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Patvirtinu, kad mano, Lauros Skarnulytés, baigiamasis projektas tema ,,Sunitinibo analogy
priesvézinio aktyvumo kriities vézio lagsteliy kultiirose jvertinimas® yra paraSytas visiSkai
savarankiskai ir visi pateikti duomenys ar tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti saziningai. Siame
darbe nei viena dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar internetiniy Saltiniy, visos kity Saltiniy
tiesioginés ir netiesioginés citatos nurodytos literatiiros nuorodose. [statymy nenumatyty piniginiy
sumy uz §j darba niekam nesu mokéjes.
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Skarnulyté, Laura. Sunitinibo analogy prie§vézinio aktyvumo krities véZio lasteliy kultirose
jvertinimas. Baigiamasis magistro projektas / prof. dr., Vilma Petrikaité; Kauno technologijos
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Santrauka

Darbo tikslas — jvertinti sunitinibo analogy prie$véZinj aktyvuma Zmogaus krities vézio lasteliy kultarose.

Darbo uzdaviniai:

1. i8tirti sunitinibo analogy poveikj zmogaus kriities vézio lgsteliy gyvybingumui,

2. i8analizuoti sunitinibo analogy poveikj Zmogaus kriities vézio lasteliy kamieniSkumui,

3. nustatyti sunitinibo analogy sukeliamg zmogaus kriities vézio lgsteliy zaties buda,

4, i8tirti sunitinibo analogy aktyvuma Zzmogaus kriities vézio Iasteliy trimatése kultiirose (sferoiduose).

Tyrimo objektas — septyniolika naujy sunitinibo analogy, susintetinty Cagliari universitete (Italijoje) ir Klinikingje
praktikoje vartojamas sunitinibas.

Metodai. Citotoksinis junginiy aktyvumas buvo istirtas trims kriities vézio lasteliy linijoms: MDA-MB-231, MCF-7, BT-
474 ir nevézinéms krities epitelio lasteléms — fibroblastams. I8 pradZiy kiekvienai tiriamai lasteliy linijai buvo atrinkti tie
junginiai, kurie labiausiai slopino lasteliy gyvybinguma. Sunitinibo analogy poveikis lasteliy gyvybingumui buvo
nustatytas MTT redukcijos metodu. Véliau buvo tiriamas aktyviausiy junginiy poveikis kamieniskumui, jvertinant, kaip
lastelés geba suformuoti kolonijas. Junginiy sukeliamas lgsteliy zities biidas nustatytas fluorescencinés mikroskopijos
metodu, taikant dvigubg dazyma propidzio jodidu ir Hoechst 33342. Lasteliy sferoidai (trimatés kulttiros) buvo gaminami
3D Bioprinting metodu. Nuotraukos analizuotos ImageJ programa. Gauti duomenys apdoroti Microsoft Office Excel 2016
programa, apskaiciuojant trijy nepriklausomy eksperimenty metu gauty rezultaty vidurkius ir santykinius nuokrypius.
Vidurkiai buvo palyginti naudojant Student‘o t kriterijy, o skirtumai laikomu statistiskai patikimais, kai reik§mingumo
lygmuo p < 0,05.

Rezultatai. Sunitinibo analogai pasizyméjo didesniu prie§véziniu aktyvumu nei §iuo metu praktikoje vartojamas vaistas
sunitinibas. DidZiausiu priesvéziniu aktyvumu visoms trims kriities vézio lasteliy linijjoms pasizyméjo junginys 1 (ECsg
verté¢ MDA-MB-231, MCF-7 ir BT-474 lasteliy linijose atitinkamai lygi 69,3 = 7,6; 73,3 £9,9; 94,3 £ 5,1 nM; p < 0,05).
MDA-MB-231 lasteliy gyvybinguma taip pat stipriai slopino junginys 6 (258,3 £23,2 nM; p <0,05). Junginiai fibroblasty
gyvybingumui turéjo mazesnj poveikj nei vézinéms lgsteléms, i§skyrus junginj 7. Junginys 8 taip pat labiau veiké
fibroblastus, nei MCF-7 lasteliy linija.

Sunitinibo analogai slopino MCF-7 ir BT-474 lgsteliy kolonijy formavimasi. Didziausig poveikj MCF-7 lasteliy
kamieniSkumui turéjo junginys 17 (kolonijy skai¢ius sumazéjo iki 32,2 proc., o plotas — 22,4 proc.), BT-474 kolonijy
formavimasi labiausiai mazino junginys 1 (iki 25,5 proc.).

MDA-MB-231 lasteliy linijai tik nedideliam skai¢iui Iasteliy sunitinibo analogai sukélé Iasteliy apoptozg bei nekrozg.
MCF-7 lasteliy linijos nekrozei nepastebétas reikSmingas poveikis, o apoptoze sukélé junginiai 7 ir 8. BT-474 lasteliy
apoptozg sukeleé tik junginio 1 didZiausia koncentracija (90 proc. nuo ECsg vertés), o nekrozg — junginio 1 ir 9 didziausia
naudota koncentracija.

MDA-MB-231 ir BT-474 lasteliy trimatés kultiiros buvo maziau jautrios SNT analogams nei dvimatés kultiiros. MDA -
MB-231 sferoidy augima slopino junginiai 7 ir 17, o BT-474 — junginys 9.

I$vados. Sesi i§ septyniolikos tirty sunitinibo analogy pasizymi prie§véZiniu aktyvumu prie§ MDA-MB-231, MCF-7 ir
BT-474 krities vézio lasteliy linijas ir daugelis jy aktyvesni uz sunitinibg. Junginiai slopina lgsteliy gyvybinguma,
kamieniskuma, sukelia apoptozg ir nekroze, slopina sferoidy augima, todél yra perspektyviis tolimesniems tyrimams.
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Summary

The aim of the study was to evaluate the anticancer activity of sunitinib analogues in human breast cancer cell cultures.
Work tasks:

1. To study the effect of sunitinib analogues on the viability of human breast cancer cells;

2. To analyse the effect of sunitinib analogues on the human breast cancer cell clonogenicity;

3. To determine the method of death of human breast cancer cells caused by sunitinib analogues;

4. To study the activity of sunitinib analogues in three-dimensional cultures (spheroids) of human breast cancer cells.

The object of the study is seventeen new analogues of sunitinib synthesized at Cagliari University (Italy) and sunitinib
used in the clinical practice.

Methods. The cytotoxic activity of the compounds was investigated in three breast cancer cell lines: MDA-MB-231, MCF-7, BT-474
and non-cancerous cells — fibroblasts. Initially, the compounds that most inhibited cell viability were selected for each cell line under
investigation. The effect of sunitinib analogues on cell viability was determined by the MTT assay. Subsequently, the effect of the most
active compounds on cell clonogenicity was investigated, assessing how cells are able to form colonies. The method of cell death
caused by the compounds was determined by fluorescence microscopy using double staining with Propidium lodide and Hoechst
33342. Cell spheroids (three-dimensional culture) were produced by 3D Bioprinting method. Photos were analysed by the ImageJ
program. The data were processed by Microsoft Office Excel 2016 calculating the mean and standard deviations of the results obtained
in three independent experiments. The averages were compared using Student's t criterion, and differences were considered statistically
significant when the significance level p <0.05.

Results. Sunitinib analogues possessed higher anticancer activity than the drug sunitinib that was used in clinics.
Compound 1 showed the highest anticancer activity against all three breast cancer cell lines (ECso value for MDA-MB-
231, MCF-7 and BT-474 cell line was 69.3 + 7.6; 73.3 £ 9.9; 94. 3 + 5.1 nM respectively; p <0.05). The viability of
MDA-MB-231 cells was also strongly inhibited by compound 6 (258.3 + 23.2 nM; p <0.05). The compounds possessed
lower activity against fibroblasts compared to cancer cells, except compound 7. Compound 8 also had a greater effect on
fibroblast viability than MCF-7 cell line.

Sunitinib analogues inhibited the formation of MCF-7 and BT-474 cell colonies. Compound 17 had the greatest effect on
MCF-7 stem cell proliferation (the number of colonies decreased to 32.2 % and the area decreased by 22.4 %), the
formation of BT-474 colonies was mostly reduced by compound 1 (up to 25.5 %).

For only a small number of cells of the MDA-MB-231 cell line, analogues of sunitinib induced cell apoptosis and necrosis.
No significant effect was observed on the necrosis of the MCF-7 cell line and apoptosis was induced by compounds 7
and 8. The apoptosis of BT-474 cells was caused only by the maximum used concentration of compound 1 (90 % of the
ECso value) and necrosis by the maximum concentration of compound 1 and compound 9.

The three-dimensional cultures of MDA-MB-231 and BT-474 cells were less sensitive to SNT analogues than two-
dimensional culture. The growth of MDA-MB-231 spheroids was inhibited by compounds 7 and 17, and BT-474 by
compound 9.

Conclusion. Six of seventeen studied sunitinib analogues have the antitumor activity against MDA-MB-231, MCF-7 and BT-474
breast cancer cell lines and many of them are more active than sunitinib. The compounds inhibit the cell viability, colony formation
and cause apoptosis and necrosis, also inhibit the spheroid growth, that is why they are perspective for a further research.
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Santrumpy ir terminy sgarasas
Santrumpos:

ABL — Abelsono peliy leukemijos virusinio onkogeno homologas;

ALK — anaplastinés limfomos kinazg¢;

ATCC — Amerikos lasteliy kultary kolekcija (angl. American Type Culture Collection);
ATP — adenozin-5'-trifosfatas;

BCR — luzio tasko klasterio regionas;

CDK - nuo cikliny priklausomos kinazés;

DMEM — Dulbecc ‘o modifikuota Eagle mitybiné terpé (angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium);
DMSO - dimetilsulfoksidas;

ECso — efektyvioji koncentracija (tai yra koncentracija, sukelianti 50 proc. laukiamo atsako);
EGFR — epidermio augimo faktoriaus receptorius;

EMLA4 — echinoderminés mikrotubulés su panasiu baltymu 4;

ER — estrogeno receptorius;

FBS — fetalinis verSiuky serumas (angl. fetal bovine serum);

HER2 - Zzmogaus epidermio augimo faktoriaus receptorius 2;

HF — Zmogaus fibroblastai;

HSP — Siluminio Soko baltymas;

MEK — mitogeno aktyvuota baltymy kinaze;

MMP — matrikso metaloproteinkinaz¢;

MTOR — Zinduoliy rapamicino taikinys;

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

PBS — fosfatinis drusky tirpalas (angl. phosphate-buffered saline);

PDGFR — trombocity augimo faktoriaus receptorius;

PFA — paraformaldehido vandeninis tirpalas;

PR — progesterono receptorius;

RAF — sparciai pagreitinta fibrosarkomos kinazeés;

SNT — sunitinibas;

VEGF — kraujagysliy endotelio augimo faktorius;

VEGFR — kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus receptorius.



Ivadas

Krities vézys yra dazniausiai diagnozuojama motery piktybiné liga. Apskaiciuota, kad kiekvienais
metais krities vézys bus diagnozuotas daugiau nei 250 000 motery Jungtinése Amerikos Valstijose
ir daugiau kaip 40 500 mirs. Sios rasies véZiu gali sirgti ir vyrai, bet jy susirgimo atvejai retesni [1].

Placiai taikomas vézio gydymo biidas yra chemoterapija, taciau ji turi maza terapinj efektyvumg ir
daznai pacienty organizmo atsakas j gydyma yra nenuspé€jamas. Todél pradéta ieskoti alternatyvy ir
atrastas tikslinis gydymas, Kitaip dar vadinama taikiniy terapija, kuri yra nukreipta pries§ specifines
signalines molekules. Tai gali biiti i$skirtinai véziniy lasteliy iSskiriamos molekulés. Tokiu bidu
mazinamas toksiskumas visam zmogaus organizmui, nes veikiamos tik tos lastelés, kurios pasizymi
tam tikry receptoriy raiska. Tokiai taikiniy terapijai tinkami fermenty kinaziy slopikliai, nes kinazés
atlieka svarby vaidmenj zmogaus organizmo lgsteliy augimo procese, jvairiy signaliniy molekuliy
i§skyrime [2].

Baltymy kinazés katalizuoja baltymy fosforilinima, o griztamas baltymy fosforilinimas yra
pagrindinis mechanizmas, kuriuo kontroliuojami jvairiis lasteliy procesai [3]. Zmogaus genome yra
maziausiai 518 kinaziy. Lasteliy siunciami signalai, kurie naudojami fosforilinimui, yra svarbiis
visoms lasteliy funkcijoms. O véziniame audinyje vyksta nenormalus baltymy fosforilinimo
aktyvavimas, kuris daznai yra ligos pagrindas arba jos tiesioginé pasekmé. ISsiaiskinus, kokios
svarbios organizme vykstanc¢iy procesy reguliavimui yra kinazés, galima sakyti, kad jy slopiklius
buty tikslinga pritaikyti véziui gydyti [4].

