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Santrauka

Darbo tikslas — jvertinti protony siurblio inhibitoriaus lansoprazolo poveikj doksorubicino ir jo
pegiliuotos liposominés formos (PLD) transportui krities vézio lasteliy kulturose.

Darbo uzdaviniai:

1. Istirti doksorubicino ir PLD patekima 1 MCF-7 kriities vézio Iasteles.

2. lvertinti protony siurblio inhibitoriaus lansoprazolo jtaka doksorubicino ir PLD skvarbai j
MCF-7 krities vézio lasteles.

3. Istirti doksorubicino ir PLD skvarbg j kriities vézio MCF-7 lasteliy sferoidus.

4. TIstirti doksorubicino ir PLD transportg j kriities vézio MCF-7 lasteliy sferoidus po inkubacijos
su lansoprazolu skirtingo pH terpése.

Tyrimo metodai: Siame darbe buvo vertinama lansoprazolo jtaka doksorubicino ir PLD skvarbai j
kriities vézio linijos MCF-7 Iasteles. Junginiy citotoksiSkumas nustatytas MTT redukcijos metodu.
Doksorubicino ir PLD patekimas j lgsteles ir sferoidus silpnai bazinéje (pH 7,2) ir rugstingje (pH
6,0) terpése jvertintas fluorescencinés mikroskopijos metodu. Vertinant lansoprazolo jtaka
doksorubicino arba PLD skvarbai j lasteles ar jy sferoidus, kultiiros juo inkubuotos 2 val. prie$
jpilant tiriamyjy medziagy. Nuotraukos buvo analizuojamos ImageJ programa.

Rezultatai: Silpnai bazinéje terpéje (pH 7,2) doksorubicinas geriausiai prasiskverbé j lasteliy
branduolius po 2 val. inkubacijos, o véliau jo kiekis reik§mingai nekito. Rigstineje terpéje (pH 6,0)
doksorubicino patekimas tiek j branduolj, tiek j lastele nuolat didéjo 4 val. inkubacijos laikotarpyje.
Pries inkubacija su doksorubicinu Igsteles paveikus lanzoprazolu, tiek silpnai bazinéje terpéje, tiek
rugstinéje terpeje doksorubicino kiekis po 4 val. lgstelése ir branduoliuose buvo 4 kartus didesnis
nei kontrolingje grupéje. PLD | lgsteles taip pat geriau prasiskverbé silpnai bazingje terpéje, taciau
lansoprazolas PLD patekimo j lasteles nepadidino nei riigstinémis, nei silpnai bazinémis sglygomis,
lyginant su kontroline grupe. Nustatyta, kad doksorubicino prasiskverbimas priklauso nuo
inkubacijos laiko. Lansoprazolas pagerina doksorubicino skvarba tiek silpnai bazinéje, tiek
rugstinéje terpése. Lansoprazolas nepadidina PLD patekimo | sferoidus nei riigstinéje, nei silpnai
bazinéje terpése.
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Summary

Aim of work: evaluate proton pump inhibitor lansoprazole effect on doxorubicin and pegylated
liposomal doxorubicin (PLD) transport into breast cancer cell cultures.

Objectives:

1. Investigate doxorubicin and PLD penetration into MCF-7 breast cancer cells.

2. Evaluate proton pump inhibitor lansoprasole effect on doxorubicin and PLD transport into
MCEF-7 breast cancer cells.

3. Examine doxorubicin and PLD transport into breast cancer MCF-7 cell spheroids.

4. Evaluate doxorubicin and PLD transport into breast cancer MCF-7 cell spheroids after
incubation with lansoprazole at different pH values.

Experimental methods: In this work we have evaluated lansoprazole effect on doxorubicin and
PLD penetration into breast cancer MCF-7 cell cultures. Toxicity of the compounds was evaluated
by MTT assay. The penetration of doxorubicin and PLD into cells and spheroids in a slightly basic
(pH 7.2) and acidic (pH 6.0) medium was evaluated by fluorescence microscopy. The penetration of
doxorubicin or PLD transport into cells and spheroids was evaluated after lansoprazole prie-
incubation for 2 hours before adding doxorubicin and PLD. Photos were analysed using ImageJ
software.

Results: In a slightly basic environment (pH 7.2) doxorubicin penetration into the cell nuclei was
better after 2 h of incubation. After longer periods of incubations, it‘s penetration remained the
same. In slightly acidic environment (pH 6.0) doxorubicin penetration into the cell nuclei and the
whole cell increased constantly during the whole 4 h incubation. Before the incubation with
doxorubicin, cells were prie-incubated with lansoprazole at both slightly basic and acidic media.
Cellular uptake of doxorubicin after 4 h of incubation were 4 times greater than in the control
group. PLD penetrated better into the cells at slightly basic environment, although lansoprazole has
no influence on penetration of PLD at either slightly basic or acidic pH compared to the control
group. The penetration of doxorubicin was dependant on the time of incubation. Lansoprazole
enhances doxorubicin penetration at slightly basic and slightly acidic environment. Lansoprazole
doesn‘t increase PLD cellur uptake into the tumor spheroids.
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Santrumpy ir terminy sgarasas

ATF6 6 transkripcijos veiksnio aktyvatorius

ATP adenozino trifosfatas

b-SKS bazinis spiralés-Kilpos-spiralés baltymas

DAPI 4¢,6-diamidino-2-fenilindolo dihidrochloridas

DIC diferencinis interferencijos kontrastas

DMEM Dulbecc ‘o modifikuota Eagle mitybiné terpé

DMSO dimetilsulfoksidas

DNR deoksiribonukleortigstis

DOX doksorubicinas

ECss efektyvioji koncentracija, sukelianti 50 proc. lgsteliy biologiniy ar biocheminiy
funkcijy netekima

elF2a eukariotinj iniciacijos faktoriy 2a

EMC ekstralgstelinés matricos komponentas (angl. extracellular matrix components )

ER estrogeny receptoriai

ER estrogeno receptoriai

FBS fetalinis verSiuky serumas (angl. fetal bovine serum)

FI fluorescencijos intensyvumas

HER2 Zmogaus epidermio augimo faktorius 2

HIF-1 hipoksijos indukuojamas faktorius

Ki—67 branduolinis baltymas, pagal kurj nusakomas krities vézio metastazavimo greitis.

KV kriities vézys

MCT monokarboksilaty nesikliai (angl. monocarboxylate transporters)

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromidas

NADPH nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas

NK lastelés zudikai (angl. natural killer cells)

PBS fosfatinis drusky tirpalas

PERK R tipo baltymy kinazé

pHe ekstralgstelinis pH

pHi intralgstelinis pH

pPKa rugsties disociacijos konstanta

PLD pegiliuotas liposominis doksorubicinas

pO:2 deguonies parcialinis (dalinis) slégis

PR progesterono receptoriai

PSI protony siurblio inhibitoriai

PSO Pasaulio sveikatos organizacija

TNKV trigubai neigiamas kriities véZys

TRITC tetrametilodaminas

V-ATP vakuolinis adenozino trifosfatas

VPL vakuolinio H* ATPazés proteolipidinis subvienetas



Ivadas

Vézys yra viena daZzniausiy mirtingumo priezastis pasaulyje. Pasaulio sveikatos organizacijos
(PSO) duomenimis, 2018 m. nuo vézio pasaulyje miré 9,6 min. Zzmoniy [1]. Sergamumas
piktybiniais navikais, kaip ir mirtingumas, tolygiai didéja [2].

Kraties vézys (KV) yra antra pagal daznuma mirties nuo onkologiniy susirgimy prieZastis po
plauciy vézio. KV yra labiausiai paplites navikinis susirgimas tarp motery. Jis sudaro 23 proc. visy
véziniy susirgimy [3]. Remiantis PSO statistika, 2018 m. pasaulyje uzfiksuota 2,1 min. naujy KV
atvejy [1]. ISsivysCiusiose Salyse KV nustatomas vis ankstyvesnése stadijose, didéja motery
iSgyvenamumas. Svarbig jtakg iSgyvenamumui turi estrogeny, progesterony ir HER receptoriai.
Nustacius trigubai neigiamg KV, tikimybé i§gyventi 5 m.—55 proc., ER/PR*, HER 2" atveju — 84
proc. [4]. Kadangi ER/PR", HER 2* véZio potipis pasizymi geresne prognoze, Siame darbe buvo
pasirinkta MCF-7 lasteliy linija, kuri atitinka $iam véZio potipiui.

50 proc. KV atvejy pradedami gydyti pasalinant piktybinj navikg chirurginiu biidu [4]. Norint
sumazinti naviko atsinaujinimo rizikg, po operacijos gali biti taikoma radioterapija. Kai ligos
atsinaujinimo galimybé labai menka, kito gydymo gali ir nereikéti [5]. Norint sumazinti ligos
atsinaujinimo tikimybg, daugumai pacienéiy rekomenduojama chemoterapija arba Kiti terapijos
budai [6].

Gydymas chemoterapiniais vaistais yra vienas pagrindiniy gydymo budy, skirtas moterims,
sergan¢ioms KV, arba esant navikui, kuris yra didesnis negu 1 cm [5]. Dazniausiai chemoterapijai
vartojami citotoksiniai vaistai yra alkilinantys vaistai, antimetabolitai ir antracikliny grupés vaistai,
tokie kaip doksorubicinas [7].

Doksorubicinas yra pirmos eilés KV gydymui vartojamas chemoterapinis vaistas. [6]. Jo
prie§vézinio gydymo veiksminguma gali Ssumazinti ribotas patekimas j navika [8]. To prieZastis yra
pakitusi navikiniy lasteliy mikroaplinka. Naviko mikroaplinkai btidinga hipoksija ir acidozé, daznai
tai pablogina ypac silpnai baziniy vaisty (pvz. doksorubicino) patekimg j gilesnius navikinius
audinius. Ribotas vaisty pasiskirstymas kietuose navikuose yra svarbi atsparumo vaistams priezastis

[9-10].

