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Santrauka

Sio magistro baigiamojo darbo tikslas buvo panaudojant zmogaus glioblastomos lasteliy linija
parinkti tinkamas sglygas glioblastomos 3D in vitro modelio su hipoksiniu gradientu kultivavimui ir
pritaikyti imuniniy lasteliy egzosomose jterpty prieSvéziniy vaisty efektyvumo tyrimui. Tikslui
pasiekti buvo iSkelti $ie uzdaviniai: 1) suformuoti Zmogaus glioblastomos in vitro 3D modelj ir
jvertinti hipoksinio gradiento susidarymag; 2) iSgryninti Zmogaus mikroglijos ir monocity
produkuojamas egzosomas ir identifikuoti jas pagal dydj bei specifinius Zymenis; 3) iterpti | Zmogaus
mikroglijos ir monocity egzosomy sudétj temozolomidg ir doksorubicino hidrochlorida bei jvertinti
iterpimo efektyvuma; 4) jvertinti zmogaus mikroglijos ir monocity egzosomose jterpto temozolomido
ir doksorubicino hidrochlorido poveikj lasteliy metaboliniam aktyvumui bei migracijai
suformuotame 3D glioblastomos in vitro modelyje.

Glioblastomos 3D modelis buvo formuojamas i§ HROG-36 imortalizuotos lasteliy linijos, auginamos
apvaliadugniame Sulinélyje ant plono agarozés sluoksnio. Susidargs glioblastomos sferoidas buvo
perkeliamas ir kultivuojamas tarplastelinio uzpildo hidrogelyje Geltrex. Hipoksiniy sriciy
susidarymas 3D modelyje buvo nustatomas konfokaliniu mikroskopu pazyméjus hipoksinése
lastelése esancias tiolio grupes su pimonidazolo hidrochloridu, o tada nudaZant jas su
fluorescuojanciu antikiiniu RED 549 Mabl. Egzosomos i§ HMC-3 mikroglijos ir U937 monocity
lasteliy terpés buvo iSskiriamos polimerinés precipitacijos/centrifugavimo biidu, jvertinamos pagal
baltymo kiekj spektrofotometriniu Bradfordo metodu, identifikuojamos pagal dydj dinaminés $viesos
sklaidos metodu ir pagal CD9 bei CD81 zZymenis imunofermentiniu ELISA metodu. Temozolomidas
ir doksorubicinas j egzosomas buvo jterpiami taikant elektroporacijg. | egzosomas patekusio vaisto
kiekis buvo jvertinamas efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu bei pagal fluorescencijos
intensyvuma (doksorubicinas). Glioblastomos lgsteliy metabolinis aktyvumas buvo nustatytas
fluorescenciniu PrestoBlue metodu. Glioblastomos lasteliy migracija tarplasteliniame uzpilde buvo
vertinama $viesiniu mikroskopu, nuotraukos apdorojamos programiniu paketu ImageJ. Statistiné
duomeny analizé buvo atlikta programa SigmaPlot 13.0.

Panaudojant zmogaus HROG-36 lasteliy linija buvo suformuotas hidrogelyje jkapsuliuotas
glioblastomos 3D modelis su hipoksiniu 4radient. Monocity egzosomy daugiausia buvo apie 120 nm,
0 mikroglijos — apie 90 ir 140 nm dydzio; abiejy lasteliy tipy egzosomose aptikta CD9 ir CD8L.
Vaisto jterpimas | HMC-3 mikroglijos egzosomas buvo efektyvesnis nei ; U937 monocity egzosomas.
Didesnis jterpimo efektyvumas nustatytas naudojant temozolomidg nei doksorubicino hidrochlorida.
Monocity ir mikroglijos egzosomos su jterptais priesvéziniais medikamentais po 72h reikSmingai
sumazino hidrogelyje jkapsuliuotuose sferoiduose kultivuojamy glioblastomos lgsteliy gyvybinguma
bei invazyvumg.
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Summary

The aim of this master thesis project was by using a human glioblastoma cell line to select optimal
conditions for the cultivation of a 3D in vitro model of glioblastoma with a hypoxic gradient and to
apply it for exosome-encapsulated anticancer medicine efficiency testing. To achieve this goal, the
following objectives have been set: 1) to create in vitro 3D model of human glioblastoma and to
evaluate the formation of a hypoxic gradient; 2) to isolate exosomes from human microglia and
monocytes and identify them by size and specific markers; 3) to load temozolomide and doxorubicin
hydrochloride into human microglial and monocyte exosomes and evaluate drug loading efficiency;
4) to determine the effect of temozolomide and doxorubicin hydrochloride loaded microglial and
monocytic exosomes on the metabolic activity and migration of cells in the designed 3D glioblastoma
in vitro model.

Glioblastoma 3D model was created from HROG-36 immortalized cell line grown in a round-bottom
well on a thin layer of agarose. The formed glioblastoma spheroids were encapsulated and cultured
in the extracellular matrix hydrogel Geltrex. The formation of hypoxic regions in the glioblastoma
3D model was determined by confocal microscopy, by labelling thiol groups in hypoxic cells with
pimonidazole hydrochloride and then staining with fluorescent RED 549 MAb1. Exosomes from
HMC-3 microglial and U937 monocyte culture medium were isolated by polymer
precipitation/centrifugation technique, evaluated for protein amount by spectrophotometric Bradford
assay, characterized for particle size using the dynamic light scattering method, and for CD9 and
CD81 markers by ELISA method. Temozolomide and doxorubicin were loaded into the exosomes
by electroporation. The amount of the encapsulated medicines was assessed by high-performance
liqguid chromatography and fluorescence intensity (doxorubicin). The metabolic activity of
glioblastoma cells was measured by fluorescent PrestoBlue assay. The migration of glioblastoma
cells in the extracellular matrix was assessed by light microscopy, and the images were analysed by
ImageJ software. Statistical data analysis was performed using SigmaPlot 13.0. software.

Hydrogel incapsulated glioblastoma 3D model with hypoxic gradient was created using human
HROG-36 cell line. The typical size of isolated monocyte exosomes was about 120 nm, and of
microglial exosomes — about 90 and 140 nm; the exosomes from both cell types had CD9 and CD81.
The loading efficiency of the drug into HMC-3 microglial exosomes was higher compared to U937
monocyte exosomes. Better loading efficiency was determined for temozolomide compared to
doxorubicin hydrochloride. Exosomes from monocytes and microglia loaded with anticancer drugs
significantly reduced metabolic activity and invasiveness of glioblastoma cells cultured in hydrogel-
encapsulated spheroids.
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Santrumpy sgrasas
CD — diferenciacijos Klasteris (angl. cluster of differentiation);

CNS — centriné nervy sistema;
DMEM - lasteliy auginimo terpé (angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium);

DMEM/F12 — Igsteliy auginimo terpé (angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture
F-12);

DNR — deoksiribonukleortigstis;

DOX — doksorubicino hidrochloridas;

EDTA — etileno diamino tetraacto riigstis (angl. ethylenediaminetetraacetic acid);
ELISA — imunofermentinis tyrimo metodas (angl. enzyme-linked immunosorbent assay);
EP — ekstralgstelinés puslelés;

ESC — efektyvioji skys€iy chromatografija;

ESCRT - endosominis pasiskirstymo kompleksas, reikalingas transportavimui (angl. endosomal
sorting complex required for transport);

FBS — verselio serumas (angl. fetal bovine serum);

HMC-3 — imortalizuota zmogaus mikroglijos 3 klono Igsteliy linija (angl. human microglial clone 3
cell line);

HROG-36 — imortalizuota zmogaus glioblastomos lasteliy linija;

ILV — intraluminalinés puislelés (angl. intraluminal vesicles);

MGMT — metilguanino-DNR metiltransferaze;

MiIRNR — mikro ribonukleoragstis;

MRNR - informaciné ribonukleortigstis (angl. messenger ribonucleic acid);
MVB - daugiaptslelinis kiinelis (ang. multivesicular body);

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

pO2— deguonies slégis;

RNR — ribonukleortigstis;

RPMI1640 — 1asteliy auginimo terpé (angl. Roswell Park Memorial Institute);

TAM - su naviku susij¢ makrofagai (angl. tumor-associated macrophages);
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TMB - 3,3',5,5'-tetrametillbenzidinas;

TMZ — temozolomidas;

U937 — imortalizuota Zmogaus monocity linija;
2D modelis — dvidimensinis modelis;

3D modelis — tridimensinis modelis.
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Ivadas

Daugiaformé glioblastoma — tai piktybinis, agresyvus ir itin invazyvus galvos smegeny navikas, kurio
siekia vos 15 ménesiy, o tai rodo, jog standartinis daugiaformés glioblastomos gydymas yra
neefektyvus [1]. Paprastai vartojamas chemoterapinis vaistas temozolomidas (TMZ) skatina vézinés
lastelés atsparumo iSsivystyma. D¢l didelio Salutinio poveikio gyvybiSkai svarbiam smegeny
audiniui, nejmanoma taikyti pakankamai efektyviy TMZ doziy, kurios pasalinty visas glioblastomos
lasteles. D¢l Sios priezasties yra sunaikinamos vaistui jautresnés Igstelés, o atspariosios lieka ir toliau
dauginasi, salygodamos jau gydymui atsparesnio auglio atsinaujinimg [2]. Prie$véziniy medikamenty
taikymas glioblastomos gydymui yra ribojamas naviko lokalizacijos, nes dé¢l atrankiai laidaus
kraujo-smegeny barjero ne visos molekulés gali pasiekti tiksline vieta. Pavyzdziui, taip periferijoje
yra sulaikomas efektyviai veikiantis doksorubicino hidrochloridas (DOX) [3]. Trumpas serganéiyjy
iSgyvenamumas dé¢l gydymo nepakankamumo skatina ieSkoti naujy metody arba tobulinti jau esamas
technologijas.

Onkologiniy susirgimy gydymui vystomi nauji alternatyviis metodai, tokie kaip nanotechnologija,
imunoterapija bei kamieniniy Igsteliy terapija [4], taciau jy efektyvumas vis délto yra nepakankamas
[5, 6]. Veiksmingos naviko gydymo strategijos paieskose didelj potencialg gali turéti natiiraliai
organizme susidarancios egzosomos. Tai lasteliy gaminamos ir jy tarpusavio komunikacijoje
dalyvaujancios puslelés, pasizymincios dideliu stabilumu, gebéjimu nesunkiai pereiti biologinius
barjerus bei nesukelian¢ios imuniniy reakcijy. Dél Siy savybiy egzosomos tyrin¢jamos kaip
potencialiis vaistiniy molekuliy neSikliai organizme [7]. Irodytas iSskirtinai imuniniy lasteliy
egzosomoms biidingas gebéjimas selektyviai atpazinti vézines lgsteles ir su jomis susilieti [8] kelia
susidom¢jima jy pritaikymui efektyviam vaisto pernesimui j daugiaformés glioblastomos srit;.

Iki Siol vis dar placiai ikiklinikiniuose tyrimuose taikomos plokscios vieno sluoksnio lgsteliy kultiiros
neatkartoja nattiraliy in vivo salygy. Viena i§ pagrindiniy priezaséiy yra tai, kad ploksc¢iose kulttirose
lasteliy aplinkos fizikinés bei cheminés savybés labai skiriasi nuo natiiraliy — jos sgveikauja su
plastiku arba stiklu, kuriy mechaninis tvirtumas Zymiai didesnis uz natiiraliy audiniy, be to,
metabolity apykaita vyksta tiesiai ] terpe arba iS jos, nesusidarant natiiraliems barjerams bei
gradientams [9]. Sie skirtumai lemia, jog daugelis sukurty gydymo technologijy, pasiekusios
klinikiniy tyrimy etapg yra atmetamos dél nepakankamo efektyvumo. Siekiant dar ikiklinikiniuose
tyrimuose uztikrinti kuriamy daugiaformeés glioblastomos gydymo galimybiy potenciala, biitina
sukurti nattiralioms saglygoms artimg glioblastomos lgsteliy kultivavimo modelj. Sferingje biisenoje
kultivuojamos glioblastomos lastelés pasizymi natiiraliai audinyje joms biidinga morfologine
iSvaizda, funkcija, geny ir baltymy raiska, taip pat sgveika tarpusavyje bei su uzlgsteliniu uzpildu
[10]. Taigi, toks in vivo artimy salygy atkartojimas in vitro modeliuose gali pagerinti naujai kuriamy
daugiaformés glioblastomos gydymo technologijy testavimo efektyvuma.

Darbo tikslas: pritaikant zmogaus glioblastomos lasteliy linija, parinkti tinkamas sglygas realistinio
glioblastomos 3D in vitro modelio su hipoksiniu gradientu kultivavimui ir pritaikyti imuniniy lgsteliy
egzosomose jterpty prieSveziniy vaisty efektyvumo tyrimui.

Darbo uzdaviniai:

1. suformuoti zmogaus glioblastomos in vitro 3D modelj ir jvertinti hipoksinio gradiento
susidaryma;
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2.

iSgryninti Zzmogaus mikroglijos ir monocity produkuojamas egzosomas ir identifikuoti jas
pagal dydj bei specifinius Zymenis;

jterpti | zmogaus mikroglijos ir monocity egzosomy sudétj temozolomida ir doksorubicino
hidrochlorida bei jvertinti jterpimo efektyvuma;

jvertinti zmogaus mikroglijos ir monocity egzosomose jterpto temozolomido ir doksorubicino
hidrochlorido poveikj glioblastomos Igsteliy metaboliniam aktyvumui bei migracijai
kultivuojant in vivo artimose 3D aplinkose.
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1. Literatiros apZvalga
1.1. Galvos smegeny naviky epidemiologija

Navikai galvos smegeny srityje sudaro vos 3 % visy neoplastiniy biikliy, taciau dél specifinés
lokalizacijos, jie yra vieni sudétingiausiai diagnozuojamy ir gydomy onkologiniy susirgimy, daznai
tampanc¢iy mirties priezastimi [11]. Galvos smegeny neoplazmos nustatomos tiek tarp vaiky, tiek tarp
suaugusiyjy, taciau atitinkamai pagal amziy, jaunesniems pacientams dazniau diagnozuojama
policistiné astrocitoma ir meduloblastoma, o suaugusiems — meningioma, glioblastoma bei hipofizés
navikai [12]. Taip pat, remiantis statistiniais duomenimis, galvos smegeny navikai dazniau
diagnozuojami Vakaruose gyvenantiems zmonéms nei Rytuose. DidZiausias motery sergamumas yra
stebimas Svedijoje, Albanijoje, Serbijoje, Latvijoje, Norvegijoje, o vyry — Arménijoje, Albanijoje,
Makedonijoje ir Serbijoje. Nustatyta, kad $iy naviky formavimasis taip pat priklauso nuo lyties bei
rasés — dazniau jie yra diagnozuojami vyrams nei moterims bei baltaodziams nei afroamerikie¢iams
[13].

Zinoma, kad galvos smegeny naviky iSsivystymui yra reik§mingi jvairiis aplinkos, biologiniai bei
genetiniai veiksniai [13]. Pastarieji apima Seimos linijoje paveldimus genetinius sindromus, galin¢ius
padidinti galvos smegeny augliy rizikg, ta¢iau nustatyta, kad tokiy rizikos veiksniy procentiné dalis
yra nedidelé [12]. Didesn¢ reikSme¢ galvos smegeny audinio piktybéjimo procese turi biologiniai
veiksniai. Pavyzdziui, yra nustatyta, jog vézinéms lasteléms budinga imunosupresniy citokiny
sekrecija lemia organizmo imuninio atsako nuslopinimg ir dél to netrukdomg naviko augimg. Taip
pat smegeny naviky formavimasis gali suintensyvéti dél hormony pusiausvyros sutrikimy [13].
Pagrindinei rizikos veiksniy grupei yra priskiriamas aplinkos poveikis organizmui. Atlikti tyrimai
rodo, kad galvos smegeny audinio naviky susidarymas tiesiogiai susijes su aplinkoje esancios
jonizuojancios spinduliuotés intensyvumu. Taip pat reikSmingg jtaka gali turéti ir elekromagnetinis
laukas bei mobiliyjy telefony skleidziamas radio daznis [14]. Be to, naviko vystymasi galvos srityje
gali skatinti netinkama ar nesubalansuota mityba, alkoholio vartojimas bei riikymas [13].