Kriities vézys yra svarbi visuomenés sveikatos problema, ir Siuo metu taikomo gydymo efektyvumas
daznai yra nepakankamas. Sig liga reikia toliau tirti molekuliniu lygiu, kad biity galima greiGiau ja
nustatyti bei pritaikyti specialy gydyma, kai yra slopinami tam tikri receptoriai. Norint jvykdyti Sig
uzduotj, reikia atlikti tyrimus su lasteliy linijomis, kurios placiai naudojamos jvairiuose
laboratoriniuose in vitro vézio tyrimy modeliuose. Nusprendéme jvertinti praktikoje vartojamo vaisto
sunitinibo (kinaziy slopiklio) analogy priesvézinj poveikj. Juos susintetino Italijos mokslininkai
tikédamiesi, kad analogai bus aktyvesni ir slopins krities vézio lasteliy gyvybinguma. Kad lengviau
biity numatomas naujy kinaziy slopikliy poveikis Zmogaus organizmui, taikyti ne tik dvimaciai
gyvybingumo, kamieni$kumo, Zities budo nustatymo metodai, bet ir trimaciai, leidziantys tiksliau
nuspéti bisimg junginiy poveikj zmogaus organizme.
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Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas — jvertinti sunitinibo analogy prie$vézinj aktyvumag zmogaus krities vézio lgsteliy

kultarose.

Darbo uzdaviniai:

HowbdRE

Istirti Sunitinibo analogy poveikj zmogaus kriities vézio lasteliy gyvybingumui,

iSanalizuoti sunitinibo analogy poveikj zmogaus kruties véZzio lasteliy kamieniskumui,
Nustatyti sunitinibo analogy sukeliamg zmogaus kriities vézio Igsteliy Zities biida,

istirti sunitinibo analogy aktyvumg Zmogaus krities vézio lgsteliy trimatése kultirose
(sferoiduose).
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1. Literatiiros apzvalga
1.1.  Sergamumas ir mirtingumas nuo kriities vézio

Vézys yra svarbi visuomenés sveikatos problema visame pasaulyje ir yra antra pagrindiné mirties
priezastiS iSsivys¢iusiose pasaulio Salyse [5]. Kraties vézys néra retas, Jungtinése Amerikos
Valstijose 2019 m. naujy motery kriities karcinomos atvejy in situ buvo registruota virs 60 tukst. Vien
tik kriities vézys sudaro 30 proc. visy naujy vézio diagnoziy moterims [6].
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1 pav. Diagnozuoty véZio atvejy skai¢ius moterims Jungtinése Amerikos Valstijose (adaptuota pagal [6])

Ilgesnés gyvenimo trukmés tikimybé, kai diagnozuojamas invazinis vézys, yra Siek tiek didesné
vyrams (39,3 proc.) nei moterims (37,7 proc.). Didziausias mir¢iy skai¢ius moterims yra nuo kriities
ir storosios Zarnos vézio [6]. Manoma, kad vyrams 2019 m. bus diagnozuota apie 2 670 naujy
invaziniy kriities vézio atvejy. Svarbiausi kriities vézio rizikos veiksniai yra lytis (moteris) ir amzius
(vyresnis). Apie 5-10 proc. kriities vézio atvejy gali biti siejami su geny mutacijomis, kurios
paveldimos 1§ motinos ar tévo. BRCA1 ir BRCA2 geny mutacijos yra daZniausios. VidutiniSkai
BRCA1 mutacijg turin¢ioms moterims rizika, kad joms iSsivystys kriities vézys yra iki 72 proc., o
moterims, turinéioms BRCA2 mutacijg — 69 proc. [1].

Didelis sergamumo véziu bei jo gydymo problematika taip pat yra ir Lietuvoje. 2018 m. duomenimis,
diagnozuojama beveik 18 tikst. naujy vézio atvejy kasmet. Nacionalinio véZio instituto direktorius
prof. Feliksas JankeviCius pripazino, jog epidemiologiné situacija Lietuvoje yra prasta, nors
naudojami visi svarbiausi vézio diagnostikos ir gydymo biidais, jskaitant precizing medicing ir
kamieniniy lgsteliy transplantacijg. Nepaisant gyvenimo trukmés, mirtingumo vidurkis yra
zemiausias Europos Sgjungoje. Lietuvoje tre¢dalj ankstyvos mirties priezas¢iy sudaro vézinés ligos.
Dazniausia onkologiné liga tarp motery musy Salyje, kaip ir kitose Europos Salyse bei visame
pasaulyje, islieka kriities vézys [7].

2018 m. tarp deSimties dazniausiy vézio tipy, kurie uzregistruoti visame pasaulyje, abiejy lyCiy atveju
dazniausiai diagnozuotas yra plauc¢iy vézys ir pagrindiné mirties prieZastis, po jo seka kriities véZys
(11,6 proc. visy atvejy). Moterims kriities vézZys yra daZniausiai diagnozuotas vézZys ir pagrindiné
mirties nuo vézio priezastis. Visame pasaulyje 2018 m. mazdaug 2,1 mln. naujai diagnozuoty kriities
vézio atvejy, tai sudaro beveik 1 i§ 4 véZio atvejy tarp motery. Zinomi apsauginiai veiksniai yra
zindymas ir fizinis aktyvumas [8].
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2 pav. Miréiy pasiskirstymas tarp 10 dazniausiai pasitaikan¢iy véziy moterims 2018 m. pasaulyje.
Diagramos plotas atspindi visy miréiy skai¢iy procentais (adaptuota pagal [8])

Jungtinéje Karalystéje 2014-2016 m. vyry ir motery mirtingumas nuo kriities vézio sumazéjo 22 proc.
Motery mirtingumo rodikliai sumazéjo 19 proc. [9]. Vidutinis penkeriy mety i§gyvenimas moterims,
serganc¢ioms invaziniu kriities véZiu, yra 90 proc. (penkeriy mety iSgyvenimas nurodo, Kiek procenty
Zmoniy gyvena maziausiai penkerius metus po vézio nustatymo). Vidutinis deSimties mety
1Sgyvenimas yra 83 proc. Jei vézys yra tik kritingje, penkeriy mety motery, serganciy kruties véziu,
iSgyvenimas yra 99 proc. Siame etape diagnozuojama 60 proc. atvejy. Jei vézys iSplites j artimus
limfmazgius, penkeriy mety iSgyvenimas yra 85 proc. Jei vézys isplites i tolimesnes kiino dalj,
penkeriy mety i§gyvenimas yra 27 proc. Apie 6 proc. motery turi metastazavusj vézj, kai pirma karta
diagnozuojamas Kriities vézys. Net jei vézys yra pazengusiame etape, nauji gydymo biidai padeda
daugeliui serganciyjy kruties véziu iSlaikyti gerg gyvenimo kokybe, bent jau kurj laikg. Praktikoje
pritaikomi nauji gydymo metodai yra viena i§ pagrindiniy priezas¢iy, kodél mirtingumas mazéja [10].
Bet kruties vézys vis dar iSlieka populiariausiy mirciy priezas¢iy sarase.

Vienas i$ veiksniy, kuris numato mirtinguma nuo kriities vézio, yra ne tik naviko dydis ar laipsnis,
bet ir ER (estrogeno receptoriaus) buvimas. Taip pat Kiti jvairas véziniy lasteliy iSskiriami receptoriai
svarblis parenkant tinkamg gydymag [11]. Siekiant efektyvaus gydymo, svarbu jvertinti vézio
biologinj tipa. Pagal véziniy lasteliy iSskiriamus receptorius pritaikyti vaistiniai preparatai, gali
paspartinti gydymo eiga [12].

1.2. Krities véZio potipiai ir gydymo problematika

Kriities vézys pradeda formuotis, kai kriity lastelés ima augti nekontroliuojamai. Sios lastelés
paprastai sudaro navika, kuris daZznai gali biiti matomas rentgeno spinduliuotéje arba jauciamas kaip
guzelis. Vézys yra piktybinis, jei lastelés auga ir jsiverzia ] aplinkinius audinius arba iSplinta
(metastazuoja) tolimose kiino vietose. Kriities vézys gali susiformuoti nuo skirtingy krities daliy.
Dauguma krities vézio atvejy prasideda kanaluose, pro kuriuos link spenelio prateka pienas. Kai
kurie prasideda liaukose, kurios gamina motinos pieng. Taip pat yra kity kriities vézio tipy, kurie
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maziau paplite. Nedaugelis véziniy susirgimy prasideda kituose kriities audiniuose. Sios véZzio risys
vadinamos sarkomomis ir limfomomis, o ne kriities véziu [13].

Kadangi vézio tipy yra daug, naudinga zinoti, kaip jie skirstomi. Krities vézio lasteliy klasifikacija
gali buti pagal: histologinj tipa, naviko laipsnj, limfmazgiy bukle ir i§skiriamy zymeny, tokiy kaip
ER ar zmogaus epidermio augimo faktoriaus receptoriaus 2 (HER2) buvima ir kita (1 lentel¢) [14].
Siame darbe apradytiems eksperimentams pasirinktos trys skirtingos zmogaus kriities vézio lasteliy
linijos: MDA-MB-231, MCF-7, BT-474 bei nevéziné zmogaus fibroblasty (HF) lasteliy linija
palyginimui. Sios lasteliy linijos priklauso skirtingai klasei, i§skiria skirtingus receptorius arba juy
visai nei$skiria. Taip pasirinkta todél, nes noréjome eksperimentiSkai jvertinti sunitinibO (SNT)
analogy poveikj skirtingoms lgsteliy linijoms, skirtingiems vézio tipams.

1 lentelé. Kriities véZiniy lasteliy molekuliné klasifikacija (adaptuota pagal [14])

Klasifikacija | Imunoprofilis | Kitos charakteristikos Lasteliy linijy pvz.
 bos . y . N
Luminalinis A ER", P_R , Ki67 mazas.,.e-ndoknnlnls atsakas, daznas atsakas MCF-7, T47D, SUM185
HER?2 chemoterapijai
ER* PR* Ki67 aukstas, paprastai endokrininis atsakas,
Luminalinis B HEF,{2+ ’ kintamasis chemoterapijai, HER2" atsakas BT474, ZR-75
trastuzumabui
Bazalinis ER’, PR, EGFR* ir/arba citokeratinas 5/6*, Ki67 auksti, néra MDA-MB-468,
HER2 endokrininio atsako, daznas atsakas chemoterapijai SUM190
Zemas ER’, PR, Ki67, E-kadherinas, klaudinas-3, klaudinas-4 ir BT549, MDA-MB-231,
klaudinas HER2 klaudinas-7 Zemi. Vidutinis atsakas chemoterapijai HsS78T, SUM1315
HER? ER’, Pf&‘, Ki67 auksta.s., :atsakas trastuzumabui, atsakas SKBR3, MDA-MB-453
HER?2 chemoterapijai

EGFR — epidermio augimo faktoriaus receptorius; ER — estrogeny receptorius; HER2 — zmogaus epidermio
augimo faktoriaus receptorius 2; PR — progesterono receptorius; Ki67 — proliferacijos indeksas.

Kiekvienas kriities vézio potipis turi skirtinga vystymosi prognoz¢ ir atsaka j gydyma. MCF-7 yra
dazniausiai eksperimentams naudojama kriities vézio Igsteliy linija. Ji yra ER-teigiama (turi estrogeno
receptoriy) ir PR-teigiama (turi progesterono receptoriy). MCF-7 silpnai agresyvi ir neinvaziné
lasteliy linija, kuri paprastai laikoma turindia maZa metastaziy potenciala. Siose lastelése yra
kamieniniy lgsteliy, galinciy sukelti klony kintamumg. Tai buvo pasiiilyta kaip Sios lgsteliy linijos
heterogeniSkumo bei kaip kriities véZio heterogeniSkumo modelio paaiskinimas. Skirtingi MCF-7
variantai skiriasi ir genomu, ir RNR raiskos lygiais. MCF-7 lastelés yra visuotinai naudojamos ER-
teigiamo kriities vézio lasteliy eksperimentuose. Jos tinkamos antihormony terapijos tyrimams, nes
Sios lastelés lengvai kultivuojamos ir iSlaiko ER raiska [15].

Kita, BT-474 lasteliy linija, iSskirta i§ kietos, invazinés kruties vézinés karcinomos [16]. Ji pagal 1
lentele yra ER-teigiama, PR-teigiama arba neigiama, HER2-teigiama (zmogaus epidermio augimo
faktoriaus receptorius 2). Si linija pasizymi visy trijy apradyty receptoriy raiska, todél pagal tokj
imunoprofilj biity galima teigti, kad ja turéty buti lengviausia paveikti tiriamais SNT analogais.