Siekiant islaikyti neutralia pHi, kuri yra butina silpnai baziniy vaisty prasiskverbimui didinti,
naudojami skirtingi jony/protony siurblio inhibitoriai (PSI). PSI gali padidinti lasteliy endosominj
pH, ir tai gali padidinti vaisto pasiskirstymg kietuosiuose navikuose [11]. Tai sudaro prielaidas
tyrinéti protony siurblio inhibitoriy poveiki doksorubicino ir jo pegiliuotos liposominés formos
patekimui ir pasiskirstymui vézio lgsteliy dvimatése kultarose ir lasteliy sferoiduose.

Norédami istirti, kaip skiriasi chemoterapiniy vaisty patekimas | MCF-7 vézines lagsteles, esant
skirtingam pH, kaip modelines medziagas pasirinkome doksorubicing ir liposomine doksorubicino
forma, kuri gali lengviau prasiskverbti per daugiasluoksne Igstelés membrang. Taip pat kaip
transporto moduliatoriy nutaréme naudoti protony siurblio inhibitoriy lansoprazolg, kuris yra
veiksmingesnis PSI lyginant su kitais Sios grupés vaistais, iSskyrus esomemprazolj [12].

Darbo tikslas — jvertinti protony siurblio inhibitoriaus lansoprazolo poveikj doksorubicino ir jo
pegiliuotos liposominés formos (PLD) transportui KV lasteliy kulttirose.
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Darbo uzdaviniai:

1. Istirti doksorubicino ir PLD patekimg j MCF-7 kriities vézio lasteles.

2. Jvertinti protony siurblio inhibitoriaus lansoprazolo jtaka doksorubicino ir PLD skvarbai
MCF-7 krities vézio lasteles.

3. Istirti doksorubicino ir PLD skvarbg j kriities vézio MCF-7 lasteliy sferoidus.

4. Tstirti doksorubicino ir PLD transportg j kriities vézio MCF-7 lasteliy sferoidus po inkubacijos
su lansoprazolu skirtingo pH terpése.
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1. Literatuiros apzvalga

1.1. Kirities vézio klasifikacija ir gydymo problematika

Sveiky lgsteliy dauginimasis ir atsinaujinimas yra tvarkingas ir kontroliuojamas. Lastelés pasensta ir
Zuva, jas pakeiCia naujos lIgstelés [13]. Veikiant kenksmingiems iSoriniams veiksniams, jvyksta
geny mutacijos, dél kuriy sutrinka lgsteliy dauginimosi, diferenciacijos, apoptozés ir kity procesy
valdymas. Pazeistos Igstelés jgyja galimybe nevaldomai ir neribotai dalytis. IS pradinés pakitusios

lastelés formuojasi lasteliy klonas, vadinamas augliu (naviku) [14].

Piktybiniai navikai geba jsiskverbti j Salimais esancius audinius ir organus, jaugti  juos, suardyti jy
struktiirg bei sutrikdyti organy veiklg (1 pav.). Tokiu badu, auglys, atsirades i§ vienos mutavusios

(piktybéjancios) lastelés gali sutrikdyti viso organizmo veikla [14].

Pirminis navikas

K Veéfinés

S\ral os lasteles

audinio Lasteles
lgsteles branduoliai

Veiines lgsteles i . :
b Limfinis
prasiskverbia j aplinkinius < '.‘ L—_;'\:;_‘ -5 .t_;'_\ T
audinius (r' - & ‘?”‘—" o
Sl T & EE]
Lastelés atitriksta L.

nuo pirminio na\riko;@ @
\/ ‘

Gilesni audiniai Maujos kraujagysles Mavikiniy lgsteliy
patekimas j kitus
organizmo audinius

Kapiliarai

1 pav. Naviko formavimasis ir metastazavimas. Adaptuota pagal [15].

KV —viena dazniausiy motery onkologiniy ligy. Tai sudétinga ir nevienalyt¢ liga, kurig galima
suskirstyti ] maziausiai keturis potipius: luminalinis A, luminalinis B, Zzmogaus epidermio augimo
veiksnio 2 (HER2) ir trigubai neigiamas vézys. Visi $ie potipiai skiriasi turimais molekuliniais

profiliais [16].

1 lentelé. Vézio klasifikacija pagal molekulinius profilius. Adaptuota pagal [17].

VéZio potipis Imunoprofilis* Lasteliy linijy pavyzdziai
Luminalinis A ER*, PR, HER2 MCF-7, T47D, HCC150
Luminalinis B ER*, PR*-, HER2* BT474

HER2 ER’, PR, HER2* SKBR3

Trigubai neigiamas ER’, PR, HER2 HCC1806, MDA-MB-231

* ER" - turi estrogeny receptoriy); PR* - turi progesterono receptoriy; HER2" - turi Zmogaus epidermio augimo veiksnio

2 receptorius.
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Kiekvienas KV potipis pasizymi tik jam badingomis charakteristikomis. Luminalinis A sudaro puse
visy invaziniy KV. Sis tipas turi ER ir PR, 0 neturi HER2. Paprastai jis turi Zema mutacijos laipsnj,
o tai reiSkia, kad véziniy lgsteliy savybés panasios kaip ir normaliy krities 1asteliy. Luminalinis A
turi maza Ki-67 proliferacijos indeksa, todél jo vystymasis yra létas. Siam vézio potipiui gydyti
pirmiausiai skiriama hormony terapija, 0 po jos taikoma chemoterapija [18-20]. Kaip pavaizduota 2
lenteléje, pacientams sergantiems luminaliniu A vézio potipiu chemoterapija gali bati skiriama
antracikliny grupés vaistais, pavyzdziui, doksorubicinu, kuris priskiriamas pirmos eilés gydymuli,
arba jo pegiliuota liposomine forma, kuri priklauso antros eilés gydymui (2 lentelé) [6].

2 lentelé. Sitilomas chemoterapinis gydymas pacientams, sergantiems ER/PR*, HER 2* véziu [6].

Gydymo tipas Medikamentai

e Paklitakselis + Bevacizumabas
. o e Antraciklinas + Paklitakselis

Pirmos eilés gydymas . .
¢ Vinorelbinas

e Kapecitabinas

o Paklitakselis

¢ Vinorelbinas

Antros eilés gydymas o Kapecitabinas

e Eribulinas

e Liposominis antraciklinas

o Paklitakselis

¢ Vinorelbinas

o Kapecitabinas

Trecios eilés gydymas e Eribulinas

e Liposominis antraciklinas

e Metronominis ciklofosfamidas
e Metronominis vinorelbinas

Luminalinis B yra ER", PR" ir HER2". B luminalinio Ki-67 proliferacijos indekso verté yra didesné
nei luminalinio A tipo. Sis tipas turi kintama atsaka i endokrinine terapija ir chemoterapija.
Luminalinio B prognozé yra prastesné nei luminalinio A [18-20].

HER2 KV paprastai yra ER/PR", 0 HER2". Ki-67 proliferacijos indekso verté yra didelé. Augliai
yra sunkiai gydomi ir gali paskatinti metastazes j limfmazgius. Sio tipo véZys yra agresyvesnis uz
A,B luminalinius tipus. HER2 KVsilpniau reaguoja j hormony terapija. Sio tipo véZys jautriai
reaguoja | trastuzumabo (herceptino) terapija. Trastuzumabas blokuoja HER2 baltymo raiskg ir
sukelia véziniy lgsteliy mirtj [18-20].

Trigubai neigiamas KV (TNKYV) paprastai yra ER/PR", HER2". TNKV yra linkes turéti aukstesne
mutacijos raiska, todél Sis tipas yra agresyviausias. TNKV nereaguoja j endokrining terapija, nes
naviko lastelés neturi reikiamy receptoriy. Yra tikimybé, kad jj jautriai veikia chemoterapija
platinos dariniais [18-20].

Siame darbe apradytiems tyrimams pasirinkta MCF-7 Igsteliy linija, kuri pavaizduota 2 paveiksle.
Si lasteliy linija atitinka luminalinj A KV potipij.
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2 pav. MCF-7 lasteliy linija.

MCF-7 yra viena dazniausiai naudojamy KV lasteliy linijy kaip pavyzdinis modelis KV tyrimams,
jskaitant ir tuos tyrimus, kurie susije su prie§véziniu vaisty aktyvumu [21]. MCF-7 yra ER" ir PR*
vézio potipio pavyzdys. Si lasteliy linija turi maza metastazavimo indeksa [22,23]. MCF-7 lastelés
yra naudojamos atliekant ER* KV lgsteliy eksperimentus, kuriy tikslas yra istirti jgyta atsparumg
prieSvéziniams vaistams ir atrasti kitus veiksmingus preparatus [24].

Ribotas vaisty sugebéjimas prasiskverbti | naviko audinj yra svarbi zmogaus naviky atsparumo
prieSveziniams vaistams priezastis. Kad pasiekty visas gyvybingas Igsteles navike, prieSvéZiniai
vaistai turi veiksmingai prasiskverbti per naviko kraujagysles, kirsti kraujagysliy sienele ir patekti j
gilesnius naviko audinius. Be to, heterogeniskumas naviko mikroaplinkoje lemia metabolizmo
reakcijy pasikeitimus, kurie gali paveikti naviko lgsteliy jautruma gydomiems vaistams [25].

Silpnai rag8¢iy ir silpnai baziniy vaisty skvarba | lIgsteles priklauso nuo naviko mikroaplinkos.
Daroma prielaida, kad vaisto prasiskverbimas per membrang priklauso nuo vaisto gebéjimo
jonizuotis riigstinéje aplinkoje [26]. Silpnai baziniy chemoterapiniy preparaty, kuriy disociacijos
konstanta yra 7,5-9,5, pvz., antracikliny, antrachinony ir alkaloidy efektyvumas sumazéja kietyjy
naviky iSoréje dél susidariusio rigstinio pH [27]. Kraties karcinoma paprastai gydoma
doksorubicinu, paklitakseliu, ciklofosfamidu ir 5-flourouracilu. ISskyrus paklitakselj, visi Sie
vartojami vaistai yra jonizuojami, todél jy pasiskirstymas kietajame navike priklauso nuo pHe terpés
[28].