Nuo 1970 mety stebimas reikSmingai augintis galvos smegeny diagnozavimo rodiklis vaiky ir
suaugusiyjy populiacijose. Tai siejama su sparciai besivystancia medicinos pazanga ir naujy bei
inovatyviy diagnostikos priemoniy, leidzian¢iy greiciau ir papras¢iau nustatyti supiktybéjusj audinj,
atsiradimu [15]. Remiantis 2020 m. publikuota Amna Almutrafi su bendraautoriais [16] atlikta
2005-2014 m. sergamumo centrinés nervy sistemos (CNS) navikais studija, kasmet diagnozuojama
vis daugiau galvos smegeny naviky, ir Sie susirgimai i§lieka opia visuomenés problema. Apibendrinti
statistiniai vaiky CNS diagnostikos duomenys rodo, kad daZzniausiai nustatomos meduloblastomos
(iki 27 % visy atvejy) ir policistinés astrocitomos (iki 27 % visy atvejy) bei, retesniais atvejais,
ependimomos (iki 12 % visy atvejy) ir didelio laipsnio gliomos (iki 10 % visy atvejy). Siems
navikams jautriausios smegeny anatominés dalys yra smegenélés (iki 46 % Vvisy atvejy) bei smegeny
kamienas (iki 26 % visy atvejy). Suaugusiyjy diagnostikos rodikliy analizé rodo panasiai daznai
pasitaikanéius meningiomy (iki 29 % visy atvejy) bei glioblastomy atvejus (iki 25 % visy atvejy).
Iprastai tokiy naviky susiformavimas stebimas supratentorinéje galvos smegeny dalyje, dazniausiai
smegeny dangaluose (iki 21 % Vvisy atvejy), kaktinéje (iki 17 % visy atvejy), smilkinio (iki 12 % visy
atvejy) bei parietalinéje (iki 10 % visy atvejy) skiltyse [16].

Pagal epidemiologinius duomenis, senstanioje visuomenéje fiksuojamas vis daznéjantis
sergamumas gliomomis. Gliomos — tai piktybiniai galvos smegeny navikai, susiformuojantys
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atsiradus glijos audinio pokyc¢iams. Pagal gliomy histologinj pobiidj, skiriamos mazo piktybiSkumo
laipsnio gliomos (astrocitoma, oligodendroglioma) bei didelio piktybisSkumo laipsnio glioma —
glioblastoma [17]. Glioblastomos diagnozavimas, lyginant su kitomis gliomos formomis, yra
dazniausias ir siekia net iki 55 % visy atvejy [16].

1.2. Daugiaformés glioblastomos morfologiniai ypatumai

Daugiaformé glioblastoma — tai pirminé CNS neoplazma, susidedanti i§ genetiSkai ir morfologiskai
skirtingy navikiniy lasteliy grupiy. Iprastai (iki 90 % atvejy) daugiaformé glioblastoma i$sivysto de
novo vykstant sveiky glijos lasteliy kancerogenezei. Tai pirminé glioblastoma, kuriai iki galo
susiformuoti $iuo mechanizmu uztrunka iki 3 ménesiy. Reciau (iki 10 % atvejy) daugiaformé
glioblastoma susidaro progresuojant mazo piktybiskumo laipsnio gliomoms — tai ilgas naviko
piktybéjimo procesas, trunkantis 4-5 metus. Sis daugiaformés glioblastomos susiformavimo biidas
priskiriamas antriniam jos tipui ir paprastai diagnozuojamas vyresniems nei 39 mety pacientams.
Antring glioblastoma pasizymi létesniu vystymosi mechanizmu ir dazniau teigiamu atsaku j gydyma.
Nors daugiaformé glioblastoma gali i$sivystyti skirtingais molekuliniais mechanizmais, taciau pilnai
susiformove abu tipai tarpusavyje nesiskiria morfologine sandara [18, 19].

Daugiaforme¢ glioblastomg sudaro mazos, daugiakampés arba verpstés formos lgstelés, kurioms
budingas polimorfizmas, anaplazija (diferenciacijos stoka) bei anizokariozé (branduolio dydzio ir
formos variacija). Histologiniuose preparatuose daugiaformés glioblastomos lasteliy citoplazma yra
acidofiliné, apribota silpnai iSreikStu plazminés membranos kontiiru. Lasteliy branduoliai yra ovaltis
arba pailgi, turintys sutankéjusias heterochromatino sritis. Branduoliy vidinéje struktiroje galima
pastebéti daugybe branduoléliy, iSsidéstanciy centringje ir nuo centro nutolusiose branduolio dalyse.
Nustatyta, kad kai kurios glioblastomos lastelés gali turéti daugiau nei vieng branduoli bei
tarpbranduolinius intarpus, be to, jy strukttiroje gali bati randamos ir vakuolés [20].

Piktybiniy glioblastomos Iasteliy sankaupa smegeny audinyje geba aplink save suformuoti tanky
kraujagysliy tinklg i§ morfologiskai pakitusiy, hiperplaziny ir heterogenisky endotelio Iasteliy. Siose
lastelése yra aptinkamos sveikoms smegeny endotelio lasteléms nebtidingos struktiiros, tokios kaip
Weibel-Palade kuneliai [20]. Navika supancios kraujagyslés yra padengtos plonu, pertraukiamu
pericity monosluoksniu, lemianc¢iu endotelio anomalijas. Glioblastoma supanciy kraujagysliy spindis
yra didesnis, o pamatiné membrana storesné lyginant su sveikame smegeny audinyje esanciomis
kraujagyslémis [21]. Taip pat glioblastomos kraujagyslése daznai nustatomi trombai, Zalojantys jas
sudaranc¢iy endotelio Igsteliy struktirg. [20, 21].

D¢l daugiaformés glioblastomos audinj supanc¢io nepastovaus ir morfologiskai netaisyklingo
kraujagysliy tinklo prastéja naviko apripinimas deguonimi. D¢l Sios priezasties deguonies kiekis
navikinése Igstelése sumazéja iki kritinio lygio ir pasiekia hipoksing biuikle. Hipoksija — tai deguonies
slégio (pO2) kraujyje sumazéjimas iki maziau nei 10 mmHg. Nustatyta, kad daugiaformés
glioblastomos viduje yra labai daug hipoksiniy regiony, i§ kuriy, dél deguonies stygiaus pojucio,
naviko lgstelés invazyviai plinta | sveika smegeny audinj, taip norédamos iS§vengti jy funkcionavimui
nepalankios mikroaplinkos [21]. Taip pat yra Zinoma, kad hipoksijos paveiktos naviko sritys véliau
nekrozuoja sudarydamos vieng i$ biidingiausiy daugiaformes glioblastomos morfologiniy ypatumy —
nekrozinius zidinius [22].

Nekroziniai zidiniai pagal nekrozavusio ploto dyd; ir lokalizacijg yra skirstomi j du tipus. Pirminéje
glioblastomoje nustatomi dideli nekroziniai zidiniai centrinéje naviko dalyje, susidare dél
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nepakankamos kraujotakos, kuri uztikrinty biitinyjy maisto medziagy bei deguonies tiekima. Taip pat
pirminés bei antrinés glioblastomos struktiiroje dar gali susidaryti ir kelios pavienés, mazesnio ploto
nekrozinés vietos. Sie maZesni nekroziniai Zidiniai paprastai yra apribojami aplink i§sidés¢iusiy glijos
lasteliy — pseudopalisady [20].

Pseudopalisados — tai tankiai iSsidésCiusios glijos lastelés, orientuotos aplink nekrozuojancias
glioblastomos sritis. Nustatyta, kad pseudopalisados gali baiti 30-1500 pm plocio ir 50-3500 umi ilgio.
Mazesnéms nei 100 pum plocio pseudopalisadoms yra budingas labai didelis lgsteliy tankumas ir
nekrozés centringje naviko srityje nebuvimas. Vidutinio dydzio pseudopalisadose (200-400 pm) jau
yra stebima centriné nekrozé bei vakuolizacija, taip pat aptinkamos pavienés mirStancios lgstelés.
Didesnése nei 500 um plo¢io pseudopalisadose yra nustatomi dideli nekroziniai Zzidiniai ir
susiformavusi kraujagyslé centringje dalyje [20]. Daugiaformés glioblastomos morfologiné iSvaizda
pavaizduota 1 paveikslélyje.

Nekroziniai zidiniai

Mikrovaskuliné hiperplazija

-
.

Pseudopalisados

1 pav. Daugiaformés glioblastomos skiriamieji morfologiniai ypatumai. Paveiksle matomi
nekroziniai Zidiniai, navikg supancios glijos lastelés — pseudopalisados bei mikrovaskuliné
hiperplazija. Adaptuota pagal A. R. Monteiro et al., 2017 [21]

1.3. Imuninés sistemos lasteliy jtaka glioblastomos fukcionavime

Dél atrankiai laidaus kraujo-smegeny barjero CNS yra atskirta nuo periferijoje esanciy imuniniy
lasteliy. Smegeny audinyje kovai su organizmui svetimais patogenais yra susiformavusios unikalios
imuninés Igstelés — mikroglija. Mikroglija sudaro 10-15 % glijai priklausanciy Igsteliy [23], taciau
prieSingai nei kitos CNS lgstelés, ji iSsivysto 1§ embriono trynio maiSo mezodermos ir kraujotakos
sistema paplinta smegeny audinyje dar prie§ pilnai susiformuojant kraujo-smegeny barjerui.
Ankstyvuoju smegeny vystymosi laikotarpiu mikroglijai yra buidinga ameboidiné forma, kuri, pilnai
susiformavus CNS, pasikeicia ir jgauna didelj Sakotuma aplink mazg ovaly kiing turin¢ig morfologine
iSraiSkg (2 pav. A) [24]. Tai ramybés biisenoje esanti mikroglija, kuri yra atsakinga uz CNS
homeostazés palaikyma. Sakota mikroglijos morfologiné forma leidzia lastelei nejudinant kiino keisti
ataugy iSsidéstyma erdvéje ir taip vertinti tarplastelinés aplinkos biikle. Nuolat judancios mikroglijos
ataugos greitai sureaguoja smegeny audinyje atsiradus patologiniam veiksniui ir skatina lgstelés
morfologing transformacija [23]. CNS aplinkoje atsiradus neurony pazeidimams ar mir$tan¢ioms
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lasteléms, mikroglija aktyvuojasi pereidama j hiperSakotg formg (2 pav. B). Véliau, mazéjant ataugy
Sakotumo laipsniui, ji tampa reaktyvios formos (2 pav. C), 0 uzsitgsus stimului ataugos pilnai yra
jtraukiamos ] did¢jantj lastelés kiing, taip jgaunant ameboiding fagocituojancig morfologing iSraiska
(2 pav. D) [25, 26]. Taciau jeigu mikroglija aktyvuojantis stimulas néra labai stiprus, lastelés
struktiiriné transformacija baigiasi ties hiperSakotos formos atsiradimu [26].

D

A

2 pav. Mikroglijos morfologinés formos. (A) Sakota forma ramybés biisenoje, (B) tarpiné
hiperSakota forma, (C) reaktyvi forma, (D) ameboidiné fagocituojanti forma. Adaptuota pagal M.
Hinwood et al., 2012 [26]

Kaip ir visiems makrofagams, mikroglijai taip pat yra budingi skirtingi aktyvacijos fenotipai.
Reaguojant j trumpalaikius pavojaus signalus mikroglijos fagocitinis aktyvumas yra nukreiptas j
uzdegiminiy procesy slopinimg ir smegeny audinio regeneracija (M2 fenotipas), taciau uzsitgsus CNS
dirginan¢iam signalui, mikroglija pereina | smegeny audinio pazaidas sukelian¢ig buseng (M1
fenotipas). Pastaruoju atveju mikroglija nekontroliuojamai sekretuoja reaktyvius deguonies junginius
bei uzdegiminius citokinus, kurie kelia pavojy neurony gyvybingumui. Uzdegimo metu kraujo-
smegeny barjeras tampa pralaidesnis, todél pazaidos vietoje skatinama periferiniy monocity
infiltracija [27, 28]. Monocitai — tai vienbranduolés lastelés, susidaranéios kauly ciulpuose i$
mieloidinés kilmés pirmtako ir cirkuliuojanéios kraujotakoje [28]. Reaguodami j aplinkoje
atsiradusius patogeninius veiksnius, monocitai per kraujotakos sistema geba pasiekti pavojaus signala
skleidZiancig vieta ir migruoti i§ kraujotakos ] tikslinj audinj. Audinyje monocitai diferencijuojasi |
didesnes ir fagocituojancias lgsteles — makrofagus. Smegeny audinyje i$ periferijos monocity susidare
makrofagai atliecka mikroglijos funkcijg ir kovoja su pavojy CNS kelianciais veiksniais [29].

Glioblastomos mikroaplinkoje yra aptinkamos funkciskai pakitusios imuninés lastelés, vadinamos Su
naviku susijusiais makrofagais (angl. tumor-associated macrophages, TAM). TAM issivysto i§
smegeny audinyje normaliai funkcionuojancios mikroglijos bei infiltruoty periferiniy monocity ir,
kaip ir jprasti makrofagai, geba egzistuoti tieck M1 (naviko augima slopinancioje), tiek M2 (naviko
augima skatinancioje) formoje. Nustatyta, kad naviko aplinkoje vyraujant M2 fenotipo imuninéms
lasteléms, prognozuojamas sunkesnis glioblastomos atvejis. TAM nuolatos palaiko aktyvia
komunikacijg su navikinémis Igstelémis per citokiny (interleukiny IL-6 ir IL-10 bei transformuojantj
augimo veiksnj TGF-B1) salygojamus signalinius kelius ir taip skatina §iy lasteliy proliferacija,
invazijg bei vaskuliarizacija [30].

1.4. Daugiaformeés glioblastomos diagnostika ir gydymo strategija

Diagnozuoti daugiaforme¢ glioblastomg ankstyvoje stadijoje daznai yra sudétinga dél specifiniy
simptomy nebuvimo, tafiau rySkiausiai glioblastomos vystymosi pradzig gali apibiidinti stiprus
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galvos skausmas ir jau¢iamas intrakranijinio slégio padidéjimas dél galvos smegeny patinimo,
galimos obstrukcijos ir sutrikusio smegeny skys¢io nutekéjimo. Taip pat 25 % serganciyjy
ankstyvojoje ir 50 % vélesnése stadijose gali biiti kankinami traukuliy [31]. Pradinei glioblastomos
diagnozei yra skiriamas kompiuterinés tomografijos arba magnetinio rezonanso tyrimas. Pastarojo
tyrimo metu pacientui suleidziamas medikamentas, sudétyje turintis gadolinio jong. Dél uzdegiminy
procesy per integralumg praradusj kraujo-smegeny barjerg gadolinis gali patekti j smegeny audinj ir
susikaupti ligos paveiktose smegeny zonose taip padidindamas kontrastg vaizdinimo metu. Esant
piktybinio naviko formavimosi pédsakams, magnetinio rezonanso vaizduose matyti netaisyklingos
formos, sutankéjes darinys su nekrozine Serdimi. Nekrozinio Zzidinio identifikavimas — tai
svarbiausias histologinis smegeny audinio pokytis, leidziantis navika priskirti daugiaformei
glioblastomai [32].