Ir trecioji — MDA-MB-231 — zmogaus krities epitelio véziné Iasteliy linija. MDA-MB-231 yra labai
agresyvi, invaziné ir blogai diferencijuota trigubai neigiamo kriities vézio lasteliy linija, nes ji
neisskiria ER ir PR, taip pat nevyksta HER2 amplifikacija [17]. Pagal tai galima manyti, kad $ig linija
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bus sunku efektyviai paveikti tiriamaisiais SNT analogais, nes ji neturi ¢ia apraSomy receptoriniy
taikiniy. Ypac reikSmingi eksperimentai, ieSkant naujy gydymo budy yra su Sia MDA-MB-231
lasteliy linija, kuri yra trigubai neigiama, nes trys dazniausiai pasitaikantys receptoriy tipai, kurie,
kaip zinoma, skatina krities vézio augima (ER, PER, HER-2) néra i$skiriami ir tai saglygoja sunkesnj
Sio vézio tipo iSgydyma. Kadangi naviko lastelése truksta biitiny receptoriy, daznai gydymas,
pavyzdziui, hormony terapija ir vaistais, kurie nukreipti | ER, PR ir HER-2, yra neveiksmingi [18].
Zinant pagrindines véZiniy lasteliy savybes, galima kryptinga prie§véziniy medziagy paieska.

3 pav. Tirtos vézio lasteliy linijos. A — MDA-MB-231, B — MCF-7, C — BT-474 (nuotraukos i§ asmeninio
archyvo)

Sios trys kriities vézio lasteliy linijos pagal apra§ymus yra daznai naudojamos kity mokslininky in
vitro tyrimams. Ieskant naujy gydymo budy svarbu istirti tiriamy SNT analogy poveikj skirtingomis
savybémis pasiZymincioms lasteliy linijoms, ypac trigubai neigiamo kriities vézio linijai, nes $io tipo
vézys sunkiausiai iSgydomas ir lemia didelj mirStamumg [19]. Kadangi yra daug skirtingy vézio
potipiy, tai ir gydymas turéty skirtis.

Ne metastazavusio kriities veéZio gydymo tikslai yra iSnaikinti navikg nuo krities ir aplinkiniy
limfmazgiy bei uzkirsti kelig metastaziy atsiradimui. Tam dazniausiai taikomas vietinis gydymas
chirurgiSkai paSalinant piktybinj navika operacijos metu arba radioterapija. Kai chirurginis gydymas
netinkamas, skiriamas sisteminis gydymas vaistais atsizvelgiant j kriities véZio potipj. Taip pat jis
gali bti taikomas prie$ operacijg ar po jos arba abiem atvejais. Metastazavusiam kriities véziui yra
naudojamos tos pacios pagrindinés sisteminés terapijos kategorijos [20].

Lietuvoje be chirurginio gydymo dar daznai skiriama kriities vézio chemoterapija, kuriai yra daug
jvairiy skirty vaisty bei Siy vaisty deriniy. Bet $ie vaistai sukelia Salutinius poveikius. Ligos
atsinaujinimo galimybei sumazinti skiriama hormonoterapija. Ji veiksminga tada, kai krities vézio
lastelés savo pavirsiuje turi ER ir PR receptoriy [21].

Kitas Siuolaikiskesnis Lietuvoje sitilomas gydymo biidas yra biologiné terapija skiriant trastuzumaba,
bet ji efektyvi tik kai kuriais krities vézio atvejais, kai §io vézio Igsteliy pavirSiuje yra daug HER2
receptoriy (HER2 teigiamas kriities vézys). Sie vaistai, priklausantys monokloniniams antikiinams,
susijungia su HER2 receptoriais, taip sumazindami kriities véZio augimo stimuliacijg [21]. Siekiant
silpnesniy Salutiniy poveikiy Lietuvoje nuo 2018 m. pacientéms, sergan¢ioms HER2 teigiamu
isplitusiu kriities véZiu, prieinamas gydymas taikant taikiniy terapija. Sis pazangus gydymo biidas
prailgina sergan¢iy motery iSgyvenimo trukme¢. Pagal LR Sveikatos apsaugos ministro jsakyma,
taikiniy terapija vaistu trastuzumabu emtansinu skiriama pacientéms, sergancioms teigiamg HER2
rodmenj turin¢iu, lokaliai progresavusiu ar metastazavusiu kraties véziu, kurioms liga atsinaujino po
ankstesnio gydymo [22].
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Nepaisant dabar taikomo gydymo, vis tiek islieka didelis mirtingumas nuo krities vézio ir pacientams
pasireiskia citotoksinis poveikis. Todél reikalingas kitoks gydymas, kuris sumazinty zalingg gydymo
poveikj ir miréiy skaiciy.

1.3.  Naujy prie§véZiniy vaisty poreikis

Nors tradiciné citotoksiné chemoterapija ir iSlieka viena i§ pagrindiniy vézio gydymo bidy, taciau
taikiniy terapijos teikiami privalumai paskatino platesnj Sios gydymo metodikos pritaikymag [23].
Toks gydymas yra taikomas krities, plauciy, gaubtinés ir tiesiosios zarnos, kasos, limfomos,
leukemijos ir kitoms vézio formoms gydyti. Dvi pagrindinés taikiniy terapijos: monokloniniai
antik@inai ir mazos molekulinés masés slopikliai. Taikiniy terapija paskatino individualios gydymo
koncepcijos atsiradimg, nes $is gydymo metodas gali buti veiksmingas ir selektyvus pacientams,
kuriy vézinés lastelés turi specifinj molekulinj taikinj, bet nezalingas Sio taikinio neturin¢ioms
lasteléms [24].

Tradicinés chemoterapijos atveju vaistai veikia greitai besidalijancias Iasteles, tokiuose audiniuose
kaip virSkinamojo trakto epitelis, plaukai, kauly ¢iulpai, iskaitant ir véZines lasteles. Alkilinantys
vaistai jsiterpia ] DNR baziy poras, o tai sukelia grandinés trikius ir DNR replikacija sustoja.
Topoizomerazés slopikliai apsaugo DNR granding nuo i$sivyniojimo. Taksanai ir Vinca alkaloidai
trikdo mikrotubuliy funkcijas, kurios reikalingos Igsteliy mitozei. Antimetabolitai blokuoja nukleino
rugséiy, reikalingy DNR replikacijai, formavimasi ir panaudojimg [24]. IS to matome, kad $i
chemoterapijos rusis zalinga organizmo lasteléms ir deja veikia ne tik piktybinius navikus.

Besidalijanti véziné lastelé

Topoizomerazés
" slopikliai

Vinca alkaloidai

4 pav. Tradicinés chemoterapijos mechanizmas (adaptuota pagal [24])

Taikiniy terapija stabdo véziniy lasteliy dalijimasi, trukdydama specifinéms molekuléms, kurios
reikalingos vézio vystymuisi ir augimui. Vézio gydymas Sia terapija yra pagristas tirozino ir serino /
treonino baltymy kinaziy slopikliy ir monokloniniy antikiiny vartojimu. Baltymy kinazés slopikliai
skirstomi | EGFR (epidermio augimo faktoriaus receptoriaus), VEGFR (kraujagysliy endotelio
augimo faktoriaus receptoriaus), BCR (luzio tasko klasterio regionas) / ABL (Abelsono peliy
leukemijos virusinio onkogeno homologo), ALK (anaplastinés limfomos kinazés) / EML4
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(echinoderminés mikrotubulés su panasiu baltymu 4), RAF (sparciai pagreitinta fibrosarkomos
kinazés), MEK (mitogeno aktyvuota baltymy kinazés) ir mTOR (zinduoliy rapamicino taikinio)
slopiklius. Monokloniniai antikiinai yra nukreipti j ekstralgstelinius augimo faktorius arba
ekstralastelinio receptoriaus tirozino kinaze¢ [25].

~ = Augimo faktoriai
Bevacizumabas __/\\O O

- Cetuksimabas
e que"(os\ / Panitumumabas
slop[mmas® Trastuzumabas
/{ Ramucirumabas

RTK

K@Km/ \

Hektinas / S

Imatinibas
T— /\(R-A; @as EGFR slopikliai:
Nilotinibas / d Gefitinibas
Bosutinibas - — Erlotinibas
Ponatinibas (RAS & / Afatinibas
“GTP 2y Lapatinibas
RAF Src Osimertinibas
v S VEGFR slopikliai:
\ Sunitinibas
MEK Vemurafenibas Sorafenibas
Dabrafenibas Pazopanibas
\ Temsirolimuzas /\ * Aksitinibas

ERK Everolimuzas @ APOPTOZE Regorafenibas

Vandetanibas

Trametinibas
* Kobimetinibas
l:ro(:lferacua Lastelés augimas
paumas Angiogenezé
Islikimas gg

5 pav. Taikiniy terapijos molekuliniai taikiniai. AKT — baltymy kinazé B, ALK — anaplastiné limfomos
kinazé, BAD — su Bcl-2 susietas mirties promotorius, BCR — liiZio tasko klasterio regionas, EGFR —
epidermio augimo faktoriaus receptorius, EML4 — echinoderminiai mikrotubuliniai su panasius baltymu 4,
ERK — ekstralasteliniy signaly reguliuojamos kinazés, MEK — mitogeno aktyvuota baltymy kinazé, mTOR —
zinduoliy rapamicino taikinys, PI3K — fosfoinozito 3-kinazé, RAF — sparciai pagreitinta fibrosarkomos
kinaze¢, RAS — RAS proto-onkogeno GTPazé, RTK — receptoriaus tirozino kinaze, S6K — S6 kinazé, Src —
proto-onkogeno tirozino baltymo kinazé, VEGFR — kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus receptorius.
(adaptuota pagal [25])

Siandien sukurti jau ne tik cheminiai vaistai. Taikiniy terapija reiskia gydyma nukreipta j tam tikrus
molekulinius taikinius. Tam naudojamos maZos molekulés, gautos cheminiu sintezés biidu arba
biologiniai vaistai (dar vadinami biotechnologiniais), t. y. rekombinantiniai baltymai, daugiausia
monokloniniai antikiinai, nukreipti j konkregius lasteliy receptorius ir baltymus [25]. Si terapija dar
néra placiai naudojama pasaulyje, bet matant efektyvesnio gydymo perspektyva, kuriami nauji
vaistiniai preparatai. Norint jg pritaikyti, blitina gerai suprasti Zmogaus organizme vykstancius
biocheminius procesus.

1.4. Kinaziy apibudinimas ir ju rasys

Beveik visi lgsteliy gyvavimo aspektai yra kontroliuojami griztamu baltymy fosforilinimu. Apie
trecdalis Zinduoliy baltymy turi kovalentiskai prijungta fosfatg ir manoma, kad Zmogaus genome yra
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uzkoduota 1000 baltymy kinaziy. Daugelis baltymy yra fosforilinami dviem ar daugiau baltymy
kinazémis. Labai svarbus zingsnis, norint panaudoti kinaziy slopiklius yra nustatyti fiziologinius
kiekvienos baltymo kinazés substratus [26]. Jrodyta, kad kinaziy valdomi zmogaus organizme
vykstantys biocheminiai procesai skatina daugelj tipiSky auglio biologiniy poZzymiy atsiradima,
iskaitant proliferacija, iSgyvenima, judruma, metabolizmg, angiogeneze¢ ir prieSvéziniy imuniniy
atsaky sumazéjima [4].

Zinduoliy lasteliy ciklas yra valdomas sudétinga cikliny ir su jais susijusia nuo cikliny priklausomos
kinazés (CDK) partneriy saveika. Sio proceso disreguliacija yra vienas i§ véZio pozymiy. Yra Zinoma
bent 12 atskiry genetiniy lokusy, koduojan¢iy CDK ir priklausanéiy serino / treonino baltymy kinaziy
Seimai. Si §eima apima tris tarpfazinius CDK (CDK2, CDK4, CDK6), viena mitozinj CDK (CDK1),
daugel; regulivojan¢iy CDK, tokiy kaip CDK7, CDK aktyvuojancio komplekso komponenty ir
transkripcijos CDK (CDKS8, CDKD9). Nepaisant didelio CDK ir cikliny kiekio, tik keli i$ jy susije su
krities vézio patogeneze [27]. Pagristas tik CDK1 slopinimas kaip galimas gydymo btidas nuo MYC
priklausomam krities véziui. MYC yra pagrindinis kriities vézio lasteliy augimo reguliatorius. O
CDK4/6 slopinimas veikia kaip terapiné kriities vézio strategija, ypac per ER (estrogeno receptoriy)
pasireiskian¢iam krities véziui [28].

Zmogaus kriities véziniy lasteliy augimga ir diferenciacija reguliuoja signalus perduodantis tinklas i§
keturiy 1 tipo receptoriy tirozino kinazés Seimos nariy, kurie apima epidermio augimo faktoriaus
receptorius (EGFR, HER-1), HER-2, HER-3 ir HER-4. HER-2 yra tik HER $eimos receptoriy riisis,
kuri nesprisijungia ligandy, jo pagrindinis biologinis vaidmuo yra kaip signalo keitiklio, salygojant
heterometrinio receptoriaus komplekso su HER-1, HER-3 arba HER-4 sudaryma. HER valdomo
signaly perdavimo disreguliavimo tinklas yra susij¢s su kruties véziu [29]. Nustatyta, kad skirtingus
receptorius turinéius vézius, tikslinga gydyti skirtingais kinaziy slopikliais.