In vitro ir in vivo metodai buvo naudojami siekiant nustatyti, kaip prie$véziniai vaistai jsiskverbia j
navikus. Nustatyta, kad doksorubicino skverbimasis, kuris buvo tiriamas fluorescencine
mikroskopija, | véziniy lasteliy sferoidus buvo pakankamai prastas [29]. Tyrimai su
daugiasluoksnémis lgsteliy kultiromis patvirtino labai létg prieSnavikiniy vaisty, kurie jungiasi su
DNR, pvz., doksorubicino ir mitoksantrono jsiskverbima j audinius [30].

1.2. Doksorubicino ir jo pegiliuotos liposominés formos vaidmuo véZio gydyme

Doksorubicinas, kurio struktiira pavaizduota 3 paveiksle, yra antracikliny grupés antibiotikas,
i$skirtas 1§ Streptomyces peucetius [31]. Vartojamas gydyti karcinomas, sarkomas ir limfomas.
Doksorubicino molekulé sudaryta i$ tetraciklinio antrachninono aglikono — doksorubicinono, kuris
yra sujungtas glikozidiniu rySiu su piranoze [32].

14



Antrachinono dalis molekuléje yra lipofiliska, o cukraus dalis yra hidrofiliSka. Doksorubicino
molekul¢ yra sudaryta i§ fenoliy, kurie pasizymi riigStinémis savybémis, ir amino grupés,
suteikiancios vaistui bazines savybes. Doksorubicino molekulé yra amfifiliné ir amfoteriné, dél to
vaistas jungiasi prie lasteliy membrany ir baltymy [33].

O OH

3 pav. Doksorubicino struktiriné formulé. Adaptuota pagal [33].

Antracikliny citostatiniam ir citotoksiniam poveikiui paaiSkinti buvo pasiiilyta daugybeé
mechanizmy. I$skiriami du pagrindiniai veikimo mechanizmai, pagal kuriuos doksorubicinas veikia
vézines lgsteles: pirmasis yra vaisto jSiterpimas | DNR, dél ko sutrinka topoizomerazés-II raiska, ir
antrasis, kurio metu susidaro laisvieji radikalai, sukeliantys Igsteliy, DNR ir baltymy pazaidas [34].
Dél $iy pazaidy DNR replikacija yra slopinama.

Siekiant jvertinti doksorubicino prasiskverbima j véziniy lasteliy dvimates ir trimates kultdras,
iSanalizuota daug in vitro ir in vivo salygomis atlikty tyrimy. Jy metu nustatyta, kad doksorubicino
skvarba priklauso nuo terpés pH, inkubacijos laiko ir vaisto koncentracijos.

Pirmieji doksorubicino skvarbos tyrimai buvo atlikti 1974 metais. Jau tada pastebéta, kad
doksorubicino prasiskverbimas j audinius priklauso nuo vaisto dozés ir inkubacijos laiko.
Wilkinson ir kolegos, tirdami doksorubicino pasiskirstymg zmogaus audiniuose, pastebéjo, kad po
doksorubicino injekcijos, kurios dozé yra 30 mg/m?, teigiamas vaisto poveikis matomas jau po
1 val. Praéjus 24 val. po intraveninio jleidimo, vaisto kiekis audiniuose pradeda mazéti. Toks
staigus doksorubicino kiekio sumazéjimas sukélée Salutinj poveikj paciento sveikatai [35]. Sis
doksorubicino trikumas paskatino vykdyti minéto prie§vézinio vaisto tolimesnius tyrimus.

Nuo dozés priklausomas kardiotoksiskumas yra vienas pagrindiniy doksorubicino S$alutinis
poveikis. Vienas budy i$vengti antraciklino sukeliamo Salutinio poveikio, yra tiksliai nustatyti
maziausiai citotoksiSka vaisto koncentracija. Saced S. ir kity kolegy apraSytuose tyrimuose
nustatyta, kad 10 uM doksorubicino koncentracija neslopina lasteliy gyvybingumo statistiskai
reikSmingai po 4 val. inkubacijos, taciau po 24 val. lasteliy gyvybingumas sumazéjo pusiau.
Mokslininkai taip pat pastebéjo, kad priesvézinio vaisto toksinis poveikis priklauso nuo inkubacijos
laiko, ta¢iau tyrimo metu nebuvo i$nagrinétas vaisto patekimas j vézines lgsteles [36].

Pradiniai jrodymai dél riboto vaisto nuo vézio doksorubicino prasiskverbimo per audinius, buvo
gauti, tiriant jo fluorescencijos pasiskirstymg lasteliy kultirose. Wojtkowiak ir kolegos nustaté pH
jtaka silpnai baziniy vaisty patekimui j navikus. Gauti tyrimo rezultatai parodé, kad dauguma
chemoterapiniy vaisty, jskaitant doksorubicing, rugstinéje terpéje jonizuojasi, o tai trukdo jy
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gebéjimui praeiti membranos barjerg. Vis délto, Sis tyrimas nepateikia duomeny apie doksorubicino
pasiskirstyma, priklausomai nuo inkubacijos laiko [37]. Seaheave ir kity mokslininky tyrimai
parodé, kad didziausia doksorubicino koncentracija lastelés branduolyje yra pasiekiama po 2 val.
inkubacijos silpnai bazinéje terpéje [38].

Remiantis Tannock ir kity kolegy farmakokinetiniy analiziy duomenis, susijusiais su doksorubicino
patekimu j navikus, pastebéta, kad vidutiné prieSvézinio vaisto koncentracija tam tikrame audinyje
priklauso nuo inkubacijos laiko. Nors vaisto pasiskirstymas didéja 8 val. inkubacijos laikotarpyje,
vis tiek tik nedidelis kiekis patenka j periferinius audinius nuo kraujagysliy. Todél padaryta iSvada,
kad doksorubicino koncentracija maz¢ja didéjant atstumui nuo kraujagysliy. Dél Sios prieZasties
daugelis gyvybingy naviky lasteliy auglio centre néra veikiamos aptinkamy vaisto koncentracijy po
vienos injekcijos [39].

Klinikiniai ir eksperimentiniai tyrimai patvirtina, kad doksorubicinas yra vienas veiksmingiausiy
vaisty, gydant KV sergancius pacientus [40]. Deja, ribotas vaisto pasiskirstymas Kietuosiuose
navikuose ir jo sukeliami Salutiniai poveikiai yra sékmingo gydymo kliatys. Siekiant sumazinti
doksorubicino Salutinius poveikius ir patekima per lastelés membrang, vienas i$ sprendimy bidy
buvo sukurti citotoksinj vaista liposomoje, kurioje doksorubicinas yra jterptas |
metoksipolietilenglikolio sluoksnj [41]. Taigi, buvo sukurta pegiliuota liposominé doksorubicino
forma (PLD). 4 paveiksle pavaizduota PLD sandara. Si formuluoté pasizymi tokiomis savybémis:
silpnai anijoning, hidrofiliné polimeriné danga veikia kaip erdvinis barjeras, suteikiantis apsaugg
pusleléms nuo opsonizacijos ir laisvyjy radikaly poveikio; didelé doksorubicino koncentracija
liposomos vandeninéje fazéje, , apytiksliai lygi 15000 doksorubicino molekuliy vienoje pisleléje;
mazas liposominiy daleliy dydis [42]. Pagal M. Markman ir kt. iSkeltg teorijg, maZesnis liposominio
preparato dydis leidzia lengviau vaistui patekti j véZines lasteles.

Doksorubicinas

Liposoma

Polietilenglikolio sluoksnis

4 pav. Pegiliuotos liposominés doksorubicino formos sandara.

Terapinio junginio prasiskverbimas j naviko audinius ir jo veikimo mechanizmas dar néra tiksliai
iSaiSkintas. Pagal A. Gabizon ir kt. siiilomg nanoformuluotés veikimo mechanizmo modelj,
liposomos, kuriy sudétyje yra doksorubicino, cirkuliuvoja kraujyje Salia auganciy naviky 2-3
savaites. Per $j laikotarpj beveik visas vaistas lieka liposomoje (5 pav. 1). Nepazeistos liposomos
prasiskverbia per tarpus, esan¢ius naviky kraujagyslése, ir patenka j auglio audinius (5 pav. 2). Tada
vaisto molekulés iSsiskiria i$ prasiskverbusiy liposomy (5 pav. 3). Laisvos doksorubicino molekulés
prasiskverbia giliai j navika ir naikina naviko lasteles (5 pav. 4) [43].
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5 pav. Pegiliuoto liposominio doksorubicino veikimo mechanizmas. Adaptuota pagal [43].

PLD poveikis labai skiriasi nuo doksorubicino. Tai rodo atlikti tyrimai su gyviinais, bei I ir II fazés
klinikiniai tyrimai atlikti su pacientais, serganciais véziu [43]. Sukaupti duomenys rodo, kad PLD
turi maZzesnj toksinj poveikj Sirdziai negu doksorubicinas. Tikriausiai PLD farmakokinetinés
savybés lemia minéto kardiotoksiSkumo rizikos sumaz¢jimg. Tai pagrista dviem galimais
mechanizmais: didziausios laisvo vaisto koncentracijos sumazéjimas plazmoje dél vaisto molekulés
stabilumo ir ilgalaikis vaisto islikimas liposomoje. Nustatyta, kad pacientams, vartojantiems PLD,

nepasireiskia toksinis poveikis sirdziai [44].