Glioblastomos gydymas — tai vienas sudétingiausiy ir rizikingiausiy onkologiniy gydymy klinikingje
praktikoje. Gydymo sékmé iki Siy dieny dar yra palyginti menka, o pacienty gyvenimo trukmé po
diagnozés siekia tik iki 14 ménesiy. Pacientams, kuriems diagnozuojama glioblastoma, pirmiausiai,
chirurginiy metody pagalba paSalinama kuo daugiau supiktybéjusio smgeny audinio ir taip
panaikinamos pacientams pasireiskianc¢iy traukuliy priezastys. Kadangi glioblastoma linkusi
invazyviai plisti | aplinkines smegeny sritis, vien chirurginiu biidu panaikinti naviko nejmanoma, o
net 80 % pacienty yra stebimas recidyvas 2-3 cm atstumu nuo pasalinto pradinio zidinio vietos. Véliau
pacientams skiriama radioterapija naikinti pavienéms glioblastomos lasteléms. Gydymo radiacija
laikas yra stipriai apribotas sudétingy Salutiniy veiksniy, tokiy kaip negriZztami neurony pazeidimai,
prasidéjusi nekrozé sveikuose smegeny regionuose ar ilgainiui iSsivystantis tam tikry naviky
atsparumas radiacijai. Daugiaformés glioblastomos gydymo efektyvumas toliau palaikomas taikant
chemoterapija [33].

Daugiaformei glioblastomai naikinti skirti alkilinantys chemoterapiniai medikamentai, tokie kaip
lomustinas, karmustinas bei TMZ pasizymi itin dideliu citotoksiskumu, sukelian¢iu organizmui daug
nepageidaujamy S$alutiniy reakcijy. Be t0, nustatyta, kad ilgainiui iSsivystantis glioblastomos
atsparumas Siems preparatams lemia ir paciy vaisty veikimo efektyvumo mazéjimg. Nepaisant to,
TMZ dél didelio priesvézinio efektyvumo ir toliau aktyviai naudojamas klinikingje praktikoje ir iki
Siy dieny laikomas standartiniu chemoterapiniu medikamentu gydyti daugiaforme glioblastoma
sergancius pacientus [33].

Gerai Zinomas natiiralus, antracikliny klasei priklausantis antibiotikas DOX pasizymi efektyviu
prieSvéziniu poveikiu. Klinikingje praktikoje DOX taikomas gydant tokius onkologinius susirgimus,
kaip §lapimo pislés, kriities, skrandzio, plauciy, kiausidziy, skydliaukés ir kitus navikus [34]. Taip
pat atlikti in vitro tyrimai parodé DOX potencialg naikinant daugiaforme¢ glioblastoma, taciau dél
fizikiniy vaisto savybiy, lemianciy ribotg jo pracinamumg per kraujo-smegeny barjera, jis negali biiti
taikomas glioblastomos gydymui be specifinio neSiklio [35].

1.5. Temozolomido priesvéZinis veikimo mechanizmas

TMZ — tai imidazolo grupei priklausantis alkilinantis chemoterapinis medikamentas, skirtas gydyti
piktybinius galvos smegeny navikus [36]. TMZ priskiriamas provaisty grupei, nes rugstingje
aplinkoje (kai pH<5) jis neturi farmakologinio aktyvumo, taciau patekes j neutralig ar Sarming terpe
(kai pH>7) patiria struktiirines modifikacijas, kurios lemia priesvéziniy savybiy pasireiskimg. Dél
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TMZ molekulés didelio lipofiliSkumo per burng ar intraveniniu keliu pavartotas vaistas gerai pereina
smegeny-kraujo barjerg ir efektyviai veikia prie§ CNS navikus [37].

TMZ struktiiriniai virsmai fiziologiniame pH prasideda susidarius monometil triazeno
5-(3-metiltriazen-1-il)-imidazol-4-karboksamidui (MTIC), kuris sureagaves su vandeniu skyla j
5-aminoimidazol-4-karboksiamida (AIC) ir farmakologiskai aktyvy metildiazonio katijona (3 pav.)
[38]. Metildiazonio Kkatijonas veikia jterpdamas metilo grupes tarp neigiamai jkrautos
deoksiribonukleoriigities (DNR) azotiniy baziy. Dazniausiai yra metilinamas adeninas ties N* atomu
arba guaninas ties N’ atomu (90 % atvejy), re¢iau — guaninas ties O® atomu (10 % atvejy). Susidares
metiladeninas ar metilguaninas véliau jungiasi su kita azotine baze, o tokia komplementarumo
principy neatitinkanti baziy pory saveika lemia lgstelés ciklo stabdymg ir pazaidy taisyma.
Reparacijos metu vienoje arba abejose DNR grandinése atsiranda trukiai, inicijuojantys lastelés zitj.
Taciau barjerg TMZ veikimui sudaro nattraliai egzistuojantys kiti savireparacijos mechanizmai,
iStaisantys metilintas DNR sritis dar prie$ prasidedant apoptozés procesui [39].

O~_ _NH,
7 5 N1
o H2 o
N\\ N - - NN N
N s - CO2 \ NF TN
6 is N2 NH 3
& CH, H
0O
i MTIC
Temozolomidas
O~_ _NH,
N\ Xy—NH2 + [CHzNZ] - R NuCHs + N2 + H
\—NH (Nu - DNR nukieofilinis centras)
AlIC

3 pav. Temozolomido struktiiriniai virsmai organizme. Fiziologinio pH aplinkoje temozolomidas
suskyla j 5-aminoimidazol-4-karboksiamidg (AIC) ir farmakologiskai aktyvy metildiazonio
katijong. Adaptuota pagal J. Zhang et al., 2012 [38]

Vienas svarbiausiy TMZ efektyvuma slopinanciy veiksniy yra metilguanino-DNR metiltransferazes
(MGMT) geno raiska. Esant nemetilintam MGMT geno promotoriui intensyviai sintetinamas MGMT
baltymas, kuris geba pasalinti metilo grupe nuo OS-metilguanino ir neutralizuoti TMZ sukeltg
poveikj. TMZ metilintas N”-guaninas ir N3-adeninas gali biiti atpazintas ir pataisytas baziy iskirpimo
reparacijos (angl. base excision repair) keliu veikiant glikozilazéms, endonukleazéms, polimerazéms
ir DNR ligazéms. Taip pat DNR sintezés metu veikia nesuporuoty nukleotidy reparacijos
mechanizmas (angl. mismatch repair), kuris neteisingai susijungusiy azotiniy baziy vietose formuoja
negrjztamus DNR grandinés triikius. Sie TMZ veikima ribojantys mechanizmai yra pagrindiné
problema, apsunkinanti daugiaformés glioblastomos gydyma [40].
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1.6. Doksorubicino hidrochlorido priesvézinis veikimo mechanizmas

Siekiant aplenkti TMZ poveikj mazinancius reparacijos mechanizmus ir islaikyti nemazesnj
prieSvézin] efektyvumag yra atlieckamos studijos su potencialiu DOX taikymu smegeny naviky
gydymui. DOX — tai gamtinés kilmés placiu chemoterapiniu poveikiu pasizymintis medikamentas,
kuris natiiraliai susintetinamas vykstant S. peucetius bakterijy genties antrinio metabolizmo
reakcijoms [41]. DOX molekulés struktiirinis sastatas sudarytas i§ aglikono ir prie jo prisijungusio
aminocukraus (daunosamino) (4 pav.) [42].

HCI

NH,

OH

CHs

4 pav. Doksorubicino hidrochlorido struktiiriné formulé

DOX priesvézinis veikimo aktyvumas pasireiskia gebéjimu jsiterpti tarp DNR azotiniy baziy pory,
ty. interkaliuoti DNR. DOX molekuléje esantis antrachinono fragmentas jsiterpia tarp DNR
grandiniy, o aminocukrus — daunosaminas — prisijungia mazajame DNR griovelyje. Susidargs DOX
ir DNR kompleksas stabilizuojamas naujai besiformuojan¢iomis vandenilinémis jungtimis tarp DNR
azotiniy baziy. Sis procesas lemia polinukleotidinés grandinés iskraipyma, topoizomerazés II
aktyvumo pokycius ir dél to slopinamg DNR replikacija bei transkripcija [43]. Be to, DOX
citotoksinis aktyvumas gali pasireikSti per saveika su lgsteliniu deguonimi, de¢l kurios jis
oksiduojamas j nestabily junginj — semichinona. Sio metabolinio virsmo metu lasteléje intensyviai
generuojami aktyviis deguonies junginiai, kurie lemia DNR triikiy atsiradima, baltymy fragmentacija
bei lipidy peroksidacija [44].

Nepaisant DOX priesvézinio veikimo efektyvumo, yra identifikuoti ir vaisto sukeliami organizmui
toksiniai padariniai. Dél DOX nespecifinés sagveikos, molekulé veikia ne tik vézinése, bet ir sveikose
lastelése. Pastebéta, kad DOX saveika su kardiomiocitais sukelia itin stipry nepageidaujama
kardiologinj poveikj [45]. Taip pat, DOX nuslopina kauly ¢iulpy funkcijg, todél pacientams dazniau
pasireiskia infekciniai susirgimai bei kraujavimas [46]. Be to, DOX taikymas onkologiniy susirgimy
gydyme galvos smegeny srityje yra apribotas jo menko praeinamumo per kraujo-smegeny barjera
[47].

1.7. Ekstralgstelinés piuslelés — Iasteliy komunikacijos kelias

Ekstralastelinés puslelés (EP) — tai lipidiniu dvisluoksniu apgaubtos puslelés, generuojamos j
tarplasteling aplinka bei bioskysCius tiek prokariotiniy, tiek eukariotiniy lasteliy. Anksc¢iau tokie
dariniai buvo suprantami kaip Iastelinés kilmés ,,atlickos®, taciau i§samesné jy analizé parodé, kad
pusleliy struktiroje sukaupti unikaltis baltymy, lipidy bei angliavandeniy deriniai veikia kaip
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signaliné priemoné perduodant informacijg i$ vienos Igstelés kitai. Kiekvienos organizmo Igstelés
fiziologinémis ar patologinémis salygomis sekretuojamos EP atlicka svarby vaidmen; Igsteliy
tarpusavio komunikacijoje, imuninio atsako perdavime, angiogenezéje bei kity signaliniy procesy
suzadinime [48, 49].

Ilgiausiai zinomi bei daugiausiai iStyrinéti yra trys EP tipai: apoptotiniai kiineliai, mikropiislelés bei
€gzosomos. Apoptotiniai kiineliai — tai 0,5-2 pm dydzio kiineliai, susidarantys i§ apoptozés keliu
mir$tandios lastelés fragmenty. Siek tiek maZesnés yra mikropislelés (100-1000 nm), kurios j
tarplasteline aplinkg atsiskiria pumpuruojant plazminei membranai dalijimosi metu. Egzosomos yra
40-120 nm dydzio pislelés, vienintelés susiformuojancios lastelés viduje ir j uZzlagsteling aplinkg
iSlaisvinamos susiliejus daugiapisleliniam ktineliui (ang. multivesicular body, MVB) su plazmine
membrana [48, 50].

Augantis susidoméjimas EP lemia sparciai intesyvéjancius mokslinius tyrimus Sioje srityje.
Remiantis naujausiais duomenimis, klasikiné $iy pusleliy klasifikacija yra papildyta dar trimis
unikalius morfologinius ypatumus turinciais pusleliy tipais. Egzomerai — tai pacios maziausios iki
Siol identifikuotos EP (<50 nm). Struktariskai egzomerai nuo kity pusleliy skiriasi tuo, kad néra
apriboti lipidiniu dvisluoksniu bei yra gausiai praturtinti Igsteliy metabolizme dalyvaujanciais
baltymais. Taip pat dar yra zinomos migrasomos — tai 0,5-3 um dydzio ir ovalios formos EP, kurios
sudarytos 1§ daug mazy pusleliy, atsirandanéiy Igstelés migracijos eigoje. Didziausias EP —
onkosomas — geba sekretuoti vézinés lastelés. Jos formuojasi kaip ir mikropiislelés pumpuruojant
lastelés plazminei membranai, o jy dydis gali bati net iki 10 pm [49]. Pagrindiniai EP tipai

pavaizduoti 5 paveikslélyje.
Mikropuslelés Q
(0,1 -1 um)

o O

Migrasomos
(0,5 -3 um)

Onkosomos
(1-10 um)

Branduolys

Didelés egzosomos
(90 - 120 nm)

0 o8
Egzomerai , o° ocz) ©
<50 o) 02
( RIEHS S ® o MaZos egzosomos
(60 - 80 nm)

5 pav. Ekstralgsteliniy pasleliy tipai. Adaptuota pagal S. T. Y. Chuo et al., 2018 [49]
1.8. Egzosomy biogenezé ir struktiirinis sastatas

Egzosomoms, prieSingai nei kitoms EVs, yra buidinga endosominé kilme, kuri lemia, jog Siose
puslelése yra sukaupiama daug motininei Igstelei budingy biomolekuliy. Egzosomy formavimasis
prasideda i§ uZzlgsteliniy ir lasteliniy kompartmenty susidarius ankstyvajai endosomai. Brendimo
metu endosomos plazminé membrana pumpuruoja j viding puse sudarydama daug mazesniy pusleliy,
kurios vadinamos intraluminalinémis puslelémis (angl. intraluminal vesicles, ILV). Kiekvienos ILV
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viduje surenkami ir apribojami skirtingi lgstelés citozoliniy baltymy, lipidy bei nukleortigsciy
deriniai. Susidarius daug tokiy ILV, ankstyvoji endosoma virsta MVB, kuris gali biiti arba
nukreipiamas suardymui j lizosomas, arba transformuotis j vélyvaja endosoma, kuri toliau susilieja
su plazmine membrana ir i$skiria j uzlasteling aplinka ILV kaip egzosomas [51, 52]. Egzosomos,
i$skirtos j tarplasteling aplinka, gali nukeliauti didelius atstumus iki lastelés-taikinio ir perduoti jai
signalg trimis skirtingais mechanizmais: 1) egzosomos membranai susilicjant su tikslinés Igstelés
membrana ir tiesiogiai iSlaisvinant egzosomos komponentus Igstelés citoplazmoje; 2) egzosomai
veikiant kaip lgstelés membraniniams receptoriams specifiskam ligandui ir inicijuojant nuo receptoriy
priklausomos signalinés kaskados pradzig; 3) vykstant endocitozei egzosomos j lgsteliy vidy patenka
ankstyvosios endosomos struktiiroje (6 pav.) [52].
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6 pav. Egzosomy biogenez¢ ir patekimo j lgstelg-taikinj galimi biidai. Adaptuota pagal A. A. Patil ir
W. J. Rhee, 2019 [52]

MVB susidarymui reikalingos ILV gali formuotis dviem skirtingais molekuliniais biidais. Pirmuoju
atveju, ILV susidaryti yra bitinas endosominis pasiskirstymo kompleksas, reikalingas
transportavimui (angl. endosomal sorting complex required for transport, ESCRT). Tai i§ mazdaug
20 baltymy, pasiskirs¢iusiy j 4 mazesnius subvienetus (ESCRT-O0, -1, -11, -111), sudarytas kompleksas,
atsakingas uz atitinkamy molekuliy supakavimg j ILV. ESCRT-0 geba atpazinti ubikvitinu pazymétus
baltymus ir surGsiuoti juos endosomos membranos pavirSiuje. Tuo tarpu, ESCRT-I ir ESCRT-II
sukelia endosomos membranos deformacija skatindami susidaryti jos jlinkiams j endosomos vidy.
Galiausiai, ESCRT-III susijunges su pagalbiniu baltymu Vps4, inicijuoja susidariusiy membranos
jlinkiy atsiskyrimg ir uZzsivérimg taip sudarant ILV [53]. Taip pat ILV gali susiformuoti ir
nepriklausomai nuo ESCRT veikimo. Siam mechanizmui yra svarbiis lipidai, tokie kaip keramidas,
cholesterolis bei fosfolipazé D2, tetraspaninai diferenciacijos klasteris (angl. cluster of
differentiation, CD) 63, CD81, TSPANS bei siluminio Soko baltymas HSP70. Lipidai yra atsakingi
yra edosomos membrandos jlinkiy susidaryma, o baltymai — uz atitinkamy molekuliy deriniy
supakavima j pusleliy vidy [54].
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Nustatyta, kad egzosomy struktiriniame karkase gali biiti identifikuojama mazdaug 194 skirtingi
lipidai, 1639 informacinés ribonukleoriigstys (MRNR) ir 764 mikro ribonukleortigstys (miRNR) bei
4563 baltymai [55]. Cholesterolis, sfingomielinas, glikosfingolipidai ir fosfatidilserinas yra
gausiausiai egzosomy struktiiroje aptinkami lipidai. Jie atsakingi ne tik uz pislelés struktiirinés
formos palaikymg ir apribojimg nuo iSorinés aplinkos poveikio, taiau jie taip pat dalyvauja
egzosomos biogenezés procesuose [56]. Egzosomy struktiiroje nustatomos ir nukleortigs§tys — mRNR,
miRNR bei ilgos nekoduojancios RNR. mRNR gali perduoti informacijg apie aminoriigs¢iy seka
naujai sintetinamo baltymo struktiiroje, vadinasi, j Iastele-taikinj patekusi egzosoma su motininei
lastelei budinga mRNR gali suzadinti lgstelei-taikiniui nebiidingo baltymo sintez¢. MiRNR geba
reguliuoti geny raiSka potranskripciniu periodu slopindama arba aktyvindama komplementarias arba
pusiau komplementarias sekas turin¢ios mRNR koduojamo baltymo transliacija. miRNR taip pat gali
sukelti histony modifikacijas ir DNR promotoriaus regiony metilinima transkripcijos eigoje [57].