Zmogaus genomas koduoja apie 518 baltymy kinaziy, kurios dalijasi katalizinio domeno nustatyta
seka ir struktiira, bet labai skiriasi pagal reguliuojamg katalize. ATP (adenozin 5' trifosfatas
(C10H16N5013P3)) — privaloma kisené yra tarp dviejy kinazés kloséiy sri¢iy. Si sritis kartu su maZiau
konservuotomis aplinkinémis kiSenémis svarbi slopikliy kiirimui, atsizvelgiant j kinazés struktiiros
skirtumus siekiant selektyvumo [30].

N-terminaliné sritis
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C-terminaliné sritis

6 pav. Kinazés katalizinio domeno struktara (adaptuota pagal [30])
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Fermenty slopinimas slopikliais — vienas i§ gydymo metody. Galima sukurti specifinj fermento
slopiklj, kurio veikimas salygoty organizmo pasveikima, taciau fermentai — patogis taikiniai, nes
daznai konkretaus fermento katalizinis aktyvumas yra esminis veiksnys ligos patofiziologijoje,
natiiraliy substrato jungimosi sritys fermentuose daznai yra labai tinkamos mazoms per virSkinamajj
trakta jvedamoms vaisty molekuléms. O slopiklis — cheminis junginys, kuris, sgveikaudamas su
fermentu, mazina fermentinés reakcijos greitj arba visai jg sustabdo [28].

Dauguma baltymy kinaziy susijusios su onkogeneze. Genetiskai paveldétos specifinés kinazés yra
glaudziai susij¢ su veézio inicijavimu, skatinimu, progresavimu ir pasikartojimu. Nustatyta, kad
daugelio zmoniy piktybiniai navikai yra susij¢ su baltymy ir lipidy kinaziy moduliavimu ir
disfunkcija. Be onkologiniy problemy, daugeliui Zzmoniy kinazés reguliuoja ir kitus sutrikimus,
jskaitant imuninius, neurologinius ir infekcines ligas. Taciau tikriausiai kinaziy pagrindiné klinikiné
niSa — vaisty nuo vézio terapija [31].

1.5. Kinaziy slopikliy veikimo principas

Mazos molekulinés masés junginiai — veiksmingi slopikliai vartojami geriamosiomis formomis, dél
savo mazos molekulinés masés lengvai gebantys praeiti pro lasteliy plazming membrang. Jie
naudojami norint pasiekti lgstelés pavirSiuje esanCius ligandus, prisijungiancius receptorius,
vidulgstelinius baltymus. Molekuliniai slopikliai slopina serino, treonino ir tirozino kinazes, matrikso
metaloproteinkinazes (MMP), Siluminio Soko baltymus (HSP), proteosomas ir kitus baltymus,
signalizuojancius transdukcinius procesus bei dalyvaujancius juose [32]. Kinaziy slopikliai mazai
toksiski normalioms lgsteléms. Tai salygoja jy veikimo mechanizmas nukreiptas tik prie§ véziniy
lasteliy iSskiriamas molekules. Slopikliai veikia tik tam tikrus receptorius, tai gali biiti EGFR. Bitent
Sio receptoriaus didelé raiSka nustatoma daugeliu véZiniy susirgimy atveju.

Manoma, kad EGFR raiska susijusi su lgsteliy dalijimusi ir metastaziy sudarymu. Nustatyta, jog
EGFR slopinimas mazina piktybiniy lasteliy proliferacija, angiogenezg, l1asteliy judruma. EGFR yra
170 kDa transmembraninis baltymas, sudarytas i§ ekstralgstelinio liganda riSanc¢io domeno,
transmembranio lipofilinio regionas ir intralastelinio baltymo tirozino kinazés domeno. Kai substratas
susilieja su receptoriumi, dimerizuoja ligando-receptoriaus kompleksg ir yra internalizuojamas
lastelés Seimininkés. Tai aktyvina intralgsteling baltymy kinazg, kuri aktyvina signalo perdavimo
takus, kurie daro jtaka lgsteliy funkcijai. Keletas tyréjy aprasé EGFR geng daugumai zmogaus vézio
atvejy. Jrodyta, kad EGFR blokados procesai slopina gliukozés proliferacija piktybinése lastelése ir
taip pat veikia angiogeneze, lasteliy judrumg ir invazija [33].
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7 pav. Epidermio augimo faktoriaus receptoriy signalo perdavimo biidai. c-fos, c-jun ir c-myc — branduolio
taikiniai, dalyvaujantys geny transkripcijoje / lasteliy ciklo progresavime; P — fosfatas (adaptuota pagal [30])

EGFR yra daugelyje naviky tipy, jis prisideda prie véziniy lasteliy dauginimosi, invazijos, migracijos.
Bet EGFR taip pat randamas epitelio audinyje (pvz. odos, raumeny), todél jo slopinimas gali lemti
rySkius dermatologinius ir virSkinamojo trakto sutrikimus. Tad, Siekiant pritaikyti $ig gydymo
metodikg praktikoje, yra svarbu jvertinti terapijos toksiSkumag ir potencialy vaisty veikimag [24].

Receptorinés tirozino kinazés taip pat gali buiti vaisty taikiniai. Nejprastas Siy kinaziy aktyvinimas
baigiasi signalu, kuriuo aktyvuojamos serino / treonino kinazés. Nereguliuojant jy aktyvavimo,
padidéja Igsteliy augimas ir i§gyvenimo tikimybe, todél daznai vézys progresuoja. Pavyzdziui, HER2
esant kriities véziui, progresuoja [32]. Zinant tokius ir kitus maZos molekulinés masés junginiy
veikimo principus, jie buvo pritaikyti véZio gydymui praktikoje.

1.6.  Kinaziy slopikliy prieSvézinis aktyvumas ir pritaikymas klinikinéje praktikoje

Iki 2015 metq JAV Maisto ir vaisty valdyba (FDA) patvirtino 28 maios molekulinés maseés kinaziq

aktyvumo ryS8ys (SAR). Pirmasis patvirtintas kinaziy slopiklis — imatinibas [34].
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Metai

2001 Imatinibas

I Tirozino kinaziy slopikliai
B :crino/treonino kinaziu slopikliai
I Dvigubi baltymu kinazin slopikliai
2004 Erlotinibas B 1ipidy kinaziy slopildiai
2005 EeHEThER

2002

2003 Gefitinibas

LU\ Sunitinibas  Dasatinibas
pUIA 1 apatinibas Nilotinibas
2008
2009

2010
2011

Vandetanibas Vemurafenibas Krizotinibas Ruksolitinibas

2012 Aksitinibas Bosutinibas  Regorafenibas Tofacitinibas Kabozantinibas Ponatinibas

2013 Trametanibas Dabrafenibas  Afatinibas Ibrutinibas

2014 Seritinibas Idelalisibas Nintedanibas

1 2

3 4 5 6
8 pav. Patvirtinti kinaziy slopikliai (2015 m. duomenimis) (adaptuota pagal [35])

Slopikliy pagrindg sudaro Kristalo gardelés struktiira [36]. Tad, tiriami Kinaziy slopikliai islaiko tam
tikras strukttiras. Dalj jy galima priskirti tiofeno dariniams, kitus tiazolo ar naftaleno junginiams.
Mazos molekulinés masés slopikliai paprastai slopina tirozino kinaze. Sis fermentas pernesa fosfato
grupe nuo ATP ir prijungia prie baltymuose esanciy tirozino liekany. Proceso eigoje tieck normaliuose,
tieck navikiniuose audiniuose gali pasireiksti nekontroliuojamas lgsteliy augimas, proliferacija,
migracija bei prasidéti angiogeneze. Epidermio augimo veiksnio (EGFR) ir kraujagysliy endotelio
augimo veiksnio (VEGF) receptoriai yra tirozino kinazés. Jy padidé¢jes aktyvumas nustatomas, esant
jvairiems navikams. Taip pat verta paminéti, jog mazy molekuliy slopikliai metabolizuojami
citochromo P450. Taigi, susidar¢ metabolitai gali sgveikauti su jvairiais vaistais, pavyzdZziui:
makrolidais, antibiotikais, varfarinu ir kitais [24].

Istirta, jog tokios terapijos vaistiniy preparaty atstovas imatinibas turi rySky poveikj létinés
mieloidinés leukemijos ligai. Rituksimabas, SNT, kuris Siame tiriamajame darbe bus naudojamas
kaip palyginamasis vaistas, ir trastuzumabas sukélé revoliucija gydant limfoma, inksty lgsteliy
karcinomg ir krities vézj [24]. Tiriami epidermio augimo faktoriaus receptoriy tirozino kinazés
slopikliai (EGFR-TKI) tokie kaip gefitinibas ir erlotinibas, kurie blokuoja EGFR signalizacijos
kaskada, taip slopindami daugelio kietyjy naviky augima, proliferacijg ir iSgyvenima [33].

Kinaziy slopikliai suskirstyti pagal veikimo mechanizmg — gebéjima katalizuoti ATP fosfato
perdavimg j substratus, kuriuose paprastai yra serino, treonino arba tirozino liekanos. I tipo kinaziy
slopikliai yra ATP konkurentai, kurie imituoja ATP adenino fragmento purino ziedg. Jie sgveikauja
su konformacine fosforilinta aktyvia katalizatoriaus vieta. I tipo kinazés inhibitoriai, skirti vézio
gydymui: bosutinibas, krizotinibas, dasatinibas, erlotinibas, gefitinibas, lapatinibas, pazopanibas,
SNT ir vemurafenibas. II tipo kinaziy slopikliai veikia nukreipdami inaktyvia kinaziy konformacija
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ir sgveikauja su katalizine nefosforilinta inaktyvia kinaziy konformacija. II tipo kinaziy slopikliai,
tokie kaip imatinibas, sorafenibas ir kiti turi panaSy farmakoforg ir vandenilj. Jie selektyvesni kinazés
slopinimo atzvilgiu, lyginant su I tipo kinaziy slopikliais, pasizymi reikSmingu poveikis lasteliy
aktyvumui. 111 tipo arba allosteriniai slopikliai jungiasi prie katalitinio domeno / ATP suri§imo Vvietos
ir moduliuoja kinazés aktyvumg alosteriniu buidu. III tipo slopikliai turi didZiausig selektyvuma, nes
jie jungiasi prie konkrecios kinazés vietos. ATP atveju Sie vaistai yra nekonkurenciniai slopikliai, nes
ATP negali uzblokuoti procesy reikalingy jy sgveikai su kinazémis. Keli Siam tipui priskiriami
pavyzdziai: CI1040, GnF2, RO0281675 ir analogai. IV tipo kinaziy slopikliai, taip pat vadinami |
substratg nukreipti slopikliai, nekonkuruoja su ATP ir turi didesn;j selektyvuma pries tikslines kinazes
(pvz.: ON012380). V tipo arba kovalentiniai slopikliai sudaro negrjztama kovalentinj rysj su kinazés
aktyvia vieta. Kompleksas (pvz.: afatinibas, ibrutinibas) [31,37]. Be anksCiau minéto Lietuvoje
naudojamo trastuzumabo, konkreciai kriities vézio gydymui vartojamas Kitas slopiklis — lapatinibas
[38].

Tiriamasis junginys — SNT — slopina ne maziau kaip aStuonias receptorines baltymy tirozino kinazes,
jskaitant VEGFR1 — VEGFR3, trombocity augimo faktoriaus receptorius (PDGFRa ir PDGFRD),
kamieniniy Igsteliy faktoriaus receptorius, kolonijas stimuliuojancio faktoriaus 1 receptoriy ir kitus.
VEGFR1 ir VEGFR2 vaidina pagrindinius vaidmenis naujy kraujagysliy susidarymo procese, o SNT
slopina angiogeneze. Metastazaves arba iSplites 1§ pirminio naviko inksty lgsteliy vézys pasizymi
dideliu kraujagysliy skai¢iumi ir SNT yra patvirtintas vaistas §iam véziui gydyti. SNT skiriamas
gydyti tiems navikams, kurie yra atspartis imatinibui . SNT grjztamai prisijungia prie ATP suri§imo
vietos kinazéje taip slopindamas jy fermentinj aktyvuma [39].

A
Aktyvuotas
VEGFR
_;\;J‘:’_\'éra kinaz%s akt'yn'nimoU
w2y Kinazés aktyvinimas X
L L ; -
Signalo perdavimas € = = - / Sunitinibas

9 pav. SNT veikimo mechanizmas endotelio lastelése, iSreiskianciose VEGFR (A). SNT jsiskverbia j 1asteliy
citoplazmg ir konkuruoja su ATP uzimdamas VEGFR ATP reikalingg kisen¢ (B) (adaptuota pagal [40])

Kraujagysliy endotelio augimo faktoriy (VEGF) prijungimas prie VEGFR sukelia VEGFR
dimerizacija ir VEGFR kinazés domeno aktyvinimg. VEGFR aktyvinimui reikalingas ATP. SNT
isiskverbus | lasteliy citoplazma ir konkuruojant su ATP uZimama VEGFR ATP reikalinga kiSené.
Tokiu atveju, aktyvuota VEGFR nebegali aktyvuoti savo lasteléje esancio kinazés domeno ir
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uzkertamas kelias tolesniam lasteliy signalizavimui [40]. Sis praktikoje taikomas vaistas SNT
pasiteisino kaip efektyvus vaistas inksty vézio gydymui ir tai jrodo, kad ateityje nebiitinai Sios formos
véziu sergancius pacientus galima bty rekomenduoti gydyti taikiniy terapijos vaistais, tokiais kaip
tirozino-kinazés slopikliais [41].