Keliuose ikiklinikiniuose KV modeliuose ir gyviny limfomos variante, PLD pasizyméjo didesniu
prieSuzdegiminiu aktyvumu nei jprastas doksorubicinas [43]. Aprasytuose tyrimuose PLD greiciau
slopino auglio augimo greitj, daugeliy atvejy padidino tiriamyjy iSgyvenamumg. Skirtingai nei
iprastas doksorubicinas, PLD forma, turéjo panasy veiksminguma tiek mazy, tiek dideliy naviky
augimui pelés krities karcinomos modelyje [41].

Apibendrinant galima teigti, kad PLD turi daugiau  privalumy, palyginti su jprastiniu
doksorubicinu, jskaitant palankesnes farmakokinetines ir tolerancijos savybes. Vis délto, didele
jtaka $iy preparaty prasiskverbimui j naviko audinius turi pakitusi auglio mikroaplinka.

1.3. Vézio mikroaplinka

Didé¢jant augliui, proliferuojancios lgstelés vis labiau nutolsta nuo kraujagysliy. D¢l to sutrinka
difuzijos procesas, o tai lemia didelius H*, gliukozés, pO ir kity maistiniy medziagy koncentracijy
poky¢ius [45]. Hipoksija yra viena i§ pagrindiniy veiksniy, Kuris prisideda prie riboto vaisty
pasiskirstymo naviko audinyje ir prisideda prie lokalaus, bei sisteminio naviko augimo. Pastaroji
sumazina radioterapijos ir chemoterapijos gydymo efektyvuma, dél Sios priezasties piktybinis
navikas turi padidinta galimybe¢ atsinaujinti. VéZinése lastelése hipoksija atsiranda 100-200 pm
atstumu nuo kraujagysliy, ir lastelés, kurioms nepavyksta prisitaikyti prie deguonies
nepakankamumo, nekrozuoja. HIF-1 transkripcijos faktorius — pagrindinis reguliatorius, Kkuris
leidZia navikui prisitaikyti prie hipoksinio streso, stimuliuodamas geny, kurie leidZia lastelei ilgiau
iSgyventi, raiSkg. HIF-1 faktoriaus iSskirti produktai dalyvauja naviko augimo stadijose, tokiose
kaip proliferacija, gliukozés metabolizmas, pH acidozé, angiogenezé ir galiausiai metastazé [47].

Tikslus pH homeostazés reguliavimas yra esminis normalios fiziologinés biuklés faktorius.
Patologiniy salygy, tokiy kaip protony perteklius, atsiradimas, skatina acidozés formavimasi
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audinio mikroaplinkoje. Kietos biisenos navikai stabdo aerobine glikolize (Warburgo efektas), dél
kurios susidaro dideli pieno rtgsties kiekiai, be to Sie rugstiniai produktai negali biti paSalinti, nes
véziniy lasteliy kraujagyslés yra pakitusios, ir dél to naviko mikroaplinka tampa ragstiné, ypac
silpnai perfuzuotuose regionuose [48]. Reikéty paminéti, jog acidozé egzistuoja ir i§eminiuose, bei
uzdegiminiuose audiniuose, kuriuose glikolizinis metabolizmas, hipoksija ir silpna kraujo perfuzija
gali lemti protony Kiekio padidéjimg ir mikroaplinkos pokycius. Kietose naviko formose,
iSeminiuose ir uzdegiminiuose audiniuose mikroaplinkos pH yra tarp 6-7. Acidozé yra susijusi su
daugybe procesy: Igsteliy apoptoze, uzdegimu, angiogeneze ir imuniniu atsaku (6 pav.) [47].

Glikolizinis
navikiniy Igsteliy Hipoksija Pakitusi kraujo
metabolizmas l perfuzija

Acidoze

Uzdegiminio atsako Lastsiii apoplozes;

ir imuniniy lasteliy PONiatacion it
modiflicavirias mutacijy reguliavimas

1 | l

Uzdegimas ir naviko Klony evoliucija Metastazés
atsparumo issivystymas ir atranka

Ekstralgstelinés
matricos irimas

6 pav. Acidozés sukeliamos lastelés pazaidos [49].

Yra duomeny, jog acidozé stimuliuoja endoplazminio tinklo stresg ir nesulankstyty baltymy atsaka
astrocity, mezoteliniy, véziniy, kraujagysliy endotelio lasteliy tipuose. Nesulankstyty baltymy
atsakas yra reguliuojamas trimis keliais, ty aktyvuojant tris endoplazminio tinklo
transmembraninius jutiklius PERK (R tipo baltymy kinazé) ir ATF6 (6 transkripcijos veiksnio
kuris sustabdo baltymy transliacijg sumazindamas baltymy transportavimg i endoplazminj tinklg.
ATF6 nukreipia baltymus j Goldzio aparatg kur Sie yra sukarpomi j aktyvuotg p50 forma, kuri toliau
nukreipiama j branduolj ir reguliuoja endoplazminio tinkla Saperony geny ekspresijg. Tai sukelia
didelj intralgstelinio pH sumazéjima [50].

Ekstralgstelinis rtigStingumas yra piktybiniy naviky bruozas, darantis jtaka invazijai, metastazéms,
atsparumui vaistams ir agresyvesniy lasteliy fenotipy atsiradimui, linkusioms i§gyventi esant labai
nepalankioms mikroaplinkos salygoms [51]. Pagrindiné naviko riigstingumo priezastis yra cukry
fermentacija, kuri skatina pieno riigsties gamyba [52]. Be to, kai kurie SLC16A geny Seimos
monokarboksilato  transporterio  potipiai padeda reguliuoti naviko rigStinguma per
monokarboksilatg (pvz., pieno ragstj) [52].

Vienas 1§ svarbiausiy budy, leidZianciy auglio Iasteléms iSgyventi riigStin¢je terpeje, yra kai kuriy
protony siurbliy, pavyzdziui vakuolinés ATPazé (V-ATPazé) raiSkos padidéjimas. Kaip parodyta 7
paveiksle, glikolizés biuidu sukurti protonai i$siurbiami plazminés membranos V-ATPazés, kuri
apsaugo lastele nuo acidozés sukeltos apoptozés, taip pakeisdama citozolin} pH | silpnai bazinj.
Sekreciniy pusleliy riig§tingumo padidéjimas, kuris atsiranda dél lasteliy V-ATPazes, yra biitinas
elementas proteazés sekrecijai ir aktyvacijai. Sgveika tarp V-ATPazes ir aktino gali prisidéti prie V-
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ATPazés kiekio atkiirimo plazminéje membranoje. V-ATPazés kaupimasis plazminéje membranoje,
rugstine ekstralgsteliné mikroaplinka ir aktyvuota proteaz¢ sudaro galimybes greiciau vykti lgsteliy
invazijai ir plisti metazstazéms. V-ATPazé gali reguliuoti signalo kelig, kontroliuojant
prisijungian¢ias signalines molekules, gaminant naujus receptorius ir apdorojant signalines
molekules. Naviko lastelés déka protony siurblio iSvengia lizés fermenty aktyvinimo kaskados, kuri
galéty sukelti 1asteliy zatj. Nustatyta, kad antacidinis poveikis, susijes su buferiniy molekuliy arba
protony mainy slopikliy pritaikymu, gali padidinti chemoterapiniy medziagy veiksmingumga [53].

Lizosoma .
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H+ o5 tt ."'ff“u Ye &~ Aktinas -

Branduolys

Endoteliniy IqsteliqT = :,V'v
proliferacija I i Proteazés sekrecija

7 pav. V-ATPazés vaidmuo vézinése lastelése [54].

Siekiant sumazinti V-ATPazés sukeliamas pazaidas ir padidinti prie§véziniy vaisty prasiskverbima j
vézines lasteles, kliniking¢je praktikoje yra naudojami protony siurblio inhibitoriai (PSI), kurie
padidina endosominj pH, o tai gali padidinti vaisty patekimg j gilesnius naviko audinius [54].

1.4. Protony siurblio inhibitoriai ir jy pritaikymas acidozés maZinimui

Slopinant protony siurblius yra atkuriamas pH gradientas, kuris yra palankesnis jvairiy prie$véziniy
vaisty skvarbai j vézines lasteles. Sis veikimas buvo jrodytas V-ATPazés inhibitoriaus bafilomicino
ir cisplatinos pritaikymo atveju [54]. PSI, kuriems priklauso esomeprazolas, omeprazolis,
lansoprazolas, pantoprazolas ir rabeprazolis, Siuo metu vartojami gydyti virskinamojo trakto ligas.
Sie vaistai gali buti panaudoti ir véZio atveju.

Lansoprazolas priklauso antisekreciniy vaisty grupei, jis blokuoja paskutinj skrandzio rtgsties
gamybos etapg [55]. Lansoprazolas néra toksiSkas vézinéms lgsteléms, bet sustiprina doksorubicino
citotoksiSkumag ir padidina jo prasiskverbimg per daugiasluoksnes lgsteliy membranas. Kietuosiuose
navikuose lansoprazolas pagerina doksorubicino pasiskirstymg bei padidina vaisto aktyvuma [56].
Atlikty tyrimy rezultatai patvirtina koncepcija, kad iSankstiné PSI profilaktika gali biiti veiksminga
didinant chemoterapijos terapinj veiksmingumga kai kuriuose kietuose navikuose. Siuo metu vyksta
daugybé klinikiniy tyrimy, siekiant pateikti klinikiniy jrodymy apie galimg PSI pritaikyma gydant
vézinius susirgimus [56].

Nors PSI yra specifiniai skrandzio H*-K* ATPaziy blokatoriai, jie taip pat gali slopinti V-ATPazés
aktyvuma [54]. Kadangi PSI yra silpnos bazés, kuriy jonizacijos konstanta (pKa) yra apie 4
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(rabeprazolio pKa = 5), PSI lengvai protonizuojasi ir selektyviai kaupiasi stipriai ragstinése terpése
[54]. Todél galima teigti, jog PSI vartojimas padidina terpés pH.