Didziaja egzosomos struktiros dalj sudaro baltymai, iSsidést¢ tiek viduje, tieck membranoje.
Tetraspaninai (CD9, CDS81, CD63, CD82, CD54, CD11b) yra svarbiausi egzosomy membranos
baltymai, leidziantys specifiSkai jas identifikuoti. Taip pat egzosomos yra gausiai praturtintos
Siluminio Soko baltymais (HSP60, HSP70, HSP90), kurie atlieka Saperony funkcijg ir reguliuoja
lastelés atsakg 1 aplinkoje esancius dirgilius. Be tetraspaniny ir Siluminio Soko baltymy, egzosomy
struktliroje yra sutinkami ir tokie citoplazminiai baltymai, kaip klatrinas, Alix, ubikvitinas, TSG101,
Rab ir aneksinai, kurie dalyvauja MVB, o véliau egzosomos susidarymo procesuose. Egzosomos
karkase yra nustatomos ir pagrindinio audiniy suderinamumo komplekso I ir II klasés molekulés,
dalyvaujancios imunoreguliacijoje reaguojant j antigenines struktiiras. Taip pat egzosomoje gausu
fermenty (pvz.: baltymy kinazé¢ G, ATPaz¢, enolazé ir kt.), signalus perduodanciy ir net viruso
baltymy [55].

1.9. Egzosomuy taikymas tikslinéje véZio terapijoje

Iki $iy dieny taikomas tradicinis vézio gydymas apima naviko zidinio $alinimg chirurginés procediiros
metu bei palaikomajj gydyma radio- bei chemoterapijomis [58]. Tokia gydymo strategija pagrjsta
greitai besidauginanciy véziniy lgsteliy dalijimosi slopinimu. Taciau organizme natiraliai
funkcionuojancios kitos, greitai atsinaujinancios lgstelés, tokios kaip kauly Ciulpy ar plauky Iastelés,
taip pat yra paveikiamos gydymo metu. Tai lemia, kad tradiciné ir nespecifi§kai j navikinj audinj
nukreipta véZzio terapija sukelia organizmui eile nepageidaujamy reakcijy bei skatina greitg atsparumo
gydymui i$sivystyma [59].

Kadangi onkologiniai susirgimai vis dar yra viena svarbiausiy mirties prieZasCiy zZmoniy
populiacijoje, tai skatina ieskoti alternatyviy ir labiau specifisky vézio gydymo metody. Inovatyviy
strategijy vystymui yra svarbu suprasti, kad naviko audinys sudarytas i§ misrios lasteliy populiacijos,
kuriai biidingos skirtingos molekulinés savybés, lemiancios nevienoda atsaka j terapijg ir dél to
atsparaus gydymui fenotipo issivystyma. Dél Siy priezasCiy vis placiau kalbama apie tiksling vézio
terapija, kuri prieSingai nei tradiciniai gydymo metodai, specifiskai veikia navikg nedarant jokio
poveikio aplinkiniams audiniams. Pavyzdziui, nanomedicinoje itin mazo dydzio dalelés yra
panaudojamos kaip chemoterapiniy medikamenty neSikliai ] naviko sritj, taip uztikrinant vaisto
geresnj biologinj pracinamumg ir didesne koncentracijg pageidaujamoje vietoje [60]. Nepaisant to,
sintetinés nanodalelés yra neefektyvios dél mazos skvarbos j naviko audinj ir prasto uzsilaikymo
jame [61].

23



Naturaliai organizme susidaranc¢ios nano dydzio egzosomos gali buti pritaikomos efektyviam ir itin
specifiSkam vaistiniy preparaty perneSimui organizme. Lyginant su kitomis nano dalelémis, tokiomis
kaip liposomos, metaly jonai ar polimerai, egzosomos turi daugiau taikymo pranasumy [62].
Pavyzdziui, natiirali egzosomy kilmé lemia, jog organizme nesuzadinamos imuninio atsako reakcijos.
Be to, paprastai chemoterapiniai medikamentai patys savaime negeba efektyviai kirsti lgsteliy
plazminiy membrany ir taip sukelti norimg poveikj. Egzosomose jterpti vaistai yra apsupti dvigubu
lipidy sluoksniu, kuris ne tik pagerina vaisto pracinamumg ] lgstelés-taikinio vidy, bet ir apsaugo ji
nuo prieSlaikio skilimo tarplastelinéje aplinkoje. Taip pat vaisto, esanéio egzosomos Viduje,
koncentracijos pastovumag iki patekimo j tiksling vietg uZtikrina ir tai, jog €gzosomos, cirkuliuodamos
kraujotakos sistemoje, pasizymi itin dideliu stabilumu tiek fiziologinémis, tiek patologinémis
salygomis. Visos Sios savybés lemia, kad egzosomos yra efektyvi ir veiksminga tikslinés vézio
terapijos priemoné [63, 64].

1.10. Farmaciniy medikamenty iterpimo j egzosomas metodai

Egzosomy kaip vaistiniy molekuliy pernesimo sistemy kiirimas laboratorijoje gali biiti atliekamas
nuo egzosomas produkuojanciy Igsteliy priklausomais ir nepriklausomais metodais. Pirmuoju atveju,
tiksliné molekulé pirmiausiai patenka j lgstele, kurios funkcionavimo eigoje vidulasteliniai
kompartmentai kartu su vaistu surenkami j egzosomos sastatg ir sekretuojami j tarplasteling aplinka.
Nuo egzosomy donoriniy lgsteliy nepriklausomi metodai apima tiesioginj biologiskai aktyviy
junginiy jterpima j jau iSgryninty egzosomy sudétj [65].

Pats paprasciausias vaisty jterpimo j egzosomas biidas yra inkubacija, kurios metu dél koncentracijy
skirtumo molekulés i§ aplinkos sverbiasi per lipidinj dvisluoksnj. Vaisto molekulés gali buti
inkubuojamos misinyje arba su donorinémis Igstelémis, arba tiesiogiai su i§grynintomis €gzosSomomis
(7 pav.). Sis metodas maziausiai pazeidzia egzosomy membrany integraluma, ta¢iau lipidinj sluoksnj
pereinancio vaisto koncentracija néra didelé [66].

O Vaistiné molekulé

7 pav. Vaisto jterpimas j egzosomy sudétj inkubacijos metodu. (A) Vaisto inkubacija su egzosomas
produkuojancia lgstele, (B) vaisto tiesioginé inkubacija su egzosomomis. Adaptuota pagal S. Fu et
al., 2020 [66]

Siekiant padidinti jterpiamo j egzosomy sudétj vaisto kiekj dazniau taikomi fizikiniai metodai, kurie
gali uztikrinti molekulés patekimo efektyvumag formuodami laikinas poras ptsleliy membranose.
Sonoporavimas — tai vienas i$ tokiy metody, kurio veikimo principas remiasi garso bangy energijos
gebéjimu susilpninti membrany vientisg struktirg (8 pav. A). Taip pat mikropory egzosomy
membranose sudarymui gali buti taikoma elektroporacija, kurios metu piislelés veikiamos trumpais
elektros impulsais (8 pav. B). Paprastesnis metodas priversti formuotis jtrikius membranos
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struktiiroje yra staigus egzosomy ir vaisto misinio Sildymas-saldymas (8 pav. D), ta¢iau $io metodo
taikymas yra ribojamas dél baltymy biologinio aktyvumo mazgjimo ir egzosomy agregacijos
padidéjimo [66].

Vaistas | egzosomy sastatg taip pat gali biiti jterpiamas taikant fizikinius metodus, kurie suaktyvina
molekuliy mainus abipus lipidinio dvisluoksnio. Tokiu veikimo mechanizmu pasizymi ekstruzija,
kuriai vykstant medikamentas yra presuojamas su egzosomomis, kol jy membrana sublitiksta ir
susimaiso su molekulémis i§ aplinkos (8 pav. C). Taip pat vaisto jterpimui gali bati naudojamos ir
pavirSiaus aktyvios medziagos, tokios kaip saponinas ar tritonas, kurios geba sgveikauti su membrany
struktiiroje esanc¢iomis molekulémis ir jas suardyti taip sudarydamos ertmes vaistinés molekulés
peréjimui (8 pav. E). Dar vienas vaisto molekulés jterpimo j egzosomos sudétj metodas yra dializeé.
Egzosomy ir vaisto miSinys yra patalpinamas dializés membranoje ar mégintuvélyje ir nuolatos
maiSomas, kad vaistas patekty j puslelés vidy (8 pav. F) [66].

Y

A B
9)

O Vaistiné molekulé

8 pav. Vaisto jterpimas j egzosomy sudétj fizikiniais metodais. (A) Sonoporavimas, (B)
elektroporacija, (C) ekstruzija , (D) Sildymas-saldymas, (E) veikimas pavir§iaus aktyviomis
medziagomis, (F) dializé. Adaptuota pagal S. Fu et al., 2020 [66]

Palyginus visus galimus vaisty jterpimo j egzosomas budus, elektroporacija pasiZymi didziausiu
efektyvumu ir maZiausiai zalos egzosomoms keliamu poveikiu. Siuo biidu efektyviai padidinamas
savaime pro egzosomy membranas nedifunduojanciy didesniy vaisto molekuliy patekimas j puslelés
vidy. Be to, elektroporacijos procediira yra nesudétinga ir nereikalaujanti daug kasty [67].

1.11. Eksperimentiniai glioblastomos tyrimo modeliai

Zinios bei supratimas apie organizme vykstanéius biologinius procesus glaudZiai susijes su pazanga
in vitro tyrimuose. Gebéjimas auginti lasteles ne organizmo aplinkoje suteikia mokslininkams
galimybe analizuoti lasteliy biologija, audiniy morfologija, leidZia nustatyti ligy patogenezeés
mechanizmus ir potencialius vaisty veikimo kelius. Nuo 1907 mety, kai pirmg kartg laboratorijoje
buvo uzauginta lasteliy kultiira, yra naudojamos dvidimensinés (2D) modelinés sistemos, kurios
sudaromos lasteléms prikimbant prie indo plastikinio pavirSiaus ir suformuojant monosluoksnj. 2D
modeliai yra gana paprasti, lengvai analizuojami ir kontroliuojami, o jy suformavimas nereikalauja
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itin dideliy kasty, taciau jie neatspindi tikros lgsteliy morfologinés israiSkos, poliSkumo ar dalijimosi
budo. Be to, 2D modeliuose nejmanoma atkartoti svarbios ir nataraliai organizme esancios lasteliy
sgveikos tarpusavyje ir su uzlgsteline aplinka. Toks lgsteliy kontaktavimas aplinkoje yra itin
reikSmingas lasteliy diferenciacijai, proliferacijai, gyvybingumui, geny ir baltymy raiskai, atsakui j
dirgiklius bei vaisty poveikiui [68].

Dél 2D modelio trakumy buvo ieSkomi alternatyviis metodai, kurie galéty tiksliau atkartoti natiiralias
biologines struktiiras eksperimentinéje skaléje. 1970 metais pirma kartg buvo suformuotas
tridimensinis (3D) modelis, kurio mikroaplinkos savybés leido i§saugoti natiiralig Igsteliy forma bei
iSlaikyti Igstelés-1astelés bei Igstelés-uzlgstelinio uzpildo sgveikas [68]. Trimaciuose lasteliy kultiiry
modeliuose susidaro difuzinis maisto medZiagy bei deguonies gradientas. Sios modelinés sistemos
savybés uztikrina, kad in vitro sferinéje biisenoje auginamos lgstelés yra artimos nattiraliai naviko
mikropalinkai [69]. Schematinis 2D ir 3D modeliniy sistemy palyginimas pavaizduotas 9
paveikslélyje.

9 pav. Lasteliy kultiiry modelinés sistemos. (A) 2D modelis, (B) 3D modelis. Adaptuota pagal T.
Saydé et al., 2021 [69]

Trimatis lasteliy modelis gali bati formuojamas panaudojant matricas ar be jy. Pastaruoju atveju,
modelio susidarymas priklauso nuo lasteliy polinkio agreguotis esant tam tinkamoms sglygoms.
Pavyzdziui, lgstelés geba savaime suformuoti sferinj darinj, kai yra auginamos ,,kabanciame lase®,
taip pat induose, kuriy pavir$ius netinkamas lgsteléms prikibti. Paprastai tokiy indy pavirSius yra
apdorojamas lIgsteléms nelipniais sintetiniais (pvz.: poli-2-hidroksietilmetakrilatas) arba nataraliais
(pvz.: agarozé) polimerais. Savaiminé lasteliy agregacija dar gali biiti paskatinama naudojant
magneting levitacijg. Sio metodo pritaikymui Igsteliy suspensija turi biiti sumai$oma su magnetinémis
nanodalelémis tam, kad véliau veikiant magnetiniam laukui, 1gstelés judéty nuo indo pavirsiaus link
mitybinés terpés ir aplinkos salycio ribos ir ten sudaryty sferoida [70].

3D modelio formavimui naudojamos matricos gali bati natiiralios (kolagenas, matrigelis, zelatina)
arba sintetinés (polietilenglikolis, polilakto riigstis, poliglikolio rigstis). Matrica modelio sudarymui
pasirenkama atsizvelgus ] joS poringuma, laiduma, pavirSiaus pobiidj, mechaninj stabilumg ir kitas
savybes siekiant atkartoti natiiralig organizmo uzlgsteling aplinka. Matricy panaudojimas trimacio
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modelio sukiirimui uztikrina lgsteliy agregato imobilizacijg, pagerina biochemines bei biofizines
lasteliy savybes ir suteikia biologiskai aktyvig terpe joms daugintis bei diferencijuotis [70].