1.7. Pasirinkty metody apibiidinimas

Kad naujas vaistinis preparatas patekty j rinka, reikalingos jvairios procediiros. Vienas i§ svarbesniy
etapy yra ikiklinikiniai tyrimai in vitro. Junginiy aktyvumui Igsteliy kultGrose patikrinti galima
pritaikyti daugelj metody.

Vienas dazniausiai naudojamy metody tyrimuose su lasteliy kultiromis yra junginio poveikio lgsteliy
gyvybingumui nustatymas. Taikant §] metoda, yra apskai¢iuojama pusin¢ efektyvioji koncentracija
(ECso), kuri 50 proc. sumazina lasteliy gyvybinguma. Siame darbe lasteliy gyvybingumas nustatytas,
naudojant 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromido (MTT) redukcijos reakcija. MTT
redukcijos testas pagristas gyvybingy lasteliy vidulasteliniy metaboliniy procesy jvertinimu. MTT
(geltonos spalvos) patekes j gyvybingy lasteliy mitochondrijas, vykstant redukcijos reakcijal,
katalizuojant sukcinato dehidrogenazei, virsta violetinés spalvos formazano kristalais. IStirpinus juos
dimetilsulfokside (DMSO), spektrofotometriSkai matuojamas optinis tankis. Lasteliy gyvybinguma
taip pat galima tirti ir kitais metodais [42]. Praktikoje taikomi daugelis metody, vieni i$ jy: kity
tetrazoliy (MTS, XTT, WST-1) redukcija, resazurino redukcija, proteaziy gyvybingumo Zymekliy
testas, adenozintrifofato (ATP) aptikimo metodas ir t€ékmés citometrija, taciau vieni i§ jy veikia
patikimiau ir turi daugiau privalumy. Mes pasirinkom MTT redukcijos metoda, nes jis greitai ir
lengvai atliekamas, gan patikimas, nereikia daug skirtingy reagenty [43].

MTT - formazano kristalai

10 pav. MTT redukcija. Reakcijg katalizuoja sukcinato dehidrogenazé (adaptuota pagal [42])

Svarbu nustatyti ir SNT analogy poveik; lasteliy geb¢jimui formuoti kolonijas, tam taikomas
kamieniSkumo tyrimas. Kiekviena Igstelé daugybe karty dalijasi ir taip suformuoja kolonija. Kai jy
suformuojama pakankamai, kolonijos fiksuojamos ir dazomos. Paveikus lgsteles tiriamu junginiu, jis
galimai sumazina besiformuojanéiy kolonijy skaiciy ir / arba plota [44]. Sis metodas leidZia nuspéti
junginio poveikj auglio formavimo procesui gyvame organizme.

Svarbu jvertinti ir SNT analogy Sukeliamg lasteliy Zities bidg. Nustatyta, kad Zities biidas — apoptozé
— kaip apsauginis mechanizmas prie§ vézio vystymasi. Jei apoptozé mazai aktyvi, didéja tikimybe,
kad i8sivystys auglys, jis didés ar bus neatsparus gydymui [45]. Tuo tarpu nekrozé gali biiti siejama
su procesais, kurie sukelia uzdegima ir gali paskatinti auglio vystymasi [46]. Apoptozés ir nekrozés
nustatymas paremtas chromatino pakitimo jvertinimu fluorescenciniu biidu. Naudojami skirtingi
dazai, paveikus lasteles Hoechst 33342, jis jungsis prie kondensuoto chromatino, todél apoptozinés
lastelés Svytés ryskesne mélyna spalva nei gyvos lastelés su normaliu chromatinu, o propidzio jodidas
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prasiskverbia tik | negyvas lgsteles ir $vyti raudona spalva [47]. Kiti Igsteliy zuties biido nustatymo
metodai, gali buti paremti lgsteliy membranos poky¢iais, kaspaziy aktyvacija, mitochondrijy
membrany poky¢iais, pasitelkiant srauto citometrinj analize ir kita [48]. Kultivuojant lasteliy kulttras
dviejy dimensijy (dvimatéje) erdvéje, taikomi tyrimo metodai paprastesni, bet sunkiau numatomas
poveikis zmogaus organizmui. Manoma, kad Igsteliy metabolizmas ir elgesys skiriasi dvimatése
kultarose ir in vivo. Todél pradéti taikyti neinvaziniai, kiekybiniai, prilygstantys in vivo, trijy
dimensijy (trimaciai) metodai [49].

I$ trimaciy lgsteliy struktiiry galima sukurti audiniy modelius, kuriais greitai atkartojamas naviko
bioaplinka [50]. Siame darbe sferoidai buvo formuojami 3D Bioprinting metodu. Praktikoje formuoti
trimates kultiras yra naudojami ir kiti metodai. Pavyzdziui, pagal Vokie¢iy mokslininko Valeh
Rustamov ir kity autoriy straipsnj, sferoidams formuoti buvo pasitelktos kelios technikos, tokios kaip
kabancio laso, inkrustacinis, vir§anés ir sumustinio [51]. Dar trimatéms kultiroms formuoti gali buti
pasitelkiama perdangos technika naudojant agara, s¢jant Igsteles j 96 Sulinéliy mazo prilipimo agaro
ploksteles, kad biity iSvengta lgsteliy prisitvirtinimo. Lasteliy kaupimas atlickamas centrifuguojant
plokstele ir ja inkubuojant kelias dienas [52]. Tyrimams i§ visy $ity galimy metody pasirinktas 3D
Bioprinting, nes $iuo bidu vienu metu galima gauti daug sferoidy ir galima apjungti kelias lasteliy
linijas. Pagal metodika lgstelés inkubuojamos su nanodalelémis, s€¢jamos | mazo prilipimo ploksteles
ir sferoidai formuojami vir§ magnetiniy ploksteliy.

N o T
- :}, t1d =::=, Li =>
:"-H t‘z, I ) — E!J . E?I A
Lastelin inkubacija Lastelin séjimas j labai mazo Sferoidu formavimas virg Magnetinés plokitelés
su nanodalelémis prilipimo ploksteles magnetinés plokstelés pasalinimas

11 pav. Sferoidy formavimas 3D Bioprinting metodu (adaptuota pagal [53])

Steroidy kultiiry auginimas yra buidas leidziantis auginti véZio lasteles trimatéje erdvinéje
konformacijoje in vitro. Sie trimadiai modeliai nusistovéjo vézio tyrimuose dél to, kad taip auginant
lasteliy kulttras susidaro j kietuosius auglius in vivo labai panasas modeliai [52]. Tokiu biidu galima
tiksliau nei dvimaciais metodais nustatyti tiriamy preparaty poveikj zmogaus organizme. [rodyta, kad
trimatés lgsteliy kultiiros elgesiu yra panaSesnés su in vivo sistemomis, tai yra perspektyvus ir
patikimesnis jrankis naujy vaisty kiirimui [49].

Apzvelgus literatiira matyti, kad visame pasaulyje, taip pat ir Lietuvoje, nepaisant pazangiy tyrimy
metody bei taikomo gydymo, iSlicka didelio sergamumo ir mirStamumo nuo Kkrities vézio
problematika. Kai kuriais véZzio atvejais rinkoje esantys vaistiniai preparatai yra neveiksmingi, dél to
batina Kurti ir tirti naujus junginius. Kinaziy slopikliai gali btiti naudojami taikiniy terapijai, jie veikia
tik vézines lasteles, tokiu atveju reikalinga mazesné vaistinés medziagos koncentracija. Siame darbe
apraSytiems tyrimams pasirinktos trys kruties vézio lgsteliy linijos, kurios tarpusavyje skiriasi
receptoriy raiska, nes noréjome jvertinti naujai susintetinty SN'T analogy poveikj skirtingiems krities
vézio atvejams. Taip pat tyrimams buvo naudojama ir nevéziné lasteliy linija, kad biity galima
nustatyti junginiy selektyvuma. Palyginimui tirtas klinikinéje praktikoje vartojamas SNT. Naujy
junginiy ir SNT prie$vézinio aktyvumo jvertinimui pasirinkome dazniausiai in vitro tyrimams
naudojamus metodus. Buvo siekiama jvertinti junginiy poveikj véziniy lasteliy gyvybingumui,
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kamieniSkumui bei nustatyti sukeliamg lgsteliy zuties biidg. Kad lengviau biity prognozuoti slopikliy
aktyvumg Zmogaus organizme, nutaréme jvertinti SNT analogy poveikj trimatése vézio lasteliy
kultiirose. Zinant $iy junginiy poveikj in vitro, galima jy pagrindu sintetinti kitus junginius, galimai
pasizymincius didesniu priesvéziniu aktyvumu. Atrinkus pacius selektyviausius vézinéms lgsteléms
ir aktyvesnius uz SNT junginius, juos biity galima toliau tirti ir tolimesniuose ikiklinikiniuose
tyrimuose gyviiny modeliuose.
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2. Tyrimo metodika
2.1.  Tyrimo objektas

Tyrimo objektai: septyniolika skirtingy SNT analogy ir SNT.

J 0—Ry-H, Ro-H, Rs-Br
1 Ry-H. Ro-Cl, Rs-H

0/ —Ri-H, R2-Br

2 — R;-Cl, Rs-H, R3-Cl —R:-Cl, Rx-H

3 — Ri-H, R>-CHs, R3-CHjs —R1-CHjs, R2-CHs

5—Ri-H, Ro-H, Rs-F —Ri-F, R>-H

6 — Ri-H, R2-l, Rs-H - —Rs-I, R2-H

7 - Ri-H, R.-OCHjs, Rs-H —R1-OCH3s, Rz-H
s 8 — Ri-H, R2-CH3, Rs-H —R1-CHs, R2-H

9 — R;-H, R,-CF3, Rs-H R — Rl-CFs, R,-H

12 pav. Siame darbe tirty SNT analogy struktiirinés formulés

o
VH/\/I\\/
F NH

NH

13 pav. SNT struktiiriné formulé
2.2. Reagentai, priemonés ir aparatiira
Tyrimuose naudotos Zzmogaus kriities vézio lasteliy linijos:

e MDA-MB-231 (Amerikos lasteliy kultury kolekcija (ATCC)),
e MCF-7 (Amerikos Igsteliy kultiiry kolekcija (ATCC)),
o BT-474 (Amerikos lasteliy kultiiry kolekcija (ATCC)).

Ir nevéZin¢ linija:
e zmogaus fibroblastai (HF; gauti i§ prof. Helder A. Santos, Helsinkio universitetas, Suomija).
Reagentai:

e 16 proc. paraformaldehidas be metanolio (Thermo Scientific),

e 16 proc. paraformaldehido vandeninis tirpalas (PFA) (Thermo Scientific),

o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio bromidas (MTT, Sigma-Aldrich > 97 proc.),

e 96 proc. etanolis (Stumbras),

e Dbuferinis fosfatinis drusky tirpalas pH 7,4 (PBS, Gibco),

e dimetilsulfoksidas (DMSO, Sigma-Aldrich, > 99,5 proc.),

e Dulbecc ‘o modifikuota Eagle lasteliy mitybiné terpé su didele gliukozés koncentracija
(DMEM GlutaMAX, Gibco) su 10 proc. fetaliniu verSiuky serumu (FBS, Gibco) ir 1 proc.
antibiotiky tirpalu (10 000 VV / ml penicilino ir 10 mg/ml streptomicino, Gibco),
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e Hoechst 33342 10 mg/ml vandeninis tirpalas (Thermo Scientific),
e iSgrynintas vanduo,

e kristalinis violetinis dazas (Sigma-Aldrich, > 90 proc.),

e nanodalelés NanoShuttle™ (Nano3D Biosciences),

e propidzio jodido 1 mg/ml vandeninis tirpalas (Thermo Scientific),
e tripsino analogas TrypLE™ Express (Gibco).

Tyrimams naudotos sterilios priemonés: 10 cm skersmens 1ékstelés 1gsteliy auginimui, 5 ml ir 10 ml
pipetés, Pastero pipetés (3 ml tiirio), 15 ml ir 50 ml centrifuginiai mégintuvéliai, 6, 12, 24, 96 Sulinéliy
plokstelés, 1 ml, 100 pl, 1 pl turio antgaliai pipetéms (Corning), itin mazo prilipimo 96 Sulinéliy
plokstelés sferoidy gamybai, magnetinés plokstelés sferoidams formuoti (Nano3D Biosciences),
automatinés vienkanalés ir daugiakanalés pipetés. Lasteléms skaiciuoti naudota Neubauer kamera
(Sigma-Aldrich) ir rankinis lgsteliy skai¢iuotuvas.