Remiantis Siomis savybémis, PSI buvo placiai istirti dél jy geb¢jimo mazinti naviko riigStinguma ir
sumazinti su acidoze susijusj vaisty atsparumg. Be to, PSI gali turéti tiesioginj poveiki naviko
lasteliy toksiSkumui, blokuojant pagrindinj $iy lasteliy mechanizma, kuris leidzia islikti joms
gyvybingoms riigstinéje terpéje [55].

1.5. Pasirinkty metody principai

Siekiant jvertinti doksorubicino ir PLD toksiskumg ir skvarbg ; MCF-7 krities vézio lasteliy
kultaras, pasirinkti toliau aprasyti tyrimy metodai.

Doksorubicino ir lansoprazolo citotoksiskumui nustatyti pritaikéme MTT redukcijos metoda [56].
Tai yra saugus ir pla¢iai naudojamas metodas norint, jvertinti Igsteliy gyvybingumg ir junginiy
citotoksiskumg. MTT redukcijos testas yra kolorimetrinis metodas Igsteliy apykaitos aktyvumui
jvertinti. Nuo NADPH priklausomy lasteliy oksireduktazés fermenty aktyvumas gali biiti sicjamas
su lasteliy gyvybingumu. Sie fermentai, kaip pavaizduota 8 paveiksle, gali redukuoti geltona
tetrazolio daza 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromida (MTT) iki jo netirpiy
violietiniy formazano kristaly, kurie véliau istirpinami dimetilsulfokside (DMSO) [57]. Sio spalvoto
tirpalo absorbcija matuojama spektrofotometriskai 570 ir 630 nm bangos ilgiuose [56].

B
N SPkEmatD NH—H

r\la?:h JL = dehidrogenazé
~ N ) M

1-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio hrnmidas
MTT

8 pav. MTT dazo redukcija. Adaptuota pagal [57].

Lasteliy gyvybingumo nustatymui tai pat gali biiti naudojami kiti metodai: kity reagenty (XTT,
MTS, LDH), naudojamy kolorimetriniuose tyrimuose redukcija; fluorimetriniai Igsteliy
gyvybingumo ir citotoksiskumo nustatymo metodai, kurie yra pagristi lasteliy dazymu
fluoresuojanéia medziaga (pavyzdziui, resazurinu). Sis junginys yra mélynos spalvos, tadiau néra
fluorescuojantis. Lasteliy kultiirose resazurinas yra redukuojamas iki resorufino. Resorufinas yra
raudonos spalvos fluorescuojantis junginys. Jo kiekis yra proporcingas gyvybingy lasteliy skaiciui
ir gali buti kiekybiskai jvertintas, i§matuojant fluorescencijos intensyvuma. Sio metodo pagrindinis
trikumas yra tas, kad jis netinka tirti fluorescuojanciy junginiy poveikiui dél galimy fluorescencijos
trukdziy [57].

Junginiy skvarbos tyrimai daZniausiai atlickami lgsteliy monosluoksnyje, taciau norint labiau
imituoti naviko mikroaplika, svarbu parinkti tinkamg trimaciy lasteliy kulttiry formavimo metoda.
Palyginus su dvimatémis monosluoksniy lasteliy kultiromis, naviko lastelés, kultivuojamos
trimatéje mikroaplinkoje, elgiasi skirtingai: pasizymi skirtinga morfologija, skiriasi signaly
transdukcija, histono acetilinimas, geny raiska, baltymy raiska, vaisty metabolizmas, lasteliy
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gyvybingumas [58]. Dvimaciuose ir trimaciuose naviko lgsteliy kultiry modeliuose gali biti
skirtingas autrumas prie$véziniy vaisty poveikiui [59]. Taigi in vitro trimaté Igsteliy kulttra yra
tinkamesnis modelis véziniy vaisty skvarbai jvertinti [60].

Neseniai pasiekta lasteliy biologijos, mikro-gamybos metody ir audiniy inzinerijos pazanga leido
sukurti daugybe trimatés lasteliy kultiiros technologijy. Taikant kabancio laso metoda, Igstelés yra
patalpinamos ] kabantj lasa, kol suformuojama trimaté kultira — sferoidas, kuriame lastelés ne tik
kontaktuoja tarpusavyje, bet ir su ekstralastelinio matrikso komponentais. Forced floating metodas
— atlickamas naudojant nepadengtas 1éksteles arba padengtas hidrofiliniu polimeru, kuris fiksuoja
lastelés — substrato sgveikg ir neleidzia lgsteléms prisijungti prie pavirSiaus. Ekstralgsteliniy
matriksy ir dangy metodas sudaro galimybe atsirasti geresnei lastelés — lastelés saveikai. Si saveika
yra svarbi lgsteléje vykstantiems procesams [61-63].

Siame darbe sferoidai buvo formuojami 3D Bioprinting metodu, pagal 9 paveiksle pateikta schema.
Sis metodas pasizymi technologijos paprastumu, dideliy suformuoty sferoidy skaiiumi (gaunami i3
karto 96 sferoidai) bei artimesniu in vivo mikroaplinkos atkiirimu, lyginant su lasteliy
monosluoksniu. Siuo metu metodas naudojamas audiniams ir organams gauti, sickiant itirti vaisty
veiksminguma [64].
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9 pav. Sferoidy formavimas trimaté Bioprinting metodu. A - VéZiniy lgsteliy inkubacija su magnetinémis
nanodalelémis; B - Iasteliy atkabinimas, suskaiciavimas ir suspendavimas; C - lasteliy perkélimas j mazo
prilipimo plokstele. Plokstelés patalpinimas ant magnetinés plokstelés; D - plokstelés nuémimas su gautais
sferoidais. Adaptuota pagal [65].

Dél doksorubicino fluorescenciniy savybiy, pastarojo vaisto ir PLD skvarbai lasteliy
monosluosknyje ir trimat¢je laseliy kiilturoje nustatyti pasirinkome fluorescencinés mikroskopijos
metoda, prie§ tai inkubuojant lgsteles su minétais tiriamaisiais junginiais. Fluorescencinés
mikroskopijos metodu galima tirti medziagas, Kkurios nattraliai fluorescuoja(pirminé arba
automatiné fluorescencija) arba medzagas, kurios yra papildomai apdorojamos cheminémis
medziagomis ir tuomet fluorescuoja (antriné fluorescencija) [66-69].

Pagrindinis Sio metodo principas yra leisti suZadinimo Sviesai Svitinti méginj ir tada atskirti daug
silpnesne spinduliuojancig fluorescencing Sviesg nuo Sviesesnés suzadinimo Sviesos. ApSvietimo
Sviesa atskiriama nuo daug silpnesnés skleidziamosios fluorescencijos naudojant dichroinj veidrod;.
[70-72]. Filtrai ir dichroikai yra parinkti taip, kad atitikty spektrofotografinius ir fluoroforo,
naudojamo méginio Zenklinimui, charakteristikas. Siame darbe vertinant doksorubicino skvarba
monosluoksniu auginamoje lasteliy kulttroje, naudoti filtrai TRITC ir DAPI. Lasteliy nuotrauky
skirtumai, naudojant skirtingus filtrus, pateikti 10 paveiksle.
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10 pav. Lasteliy nuotraukos, gautos $viesinés ir fluorescencinés mikroskopijos biidu. A — naudojant DIC
filtrag matomos visos lgstelés kontdirai; B — naudojant DAPI filtras matomas 1astelés branduolys, C —
naudojant TRITC filtrg matomas doksorubicinas patekes j lastelés branduolj.

Tiriant doksorubicino patekimg j lasteliy sferoidus, buvo naudojamas tik TRITC filtras, kuris
parodo doksorubicing pasiskirstyma sferoide. Tai pavaizduota 11 paveiksle.

11 pav. Sferoido nuotraukos, gautos $viesinés ir fluorescencinés mikroskopijos biidu. A - nenaudojant filtro.
B - naudojant TRITC filtra, per kurj galime matyti fluorescuojanti doksorubicing.

Tolimesné analizé atlickama panaudojant mokslininko dr. A. Ziemio sukurta programa, kuri
automatizuotai nuotraukose suranda sferoido centrg ir matematiSkai jvertina fluorescencijos
intensyvuma kas 1 laipsnj visame sferoido plote ir paskai¢iuoja fluorescencijos intensyvumo
vidurkius. Si darbo metodika yra pateikta 12 paveiksle. Tokiu biidu galima jvertinti doksorubicino
pasiskirstyma nuo sferoido pakrascio iki sferoido centro.
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12 pav. Doksorubicino pasiskirstymo jvertinimas lasteliy. A - fluorescencijos intensyvumas sferoido
pakrastyje ir sferoido centre; B — fluorescencijos intensyvumo matavimas kas 1 laipsnj visame sferoido plote.