1.12. Projekto temos ir uzdaviniy pagrindimas

Daugiaformé glioblastoma — tai agresyvi ir nekontroliuojamai plintanti galvos smegeny naviky
forma, kurios gydymas klinikinéje praktikoje yra apribotas dél sudétingos lokalizacijos. Remiantis
statistine serganciyjy duomeny analize, vidutiné gyvenimo trukmé po diagnozés paprastai siekia vos
iki dviejy mety. Tai rodo, kad Siuo metu taikoma kombinuota daugiaformés glioblastomos gydymo
strategija, apimanti chirurginj, chemo- bei radioterapinj gydyma, yra nepakankamai efektyvi [71].
Glioblastomos gydymui naudojamas standartinis chemoterapinis vaistas TMZ, dél nespecifisko
veikimo, sukelia organizmui eil¢ nepageidaujamy reakcijy [33] ir skatina atsparaus vézinés lastelés
fenotipo vystymasi [40]. Kito, efektyviai veikian¢io prie$vézinio medikamento DOX vartojimas
glioblastomos gydymui yra ribojamos jo fizikiniy savybiy, trukdanciy pareiti kraujo-smegeny
barjera [47].

Efektyvaus daugiaformés glioblastomos gydymo metodo nebuvimas skatina ieSkoti invotyviy
technologijy. Siuo metu intensyviai vystomai tikslinei véZio terapijai, nukreiptai specifiskai naikinti
auglio lasteles, itin reikSmingas nanodaleliy pritaikymas. Deja, sintetiniu biidu sukurtos nanodalelés
yra neefektyvios dél mazos skvarbos j vézinius audinius ir prasto uzsilaikymo juose [61]. Egzosomos
— tai nattiralios nano dydzio puslelés, susidarancios palaikyti lasteliy tarpusavio komunikacijai [48].
Lipidiniu dvisluoksniu apgaubtos egzosomos pasizymi itin dideliu stabilumu organizme esant tiek
fiziologinéms, tiek patologinéms salygoms. Sios piislelés geba pereiti visus biologinius barjerus ir
prasiskverbti j tolimiausius audinius, o dél nattiralios jy kilmés néra suzadinami imuniniai savisaugos
mechanizmai [63]. Taip pat yra nustatyta, kad i$skirtinai imuniniy lgsteliy egzosomos pasizymi
gebéjimu atpaZzinti navikines Igsteles bei efektyviai su jomis susilieti [8]. Vis délto, iki $iol néra
sukurtos egzosomy technologija paremtos terapijos glioblastomos gydymui.

Norint padidinti in vitro ikiklinikiniy tyrimy efektyvuma, bitina tobulinti glioblastomos
eksperimentinius modelius. In vivo salygoms artimose 3D modelinése sistemose, priesingai nei iki
Siol vis dar placiai naudojamose ploksciose vieno sluoksnio lasteliy kultirose, Iastelés pasizymi
nattiraliai joms budingu fenotipu, funkcija, geny ir batymy raiska. Taip pat dél modelyje palaikomos
sferinés glioblastomos struktiiros, lgstelés gali sgveikauti tarpusavyje bei su uzlgsteliniu uzpildu, be
to, vykstant metabolity apykaitai susidaro natiiraliai navikiniame audinyje veikiantys barjerai bei
gradientai [69, 72].

Taigi, $io baigiamojo darbo metu suformuotas glioblastomos 3D modelis su hipoksiniu gradientu leis
in vitro tyrimuose imituoti natdralias glioblastomos fizikines ir chemines savybes. Kuriamos naujos
glioblastomos gydymo technologijos bus testuojamos artimomis in vivo salygomis, todél jy
pritaikymas klinikiniuose tyrimuose turéty zZenkliai padidéti.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1. Tyrimams naudotos medzZiagos

1 lentelé. Tyrimams naudoty medziagy ir jy gamintojy sgrasas

Medziagos pavadinimas

Gamintojas

DMEM + GlutaMAX lasteliy auginimo terpé

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Verselio serumas

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Penicilinas-Streptomicinas

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Tripsinas-EDTA

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Fosfatinis drusky buferis

Sigma-Aldrich

RPMI 1640 lasteliy auginimo terpé

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

DMEM/F12 lasteliy auginimo terpé

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

Tripano mélio dazas

Sigma-Aldrich

Total Exosome Isolation reagentas

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific

Bradfordo reagentas Sigma-Aldrich
Triton X-100 Sigma-Aldrich
Jaucio serumo albuminas Sigma-Aldrich

Zmogaus CD9 ELISA rinkinys

MyBioSource, JAV

Zmogaus CD81 ELISA rinkinys

MyBioSource, JAV

Temozolomidas

EMD Millipore Corp., JAV

Doksorubicino hidrochloridas

British Pharmacopoeia Commission Laboratory, UK

Agaroze

Sigma-Aldrich

Hypoxyprobe-Red549 rinkinys

Hypoxyprobe, Inc

Bisbenzimido H 33342 trihidrochloridas (Hoechst 33342)

Sigma-Aldrich, grynumas > 98%

Geltrex™ tarplastelinis uzpildas

Gibco™, Thermo Fisher Scientific

PrestoBlue™ tirpalas

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific

Dimetilsulfoksidas

Sigma-Aldrich, grynumas > 99.9%

D (+)- Sacharozé

Carl Roth, grynumas > 99.5%

Glicerolis

Sigma-Aldrich, grynumas > 99%

Trifluoracto riigstis

Merck (Darmstadt, Germany)

Acetonitrilas

Sigma-Aldrich
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Metanolis Sigma-Aldrich

827.2. Tyrimams naudota jranga

2 lentelé. Tyrimams naudotos jrangos bei jos gamintojy sarasas

Irangos pavadinimas Gamintojas

Laminarinio oro srauto spinta ESCO Class II BSC, Singaptras

Centrifuga BioSan Centrifuge LMC-4200R, Latvija
Centrifuga Heraeus Megafuge 16R, Vokietija

Centrifuga Heraeus Biofuge Pico, Vokietija

Inkubatorius New Brunswick Galaxy 170S

Hemocitometras Fuchs-Rosenthal, Vokietija

Sviesinis mikroskopas Leica Dmil, Vokietija

Konfokalinis mikroskopas Olympus Fluoview FV 1000, Japonija

Ploksteliy skaitytuvas Tecan Infinite 200 PRO, Sveicarija

Nanodaleliy analizatorius Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, UK
Kaitinimo spinta VWR DRY-Line, Vokietija

Gene Pulser® elektroporatorius Bio-Rad, JAV

Gene Pulser® elektroporacijos kiuvetés Bio-Rad, JAV

Exosome Spin Columns (MW 3000) Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific

Magnetiné maisyklé 2mag MIXcontrol 20, Vokietija

Chromatografas su diody matricos detektoriumi \Gvgf)r s €2695 Alliance system, Waters, Milford, MA,
Chromatografiné kolonélé ACE Super, ACT, UK

Ultragarso vonelé Elmasonic P, EIma Schmidbauer GmbH, Vokietija

2.3. Lasteliy kultary kultivavimas

Tyrimams atlikti buvo naudojamos imortalizuotos Zmogaus lasteliy linijos: mikrogijos HMC-3
(ATCC® CRL-3304), monocity U-937 (ATCC® CRL-1593.2) bei glioblastomos lasteliy HROG36
(CLS®) kulttiros. Darbai su lgstelémis buvo atliekami sterilioje laminarinio oro srauto aplinkoje.

HMC-3 lasteliy linijja buvo auginama DMEM + GlutaMAX lasteliy auginimo terpéje (angl.
Dulbecco's Modified Eagle Medium), papildytoje 11,2 % verselio serumu (angl. fetal bovine serum,
FBS) bei 1 % penicilino-streptomicino tirpalu (10000 1U/ml-10000 pg/ml). Lasteliy perséjimas buvo
vykdomas pagal gamintojo rekomendacija, 2-3 kartus per savaite. Lasteliy tankumui pasiekus 90-95
% indo pavirSiaus ploto, jos buvo veikiamos 0,25 % (w/v) Tripsino-0,53 mM etileno diamino
tetraacto ragsties (angl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) tirpalu, kuriame esantis fermentas
uztikrina peptidiniy jungciy tarp Igsteliy monosluoksnio bei indo pavirSiaus suskaidyma ties arginino
ir lizino C-galais. Tirpalo sudétyje jeinantis EDTA padidina tripsino fermentinj aktyvuma,
neutralizuodamas Ca2* bei Mg?* jonus. Tripsino veikimo efektyvumui jtakos gali turéti mitybinéje
terpéje buvusio serumo likuciai, kurie veikia kaip Sio fermento inhibitoriai, todel pries lasteliy
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paveikimg tripsino tirpalu, rekomenduojama lgsteliy monosluoksnj bent kartg nuplauti su fosfatiniu
drusky buferiu (angl. phosphate buffered saline, PBS). Lasteléms atkibus nuo indo pavirSiaus,
tripsinas buvo inaktyvuojamas mitybine terpe ir kartu jos sudétyje esanciu verselio serumu. Lasteliy
atskyrimui nuo tripsino liku¢iy buvo vykdomas centrifugavimas 130 x g 5 min. Po centrifugavimo
pasalinus supernatanta, 1astelés buvo suspenduojamos naujoje mitybingje terpéje, uzsé¢jamos j audiniy
kultiiry indus ir auginamos 37 °C temperatiiroje, esant 5 % COx.

U-937 monocity lasteliy kultira buvo kultivuojama RPMI 1640 Igsteliy auginimo terpéje (angl.
Roswell Park Memorial Institute), papildytoje 10 % FBS bei 1 % penicilino-streptomicino tirpalu
(10000 1U/mI-10000 pg/ml). Mitybinés terpés pakeitimas buvo vykdomas 3-4 kartus per savaite
atsizvelgus ] lgsteliy tankumg. Lasteliy skaicius ir gyvybingumas buvo vertinamas dalj jy nudazius
Tripano méliu ir uzpildZius Siuo lgsteliy ir dazo misiniu hemocitometro kamera, kurig véliau buvo
galima analizuoti Sviesinu mikroskopu (zr. 2.4.). Lasteliy tankumas mitybinéje terpéje buvo
palaikomas pagal gamintojo rekomendacija — 1x10°-2x10° gyvybingy Igsteliy mililitre. U-937 lasteliy
linijos sukoncentravimui arba visiskam terpés pakeitimui buvo taikomas centrifugavimas 130 X g
5 min. Monocity linija buvo auginama 37 °C temperatiiroje, esant 5 % COa.

HROG-36 glioblastomos linija buvo auginama DMEM/F12 auginimo terpéje (angl. Dulbecco's
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12), papildytoje 10 % FBS bei 1% penicilino-
streptomicino tirpalu (10000 IU/mI-10000 pg/ml). Lasteléms mitybiné terpé buvo kei¢iama 1-2
kartus per savaite. Perséjimo procediros metu, kaip ir mikroglijos HMC-3 lasteliy atveju, suardyti
tarp audiniy kultairy indo ir Igsteliy susidariusias jungtis buvo naudojamas 0,05 % (w/v) Tripsino-0,53
mM EDTA tirpalas. Lasteléms atkibus nuo indo pavirSiaus, fermentas buvo inhibuojamas mitybine
terpe, o jo likuciai pasalinami centrifuguojant 200 x g 5 min. HROG-36 lasteliy linija buvo
kultivuojama audiniy kultiiry induose ir auginama 37 °C temperatiiroje, esant 5 % CO..

2.4. Lasteliy gyvybingumo ir skaiciaus jvertinimas Tripano méliu

Bendram Iasteliy skaiciui nustatyti ir zuvusiy bei sveiky lasteliy santykiui jvertinti buvo naudojamas
0,4 % Tripano mélio dazas. Toks lasteliy skai¢iavimo principas yra paremtas sveiky ir pazeisty
lasteliy membrany vientisumo skirtumu. Sveiky lgsteliy plazminé membrana yra vientisa, todél dazas
negali pereiti per membrang ir patekti j lastelés vidy. PrieSingai, pazeisty lasteliy membranos yra
praradusios vientisumg, todél Tripano mélio molekulés i§ tarplgstelinés aplinkos, kurioje jy
koncentracija didesné, pradeda skverbtis pro pazeistas Igsteliy membranas ir susikaupia jy viduje.

Tripano mélis su lgsteliy suspensija buvo sumaiSomi santykiu 1:1, o tada Siuo miSiniu buvo uzpildoma
hemocitometro kamera. Hemocitometro kameros vaizdas buvo vertinamas $viesiniu mikroskopu.
Norint nustatyti mirusiy (nusidaziusiy, melyny) ir gyvy (nenusidaziusiy, balty) lasteliy skaiciy, jos
turéjo buti suskai¢iuojamos visuose 16-0je hemocitometro kameros kvadraty. Gauta lasteliy suma
buvo dauginama 2 Kkartus, taip atsizvelgta j lagsteliy suspensijos skiedimy skaiciy ir 5000 karty, taip
jvertinta vieno kvadrato tiirio dalis mililitre. Gautas rezultatas rodé skaiCiuojamy lasteliy kiekj
viename mililitre.

2.5. Glioblastomos 3D modelio kiirimas

Glioblastomos 3D modelis buvo kuriamas naudojant HROG-36 lgsteliy linijg. Sferoidy suformavimui
buvo panaudojamos apvaliadugniy 96 Sulinéliy lékstelés, kurios prie§ Igsteliy uzséjimg buvo
padengiamos plonu 2% agarozés sluoksniu. Agarozé panaudojama sferoidy karimui dél gebéjimo
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sumazinti lasteliy auginimo indo pavirSiaus adhezines savybes. Dél Sios priezasties, inde patalpintos
lastelés negali sgveikauti su pavirSiumi, todél formuoja organoiding 3D struktiirg. Sterilumui
uztikrinti bei i$tirpinti agarozei, paruostas 2% tirpalas buvo kaitinamas 30 min. 120 °C temperataroje.
Karstas agarozés tirpalas laminarinio oro traukos spintoje buvo iSpilstomas po 100 pl i kiekviena
Sulinélj. Pragjus maziau nei 30 sekundziy, nespéjusios sustingti agarozés likuciai buvo nedelsiant
atsargiai paSalinami i$ Sulinéliy su automatine pipete.

Pries séjimg j agaroze padengtus apvaliadugnius Sulinélius, glioblastoma buvo surenkama i$ 1gsteliy
auginimo indo, o gauta suspensija nucentrifuguojama (zr. 2.3.). Toliau buvo jvertinamas Igsteliy
skai¢ius su Tripano méliu bei hemocitometru (zr. 2.4.). | vieng Sulinélj (pavirsiaus plotas 0,32 cm?)
buvo s¢jama po 10 000 lasteliy. Lasteliy sukoncentravimui Sulinélio centrinéje dalyje, 1ékstelé buvo
centrifuguojama 280 x g 7 min. Glioblastomos pavieniy Igsteliy agregacijai ir sferinés struktiiros
sudarymui, Igstelés buvo inkubuojamos 37 °C temperatiiroje esant 5 % CO-, 48 val.