Aparatiira:

o centrifuga Eppendorf Centrifuge 5702 R (Eppendorf),

e fluorescencinis mikroskopas 1X73 (Olympus),

¢ G:Box Chemi XRQ geliy vaizdavimo sistema (Syngene International Ltd),
e inkubatorius HERAcell 150i su 5 proc. CO; kontrole (Thermo Scientific),
e laminaras (Tekan),

e mikroploksteliy skaitytuvas Multiscan™ FC (Thermo Scientific™),

e purtykle (BioSan).

2.3.  Tyrimo metodikos
2.3.1. Lasteliy kultiiry auginimas

Lasteliy perséjimas. Nuo lgsteliy, auginamy ant 1€kstelés dugno, nusiurbiama mitybinés terpés su
10 proc. serumo ir 1 proc, antibiotiky (toliau mitybiné terpé), lastelés praplaunamos PBS. Jpilama
1 ml tripsino analogo tirpalo, inkubuojama 37 °C temperatiiroje, 5 proc. CO2 atmosferoje, kol lastelés
atkimba nuo lekstelés dugno (5-10 min.). UZpilama 9 ml mitybinés terpés, lastelés suspenduojamos,
visas lékstelés turinys perkeliamas i 15 ml centrifugini mégintuvélji. Centrifuguojama 4 min.
kambario temperatiiroje (19-23 °C), 1000 aps./min grei¢iu. Supernatantas nupilamas, lastelés
suspenduojamos jpilant 2-5 ml mitybinés terpés. Jei reikia, lgstelés skaiCiuojamos panaudojant
Neubauer kamera. 0,5-1 ml suspensijos perkeliama j 10 cm skersmens 1ékstele, sumaiSoma su 9-10
ml §viezios mitybinés terpés, auginama 37 °C temperatiiroje, 5 proc. CO2 atmosferoje.

2.3.2. Poveikio lasteliy gyvybingumui nustatymas

IS pradziy buvo atrinkti efektyviausi SNT analogai kiekvienai tiriamai Igsteliy linijai. SNT analogy
poveikis Igsteliy gyvybingumui buvo nustatomas MTT redukcijos metodu MDA-MB-231, MCF-7,
BT-474 ir HF lasteliy linijoms. Taip pat buvo nustatinéjamas SNT, kaip palyginamojo junginio,
poveikis gyvybingumui. | 96 Sulinéliy plokstele pilama po 100 pl paruostos lgsteliy suspensijos taip,
kad kiekviename Sulinélyje biity po 5000 MDA-MB-231 arba 10000 MCF-7, BT-474 ir HF lasteliy.
Plokstelé inkubuojama 24 val. 37 °C temperatiiroje, 5 proc. CO2 atmosferoje. Tuomet j Sulinélius su
lastelémis pilama po 100 pl skirtingy tiriamyjy junginiy tirpaly mitybingje terpéje taip, kad jy
koncentracija biity 2 pM. Kiekvienam junginiui naudojama po tris Sulinélius. Kaip teigiamai kontrole
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naudojama mitybiné terpé be lgsteliy, su 0,5 proc. DMSO, neigiamai — mitybiné terpé su lgstelémis
ir su 0,5 proc. DMSO. Lastelés inkubuojamos 72 val. 37 °C temperatiiroje, 5 proc. CO, atmosferoje.
Dirbama mazai apSviestoje aplinkoje. Pragjus 72 val. i Sulinélius pilama po 20 pl 5 mg/ml sterilaus
MTT tirpalo ir inkubuojama 3 val. 37 °C temperatiiroje, 5 proc. CO2 atmosferoje. Skystis i§ ploksteliy
iSpilamas ir susiformave kristalai tirpinami j kiekvieng Sulinelj jpilant 100 pl DMSO ir maiSant ant
automatines purtyklés. Gyvybingy lasteliy kiekis vertinamas spektrofotometriskai, tirpaly absorbcija
matuojant mikroploksteliy skaitytuvu 570 nm ir 630 nm bangos ilgiuose. Skai¢iuojant, kiek procenty
lasteliy iSgyveno, paveikus atitinkama junginio koncentracija, buvo jvertintas visy 17 junginiy
prieSvézinis aktyvumas.

Taip atrinkty aktyviausiy SNT analogy poveikis lasteliy gyvybingumui buvo nustatomas MTT
redukcijos metodu visoms keturioms Igsteliy linijoms, taikant tokig pacig metodikg. Kiekvienai
junginio koncentracijai naudojama po tris Sulinélius.

ISmatuotos absorbcijos vertés normalizuojamos nuo 0 iki 1, kur 0 atitinka teigiama, o 1 — neigiama
kontrolg. Gauti duomenys analizuojami Microsoft Office Excel 2010 programa, skai¢iavimams
naudojama Hill formulé, nustatomos junginiy koncentracijos, slopinancios 50 proc. lgsteliy

gyvybingumg (ECsp).
2.3.3. Poveikio lIgsteliy kamieniSkumui nustatymas

SNT analogy poveikis kamieniSkumui tiriamas, jvertinant kaip lastelés geba suformuoti kolonijas. |
12 Sulinéliy ploksteles pilama po 1 ml paruostos lgsteliy (MDA-MB-231, MCF-7, BT-474)
suspensijos taip, kad kiekviename Sulinélyje biity po 100 Igsteliy. I Sulinélius supilami SNT analogy
tirpalai taip, kad galutinés junginiy koncentracijos Sulinéliuose atitikty 10 proc. ir 90 proc. MTT
tyrimo metu nustatyty ECsg veréiy. DMSO koncentracija visuose Sulinéliuose ir neigiamoje
kontroléje, kur Igstelés, nepaveiktos SNT analogais, buvo 0,2 proc. Lastelés inkubuojamos 14 dieny
37 °C temperatiroje, 5 proc. CO, atmosferoje. Po 14 dieny terpé nusiurbiama, Sulinéliai 2 kartus
praplaunami PBS tirpalu, kolonijos fiksuojamos 4 proc. paraformaldehido tirpalu kambario
temperatiiroje 15 min. Tada skystis nusiurbiamas, vél 2 kartus plaunama PBS tirpalu. Dazoma su 0,1
proc. kristalinio violetinio vandeniniu tirpalu. Tuomet kelis kartus plaunama dejonizuotu vandeniu ir
dziovinama. Plokstelés fotografuojamos G:BOX geliy dokumentacijos sistema, naudojant Genesys
programg. Naudojant GeneTools programg, apskaiiuojamas lgsteliy kolonijy skai¢ius ir plotas
procentais. Kontrolé prilyginta 100 proc., pagal ja apskaiciuoti kity grupiy rezultatai.

2.3.4. Lasteliy Zuties biido nustatymas

Kriities vézio Iasteliy linijjos MDA-MB-231, MCF-7, BT-474 séjamos ] 24 Sulinéliy ploksteles po
0,5 ml taip, kad kiekviename Sulinélyje buty 10000 MDA-MB-231 ar po 15000 MCF-7 ir BT-474
lasteliy. Plokstelés su lastelémis 24 val. inkubuojamos 37 °C temperatiiroje, 5 proc. CO2 atmosferoje.

Tuomet | Sulinélius supilami SNT analogy tirpalai taip, kad kiekviename Sulinélyje DMSO
koncentracija biity 0,5 proc., o galutinés SNT analogy koncentracijos biity lygios 10 proc., 50 proc.
ir 90 proc. MTT redukcijos tyrimo metu jy nustatyty ECsg verciy. Kiekvienai junginio koncentracijai
naudojama po tris Sulin¢lius. Plokstelés su lgstelémis 72 val. inkubuojamos 37 °C temperatiiroje, 5
proc. CO2 atmosferoje.
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Po 72 val. i$ Sulinéliy atsargiai nusiurbiama terpé ir pilama po 500 pl naujos terpés. | kiekvieng
Sulin¢lj pilama po 3 pl 10 mg/ml Hoechst 33342 vandeninio tirpalo ir 1 ul 1 mg/ml propidzio jodido
vandeninio tirpalo. Po 10 min. Igstelés fotografuojamos fluorescenciniu mikroskopu, naudojant 10x
didinimo objektyva. Padaroma po penkias skirtingose kiekvieno Sulin¢lio vietose auganciy lasteliy
nuotraukas.

Nuotraukose rankiniu biidu apskai¢iuojama procentiné apoptoziniy ir nekroziniy Igsteliy dalis nuo
bendro lasteliy skaiciaus. Gyvybingos lastelés yra mélynos spalvos, apoptozinés lastelés susitraukia,
jy branduoliai melsvi, o nekrozinés Iastelés nusidazo raudona spalva.

2.3.5. Poveikio lasteliy sferoidams tyrimas

Suformuoti sferoidus i§ MDA-MB-231, MCF-7 ir BT-474 lasteliy taikytas 3D Bioprinting metodas.
Sios lasteliy linijos buvo maiomos su zmogaus HF santykiu 1:1. 6 $uliné¢liy plokstelés Sulinéliuose
inkubuojamos kriities vézio lgstelés ir zmogaus HF (apie 600 000 lasteliy viename Sulinélyje). Po 10-
12 val. nuo inkubavimo pradzios j kiekvieng $ulinélj jpilama po 15 pl nanodaleliy NanoShuttle ir
lastelés inkubuojamos dar 8-10 val. Lastelés tripsinizuojamos mitybinéje terpéje su 20 proc. serumo
Kiekiu, gaminamos suspensijos. Jos sumaiSomos lygiais santykiais ir i§pilstomos j 96 Sulinéliy labai
mazo prilipimo ploksteles po 100 pul taip, kad kiekviename Sulinélyje biity po 2500 MDA-MB-231 ar
2000 MCF-7 ir BT-474 krities vézio lasteliy ir po tiek pat HF. Paruosta plokstelé dedama ant
magnetinés plokstelés ir inkubuojama 37 °C temperatiiroje, 5 proc. CO2 atmosferoje.

Sferoidai i§ MDA-MB-231, MCF-7 ir BT-474 lasteliy susiformavo per 48 val. Tuomet sferoidai
kiekviename Sulin¢lyje fotografuojami faziy kontrastiniu mikroskopu, naudojant 10x (4x kai kuriems
MCEF-7 sferoidams) padidinimo objektyva. Mitybiné terpé pakei¢iama nauja terpe su skirtingomis
SNT analogy koncentracijomis (ECso ar 2xECs). Kaip neigiama kontrolé naudojama terpé su 0,2
proc. DMSO (tokia DMSO koncentracija buvo visuose Sulinéliuose). Sferoidai fotografuojami kas 2
dienas, terpé taip pat keic¢iama kas 2 dienas. SNT analogy poveikis trimatéms kultiiroms vertinamas
pagal sferoidy skersmens pokytj, analize atliekama naudojantis ImageJ programa.

2.3.6. Statistinis duomeny jvertinimas

Gauti duomenys apdoroti Microsoft Office Excel 2016 programa, apskai¢iuojant trijy nepriklausomy
eksperimenty metu gauty rezultaty vidurkius ir santykinius nuokrypius. Nevir§ijus norimo santykinio
standartinio nuokrypio, vidurkiai palyginti naudojant Student‘o t kriterijus. Skirtumai tarp lyginamy
grupiy laikomi statistiSkai patikimais, kai reitkSmingumo lygmuo p < 0,05.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1.  Sunitinibo analogy poveikis kriities véZio lasteliy gyvybingumui

Atlikus MTT redukcijos testa, buvo atrinkti tie tiriami SNT analogai, kurie kraties vézio lgsteliy
gyvybingumg sumazino labiausiai. SNT analogai tarpusavyje pasizyméjo skirtingu prie§véziniu
aktyvumu. MDA-MB-231 lasteliy linijai atrinkti keturi junginiai: 1, 6, 7 ir 17.
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14 pav. Junginiy aktyvumas MDA-MB-231 lasteliy linijai

gyvybingumga slopino 1, 6, 7, 17 taip pat dar vienas kitas — 8 junginys.
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15 pav. Junginiy aktyvumas MCF-7 lasteliy linijai

BT-474 lasteliy linijai taip pat atrinkti penki junginiai: 1, 6, 7, 17 bei 9, kuris efektyviai veiké tik §ia

lasteliy linija. 1, 6, 7 ir 17 junginiai buvo atrinkti visoms trims Kriities vézio lasteliy linijoms.
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16 pav. Junginiy aktyvumas BT-474 1asteliy linijai

Palyginimui su vézinémis Igstelémis buvo naudota HF lasteliy kultiira. Jai taip pat buvo nustatiné¢jami
aktyviausi junginiai. Rezultatai matomi. Sia linija efektyviai veiké tie patys junginiai kaip ir véZines

lasteles (1, 6, 7, 8, 9 ir maziau 17).
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17 pav. Junginiy aktyvumas HF lgsteliy linijai