Doksorubicino pasiskirstymui lgsteléje matuoti gali biiti taikomi ir tékmés citometrija, kurios metu
matuojamas intralgstelinis doksorubicino jsisavinamumas. Taciau tai yra brangus ir ilgai trunkantis
metodas [73]

1.6. Projekto temos ir uzdaviniy pagrindimas

ISanalizavus moksling literatiirg, susijusia su doksorubicino ir jo liposominés nanoformuluotés
skvarbos ] KV lasteliy kultiiras jvertinimu, kilo idéja iSsamiau iStirti ir jvertinti protony siurblio
inhibitoriaus lansoprazolo poveikj doksorubicino ir PLD transportui. Tam tikslui pasiekti
pirmiausiai vertinama doksorubicino ir PLD skvarba j krities vézio MCF-7 lasteles, panaudojant
fluorescencinés mikroskopijos metoda. Remiantis prielaida, kad PSI padidina prieSvéziniy vaisty
prasiskverbimg j vézines lasteles, buvo jvertintas protony siurblio inhibitoriaus (lansoprazolo) jtaka
doksorubicino ir PLD patekimui | MCF-7 kriities vézio lasteles. Siekiant jvertinti kaip tiriamieji
junginiai prasiskverbia | naviko audinius, svarbu buvo istirti doksorubicino ir PLD skvarbg j kriities
vézio MCF-7 sferoidus, kurie geriau imituoja sglygas, esancias Zmogaus organizme.
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2. Medziagos ir metodai
2.1. Medziagos ir aparatiira
2.1.1. Naudota jranga ir prietaisai:

e Centrifuga Eppendorf 5702 R (Eppendorf)

Mikroploksteliy skaitytuvas Multiscan™ FC (Thermo Scientific)

Fluorescencinis mikroskopas Olympus 1X73 (Olympus)

Konfokalinis mikroskopas Axio Imager Z1 (Zeiss) su kamera AxioCam MRm (Zeiss)
Neubauerio hemocitometras Blaubrand (Sigma-Aldrich)

e pH-metras SevenCompact™ S220 (Mettler Toledo)

2.1.2. Priemonés

e 96 Sulinéliy laibai mazo prilipimo plokstelés (Corning)

e 12 Sulinéliy plokstelés (Corning)

e Dengiamieji stikleliai, 22x22 mm, Nr. 1 (Fisher Scientific)
¢ Dengiamieji stikleliai, 13 mm (Avantor)

e Magnetiné plokstelé (Nanotrimaté Biosciences)

2.1.3. Reagentai

o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromidas (MTT) (Sigma-Aldrich, > 97 proc.)
¢ 4°-6-diamidino-2-fenilindolo dihidrochloridas (DAPI) (Thermo Scientific)

e Nuo Sviesos apsaugantis aliejus ProLong™ Gold antifade reagent (Invitrogen)

e Antibiotiky tirpalas, 1 proc. (10000 vienety/ml penicilino ir 10 mg/ml streptomicino) (Gibco)
¢ Dimetilsulfoksidas (DMSO), (Sigma-Aldrich Co, > 99,5 proc.)

¢ Doksorubicino hidrochloridas (Abcam, > 98 proc.)

e Dulbecc ‘o modifikuota Eagle lasteliy mitybiné terpé (DMEM GlutaMAX, Gibco)

e Fetalinis verSiuky serumas (FBS) (Gibco)

Formaldehido 16 proc. tirpalas, be metanolio (Thermo Scientific)

Fosfatinis drusky tirpalas (PBS) pH 7,4 (Gibco)

Kolagenas, 5 mg/ml (Gibco)

Lansoprazolas (Active Pharma)

e Nanodalelés NanoShuttle™ (Nano3D Biosciences)

e Pegiliuotas liposominis doksorubicinas (PLD), 4,0 mg/ml (FormuMax)

e Tripsino tirpalas TrypLE™ Express (Gibco)

e Etanolis (96 proc., Vilniaus degting)

2.1.4. Lasteliy linija

e MCF-7 — luminalinis A Zzmogaus KV (ATCC)
e Zmogaus fibroblastai (HF, jsigyti i3 prof. Helder A. Santos, Helsinkio universitetas, Suomija).
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2.2. Tyrimo metodikos
2.2.1. Lasteliy kultivavimas

MCEF-7 lasteliy linijja auginama monosluoksniu mitybinejé terpé€je, kuri susideda i§ DMEM,
10 proc. FBS ir 1 proc. antibiotiky tirpalo. Lastelés auginamos inkubatoriuje 37°C temperatiroje,
5 proc. CO2 aplinkoje. Auginama tol, kol lastelés uzpildo 80 proc. Petri 1ékstelés dugno, tada
pers¢jama.

Lasteliy perséjimas atlickamas pagal toliau pateikiama darbo eigg: pirmiausiai yra nusiurbiama
mitybiné terpé, praplaunama PBS tirpalu, jpilama 1 ml tripsino analogo tirpalo ir inkubuojama apie
apie 5 min. 37°C, 5 proc. CO; aplinkoje. Praé¢jus nurodytam laikui, 1ékstelés turinys perpilamas ]
15 ml centrifugini mégintuvélj, paliekant apie 200 ul lasteliy suspensijos. I Igsteles pilama 9 ml
mitybings terpés ir 1¢kstelé dedama j inkubatoriy.

2.2.2. Lasteliy gyvybingumo nustatymas

Citotoksinis doksorubicino poveikis MCF-7 KV lasteléms buvo tiriamas MTT redukcijos metodu. |
96 Sulin¢liy ploksteles pilama po 100 pl paruostos lasteliy suspensijos taip, kad kiekviename
Sulinélyje buty 10000 lasteliy. Plokstelé inkubuojama 24 val. 37 °C temperatiiroje, 5 proc. CO>
turincioje aplinkoje.

Tiriamyjy medziagy tirpalai ruogiami DMSO. Sie tirpalai skiedziami mitybine terpe, gaminant
serijinius praskiedimus, ir pilami po 100 pl j 96 Sulinéliy ploksteles su lastelémis. Kiekvienai
junginio koncentracijai naudojama po tris Sulin¢lius. Neigiama kontrolé yra mitybiné terpé su
0,5 proc. DMSO, o teigiama kontrolé¢ — mitybiné terpé be lasteliy.

Ivertinamas junginiy poveikis MCF-7 vézio lasteléms po 4, 8, 24 ir 48 val.. Praéjus inkubacijos
laikui, j 96 Sulin¢lius pilama po 20 pl MTT tirpalo 5 mg/ml koncentracijos. Dedama j inkubatoriy
3 val.. Véliau skystis nupilamas, susidariusius kristalus iStirpinama pridéjus 100 ul DMSO tirpalo.
Susidariusiy formazano kristaly koncentracija, kuri atitinka gyvybingy lasteliy skai¢iy, nustatoma
spektrofotometriskai, absorbcija matuojant 560 nm ir 630 nm bangos ilgiuose. Pagal gautus
duomenys nustatoma koncentracija, kuri slopina 50 proc. lasteliy gyvybinguma (ECso). Tyrimas
kartojamas 2-3 kartus.

ISmatuotos absorbcijos vertés normalizuojamos nuo 0 iki 1, kur O atitinka neigiama, o 1 — teigiama
kontrole. Duomenys analizuojami Excel 2016 (Microsoft) programa, nustatomos koncentracijos,
kurios slopina 50 proc. lasteliy gyvybinguma (EC50).

2.2.3. Doksorubicino ir PLD skvarbos tyrimas Igsteliu monosluoksnyje

Ant 12 Sulinéliy plokstelés dugno sudedami dengiamieji stikleliai, kurie i§ anksto buvo padengti
kolagenu. | kiekvieng Sulinélj pilama po 2 ml 50000 lasteliy/ml suspensijos. Plokstelé inkubuojama
48 val. 37 °C temperatiiroje, 5 proc. CO: aplinkoje. Pra¢jus nurodytam laikui, mitybiné terpé yra
nusiurbiama ir pakei¢iama nauja terpe su 100 uM lansoprazolo tirpalu, kurios pH 6,0 arba 7,2. Kaip
neigiama kontrolé naudojama pH 6,0 arba 7,2 mitybiné terpé¢ su 0,1 proc. DMSO. Po 2 val.
inkubacijos kambario temperatiiroje terpé kei¢iama 2 ml nauja mitybine terpe, kurios pH 6,0 arba
7,2 su 10 uM doksorubicino arba PLD koncentracija, kuri atitinka 10 uM doksorubicino tirpalo.
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Kaip neigiama kontrolé naudojama mitybiné terpé su 0,1 proc. DMSO. Inkubuojama kambario
temperatliroje, apsaugant nuo Sviesos poveikio.

Ivertinamas junginiy patekimas j} MCF-7 vézines lasteles po 30 min. ir 1; 2; 4 val. Pragjus
inkubacijos laikui, terpé yra nusiurbiama ir Sulinéliai perplaunami PBS du kartus, fiksuojami
4 proc. paraformaldehido tirpalu 30 min. Po to vél perplaunama du kartus PBS, pilama 2 pg/ml
DAPI tirpalo ir inkubuojama 30 min. Vél perplaunama PBS.Ant objektinio stiklelio uzlas§inama nuo
Sviesos apsaugancio aliejaus ir ant jo uzdedamas dengiamasis stiklelis su Iastelémis.

Lastelés mikroskopuojamos Axiolmage Z1 mikroskopu ir fotografuojamos 40x didinimu,
naudojant DAPI ir TRITC filtrus bei diferencin;j interferencijos kontrasta (DIC). Nuotrauky analizé
atliekama panaudojant ImageJ (National Institute of Health) programa. Rankiniu biidu pirmiausiai
apibréziami lasteliy kontiirai, véliau lgsteliy branduoliai. ISmatuojamas fluorescencijos
intensyvumas lasteliy branduolyje ir visoje lgsteléje. Gauti duomenys toliau analizuojami Excel
2016 (Microsoft) programa.

2.2.4. Vézio lasteliy sferoidy formavimas

Vézio lgsteliy sferoidai formuojami 3D Bioprinting metodu i§ MCF-7 lIgsteliy ir Zmogaus
fibroblasty. Lastelés inkubuojamos 8-10 wval. su 20 upl nanodaleliy NanoShuttle 37 °C
temperattroje, 5 proc. CO; aplinkoje 6 Sulin¢liy plokstel¢je. Tada ruoSiama Iasteliy suspensija
mitybinéje terp¢je ir iSpilstoma i labai mazo prilipimo 96 Sulinéliy plokSteles taip, kad 1 Sulinélyje
biuty po 2000 MCF-7 ir 2000 fibrolasty Iasteliy. Vienoje grupéje yra 8 sferoidai. Plokstelé
uzdedama ant specialios magnetinés plokstelés ir inkubuojama 37 °C temperattiroje, 5 proc. CO:
aplinkoje 3 dienas, kol susformuoja sferoidai.