Praéjus 48 val. inkubaciniam periodui, sferoidas buvo perkeliamas j tarplastelinj uzpildag Geltrex™.
Tai tirpi pamatinés membranos forma, sudaryta i§ IV tipo kolageno, laminino ir heparansulfato
turin¢iy proteoglikany. Siy komponenty misinys uztikrina sferoido struktirinio pagrindo sudaryma ir
leidzia in vitro sglygomis palaikyti nattiraliam audiniui artimg Igsteliy fenotipg ir funkcijas. Prie§
naudojimg Geltrex™ tarplastelinis uzpildas turéjo biiti Iétai atSildomas 2-8 °C temperatiiroje. Siekiant
palaikyti Geltrex™ skystoje formoje, iSpilstymo j ploksc¢iadugniy Sulinéliy léksteles (arba
konfokalines 1€kstelés vaizdinimo atveju) metu jis buvo laikomas ant ledy. Kiekvienas Sulinélis,
padengtas Geltrex™ uzpildu (100 pl/cm?) buvo inkubuojamas 30 min. 37 °C temperatiiroje tam, kad
gelis sustingty. Po inkubacijos, Sulinéliuose, kuriuose formuojami sferoidai, esanti mitybiné terpé
buvo atsargiai sumaiSoma su automatine pipete. MaiSymo metu judinama terpé lemé sferoido
peréjimg i§ dugno | Sulinélio pavirsiy, todél su 50 pl pipetés antgaliu buvo galima jj perkelti ant
tarplastelinio uzpildo. Perkeltas sferoidas su $iek tiek mitybinés terpés buvo inkubuojamas 37 °C
temperatiroje, 15-30 min., 0 jam jsitvirtinus tarplgsteliniame uzpilde, Sulinéliai buvo papildomi
mitybine terpe iki 200 pl/0,32 cm? ir toliau inkubuojami 37 °C temperatiiroje esant 5% CO., 24 val.
Sferoido skersmens dydis buvo monitoruojamas $viesiniu mikroskopu kiekvieng auginimo diena.
Pagrindiniai modelio formavimo etapai vaizduojami 10 paveikslélyje.

Lasteliy Lasteliy Steroido Steroido
paséjimas agregacija susidarymas ikapsuliavimas

10 pav. Glioblastomos 3D modelio formavimo pagrindiniai etapai
2.6. Glioblastomos 3D modelio hipoksinio gradiento analizé imunohistocheminiu metodu

In vivo salygomis naviko progresavimo eigoje yra identifikuojami hipoksiniai regionai, todél in vitro
suformuotame auksto piktybiskumo laipsnio glioblastomos 3D modelyje §i savybé taip pat turéjo
atsispindéti. Hipoksiniy sri¢iy nustatymui buvo panaudojamas Hypoxyprobe™ RED 549 rinkinys,
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kurio sudétyje buvo hipoksijos Zymuo pimonidazolo hidrochloridas bei fluorogeninis RED 549 dazas,
konjuguotas su pelés IgGl monokloniniu antikiiniu MAbl. Pimonidazolo hidrochloridas geba
susiri§ti su baltymy, aminortigs¢iy ar peptidy tiolio grupémis ir sudaryti stabilius junginius, kai
lasteléje jaudiamas deguonies stygius, o pO2 yra maziau nei 10 mmHg. Siuos pimonidazolo
hidrochlorido kompleksus su tiolio grupémis atpazjsta ir pazymi RED 549 MADb1, todél jo
fluorescencinis atsakas gali bati detektuojamas esant bangai, kurios suzadinimas yra iki 562 nm, 0
emisija —iki 576 nm.

Hipoksinio gradiento analizei HROG-36 lgsteliy linijos 3D modeliné sistema buvo formuojama
vaizdinimui skirtose konfokalinése 1éksStelése. Pirmiausiai, sferoidai buvo paveikiami 200 uM
pimonidazolo hidrochloridu 2 val. 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos, nesusiriSusio hipoksijos
zymens likuéiai buvo paSalinami plaunant su PBS. Véliau, 2 val. 37 °C temperatiroje, saugant nuo
tiesioginés Sviesos poveikio sferoidai buvo inkubuojami su RED 549 MAb1 (20 pg/ml) ir taip
pazymimi hipoksinése lastelése susidare pimonidazolo hidrochlorido kompleksai su tiolio grupémis.
Dazo perteklius po inkubacijos buvo pasalinamas 1ékstele plaunant su PBS 3 kartus.

Glioblastomos lasteliy branduoliams pazyméti buvo atlickama 15 min. inkubacija tamsoje, kambario
temperatiroje su 10 mM Hoechst 33342 fluorescuojanciu dazu. Jo perteklius véliau pasalintas
plaunant su PBS. Imunocitochemiskai pazyméti sferoidai buvo vaizdinami konfokaliniu mikroskopu.
Gautos nuotraukos buvo apdorojamos programiniu paketu ImageJ.

2.7. Egzosomy gryninimas i$ l1asteliy mitybinés terpés

Remiantis literatiiroje pateiktais duomenimis zinoma, kad FBS sudétyje yra gausu egzosomy [73],
todél norint iSgryninti tik Igsteliy iSskirtas nano dydzio piisleles, biitina i$ mitybinés terpés sudéties
pasalinti serumg. Monocitai (400 000 lasteliy/ml tankumu) jprastomis augimo salygomis buvo
kultivuojami beseruminéje terpéje 72 val. Mikroglijos Igstelés (300 000 Igsteliy/ml tankumu) buvo
auginamos rotuojant beseruminéje terpéje 48 val. Po atitinkamai kiekvienai lgsteliy linijai taikomo
periodo beserumingje terpéje, lasteliy mitybiné terpé buvo surinkta ir nucentrifuguota 3000 x g 15
min. Centrifugavimo metu buvo paSalintos lastelinés kilmés nuolauZos ir didesni nelgsteliniai
komponentai. Atskirtas supernatantas buvo filtruojamas per 0,22 pm poros dydzio filtra, taip
uztikrinant, kad mitybinéje terpéje neliko didesniy nei egzosomy specifiniui dydziui budingy daleliy.

Paruosta l1asteliy mitybiné terpé buvo sumaiSoma su Total Exosome Isolation reagentu santykiu 1:2
ir inkubuojama ne maziau nei 12 valandy 2-8 °C temperatiroje. Po inkubacijos, misinys buvo
centrifuguojamas 10 000 x g 60 min. esant 2-8 °C temperatiirai. Inkubacijos metu reagentas veikia
susiriSdamas su vandens molekulémis, tod¢l centrifuguojant net ir nedideliais grei¢iais nusodinami
maziau tirpts komponentai, tokie kaip egzosomos. Po centrifugavimo supernatantas buvo pasalintas,
o mégintuvélio dugne nusédusios egzosomos suspenduotos PBS. Taip paruostos egzosomos buvo
saugomos —20 °C temperattroje ne ilgiau nei 3 mén.

2.8. Egzosomy baltymo koncentracijos jvertinimas spektrofotometriniu Bradfordo metodu

Eksperimentiniuose tyrimuose egzosomy koncentracija buvo vertinama pagal bendrg egzosomy
baltymo kiekj, nustatyta kiekybiniu Bradfordo metodu. Raudonai rudos spalvos Bradfordo reagento
pagrindinis sudedamasis komponentas yra Kumasi briliantinis mélis G-250, istirpintas fosforo
ragstyje. Sis junginys saveikauja su méginyje esan¢iomis bazinémis ar aromatinémis aminoraigstimis
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ir lemia atitinkamo intensyvumo dazo spalvos pokytj i§ raudonai rudos j mélyng spalva. Baltymo
koncentracija nustatoma spektrofotometriskai iSmatuojant 595 nm bangos ilgio Sviesos sugert;.

Pries spektrofotometring analize, egzosomy méginiai buvo maisomi su 0,1% detergento Triton X-100
(santykiu 9:1). Detergentas veikia ardydamas egzosomy lipidinj dvisluoksnj ir taip uztikrina, kad
matavimo metu yra aptinkami ne tik transmembraniniai, bet ir vidulgsteliniai egzosomy baltymai.
Ardymo efektyvumui padidinti, méginiai su detergentu buvo inkubuojami 15 min. 2-8 °C
temperatiiroje. Véliau 10 pL méginio buvo sumaisoma su 190 pL Bradfordo reagento 96-sulinéliy
leksteléje, kuri prie§S Sviesos sugerties matavimag daugiafunkciniu ploksteliy skaitytuvu buvo
inkubuojama 10 min. kambario temperatiiroje saugant nuo tiesioginés $viesos poveikio.

Bendram baltymo kiekiui méginyje nustatyti buvo sudaroma kalibraciné kreivé matuojant zinomos
koncentracijos (0, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 ir 0,8 mg/ml) jauc¢io serumo albumino tirpaly
Sviesos sugertis (11 pav.). Remiantis Sia kreive, buvo iSvesta linijinés regresijos lygtis, kuri leido
y —0,0263

03177
kurioje X — baltymo koncentracija tiriamajame méginyje (mg/ml), y — tiriamojo tirpalo $viesos
sugertis.

tiriamuose méginiuose kiekybiskai jvertinti bendra baltymo kiekj pagal formule x =
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11 pav. Bradfordo metodo kalibraciné kreivé, reikalinga egzosomy koncentracijos pagal bendro
baltymo kiekj nustatymui

2.9. Egzosomy charakterizavimas dinaminés Sviesos sklaidos metodu

IS lgsteliy mitybinés terpés iSgrynintos egzosomos buvo charakterizuojamos pagal dydj dinaminés
Sviesos sklaidos metodu nanodaleliy analizatoriumi. Taikant §} metoda daleliy dydis néra tiesiogiai
iSmatuojamas, jis yra sumodeliuojamas pagal daleliy gebéjimg i$sklaidytg Sviesg. PBS praskiestas
egzosomy méginys buvo perkeliamas j vienkarting kiuvete, tirpalu uzpildant bent 1 cm Kkiuvetés
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aukscio. | nanodaleliy analizatoriuje patalpintg kiuvete su egzosomy méginiu buvo nukreipiama
lazerio Sviesa, kuri dél daleliy Brauno judéjimo buvo issklaidoma. Daleliy judéjimo sukelty skirtingo
intensyvumo signalo amplitudziy analizé leido nustatyti transliacinj difuzijos koeficienta. Sis
koeficientas yra susij¢s su daleliy hidrodinaminiu skersmeniu, todél taikant Stokso-Einsteino lygti
galima apskai¢iuoti méginyje esanc¢iy daleliy dydj [74]. Kiekvienas egzosomy méginys buvo
jvertinamas atlikus 5 atskirus matavimus, kurie analizatoriaus programoje buvo apdorojami ir
suvidurkinami bei pateikiami su standartiniu nuokrypiu.

2.10. Egzosomy CD9 ir CD81 Zymenuy raiskos nustatymas ELISA metodu

ELISA (angl. enzyme-linked immunosorbent assay) — tai imunofermentinis tyrimo metodas,
leidziantis identifikuoti specifinio antigeno buvima tiriamajame méginyje. Zmogaus muniniy Iasteliy
egzosomos buvo charakterizuojamos pagal budingiausius gyvininés kilmés egzosomoms Zymenis,
CD9 ir CD8L1. Siuo tikslu buvo naudojami zmogaus CD9 ir CD81 validuoti ELISA rinkiniai. ELISA
metodas pagristas susidarancia antikiino-antigeno sgveika pagal ,,sumustinio* principa, t.y. antikiinas,
nukreiptas prie$ specifinj Zymenj, i§ anksto yra imobilizuotas 96-Sulinéliy 1€ksteléje, todel pridéjus
tirilamojo egzosomy méginio jame esantis zymuo turi sgveikauti su antikiinu Sulinélio dugne. Véliau,
egzosomy zymuo kaip antigenas atpazjstamas pridéjus su biotinu konjuguotg antrinj antikiing.
Biotino molekulé reikalinga tolimesnei sgveikai su streptavidinu (CD9 nustatymo atveju) arba
avidinu (CD81 nustatymo atveju), konjuguotu su krieny peroksidazés fermentu. Sio fermento
detekcijai naudojamas substratas 3,3',5,5'-tetrametilbenzidinas (TMB), kuris prisijunggs katalizuoja
krieny peroksidaze ir lemia tiriamojo méginio spalvos pasikeitimg i§ bespalvés | mélyng. Reakcija
sustabdoma paveikus specialiu ragstiniu tirpalu, kuris mélyng méginio spalva pakeicia j geltona, 0
450 nm bangos ilgio Sviesos intensyvumas (optinis tankis) jvertinamas spektrofotometriniu rezimu
veikianc¢iu ploksteliy skaitytuvu.

Pries imunofermentinés analizés tyrima, egzosomy méginiy koncentracijos buvo jvertinamos pagal
bendrg baltymo kiekj Bradfordo metodu. Atlikti CD9 ir CD81 ELISA analizei buvo naudojami
egzosomy preparatai, kuriy koncentracija pagal bendrg baltymo kiekj buvo 0,13 mg/ml. Imuniniy
lasteliy egzosomy méginys (100 ul) buvo perkeliamas j Sulinélj, padengtg pries atitinkamg zymenj
nukreiptu antikiinu ir inkubuojamas 90 min. 37 °C temperatiroje. Po inkubacijos, su pirminiu
antikiinu nesusiriSusio antigeno liku¢iai buvo pasalinami 2 kartus praplaunant Sulinélius su plovimo
buferiu. Toliau Sulinéliai buvo papildomi biotinu pazymétu antriniu antiktinu (100 pl) ir inkubuojami
60 min. 37 °C temperatiiroje. Inkubacijai pasibaigus vél buvo atlickamas Sulinéliy praplovimas nuo
antiktino likuciy (3 kartus). Véliau buvo vykdoma 30 min. inkubacija 37 °C temperatiiroje su
streptavidino/avidino ir krieny peroksidazés konjugatu. Kaip ir po ankstesniy inkubacijy, Sulinéliai
buvo praplauti plovimo buferiu (5 kartus). Galiausiai, Sulinéliai buvo papildomi krieny peroksidazés
substratu TMB (90 pl) ir inkubuojami tamsoje 15 min. 37 °C temperatiroje. Po inkubacijos, spalviné
reakcija buvo stabdoma pridedant stop tirpalo (50 ul), o optinis tankis Sulinéliuose iSmatuojamas
daugiafunkciniu ploksteliy skaitytuvu. Kiekvieno matavimo metu buvo atlickama kontrolé vietoje
egzosomy méginio uzpildant Sulinélius skiedimo buferiu (100 upl). Tolesnés manipuliacijos
kontroliniuose Sulin¢liuose buvo vykdomos pagal anksciau apraSyta metodika.

Siekiant kiekybiskai jvertinti zymeny kiekj egzosomy meginiuose buvo sudaromos kalibracinés
kreivés. Buvo pamatuojami zinomy koncentracijy zZymeny tirpaly optiniai tankiai ir sudaromi
priklausomybés grafikai. Pagal grafikui specifiska linijinés regresijos lygti buvo sudarytos formulés

= Y*0001Z (opyg) jr x = LF20 (cpgi), kuriose x —

Zymens Kkoncentracijos nustatymui: x
0,0212 0,1083
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méginyje esancio atitinkamo Zzymens koncentracija (ng/ml), y — méginio optinis tankis, kai bangos
ilgis 450 nm. CD9 Zymens kalibraciné kreivé pateikiama 12 paveikslélyje, CD81 — 13 paveikslélyje.
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2.11. Vaistiniy medzZiagy jterpimas j egzosomas elektroporacijos metodu

Vaisto molekulés jterpimui | egzosomy struktiirinj sastata buvo naudojama elektroporacija. Tai
fizikinis metodas, kuris remiasi biologiniy membrany ir aplinkos terpés poliarizacijos bei laidumo
skirtumais. Vekiant elektriniam laukui, egzosomy membrana poliarizuojasi ir vidinéje egzosomos
puséje sukuriamas stipresnis elektrinis laukas nei aplinkos terp¢je. Tai lemia, kad puislelés lipidiniame
dvisluoksnyje susiformuoja laikinosios poros, pro kurias vaisto molekulés is aplinkos gali difunduoti
] egzosomos vidy [75]. Metodo principas vaizduojamas 14 paveikslélyje.