Po MTT redukcijos testo su HF dar buvo apskaiCiuotas atrinkty junginiy selektyvumas vézinéms
lasteléms — poveikio vézinéms ir nevézinéms lasteléms santykis. Ne visi atrinkti junginiai vézines
lasteles slopino labiau nei sveikas. Junginys 7 efektyviau veiké HF nei tirtas krities vézio Igsteles,
taip pat visi junginiai buvo labiau aktyvis slopinant HF nei BT-474 lasteliy linijg. Junginys 8 labiau
veiké HF nei MCF-7 lasteles. Vadinasi Sie anks¢iau paminéti SNT analogai nebiity tinkami vartoti
kaip vaistai, nes paveikty ir sveikas lasteles. Pagal §j atlikta eksperimenta HF neveiké ir
pritaikomumui taikiniy terapijai pranasuma turi junginiai 1, 6, 8, 9 ir 17.
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18 pav. Junginiy selektyvumas vézinéms lgsteléms, lyginant su poveikiu HF

Kito tyrimo metu nustatytos ECso vertés (koncentracija, kuri slopina Igsteliy gyvybinguma iki 50
proc.). Gautos junginiy koncentracijy vertés buvo lyginamos su SNT. Po 72 val. didziausiu
priesvéziniu aktyvumu abiem krities vézio lgsteliy linijjoms pasizyméjo junginys 1 (ECso verté
MDA-MB-231 ir MCF-7 lasteliy linijose atitinkamai lygi 69,3 = 7,6; 73,3 £ 9,9 nM). MDA-MB-231
linijai didelis priesvézinis aktyvumas taip pat buvo nustatytas veikiant junginiu 6 (258,3 + 23,2 nM),
0 maziausias — junginiu 7 (502 + 5,3 nM). MCF-7 lasteliy gyvybinguma maziausiai slopino junginys
17 (675 + 65,8 nM). Pagal aktyvuma MDA-MB-231 lasteléms junginiai i§sidésté tokia seka: 1 > 6 >
17 > 7. MCF-7 lasteles aktyviai veike ir junginys 7 (279 + 65,8 nM). Tokie patys slopikliai MDA -
MB-231 ir MCF-7 lasteliy linijas veiké panasiai, ECso vertés tarp Siy lasteliy linijy daugiau skyrési
tik tiriant 17 junginj, o junginys 8 buvo tirtas tik su MCF-7 lastelémis.

Didziausi aktyvumu, taip pat kaip ir pries tai aptartoms Igsteliy linijoms, BT-474 pasizyméjo junginys
1 (ECso verté lygi 94,3 £ 5,1 nM), o maziausiu 17 (652,7 + 108,1). Panasiu aktyvumu BT-474 ir
MDA-MB-231 bei MCF-7 linijoms pasizymé&jo junginys 6, kurio ECso verté BT-474 lasteléms lygi
346 + 16,4 nM.

Kaip palyginamasis junginys buvo tiriamas SNT. Nors jis yra klinikoje vartojamas kinaziy slopiklis,
jo efektyviosios koncentracijos buvo didesnés uz atrinkty SNT analogy. SNT ECsg vertés sieké nuo
903 + 84,6 nM iki 1712 + 555,9 nM.
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19 pav. Aktyviausiy junginiy ir SNT ECso verciy palyginimas tarp tirty véziniy lasteliy linijy; n=3; *
pazyméti statistiSkai reik§mingi skirtumai tarp tiriamyjy junginiy ir SNT, p < 0,05

Konecny G. E. ir kity autoriy atliktame tyrime lapatinibo (selektyvus EGFR ir HER-2 tirozino kinaziy
slopiklis) ECso vert¢ MDA-MB-231 lasteliy linijai lygi 18,6 £ 9,8 uM, o MCF-7—-7,7+0,9 uM [29].
Literatiiroje nustatytos zymiai didesnés lipatinibo ECso vertés uz tiriamus SNT analogus gali bati dél
mazesnio junginio selektyvumo Sioms lgsteliy linijoms.

Agrawal ir Kity autoriy tyrime nustatytas gefitinibo (mazos molekulinés masés slopiklis, turintis labai
selektyvias ir grjZztamas tirozino kinazés slopinimo savybes, nukreiptas j EGFR. Tai yra stiprus
slopiklis ne tik EGFR raiska pasizyminciose lastelése, bet ir tose, kurios pasizymi papildoma HER?2
raiSka, galblit gefitinibui tarpininkaujant EGFR / HER2 heterodimero fosforilinimo mazinimui)
aktyvumas MCF-7 lasteliy linijai yra apie 3,33 uM = 3330 nM [54]. Matome, kad ECso vertés skiriasi
net tarp konkreciy tirozino kinazés slopikliy bei yra Zymiai didesnés nei nustatytos Siame darbe tirty
junginiy (didZiausia ECsp — 675 & 66 nM su junginiu 17).

Moksliniame S. Goel ir kity autoriy tyrime nustatytas lapatinibo poveikis BT-474 lasteliy linijai, jo
ECso verté yra apie 100 nM. Sis junginys veiké panasiai kaip miisy tirtas aktyviausiu $iai lasteliy
linijai nustatytas junginys 1 (ECso verté lygi 94,3 = 5,1 nM) [55].
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3.2.  Sunitinibo analogy poveikis kriities vézio lIasteliy kamieniSkumui

Tirti SNT analogai tam tikromis koncentracijomis mazina besiformuojan¢iy Zmogaus krities vézio
lasteliy Kolonijy skaiciy bei plotg. Nei vienas i$ tirty SNT analogy reik§mingai nemazino MDA-MB-
231 lasteliy linijos kolonijy skai¢iaus ar ploto. Tg buty galima paaiskinti tuo, kad $i lgsteliy linija
atspari daugeliui vaisty, dél receptoriy nebuvimo pavirSiuje. Didesniu aktyvumu MDA-MB-231
lasteliy linijai pasizyméjo junginio 7 90 proc. koncentracija nuo nustatytos ECso vertés. Jis
susidariusiy kolonijy plota lyginant su kontrole mazino iki 70,8 proc.
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20 pav. SNT analogy ir SNT poveikis MDA-MB-231 kolonijy formavimui. Poveikis skaiciui (A) ir plotui
(B) po 14 dieny inkubacijos su junginiais; n = 3; * pazymeéti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp tiriamyjy ir
kontrolinés grupiy, p < 0,05; # pazyméti statistiskai reikSmingi skirtumai tarp tiriamyjy junginiy ir SNT, p <

0,05

MCEF-7 lasteliy linijos kolonijy skaiéiy ir plota efektyviausiai sumazino junginio 17, kuris pakaite turi
jodo atoma, 90 proc. koncentracija nuo nustatytos ECso vertés, kolonijy skaié¢ius sumazéjo iki 32,2
proc., o plotas — 22,4 proc. Sios lasteliy linijos kamieniskuma reik§mingai mazino ir SNT.
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21 pav. SNT analogy ir SNT poveikis MCF-7 kolonijy formavimui. Poveikis skai¢iui (A) ir plotui (B) po 14
dieny inkubacijos su junginiais; n = 3; * pazymeéti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp tiriamyjy ir
kontrolinés grupiy, p < 0,05; # pazyméti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp tiriamyjy junginiy ir SNT, p <
0,05

SNT analogai labiausiai paveiké BT-474 Igsteliy linijos kamieniskumg. Besiformuojanciy kolonijy
skai¢iy aktyviausiai paveiké junginio 1 90 proc. koncentracija (iki 25,5 proc.), o kolonijy plotg —
junginys 17 (iki 35,8 proc.). 10 proc. visy tirty junginiy koncentracijos reik§mingai nemazino nei
kolonijy skaiciaus, nei jy ploto.
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22 pav. SNT analogy ir SNT poveikis BT-474 kolonijy formavimui. Poveikis skai¢iui (A) ir plotui (B) po 14
dieny inkubacijos su junginiais; n = 3; * pazymeéti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp tiriamyjy ir
kontrolinés grupiy, p < 0,05; # pazymeéti statistiskai reikSmingi skirtumai tarp tiriamyjy junginiy ir SNT, p <
0,05

Besiformuojanciy kolonijy skaiciy ir plotg skirtingy koncentracijy junginiai veikia skirtingai. Didesné
SNT analogy koncentracija labiau mazina lasteliy gebéjima formuoti kolonijas.
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23 pav. Junginio 1 gebéjimas slopinti MCF-7 Igsteliy linijos kamieniSkumg. A — lasteliy kolonijos,
nepaveiktos junginiu 1, kontrolé, B — lgsteliy kolonijos, paveiktos 10 proc. ECso junginiu 1, C — Igsteliy
kolonijos, paveiktos 90 proc. ECso junginiu 1

Kiti mokslininkai gavo pana$ius rezultatus. J. Nautiyal straipsnyje raSoma, kad MDA-MB-231
lasteliy, turiniy trigubai neigiamo krities vézio savybiy, gyvybingumg slopino dasatinibas
(tirozinkinazes slopiklis), taciau Sis junginys nepaveikée kolonijy formavimo, kaip ir misy atliktame
eksperimente su SNT analogais. Trigubai neigiamas krities vézys — agresyvus kriities vézys, kuris
atsparus dabartiniam gydymui, nors ir pasizymi dideliu EGFR kiekiu. Jrodyta, kad jis yra atsparus
net EGFR taikiniy terapijai. PavyzdZiui, tame paciame straipsnyje raSoma, kad MDA-MB-231
lastelés yra atsparios cetuksimabui (monokloninis antikiinas prie§ EGFR) [56]. Mokslininkams,
iStyrus nuo Ca?" / kalmodulino priklausomus serino / treonino kinazés, Janus kinazés-3, IKB kinazés
slopiklius, paaiskéjo, kad jie mazina MCF-7 lasteliy kolonijy susidaryma vir§ 50 proc. [57]. Tai yra
netgi beveik 20 proc. daugiau nei musy tirti SNT analogai. Kitame tyrime trastuzumabas BT-474
lasteliy kolonijy augimg slopino minimaliai, 0 vien SF1126 (kinaziy slopiklis) sukélé 50 proc.
slopinimg. Kombinuojant trastuzumabg ir SF1126, buvo pasiektas Siek tiek stipresnis kolonijy
augimo slopinimas nei veikiant vien tik SF1126. Taigi, SF1126 kartu su trastuzumabu augima slopino
efektyviau HER2- iSraiska pasizymincioms kriities vézio lasteléms, nes jos tapo atsparios
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trastuzumabui [58]. Miisy atliktame eksperimente nebuvo pasiektas toks kamienisSkumo slopinimas
BT-474 lasteléms.

3.3.  Sunitinibo analogy sukeliamas lasteliy Zities biidas

Buvo vertinama, kokiu bidu — apoptozés ar nekrozés — yra sukeliama lgsteliy zutis. Tyrimo rezultatai
parodé, jog MDA-MB-231 lgsteliy linijai tik nedideliam skaic¢iui lasteliy SNT analogai sukélé 1gsteliy
apoptoze bei nekroze (p > 0,05), tadiau pats SNT sukélé ir apoptoze, ir nekroze (p < 0,05).
Apoptoziniy lgsteliy, jas veikiant su §iai linijai atrinktais analogais, susiformavo daugiau.
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24 pav. Apoptoziniy ir nekroziniy MDA-MB-231 lasteliy kiekis paveikus SNT analogais ir SNT; n=3; *
pazyméti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp tiriamyjy ir kontrolinés grupiy, p < 0,05; # pazymeti
statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp tiriamyjy junginiy ir SNT, p < 0,05

MCF-7 lasteliy linijai apoptozg sukélé visi junginiai, ypa¢ junginio 7 didziausia koncentracija.
Lasteliy nekroze sukeliantis poveikis buvo reik§mingas veikiant junginiais 6, 7 (50 proc. ECxo) ir 17
(90 proc. ECsp) (p > 0,05). Junginiai 6 ir 7 veiké aktyviau uz SNT.
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25 pav. Apoptoziniy ir nekroziniy MCF-7 lasteliy kiekis paveikus SNT analogais ir SNT; n = 3; * pazyméti
statistiSkai reik§mingi skirtumai tarp tiriamyjy ir kontrolinés grupiy, p < 0,05; # pazyméti statistiSkai
reikSmingi skirtumai tarp tiriamyjy junginiy ir SNT, p < 0,05

BT-474 lasteliy linijai apoptoze sukélé junginiy 1, 6 ir 7 didziausia koncentracija (90 proc. ECso), jie
veiké aktyviau ir uzZ SNT. Nekroze taip pat sukélé junginio 1 90 proc. ECso (aktyviau uz SNT) ir tokia
pati koncentracija SNT (p < 0,05).
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26 pav. Apoptoziniy ir nekroziniy BT-474 lasteliy kiekis paveikus SNT analogais ir SNT; n = 3; * pazyméti
statistiSkai reik§mingi skirtumai tarp tiriamyjy ir kontrolinés grupiy, p < 0,05; # pazyméti statistiSkai
reik§mingi skirtumai tarp tiriamyjy junginiy ir SNT, p < 0,05