2.2.5. Tiriamyjy junginiy skvarbos tyrimas vézio lasteliy sferoiduose

Sferoidai formuojami 2.2.4 skirsnyje aprasytu budu. Mitybiné terpé yra nusiurbiama ir pakei¢iama
100 pl naujos terpés su lansoprazolo tirpalu, kurios pH yra 6,0 arba 7,2 . Kaip neigiama kontrolé
naudojama pH 6,0 arba 7,2 mitybiné terpé su 0,1 proc. DMSO be lansoprazolo.

Po 2 val. inkubacijos kambario temperatiiroje terpé kei¢iama nauja mitybine terpe, kurios pH 6,0
arba 7,2 su 20 pM doksorubicino arba PLD koncentracija, kuri atitinka 20 uM doksorubicino
tirpalo. Kaip neigiama kontrolé naudojama mitybiné terpé su 0,1 proc. DMSO. Inkubuojama
kambario temperatiiroje, apsaugant nuo Sviesos poveikio. Po 30 min. ir 1; 2; 4 val. terpé yra
nusiurbiama, Sulinéliai perplaunami PBS ir fiksuojama 4 proc. paraformaldehido tirpalu.

Sferoidai fotografuojami Olympus 1X73 mikroskopu 10x didinimu, naudojant TRITC filtra.
Nuotrauky analizé atliekama panaudojant dr. A. Ziemio (JAV) sukurta programa. Gauti duomenys
toliau analizuojami Excel 2016 (Microsoft) programa.

2.2.6. Duomeny statistinis apdorojimas

Duomenys apdoroti naudojant Excel 2016 (MS) paketg jvertinant matavimy vidurkius ir santykinius
nuokrypius. Vidurkiai buvo palyginti naudojant Student‘o t kriterijy, o skirtumai laikomu
statistiSkai patikimais, kai reikSmingumo lygmuo p < 0,05.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Doksorubicino ir lansoprazolo citotoksinis poveikis

Siekiant pasirinkti tiriamy medziagy koncentracijas skvarbos lasteliy dvimatéje ir trimatéje
kult@irose tyrimams, buvo svarbu nustatyti ju toksiskuma. Siam tikslui pasirinktas MTT redukcijos
tyrimas.

Lansoprazolas tirtomis koncentracijomis neslopino MCF-7 lasteliy gyvybingumo po 4 val.
inkubavimo. Po 24 val. lansoprazolo citotoksinis poveikis buvo 3 kartus didesnis nei po 4 val. (ECso
po 24 val. lygi 30,74 = 0,94 uM; po 4 val. lygi 110,67 + 1,86 uM) (13 pav.). Po 48 val.
lansoprazolas sumazino lgsteliy gyvybinguma iki 10 proc.
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Inkubavimo laikas
13 pav. Lansoprazolo citotoksinis poveikis MCF-7 lasteléms.

Remiantis gautais duomenimis, tyrimams buvo pasirinkta 100 uM lansoprazolo koncentracija, kuri
nemazina Igsteliy gyvybingumo 8 val. laikotarpyje (misy suplanuoty eksperimenty laikotarpiu)..
Shangrong Zhang et al., tirdami protony siublio inhibitoriy citotoksinj poveikj MCF-7 lasteléms,
taip pat tyrimams pasirinko maziau toksiska protony siurblio inhibitoriy koncentracija [17].

Norint pasirinkti doksorubicino koncentracijas tolimesniems tyrimams, buvo nustatytas jo
toksiskumas MCF-7 Igsteliy linijai (14 pav.). Po 4 ir 8 val. inkubacijos su doksorubicinu,
nenustatytas reikSmingas Igsteliy gyvybingumo sumazéjimas, ECso verté isliko panasi (apie 14 uM),
panasius rezultatus gavo ir kiti mokslininkai: 12,90 + 1,90 uM [57]. Po 24 val. inkubacijos, lasteliy
gyvybingumas sumazéjo 53,91 proc. ECsp atitinkamai yra 7,50 £ 0,35 puM, o po 48 val
koncentracija, reikalinga pusei maksimalaus atsako pasiekti, nevirSijo 0,50 uM. Kity autoriy
duomenimis, doksorubicino ECsg po 48 val. svyruoja nuo 0,50 iki 0,72 uM [17].
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4 val. 8 val. 24 wval.

Inkubavimo laikas
14 pav. Doksorubicino citotoksinis poveikis MCF-7 lasteléms.

Apibendrinant galima teigti, kad doksorubicino lgsteliy gyvybingumo slopinantis poveikis priklauso
nuo inkubavimo laiko ir vaisto dozés, todél atsizvelgiant j gautus tyrimy rezultatus, skvarbos
tyrimams buvo pasirinkta 10 uM doksorubicino koncentracija. Kadangi naviko mikroaplinka yra
sudétinga sistema ir vaistas sunkiau prasiskverbia j naviko centra, skvarbos tyrimams sferoiduose
buvo pasirinkta 20 pM.

3.2. Doksorubicino ir PLD patekimas j l1asteles

Darydami prielaida, kad PSI sustiprina doksorubicino citotoksiSkuma ir padidina jo prasiskverbima
per daugiasluoksnes lasteliy membranas, pirmiausiai nor¢jome istirti kaip skiriasi prieSvézinio
vaisto patekimas j vézines lasteles skirtinguose pH be papildomy prasiskverbimg padidinanciy
junginiy.

Atlikus tyrimus, nustatyta, kad didesnis doksorubicino kiekis patenka j MCF-7 lastelés, kai
mitybinés terpés pH yra 7,4, nei kuomet lgstelés yra kultivuojamos pH 6,0 (15 pav.). Gauti
rezultatai atitinka teorines prielaidas, kad dauguma chemoterapiniy vaisty, jskaitant doksorubicina,
ragstinéje terpéje jonizuojasi, o tai trukdo jy gebéjimui praeiti membranos barjerg [74]. Remiantis
Gerweck ir kiy mokslininky tyrimy rezultatais, nedidelis intralastelinio pH gradiento padidéjimas
padidina silpnai baziniy vaisty pralaidumg [75].

Svarbu iStirti tiriamojo junginio patekimg j MCF-7 kriities vézio lasteles priklausomai nuo laiko.
Silpnai bazingje terpéje (pH 7,2) doksorubicinas pasiekia didziausig koncentracijg branduolyje per 2
val. (15 pav.), o véliau jo kiekis reikSmingai nebekinta. Lee et al. tyrimai taip pat parodé, kad
doksorubicinas pasizyméjo greitu jsiskverbimu per daugiasluoksne lasteliy membrang ir po 2
valandy vaistas pasieké plato faze [10]. Tuo tarpu riigstinéje terpéje (pH 6,0) doksorubicino
patekimas tiek ] branduolj, tiek i Igstele reikSmingai didéja 4 val. inkubacijos laikotarpyje.
Literatiiros duomenimis, doksorubicinas 1é¢iau patenka | MCF-7 lasteles rugstingje terpeje dél to,
kad pH intervale nuo O iki 6 doksorubicino amino grupé jonizuojasi, o tai slopina $io junginio
prasiskverbimg tiek i lastelés branduolj, tiek j visa lastele. Tai paaiskina, kodél doksorubicino
patekimas | lasteles silpnai riigstinéje terpéje yra prastesnis, lyginant su vaisto patekimu silpnai
bazinéje terpéje. Vertinant doksorubicino pasiskirstyma lgsteléje ir branduolyje, vidutiné junginio
koncentracija branduolyje yra didesné, nei visoje Igsteléje. Inkubacijos metu doksorubicino kiekis
branduolyje nuolat didéjo, o citoplazmoje nuolat mazéjo. Gauti rezultatai patvirtina literatiroje
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pateikta hipoteze, kad doksorubicino pagrindinis taikinys lgsteléje — branduolys, dél to
fluorescencijos intensyvumas branduolyje kinta greiciau lyginant su fluorescencijos intensyvumo
pokyciu visoje lasteléje.

—4—[ asteléje, pH 7.2 ——TLasteléje, pH 6.0
—8—Branduolyje. pH 7.2 Branduolyje, pH 6.0

—
Z —

FI(s.v)

1 2 3 4

Laikas (val.)

15 pav. Doksorubicino patekimas j lasteles ir branduolius priklausomai nuo pH.

Siekiant istirti lansoprazolas poveikj doksorubicino skvarbai, prie§ inkubacijg su doksorubicinu
MCEF-7 lastelés buvo inkubuotos 2 val su minétu PSI. Tyrimo rezultatai parodé, kad tiek silpnai
bazinéje terpéje (14 pav. A), tiek ragstingje terpéje (14 pav. B) doksorubicino kiekis po 4 val.
lastelése ir branduoliuose buvo 5 kartus didesnis nei kontrolingje grupéje.
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16 pav. Doksorubicino kiekis branduolyje ir visoje Igstel¢je skirtingo pH terpése. A — tiriamujy junginiy
skvarbos tyrimas pH 7,2; B — tiriamujy junginiy skvarbos tyrimas pH 6,0.

Panasius rezultatus gavo ir Yu M. ir kiti mokslininkai. Jie teigia, kad PSI, kuriems priklauso ir miisy
tirlamasis junginys lansoprazolas, gali padidinti endosominj pH, tokiu badu pagerindami silpnai
baziniy vaisty pasiskirstyma kietuosiuose navikuose ir veiksminguma. Jy atlikty tyrimy metu buvo
nustatyta, kad isankstiné inkubacija lansoprazolu Zymiai padidina doksorubicino patekima j MCF-7
lasteles, palyginus su lgstelémis, kurios veikiamos tik doksorubicinu. Mokslininky gauti tyrimo
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rezultatai sutapo su miisy rezultatais, todél galime daryti iSvada, kad lansoprazolas padidina
doksorubicino skvarba | MCF-7 lasteles.

Tiriant PLD patekimg ] lasteles taip pat pastebéta, kad preparatas labiau prasiskverbé silpnai
bazingje terpéje (pH 7,2) (17 pav. A), taciau lansoprazolas PLD patekimo j lasteles nepadidino nei
rigstinémis, nei silpnai bazinémis salygomis, lyginant su kontroline grupe (17 pav.).