,» Pory atsivérimas
A y
B

Kritinis
transmembraninis
potencialas

14 pav. Elektroporacijos metodo principas. (A) Egzosoma veikiama iSoriniu elektrinio lauko
impulsu, (B) kai elektrinio lauko stipris yra didesnis uz slenksting ribg, egozomos membranoje
susidaro laikinos poros, pro kurias gali difunduoti molekulés i§ aplinkos, (C) elektrinio lauko
stirpiui sumazéjus iki slenkstinio potencialo, poros membranoje iSnyksta

ISgrynintos imuniniy lasteliy egzosomos su DOX ir TMZ (1 ug egzosomy méginio pagal bendra
baltymo kiekj buvo dedama 33 pg/ml DOX arba TMZ) buvo sumaiSomi elektrai laidziame buferyje,
sudarytame i§ 500 mM sacharozés, istirpintos 10% glicerolio tirpale [76]. 80 pl Sio miSinio buvo
perkeliama j 1§ anksto atSaldyta 0,1 cm elektroporacijos kiuvete. Egzosomy ir vaisto miSiniu uzpildyta
kiuveté buvo jstatoma ] elektroporatoriy tarp dviejy elektrody ir veikiama 400 V jtampos pulsu du
kartus (vieno impulso trukmé 0,60 ms). Po poveikio, misinys nedelsiant buvo perkeliamas i$
elektroporacijos kiuvetés j 1,5 ml talpos Eppendorf tipo mégintuvélj ir inkubuojamas 30 min. 37 °C
temperatiiroje. Si inkubacija buvo vykdoma norint pagreitinti membranos integralumo atsistatyma.
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I egzosomy vidy nepatekusio vaisto likuc¢iai buvo surenkami panaudojant Exosome Spin Columns
kolonéles, skirtas i$§ méginio Salinti nedidelius junginius, kuriy molekuliné¢ mas¢ < 3000. Remiantis
gamintojo protokole nurodyta informacija, kolonéléje esantis gelio sluoksnis prie§ naudojima turéjo
buti sudrékinamas su PBS (650 pl), sumaiSomas ir paliekamas 15 min. kambario temperatiiroje.
Susidarius gelinei membranai, skysc¢io perteklius buvo paSalinamas j surinkimo meégintuvelj jstatyta
kolonél¢ centrifuguojant 750 x g kambario temperatiroje 2 min. Po centrifugavimo kolonélé buvo
paruoSta naudojimui. I§ pradziy, kolonélé buvo perkeliama j 1,5 ml talpos Eppendorf tipo
mégintuveélj, o egzosomy ir vVaisto misinys atsargiai supilamas ant gelio. Kartojant centrifugavima
ankstesniais parametrais, egzosomos buvo apvalomos nuo nejterpto Vvaisto likuciy, kurie buvo
sulaikomi gelio sluoksnyje, tuo tarpu, likes méginys istekéjo 1 Eppendorf tipo mégintuvélj.

2.12. Vaistiniy medziagy jterpimo j egzosomas nustatymas

I imuniniy lgsteliy egzosomas jterpti medikamentai buvo identifikuojami efektyviosios skysciy
chromatografijos (ESC) metodu. Tai analitinis metodas, leidziantis nustatyti tiriamajj méginj
sudaranc¢iy komponenty tapatybe bei kiekybiSkai juos jvertinti. Metodas pagristas tiriamaji méginj
sudaran¢iy komponenty skirtingomis sorbcijos ir desorbcijos savybémis. Méginys kartu su judria faze
leidziamas per kolonéléje imobilizuota stacionarig faze. Dél skirtingos junginiy sorbcijos gebos,
méginys yra i$skirstomas j sudedamasias dalis, kurias galima identifikuoti [77]. Egzosomy méginiy
chromatografiné analizé buvo atlikta bendradarbiaujant su LSMU Farmakognozijos katedros prof.
dr. Lina Raudone bei dokt. Gabriele Vilkickyte.

Egzosomy meéginys prie§ chromatografing analize buvo sumaiSomas su organiniu tirpikliu
acetonitrilu (santykiu 1:1) ir 10 min. veikiamas ultragarsu (esant 80 kHz dazniui, 100 W galiai,
kambario temperatiiroje) tam, kad suirty pusleliy membrana ir jterptas vaistas pasklisty tirpiklyje.
Pries atliekant chromatografine analize, suardyti méginiai buvo prafiltruoti per 0,2 pm poros dydzio
filtrus. Paruostas egzosomy méginys buvo analizuojamas ESC chromatografu su diody matricos
detektoriumi. Naudota kolonélé buvo ACE Super C18 (250 mm x 4.6 mm, daleliy dydis 3 pm).
Analizé atlikta taikant gradientinj eliuavima. Egzosomy méginiy su TMZ analizei judrioji fazé buvo
sudaryta i§ A — 0,1% trifluoroacto rtgsties ir B — 100% metanolio (0 min., 10% B; 0-3 min., 20% B;
3-6 min., 40% B; 6-10 min., 10% B; 10-15 min., 10% B; metodika pritaikyta remiantis [78]).
Egzosomy, kuriose buvo jterptas DOX, analizei naudota judri faz¢, kuri buvo sudaryta i§ A — 0,1%
trifluoroacto rtgsties ir B — 100% acetonitrilo (0 min., 15% B; 0-8 min., 25% B; 8-16 min., 40% B;
16-25 min., 70% B; 25-33 min., 100% B; 33-35 min., 15% B; 35-40 min., 15% B; metodika
pritaikyta remiantis [79]). Judrios fazés tékmés greitis — 0,5 ml/min. Bandiniy injekavimo taris — 10
ul. Kolonélés temperatiira — 35 °C. Analizés rezultatai apdoroti su Empower (Waters) programa.

TMZ ir DOX buvo identifikuojami pagal jy standartiniy junginiy sulaikymo laikg bei UV
spinduliuotés spektra, kai yra zinoma, jog TMZ absorbcijos maksimumas ties 330 nm, 0 DOX — 233
nm. Kiekybiniam DOX ir TMZ jvertinimui buvo sudaromos kalibracinés kreivés matuojant Zinomy
koncentracijy tirpalus (TMZ atveju, buvo naudojami 0,5, 1, 5, 10, 30 ir 50 pg/ml koncentracijy
tirpalai, o DOX - 0,25, 0,5, 1, 5 ir 10 pg/ml). TMZ kalibraciné kreivé vaizduojama 15 paveikslélyje,
0 DOX — 16 paveikslélyje.
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D¢l DOX nataralaus fluorescencinio potencialo j imuniniy lasteliy egzosomas jterpto vaisto
koncentracija buvo nustatoma ir fluorescenciniu metodu. Visy pirma, egzosomy membrana turéjo
biiti suardoma panaudojant detergentg Triton X-100, kurio 0,1% tirpalo 2 pl buvo sumaisomi su 18 pl
egzosomose jterpto DOX méginiu. Pagerinti detergento veikimo efektyvuma, miSinys buvo
inkubuojamas 15-30 min. 2-8 °C temperatiiroje. Po inkubacijos dél suardyto egzosomy membranos
lipidinio dvisluoksnio, DOX buvo i$laisvintas i$ piislelés j aplinkinj skystj. Paruo$tas méginys buvo
skiedziamas su PBS iki 100 ul, sumaiSomas ir perkeliamas j juodg 96 Sulinéliy 1ékstele. DOX
fluorescencijos intensyvumas buvo matuojamas daugiafukciniu ploksteliy skaitytuvu, kai bangos
suzadinimo ilgis 485 nm, 0 emisija — 595 nm. Jterpimo vertinimo metodika buvo vykdoma tamsoje,
saugant DOX nuo tiesioginés $viesos poveikio.

Kiekybiniam jterpto | imuniniy Igsteliy egzosomas DOX jvertinimui buvo sudaroma kalibraciné
kreivé, kuri vaizduojama 17 paveikslélyje. Buvo paruosiami zinomos koncentracijos DOX tirpalai
(100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ir 1000 ng/ml) ir iSmatuojamas jy
fluorescencijos intensyvumas. Pagal gautus rezultatus buvo sudarytas priklausomybés grafikas bei

iSvesta linijiné regresija, kuri leido sudaryti formulg, reikalinga | egzosomas jterpto DOX kiekio
y+0,5361
04146 '

méginio fluorescencijos intensyvumas, kai suzadinimo bangos ilgis 485 nm, o emisija 595 nm.

jvertinimui: x = kurioje x — DOX koncentracija tiriamajame méginyje (ng/ml), y — tiriamojo
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17 pav. Doksorubicino hidrochlorido kalibraciné kreivé, skirta pagal fluorescencijos intensyvumag
jvertinti | egozomas jterpto vaisto kieki

Apskaiciuotas ] egzosomas jterpto DOX kiekis buvo panaudojamas procentiniam jterpimo
C (DOX)
C (idéta)
} egzosomas efektyvumas; C (DOX) — | egzosomas jterpta DOX koncentracija, C (jdéta) — DOX
koncentracija, panaudota vykdant elektroporacija.

efektyvumo jvertinimui pagal formulg x = x 100%, kurioje x — procentinis DOX jterpimo
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2.13. Glioblastomos lasteliy migracijos tarplasteliniame uzpilde vertinimas

Glioblastomos HROG-36 invazyvumas po poveikio imuniniy Igsteliy egzosomose jterptu DOX ir
TMZ buvo vertinamas pagal pavieniy lasteliy migracija. Geltrex™ tarplasteliniame uzpilde
suformuotas glioblastomos 3D modelis buvo veikiamas mikroglijos HMC-3 bei monocity U937
egzosomomis, kuriy strukttiroje buvo jterptas DOX arba TMZ. Lasteliy migracija buvo vertinama
prie$ paveikiant tiriamaisiais egzosomy méginiais bei pra¢jus 72 val. po poveikio. Kiekviename
numatytame laiko taske buvo atlickamas sferoidy vaizdinimas Sviesiniu mikroskopu, o gautos
nuotraukos panaudotos nustatyti lgsteliy migracijos aktyvumui. Panaudojant programinj paketg
ImageJ buvo vertinamas i$migravusiy i$ sferoido Igsteliy uzimamas plotas, atmetus pradiniame laiko
taske buvusj sferoido plotg (18 pav.).

18 pav. Glioblastomos lasteliy migracijos vertinimo pavyzdys. Lasteliy migracijos poky¢iai buvo
nustatyti iSmatavus sferoido plota pradiniame laiko taske (A) ir po 72 val. i sferoido iSmigravusiy
lasteliy uzimama plota (B). Siy ploty skirtumas identifikavo lasteliy migracijos potencialg

2.14. Glioblastomos metabolinio aktyvumo vertinimas fluorescuojanciu PrestoBlue dazu

Glioblastomos lasteliy gyvybingumas buvo vertinamas panaudojant PrestoBlue daza. Tai lgsteliy
metabolinio aktyvumo indikatorius, kurio veikimas pagristas resazurino metaboliniais virsmais
gyvybingose lgstelése. Mélynos spalvos nefluorescuojantis resazurinas, patekes j funkcionuojanéia
lastelg, vykstant elektrony pernasai kvépavimo grandine yra redukuojamas iki raudonos spalvos
rezorufino. Susidariusio rezorufino spalvos intensyvumas tiesiogiai priklauso nuo metaboliskai
aktyviy lagsteliy skaiciaus ir gali biiti kiekybiSkai jvertintas matuojant fluorescencijg ar Sviesos sugert;.

Glioblastomos 3D modelis buvo veikiamas imuniniy lgsteliy egzosomomis su jterptu DOX ir TMZ
72 val. 37 °C temperatiiroje. Po 72 val. inkubacijos buvo vertinamas sferoido gyvybingumas
PrestoBlue fluorescuojanciu dazu. PrestoBlue reagentas buvo sumaiSomas su Igsteliy mitybine terpe
santykiu 1:10 ir perkeliamas ant glioblastomos sferoido (100 pl/0,32 cm?) pries tai pasalinus terpe su
egzosomomis. Sferoidas su dazu buvo inkubuojamas 3 val. 37 °C temperatiroje, Saugant nuo
tiesioginés $viesos poveikio. Po inkubacijos, mitybiné terpé su metabolizuotu resazurinu buvo
surenkama ir perkeliama j juodg 96 Sulinéliy lékstele. Spalvos intensyvumas buvo matuojamas
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daugiafunkciniu ploksteliy skaitytuvu, kai fluorescencijos suzadinimo bangos ilgis 560 nm, o emisija
—590 nm.

2.15. Statistiné duomenuy analizé

Statistiné duomeny analizé buvo atlickama SigmaPlot 13.0. programiniu paketu. Grafikuose pateikta
vidutiné duomeny reik§mé gauta i§ maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty rezultaty. Duomeny
vidurkiai nurodyti su standartiniu nuokrypiu. Rezultaty lyginimas tarp dviejy grupiy buvo atliktas
taikant Stjudento t-testa, o palyginti daugiau nei dviems grupéms buvo naudojama vienkrypté
dispersiné ANOVA analizé (angl. one-way analysis of variance), pasirinkus Bonferonio statistinj
kriterijy.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Glioblastomos 3D modelio su hipoksiniu gradientu suformavimas

Kiekvienas glioblastomos 3D modelis buvo formuojamas i§ 10000 lasteliy, kurios buvo
sukoncentruojamos i$ anksto plonu agarozés sluoksniu padengtame apvaliadugniame Sulinélyje
(19 pav. A). Pragjus 24 val. po lasteliy uzséjimo, lastelés pradeda agreguotis ir sudaryti sferinés
formos uzuomazgos (19 pav. B). Nustatyta, kad $io tarpinio glioblastomos darinio dydis yra 538 +
17 um. Po 48 val. susidaro taisyklingos formos glioblastomos sferoidas, kurio skermens dydis yra
448 + 15pum (19 pav. C). Toks sferoidas jau perkeliamas i tarplastelinj uzpildg Geltrex™ ir
paliekamas jsitvirtinti inkubuojant dar 24 val. Praéjus 24 val. po sferoido jkapsuliavimo, jo dydis yra
376 £ 20 um (19 pav. D).

19 pav. HROG-36 glioblastomos 3D modelio kiirimo etapai. (A) Glioblastomos lasteliy
sukoncentravimas Sulinélio, padengto plonu agarozés sluoksniu, dugne, (B) sferoido vaizdas po
24 val., (C) sferoido vaizdas po 48 val., (D) sferoidas tarplagsteliniame uzpilde Geltrex™ po 24 val.

Remiantis literatiiroje pateiktais duomenimis, hipoksiniy sri¢iy susidarymas véziniuose 3D
modeliuose yra aptinkamas, kai sferoidy skersmuo biina didenis nei 200 um, o sferoido dydziui esant
vir§ 500 um pradeda formuotis nekroziniai zidiniai [80]. Glioblastomos lasteliy skai¢ius, naudotas
3D modelio sukiirimui, buvo parenkamas eksperimentiniu biidu formuojant sferoidus ir matuojant jy
dydj, kol susidargs sferinis modelis buvo didesnis nei 200 pm, bet mazesnis nei 500 pm.

Suformuoto 3D modelio hipoksiniy sri¢iy jvertinimui buvo panaudotas Hypoxyprobe™ RED 549
rinkinys. I§ pradziy, sferoidg sudaranc¢iy hipoksiniy lgsteliy baltymy tiolio grupés buvo pazymimos
pimonidazolo hidrochloridu, o tada nudazomos fluorescuojan¢iu RED 549 dazu. Lasteliy branduoliy
vizualizacijai buvo taikoma trumpa inkubacija su Hoechst 33342 dazu. Imunocitochemiskai
pazymétas sferoidas buvo vaizdinamas konfokaliniu mikroskopu — hipoksinés sritys buvo nustatytos
naudojant TXRED filtry rinkinj, o lasteliy branduoliai — DAPI (20 pav.).
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20 pav. Suformuoto glioblastomos 3D modelio hipoksinio gradiento imunocitocheminis
jvertinimas. (A) Mélynai pazyméti sferoidg sudaranciy lasteliy branduoliai (Hoechst 33342), (B) to
paties mikroskopinio lauko hipoksinése lastelése raudonai Svieciantys tiolio grupe turintys baltymai

(Hypoxyprobe™ RED 549), (C) bendras vaizdas, reprezentuojantis hipoksinius zidinius,

lokalizuotus sferoido centringje dalyje.