Mokslininkas Li Jin-Ping istyres ir aprases kai kuriy ir $iame darbe tiriamy Igsteliy linijy Zities buida,
veikiant jas aurora A kinazés slopikliu alisertibu. Nustatytas apoptoziniy MCF-7 lgsteliy skaicius
kontrolinémis salygomis buvo 16,7 proc., o MDA-MB-231 lasteliy 15,8 proc. Paveikus MCF-7
lasteles alisertibu, bendras apoptozés procentas padidéjo 2,1 karto, lyginant su kontrolinémis
lastelémis. Panasiai ir MDA-MB-231 Igsteléms. Bendras apoptoziniy lasteliy procentas padidéjo 2,2,
lyginant su kontrolinémis Igstelémis [48]. Misy atliktame eksperimente mazesniam kiekiui lasteliy
buvo sukelta apoptozé ir skirtingai nei aptartame straipsnyje, MDA-MB-231 lgstelés buvo maziau
jautrios SNT analogams nei MCF-7 Igstelés. Apie BT-474 lasteléms sukeliamg Ziities biidg raSoma,
kad tiek griztami, tiek ir negriztami pan-ERBB slopikliai slopino lgsteliy proliferacijg ir sukélé
apoptoze veikiant lapatinibu (mazos molekulinés masés kinaziy slopiklis, ERBB2 slopiklis, kaip ir
humanizuotas monokloninis antikiinas trastuzumabas) atsparioms lasteléms. Dar nustatyta, kad
buitent ERBB2 arba ERBB3 slopinimas sukelia BT-474 1asteliy apoptoze [59]. Mums ir su kai kuriais
SNT analogais pavyko sukelti BT-474 Iasteliy linijos apoptoze bei nekroze.
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3.4.  Sunitinibo analogy poveikis vézio lasteliy sferoidams

Trimaciy lasteliy kultiiry tyrimai leidzia geriau prognozuoti junginio poveikj gyvame organizme.
Norint jvertinti, ar SNT analogams prieSvézinis aktyvumas budingas ne tik dvimatése lgsteliy
kulttirose, jais buvo veikiami Kriities vézio Igsteliy sferoidai.

SNT analogy poveikis truputj skyrési dvimatése ir trimatése kultiirose. MDA-MB-231 sferoidy plotg
mazino junginiai 1, 7 ir 17. Kiti junginiai veiké panasiai, i§skyrus SNT, kurio 2xECsg koncentracija
sferoidy ploto nesumazino.
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27 pav. MDA-MB-231 sferoidy dydzio kitimas inkubuojant su SNT analogais ir SNT; n = 3; * pazyméti
statistiSkai reik§mingi skirtumai tarp tiriamyjy ir kontrolinés grupiy, p < 0,05; # pazyméti statistiskai
reik§mingi skirtumai tarp tiriamyjy junginiy ir SNT, p < 0,05

MDA-MB-231 sferoidus veikiant junginiais, kurie aktyviai slopina jy augima, sferoidai palaipsniui
ima mazéti. Jy ploto sumaz¢jimas parodo, kad tiriamasis junginys yra aktyvus ir galima numatyti,
kad ir navikus gyvame organizme paveikty panasiai, tai yra stabdyty jy augima.
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28 pav. MDA-MB-231 lgsteliy linijos sferoidai pries ir po inkubacijos su junginiu 7. A — Kontrolé (0 diena) —
sferoidas, nepaveiktas SNT analogais, B — sferoidas po 14 dieny inkubacijos su SNT analogais

MCEF-7 lasteliy linijos trimatés kulttiros buvo maziau jautrios SNT analogams nei dvimatés lastelés,
iSaugintos monosluoksniu. MCF-7 sferoidai palaipsniui didéjo. Tik vienas i$ tirty SNT analogy
(junginys 7) reik§mingai slopino sferoidy augima.
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29 pav. MCF-7 sferoidy dydzio kitimas inkubuojant su SNT analogais ir SNT; n = 3; * pazyméti statistiskai
reikSmingi skirtumai tarp tiriamyjy ir kontrolinés grupiy, p < 0,05; # pazyméti statistiSkai reikSmingi
skirtumai tarp tiriamyjy junginiy ir SNT, p < 0,05

BT-474 lasteliy sferoidai i§ pradziy buvo panasaus dydzio. Po 14 dieny auginimo su skirtingais
junginiais, sferoidy skersmuo sumazéjo. Lyginant su kontrole, sferoidy, paveikty kai kuriais
junginiais, skersmuo reik§mingai sumazéjo. Po dviejy savaiciy sferoidai, paveikti jvairiais slopikliais,
buvo mazesni uz kontrolinius. Visi junginiai parodé slopinantj poveikj sferoidy augimui (junginiai 1
ir 6 labiausiai sumazino sferoidy dydj, lyginant su kontrole).
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30 pav. BT-474 sferoidy dydzio kitimas inkubuojant su SNT analogais ir SNT; n = 3; * paZyméti statistiskai
reik§mingi skirtumai tarp tiriamyjy ir kontrolinés grupiy, p < 0,05; # pazymeéti statistiskai reikSmingi
skirtumai tarp tiriamyjy junginiy ir SNT, p < 0,05

Kinaziy slopikliy poveikj Sioms kriities vézio lgsteléms yra istyre ir kiti mokslininkai. Amy L. Howes
BT-474 lasteliy sferoidai buvo formuoti kabancio laso metodu, juos pavyko suformuoti ir i§ vieny
BT-474 lasteliy, ir kartu su nevézinémis MCF-10A lastelémis [60]. Pastarasis variantas buvo
pranaSesnis ir labiau primena misy taikyta sferoidy formavimo koncepcija: véZiniy ir nevéziniy
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lasteliy derinimg. Miisy darbe sferoidai tik i§ BT-474 lasteliy taip pat nebuvo formuojami, derinyje
buvo naudojamos HF lastelés. Taip lengviau suformuoti grazios apvalios formos sferoidus.

Mokslininkai nustaté, kad HER2 receptoriy raiska, aktyvacija ir signalo perdavimas trimatése ir
dvimatése kultiirose skiriasi [60]. BT-474 lastelése pastebétas stiprus HER2 fosforilinimas, ypac
dvimatése kultarose. Pazymétina, kad HER2 fosforilinimas buvo daug mazesnis trimatése kultiirose.
Trimatés kultiiros buvo labiau jautrios prieSvéziniy vaisty lapatinibo ir gefitinibo poveikiui, nei
dvimates.

Maria F. Gencoglu i§ BT-474 ir MCF-7 lasteliy suformavo labai kompaktiskus sferoidus, 0 MDA-
MB-231 sferoidai buvo dideli ir netaisyklingos formos. Masy atliktame tyrime tik MCF-7 lastelés
suformavo didelius sferoidus [61].

Pana$ius j misy tyrime gautus rezultatus gavo mokslininkas Luqi Wang ir kiti. MDA-MB-231
lasteliy (ER-neigiama) ir MCF-7 (ER-teigiama) sferoidy augimg slopino kinaziy slopiklis AZD7762.
MDA-MB-231 sferoidai buvo jautresni Siam junginiui nei MCF-7 lastelémis sferoidai [62].

Apibendrinant SNT analogy poveikj skirtingose kraties vézio Igsteliy trimatése kulttirose, galima
teigti, kad junginiai slopina trigubai neigiamo kraties vézio sferoidy augima (MDA-MB-231), bet
neveikia luminalinio A tipo sferoidy (MCF-7) augimo. Luminalinio B tipo (BT-474) trimates kulttiras
buvo jautriausia tiriamy analogy poveikiui. Tai galbut salygoja tai, kad $is kriities vézio tipas
pasizymi visy trijy receptoriy raiska.

Visi Sie atlikti tyrimai leidzia jvertinti SNT analogy prieSvézinj poveikj skirtingoms Iasteliy
kultGroms ir tolimesnes perspektyvas, taikant juos kriities véZiu sergan¢iy zmoniy gydymui. Atrinkus
aktyviausius junginius kiekvienai lasteliy linijai, taikytas kriities véZzio Igsteliy gyvybingumo tyrimas.
Juo nustatyta, kad junginys 1 labiausiai slopina visy Igsteliy linijy gyvybinguma ir aktyviau uz SNT.
Jis 1§ kity SNT analogy chemine struktiira iSsiskiria tuo, kad turi chloro pakaita, kuris galimai suteikia
Siam junginiui daugiau galimybiy prisijungti prie receptoriy, esanciy véZiniy lasteliy pavirsiuje.

Idomu tai, kad kai kurie SNT analogai veikia tik tam tikrg vieng lasteliy linijg. Tai reiskia, jog
sergantiesiems krities véziu tikslinga pagal vézio tipa pritaikyti individualy gydyma. Junginiai 6 ir
7, taip pat veikia visy lgsteliy linijy gyvybinguma aktyviau uz SNT. Junginys 7 dar ir efektyviai
mazina trigubai neigiamo kriities vézio Igsteliy linijjos (MDA-MB-231) susidariusiy kolonijy plota.
Sis junginys savo struktiiroje turi jodo pakaita (toje pacioje vietoje kaip ir junginys 1 turi chloro
pakaitg). Taciau junginys 7 taip efektyviai neveikia nei MCF-7 nei BT-474 lasteliy linijy
kamieniSkumo. Jy abiejy kamieniS§kuma maZina junginys 17.

Kalbant apie Igsteliy ztties buidg jas veikiant SNT analogais, galima teigti, kad junginiai sukelia
lasteliy apoptoze. Sis Zities biidas lemia efektyvesnj kriities vézio gydyma, nes sumazéja tikimybé
pakartotiniam auglio vystymuisi. MCF- 7 Iasteliy linijos apoptoze¢ aktyviausiai sukelia junginys 7, o
BT-474 —junginiai 1, 6 ir 7. Norint tiksliau jvertinti biisimg SNT analogy poveikj Zzmogaus organizme
buvo tiriamas jy poveikis trimatéms vézinéms lasteléms — sferoidams. MDA-MB-231 sferoidus
mazina tas pats junginys 1, kuris efektyviai §ig lasteliy linijg veiké ir anks€iau aptartuose tyrimuose,
bei junginiai 7 ir 17. Kito kraties vézio tipo lgsteliy linijos MCF-7 sferoidai sunkiau paveikiami
tiriamais junginiais, ta¢iau BT-474 sferoidy augima slopina visi analogai, aktyviausiai junginys 6.
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Lyginant su kity mokslininky atliktais tyrimais, Sie kinaziy slopikliai lgsteliy kultirose aktyviis
mazomis koncentracijomis, kas galéty lemti jy mazesnj toksiSkumg zmogaus organizmui. SNT
analogai yra aktyviis net prie$ trigubai neigiamo kraties vézio lasteles, nors pagal iki Siol atliktus
tyrimus $io tipo vézio gydymui taikomi junginiai nebuvo aktyvas.
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ISvados

Sesi i§ septyniolikos tirty sunitinibo analogy pasizymi prie§véziniu aktyvumu prie§ MDA-
MB-231, MCF-7 ir BT-474 kruties vézio lgsteliy linijas ir daugelis jy aktyvesni uz sunitinibg.
Junginys 1 labiausiai slopina tirty lasteliy linijy gyvybinguma. Junginio 1 priesvézinio
aktyvumo ECso vertés yra nuo 69,3 + 7,6 iki 94,3 £ 5,1 nM.

Sunitinibo analogai labiausiai mazina BT-474 |lasteliy linijos kamieniSkuma.
Besiformuojanciy kolonijy skai¢iy aktyviausiai mazina junginys 1, o kolonijy plotg — junginys
17. MCF-7 lasteliy linijos kolonijy skaiCiy ir plotg aktyviausiai mazina junginys 17. MDA-
MB-231 lasteliy linijai, kuri yra trigubai neigiama, junginiai 7 ir 17 mazina tik kolonijy plota.
. Tirti junginiai apoptoze¢ ir nekroze labiau sukélé MCF-7 ir BT-474 Igsteliy linijoms nei MDA -
MB-231. Pagrindinis lasteliy ziities biidas — apoptoze.

. Junginiai 1, 7 ir 17 mazina MDA-MB-231 sferoidy augimg. MCF-7 sferoidai buvo maziau
jautrtis tiriamiems analogams, o ir BT-474 sferoidy plotui SNT analogai neturéjo poveikio.
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ABSTRACT: A series of isatin-dihydropyrazole hybrids have been synthesized in order to assess their potential as anticancer agents.

In particular, twelve compounds were evaluated for their anti-proliferative activity toward A349, IGR39, U887, MDA-MB-231, MCF-

7, BT474, BxPC-3, SKOV-3, H1299 cell lines, and human foreskin fibroblasts. Four compounds exhibited an interesting anti-
proliferative activity and were further examined to determine their ECy, values toward a panel of selected tumor cell lines. Best
compounds were then investigated for their induced mechanism of cell death. Preliminary structure-activity relationship indicates
that the presence of a substituent such as chlorine atom or a methyl moiety in the position 5 of the isatin nucleus is beneficial for the
antitumor activity. EMAC4001 resulted the most promising compound within the studied series with ECs, values ranging from 0.01
uM to 038 pM.
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