statistinius Kkriterijus negauta patikimo
skirtumo (p>0,05), dél to, kad reikia daugiau duomeny, tac¢iau skirtumg tarp HMOX1 raiskos grupéje
nepaveiktoje cisplatinos ir grup¢je paveiktoje, galima laikyti pakankamai patikimais, nes
pasikliautinieji intervalai nepersidengia.

Gauti rezultatai rodo, kad valanda paveikus T3M4 lasteles hipertermija neindukuojama
HMOX1 raiska (19 pav.). Tai gali bati dél to, kad per trumpas hipertermijos poveikis arba T3M4
lasteléms reikia aukStesnés temperatiiros hiperterminiam stresui sukelti. Cisplatina akivaizdziai
padidino hemoksigenazés raiSka, 37 °C ir 42 °C temperatiiros grupése atitinkamai 7,45 ir 7,31 karto.
40 °C ir 43 °C temperataros grupése 4,48 ir 4,46 karto. Cisplatinos sukelta indukcija dar kartg
pagrindzia, kad taikant chemoterapinj gydyma, HO-1 raika dar labiau indukuojama (Berberat et al..,
2005; Abraham ir Kappas, 2008; Busserolles et al., 2006).
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19 pav. Santykiné HMOX1 RNR raiska, skirtingomis hiperterminés chemoterapijos salygomis
paveiktose T3M4 lIgstelése.

3.4. HO-1 koncentracija

HO-1 koncentracijos skirtumams jvertinti atlikta kokybiné Western blot démiy analizé.
Referentinis baltymas pasirinktas GAPDH. Kaip ir Santykinés HMOX1 raiskos atveju, taip ir HO-1
koncentracijos pokyciy hipertermija neindukuoja. Matomas koncentracijos padidéjimas lastelése

paveiktose cisplatina 37 °C ir 40 °C temperatiira.

T3M4 48 val

K37°C 37°C+Cis 40°C 40°C+Cis 43°C 43 °C+Cis
e,

HO-L it S S S S S 32D:

GAPDH 37 kDa

20 pav. HO-1 baltymo koncentracija, skirtingomis hiperterminés chemoterapijos sglygomis
paveiktose T3M4 lastelése.
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3.5. Rezultaty apibendrinimas

Atlikto tyrimo rezultatai rodo, kad valanda hiperterminio streso turi neaisky poveikj T3M4
lasteliy gyvybingumui ir morfologijai, todél reikéty iSsamesniy tyrimy. Valanda hipertermijos
neindukuoja citoprotekcinio kar$¢io indukuojamo baltymo hemoksigenazés-1 raiskos. Cisplatinos
poveikis yra pakankamai stiprus lgsteléms ir HO-1 raiSkai. Hipertermijos poveikis nesukelia

cisplatinai adityvaus efekto.

50



ISVADOS

Cisplatinos koncentracija patikimai mazina T3M4 lasteliy gyvybinguma, taciau hipertermijos

poveikis lgsteléms ir cisplatinos veiklai neaiskus ir nepatikimas.

Cisplatinos IC50 dozé padidina lgsteles mazdaug keturis kartus, kai tuo tarpu IC50 ir 43 °C
temperatiira paveiktos Igstelés buvo vos dvigubai didesnés uz kontrolines ir vizualiai jy buvo
maziausiai. Zymiy morfologijos skirtumy tarp 37 °C kontrolés ir 43 °C temperatiira paveikty

lasteliy nepastebeta.

. Valanda hipertermijos nepadidina HMOX1 raiskos T3M4 Igstelése, o cisplatina indukuoja raiska

4,46 - 7,45 karto visose tirtose temperatiirose.

. Nustatyta didesné HO-1 baltymo koncentracija T3M4 lasteliy lizatuose, kurios buvo paveiktos

cisplatina ir temperattromis 37 °C ir 40 °C.
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REKOMENDACIJOS

Reikéty pakartoti Siuos tyrimus su kitomis véziniy Iasteliy linijomis, atsizvelgiant i lasteliy
morfologing, geneting ir metoboling jvairove, buty galima susidaryti tvirtesng nuomuon¢ apie
hipertermijos poveikj atskiroms lIgsteliy kultaroms ir HO-1 raiskai. Labai vertinga bty jei pavykty
istirti HO-1 raiska operuoty pacienty vézio biopsijose ir palyginti su pacienty, kuriems buvo taikytas

HIPEC metodas.
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