A pHT2 B PH 6,0
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17 pav. PLD kiekis branduolyje ir visoje lasteléje skirtinguose terpés pH kontrolinéje ir lansoprazolo
grupéje. A — tiriamujy junginiy skvarbos tyrimas pH 7,2; B — tiriamujy junginiy skvarbos tyrimas pH 6,0.

Mokslininky atlikty tyrimy duomenimis, mazos polietilenglikolio pagrindu pagamintos amfifilinés
medziagos padidina membranos pavirSiaus hidrofiliSkuma, sumazina opsonizacijg ir prailgina
liposomy cirkuliacijos laika, kuris padidina vaisto koncentracija naviko viduje. Atsizvelgiant j misy
gautus rezultatus, galima pateikti panaSias iSvadas: PLD svarba | MCF-7 lasteles yra didesné
lyginant su laisvu doksorubicinu. Vertinant lansoprazolo jtaka PLD skvarbai j lgsteles, duomeny
apie kity moklsininky atliktus panaSius tyrimus nepavyko rasti. Taciau remiantis iSanalizuota
literattira, galima iSkelti hipoteze, kad lansoprazolas nepadidina PLD skvarbos, dél unikaliy PLD
savybiy, kurios buvo paminétos 1.2 skyriuje.

Apibendrinant galima teigti, kad protony siurblio slopiklis lansoprazolas padidina doksorubicino
patekima ] kriities vézio linijos MCF-7 lasteles ir rugstingje, ir silpnai bazinéje terpéje. Taciau,
lansoprazolas neturi jtakos doksorubicino pegiliuotos formos skvarbai j Sias Iasteles.

3.3. Doksorubicino ir PLD pasiskirstymas sferoiduose

Dauguma vézio biologijos tyrimy grindziama eksperimentais, kuriuose naudojamos in Vvitro
dvimatés Igsteliy kultiiros. Taciau dvimaciame modelyje neaptinkama lasteliy ir ekstralgstelinés
aplinkos sgveika. D¢l §io trikumo atsiranda butinybé atlikti tyrimus modelinése sistemose, kurios
labiau imituoja in vivo salygas. Vienas i$ tokiy modeliy yra trimaté 1asteliy kulttra — sferoidai [77].
Trimatis in vitro modelis yra tinkama priemoné jvertinti priesvéziniy vaisty patekima j véZines
lastelés [78]. Palyginus su monosluoksne kultiira, daugelio lasteliy sferoidy lastelés yra panasios j
lasteles in vivo sglygomis. Pastebéta, kad dideliuose lgsteliy sferoiduose (> 200 um skersmens) gali
susiformuoti 3 skirtingi regionai i$ heterogeniniy lasteliy, pvz.: proliferuojancio periferinio regiono,
gyvybingo, bet ramiojo tarpinio regiono, ir nekrozinio regiono. Taip pat jrodyta, kad trimaciai
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sferoidai yra paprastas ir lengvai atkuriamas modelis, kuris yra tinkamas tirti vaisty transportg [79].
Atsizvelgiant | visus trimacio modelio privalumus, buvo nusprgsta formuoti sferoidus 3D
Bioprinting metodu, KV Igsteles maisant su zmogaus fibroblastais santykiu 1:1.

Tyrimams pasirinkome MCF-7 lasteliy sferoidus, kurie susiformuoja per 3 dienas nuo eksperimento
pradzios. Jy skersmuo yra ~ 360 um (18 pav.), todél juose yra hipoksinés sglygos, buidingos ir
navikams. Praéjus ilgesniam inkubavimo laikotarpiui, Stebimi sferoidy formos poky¢ciai, dél Sios
priezasties jie nebéra tinkami tyrimams.

24 val.

18 pav. Lasteliy sferoidy formavimasis priklausomai nuo laiko.

Siekiant jvertinti, ar tirtos medziagos neturi toksinio poveikio sferoidams ir nekeicia jy dydzio, kas
galéty iSkreipti medziagy skvarbos tyrimo rezultatus, buvo jvertintas sferoidy dydis po inkubavimo
su tirtomis medziagomis skirtingais inkubavimo laikotarpiais (19 pav.). Nustatyta, kad skvarbos
tyrimams naudojami tiriamieji junginiai neturéjo poveikio lgsteliy sferoido dydziui. Tai atitiko Baek
N. et al. mokslininky paskelbtus tyrimo rezultatus [78].
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19 pav. Sferoidy dydzio pokyc¢iai priklausomai nuo sferoidy inkubavimo laiko su tiriamaisiai junginiais.
n=4

Vézio fenotipinés zonos turi didel; poveiki naviko atsakui j gydyma. Gydymo atsparumas
doksorubicinui daznai yra sicjamas su acidoze. Be to, pasikeites lgsteliy metabolizmas (pastoviis
deguonies ir maistiniy medziagy apribojimas) veikia terapiniy junginiy jautrumg, todél tik tam
tikros naviko zonos gali reaguoti j gydyma [79]. Panasi tendencija buvo pastebéta atlikus tyrimus
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silpnai bazinéje ir ragstinése terpése (atitinkamai pH 7,2 ir 6,0), kurios atitinka normalias sglygas ir
acidozg. Doksorubicino kiekis Igsteléje i§ pradziy yra mazas ir vaistas labiau kaupiasi lasteliy
pakras¢iuose, o inkubuojant ilgiau jo kiekis lasteléje didéja, vaistas labiau pradeda kauptis
centringje sferoidy zonoje (20 pav.). Tannock et al. nustaté, kad doksorubicino pagrindu veikiantys
chemoterapijos ciklai lemia nuosekly Igsteliy zudyma didéjanciais atstumais nuo naviko
kraujagysliy link naviko centro [80]. Panasi tendencija pastebéta ir miisy atliktuose tyrimuose.
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20 pav. Doksorubicino pasiskirstymo profiliai sferoiduose.

Prie$ inkubacijg su doksorubicinu Igsteles paveikus lansoprazolu, matomas didesnis fluorescencijos
intensyvumas, o tai patvirtina dvimatéje kulttiroje atlikty tyrimy rezultatus, kad PSI lansoprazolas
sustiprina doksorubicino poveikj. Lansoprazolas tiek silpnai bazingje, tiek riigstinéje terpéje
padidino doksorubicino patekimg ] lgsteliy sferoidus (20 pav.) Pagal gautus duomenys nustatyta,
kad didziausias fluorescencijos intensyvumas, kai pH 6,0, buvo pasiekiamas po 8 wval.
doksorubicinui nutolus 100 um nuo sferoido centro (20 pav. B). Kitu atveju, kai terpés pH 7,0,
didziausias fluorescencijos intensyvumas stebimas po 8 val. doksorubicinui nutolus 80 pm nuo
sferoido centro (21 pav. A).
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21 pav. Doksorubicino pasiskirstymas lasteléje po inkubacijos su lansoprazolu. A — doksorubicino skvarbos
tyrimas silpnai bazinéje terpejé po inkubacijos su lansoprazolu. B — doksorubicino skvarbos tyrimas silpnai
rugstinéje terpejé po inkubacijos su lansoprazolu.

Yu et al.placiai tyringjo PSI poveikj silpnai baziniy vaisty patekimui j navika. Jy rezultatai
patvirtina koncepcija, kad iSankstinis gydymas su lansoprazolu gali biiti veiksminga strategija
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siekiant padidinti kai kuriy kietyjy naviky chmemoterapijos efektyvuma [11]. Masy atlikti tyrimai
taip pat patvirtina 8ig prielaida, kad PSI padidina doksorubicino prasiskverbimg lasteliy sferoiduose.

Jvertinus PLD fluorescencijos intensyvumg sferoido centre, nustatyta, kad po 8 val. inkubacijos
PLD prasiskverbimas yra didZiausias silpnai bazinéje terpéje (22 pav. C).Atlikus tyrimus su PLD ir
lansoprazolu, pastebéta sekanti tendencija, kad po inkubacijos su lansoprazolu PLD skvarba
sumazgja tiek silpnai bazinéje, tiek riig§tinéje terpése (22 pav. A, B) lyginant su kontroline grupe.
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22 pav. PLD pasiskirstymo profiliai. A - kontrol¢, pH 7,2; B - kontrolé, pH 7,2; C - PLD inkubuotas su
lansoprazolu, pH 6,0; D - PLD inkubuotas su lansoprazolu, pH 6,0.

Apibendrinant galima teigti, kad doksorubicino prasiskverbimas priklauso nuo inkubacijos laiko.
Pirmiausiai jis kaupiasi lasteliy pakrasciuose, véliau patenka j véziniy lasteliy / naviko centra.
Lansoprazolas padidina doksorubicino skvarbg tiek silpnai bazingje, tiek ragstinése terpése. Tuo
tarpu PLD skvarba kietuosiuose navikuose yra stipresné lyginant su jprastu doksorubicinu.
Lansoprazolas nepadidina PLD patekimo j sferoidus.
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ISvados

Doksorubicinas ir PLD j Igsteles patenka geriau silpnai bazinéje (pH 7,2) nei ragstinéje (pH 6,0)
terpéje (p < 0,05).

Protony siurblio slopiklis lansoprazolas padidina doksorubicino patekimg j krties vézio MCF-7
lasteles ir ragstinéje, ir silpnai bazinéje terpéje (p < 0,05). Lansoprazolas neturi jtakos
doksorubicino pegiliuotos formos skvarbai j Sias Igsteles.

Doksorubicino ir PLD skvarba j sferoidus yra mazesné riigstinéje nei silpnai bazinéje terpéje
(p <0,05).

. Lansoprazolas padidina doksorubicino skvarba lasteliy sferoiduose tiek silpnai bazinéje, tiek
ragstinéje terpése, taciau nepadidina PLD patekimo | sferoidus.
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