Hipoksijos zymuo pimonidazolo hidrochloridas yra placiai naudojamas in vitro véziniy 3D modeliy
hipoksijos tyrimuose. Pavyzdziui, jo pritaikymas yra aprasytas i§ HCT116 adenokarcinomos [81],
T-47D krities vézio [82], LLC Lewis plauciy karcinomos bei A673 Ewingo sarkomos lasteliy linijy
suformuoty sferoidy hipoksiniy sri¢iy vaizdinimui [83].

3.2. Egzosomuy pritaikymas vaisty pateikimui
3.2.1. Imuniniy lasteliy egzosomy charakterizavimas pagal dydi

Pirmame imuniniy Igsteliy egzosomy pritaikymo prieSvéZiniy vaisty pateikimui etape, egzosomy
preparatai buvo charakterizuojami jvertinant juose daleliy dydj analizatoriumi Zetasizer Nano.
Analizés metu nustatyta, kad monocity linijos U937 egzosomy dydis yra nuo 78 nm iki 190 nm
(didziausia daleliy frakcija stebima ties 120 nm, 21 pav.).
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21 pav. U937 monocity egzosomy identifikavimas pagal dydj analizatoriumi Zetasizer Nano
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Remiantis moksliniais straipsniais apie gyvininés kilmés egzosomas, pazymima, kad jy dydis
varijuoja tarp 30-200 nm [84]. Taigi, gauti rezultatai sutampa su literatiiroje pateiktais duomenimis.
Didesniy nei 120 nm daleliy dydis gali buti fiksuojamas dél savaiminio egzosomy polinkio
agreguotis, tai lemia, jog analizatoriaus aptinkamos didesnés dalelés gali biiti keliy egzosomy
sudarytas agregatas. Taip pat Sanjana Haque su bendraautoriais [85] atliko U937 monocity egzosomy
dydzio analize Zetasizer Nano analizatoriumi. Sie mokslininkai nustaté, kad U937 sekretuojamos
€gz0somos yra mazesnes, t.y. 66 = 1,4 nm.

Taip pat buvo atlikta ir mikroglijos HMC-3 linijos produkuojamy egzosomy dydzio analizé. Tyrimo
metu nustatyta, kad mikroglijos egzosomos pagal dydj buvo pasiskirs¢iusios 78-190 nm intervale
(buvo stebimos dvi ryskios dydzio frakcijos — ties 91 nm bei 141 nm, 22 pav.).
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22 pav. HMC-3 mikroglijos egzosomy identifikavimas pagal dydj analizatoriumi Zetasizer Nano

Kaip ir U937 egzosomy atveju, didesniy daleliy identifikavimas gali biiti susijes su egzosomy
agregacija, taCiau gautas egzosomy dydzio pasiskirstymas iki 200 nm sutampa su literatiros
duomenimis [84]. Sanjay Kumar su kolegomis [86] taip pat jvertino HMC-3 linijos egzosomy dyd;j
NanoSight-LM10 analizatoriumi ir gavo panasius rezultatus — identifikuojamas $iy lasteliy egzosomy
dydis buvo iki 150 nm.

3.2.2. Imuniniy lasteliy egzosomy charakterizavimas pagal CD9 ir CD81 specifiniu Zymeny
raiska

Kitame tyrimy etape iSgryninty imuniniy lasteliy egzosomy méginyje buvo nustatomi mokslinéje
literatiiroje aprasyti pagrindiniai gyviininés kilmés egzosomoms biidingi Zymenys CD9 ir CD81. Sie
baltymai yra egzosomy membranoje lokalizuoti specifiniai panaSaus dydzio teraspaninai (CD9
molekuliné masé yra 24 kDa, 0 CD81 — 26 kDa). Siame darbe CD9 ir CD81 baltymai tiriamuosiuose
egzosomy meéginiuose buvo identifikuojami taikant kiekybinj imunofermentinj ELISA metoda.

Tiek U937 monocity, tieck HMC-3 mikroglijos egzosomy méginiuose buvo aptikta CD9 ir CD81
zymeny raiska. Gauti rezultatai rodo, jog HMC-3 mikroglijos egzosomose CD9 zymens Kiekis yra
tris kartus, o CD81 Sesis kartus didesnis lyginant su U937 monocity egzosomomis. Kiekybiskai
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jvertinta, kad U937 sekretuojamose egzosomose CD9 zymens Kiekis 1 pg egzosomy baltymo yra
35,41 = 1,53 pg, kai tuo tarpu, HMC-3 egzosomy méginyje CD9 kiekis yra net 116,47 = 1,03 pg.
Vertinant CD81 zymens Kiekj nustatyta, kad U937 monocity egzosomose $io baltymo raiska yra
27,86 % 2,36 pg, 0 HMC-3 mikroglijos egzosomose — 180,98 + 2,02 pg (23 pav.).
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23 pav. U937 monocity ir HMC-3 mikroglijos egzosomy specifiniy zymeny kiekiai, nustatyti
imunofermentiniu ELISA metodu. ** zymi statistiskai reik§mingg skirtumg lyginant su CD9
zymens kiekiu U937 egzosomose, kai p < 0,001; * zymi statistiskai reikSmingg skirtumg lyginant su
CD9 zymens kiekiu U937 egzosomose, kai p < 0,01; ## zymi statistiskai reikS§minga skirtuma
lyginant su CD81 zymens kiekiu HMC-3 egzosomose, kai p < 0,001. N = 3

HMC-3 mikroglijos egzosomy validacija pagal CD9 Zymenj taip pat buvo apraSoma Sanjay Kumar
ir jo bendraautoriy mokslingje publikacijoje [86]. Jie atliko HMC-3 isgryninty egzosomy analiz¢ Dot
Blot metodu (tai paprastesné Western Blot analizés versija) ir identifikavo CD9 zymens raiskg. Taip
pat analizuojant BV2 imortalizuotos pelés mikroglijos linijos produkuojamas egzosomas buvo
nustatyti ir CD9 [87], ir CD81 zymenys [88]. CD81 zymens raiska U937 monocity egzosomose buvo
identifikuota Western Blot metodu Sanjana Haque su kolegomis [85] atliktuose tyrimuose.

3.2.3. 1 imuniniy lasteliy egzosomas jterpto temozolomido ir doksorubicino hidrochlorido
kiekio jvertinimas

PrieSvéziniai medikamentai ] imuniniy lgsteliy egzosomy sudét] buvo jterpiami taikant
elektroporacijos metoda. Elektroporacijos parametry pasirinkimui buvo iSanalizuota keletas
literatiiros Saltiniy. Remiantis ziniomis, jog didesniy objekty membranose poroms susiformuoti reikia
mazesnio elektrinio lauko stiprio nei mazesniy daleliy membrany permeabilizavimui [89] bei N.
Lamichhane su kolegomis [90] atliktais egzosomy elektroporacijos eksperimenty parametrais, miisy
tyrimuose buvo pasirenkamas dvigubas 400V pulsas.
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Imuniniy lasteliy egzosomose jterptas vaistas buvo nustatomas ESC metodu, jo kiekj vertinant pagal
gautos chromatografinés smailés plota, arba fluorescenciniu metodu, iSmatuojant egzosomy
preparato fluorescencijos intensyvumg. Tipiné HMC-3 ir U937 egzosomy méginiy su TMZ
chromatograma pateikiama 24 paveikslélyje, 0 su DOX — 25 paveikslélyje.
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24 pav. HMC-3 mikroglijos ir U937 monocity egzosomy su jterptu temozolomidu tipiné
chromatograma vaisto kiekiui nustatyti. A = 330 nm; Rt = 11,500 min.
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25 pav. HMC-3 mikroglijos ir U937 monocity egzosomy su jterptu doksorubicino hidrochloridu
tipiné chromatograma vaisto kiekiui nustatyti. A = 233 nm; Rt = 21,840 min.
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Gauti rezultatai, pateikti 3 lenteléje, rodo, kad HMC-3 mikroglijos egzosomy preparate po
elektroporacijos TMZ koncentracija yra 40,393 + 0,47 pg/ml, 0 U937 egzosomy méginyje — 1,422 +
0,054 pg/ml. Imuniniy lgsteliy egzosomose jterpto DOX koncentracija buvo jvertinama ir
chromatografiniu metodu, ir pagal skleidziama fluorescencijos intensyvumg. Chromatografiskai
nustatyta, kad HMC-3 mikroglijos egzosomy preparate po elektroporacijos jterpto DOX
koncentracija yra 2,415 £ 0,010 pg/ml, 0 U937 monocity egzosomy méginyje — 0,480 + 0,008 pg/ml.
Pagal fluorescencijg jvertinta DOX koncentracija egzosomose skyrési nezymiai nuo koncentracijos,
nustatytos chromatografiniu btdu. Jvertinta, kad HMC-3 mikroglijos méginiuose po elektroporacijos
DOX koncentracija yra 1,97 £ 0,31 pg/ml, o U937 monocity egzosomose — 0,43 + 0,063 pg/ml.

ApskaiCiuojant vaisto jterpimo j egzosomas efektyvumg, pradiné vaisto koncentracija, panaudota
elektroporacijoje, buvo prilyginama 100 % , o jvertinus vaisto koncentracija egzosomose po
elektroporacijos buvo nustatoma, kokia procentiné dalis laisvo vaisto pateko j egzosomas (zr. 2.12.).
I HMC-3 mikroglijos egzosomas jterpto TMZ efektyvumas yra 26,9 %, o DOX — 1,61 %, vertinant
chromatografiskai nustatytag vaisto koncentracija arba 1,31 %, vertinant pagal fluorescencijos
intensyvuma gautg koncentracija. Vaisto jterpimo efektyvumas j U937 monocity egzosomas yra
maziau efektyvus, lyginant su HMC-3 mikroglijos egzosomomis. Apskaic¢iuota, kad j monocity
egzosomas jterpto TMZ efektyvumas yra 0,28 %, o DOX — 0,1 % (DOX jterpimo efektyvumo
vertinime naudojant pagal fluorescencijos intensyvuma gauta koncentracijg procentiné dalis keiCiasi
nezymiai — 0,09 %, 3 lentel¢).

Pagal egzosomose nustatyta vaisto koncentracija, buvo apskaiciuojamas jo kiekis, tenkantis 1 g
egzosomy baltymo. Nustatyta, kad po elektroporacijos 1 pug HMC-3 egzosomy baltymo tenka
8976,22 ng TMZ ir 536,67 ng DOX (pagal fluorescencinj vertinimg — 437,78 ng DOX), 0 1 ug U937
egzosomy baltymo — 94,8 ng TMZ ir 32 ng DOX (pagal fluorescencinj vertinimg — 28,67 ng DOX, 3
lentelé).

3 lentelé. Priesvézinio vaisto jterpimo | imuniniy lgsteliy egzosomas efektyvumo rodikliy
palyginimas. Lenteléje pateikiami trijy matavimy vidurkiai su standartiniu nuokrypiu (SN). DOXsiyor.
— DOX Kkiekio vertinimas egzosomose fluorescenciniu metodu. * zymi statistiskai reikSminga
skirtumg lyginant su TMZ kiekiu, tenkanc¢iu 1 pg HMC-3 egzosomy baltymo, kai p < 0,001; * zymi
statistiSkai reikSmingg skirtumg lyginant su DOX kiekiu, tenkanciu 1 pg U937 egzosomy baltymo,
kai p <0,001; # zZymi statistiSkai reikSmingg skirtumg lyginant su TMZ jterpimo efektyvumu j HMC-
3 egzosomas, kai p < 0,001; ~ zymi statistiskai reik§mingg skirtuma lyginant su jterpimo efektyvumu
1 U937 egzosomas, kai p < 0,001

Egzosor_nq_ Vaisto . Nustatyta jterpto Vaisto kiekis,
baltymo kiekis, koncentracija, . . .
valsto tenkantis 1 pg Iterpimo
naudotas naudota .
. - koncentracija + egzosomy efektyvumas (%)
elektroporacijoje | elektroporacijoje SN (ug/ml) baltymo (ng)
() (kg/ml)
HMC-3 U937 HMC-3 U937 HMC-3 U937 HMC-3 U937 HMC-3 U937
T™Z 40,393 | 1,422 + * A #~
+ 0,47 0,054 | 8976,22 94,8 26,9 0,28
DOX 2415+ | 0480+ | L, A #~
45 15 150 500 0,010 0,008 | 536,67 32 1,61 0,1
DO Xfiuor. 1,97+ 0,43 + * A #~
0,31 0,063 | 437,78 28,67 1,31 0,09
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Giuseppe Toffoli su kolegomis [91] taip pat pritaiké elektroporacijos metoda DOX jterpimui |
7mogaus storosios zarnos bei kriities véZio lasteliy linijy produkuojamas egzosomas. Siy mokslininky
iterpto DOX | egzosomy sudéti efektyvumas sieké 1,5%. Tai sutampa su misy tyrimuose nustatytu
DOX pakrovimo efektyvumu j mikroglijos egzosomas. Hosna Gomar su grupe [92] atliktas DOX
iterpimas elektroporacijos biidu j mezenchimos kamieniniy lgsteliy egzosomas buvo efektyvesnis ir
sieké 13%. Skirtingy Igsteliy linijy produkuojamos egzosomos pasizymi skirtingomis savybémis, tai
lemia, jog DOX jterpimo ] egzosomas efektyvumas varijuoja tarp skirtingy egzosomy tipy.

3.3. Egzosomose jkapsuliuoty vaisty efektyvumo tyrimas panaudojant 3D glioblastomos modelj

3.3.1. Imuniniy lasteliy egzosomose jterpto temozolomido poveikis glioblastomos lasteliy
metaboliniam aktyvumui kultivuojant 3D aplinkoje

Imuniniy lasteliy egzosomose jterpto TMZ poveikis glioblastomos metaboliniam aktyvumui buvo
jvertinamas naudojant resazurino-rezorufino metaboliniams virsmams jautry PrestoBlue daza.
Suformuotas ir tarplgsteliniame uzpilde Geltrex™ kultivuojamas glioblastomos 3D modelis 72 val.
buvo veikiamas natyviomis HMC-3 mikroglijos bei U937 monocity egzosomomis (5 pg/ml) ir HMC-
3 mikroglijos bei U937 monocity egzosomomis, kuriy sudétyje buvo jterptas TMZ (5 pg/ml). Taip
pat buvo stebimas laisvo TMZ poveikis glioblastomos sferoidams. Laisvo TMZ koncentracijos buvo
parenkamos atsizvelgus i egzosomy sudétyje po elektroporacijos jterpto vaisto kiekj: HMC-3
mikroglijos egzosomy atveju tai 40 pg/ml, o U937 monocity egzosomy — 1,5 pg/ml. Kontroliniy,
nepaveikty lgsteliy metabolinis aktyvumas buvo prilygintas 100 %, 0 kituose meginiuose iSmatuotas
lasteliy suminis metabolinis aktyvumas buvo isreikstas kontrolés procentais.

Gauti rezultatai rodo (26 pav.), kad po 72 val. poveikio natyvios HMC-3 mikroglijos egzosomos
reik§mingai sumazina glioblastomos Igsteliy, kultivuojamy 3D aplinkoje, metabolinj aktyvuma iki 79
% * 4 %. Veikiant tokiomis pac¢iomis egzosomomis su jose jterptu TMZ, Iasteliy gyvybiniai rodikliai
statistiSkai reikSmingai sumazéja iki 66 % + 5 %. Poveikis laisvu TMZ (40 pg/m) lasteliy metabolinj
aktyvumg sumazina iki 76 % + 7 %. HMC-3 egzosomose jterptas TMZ lyginant su laisvo TMZ
poveikiu glioblastomos metabolinio aktyvumo statistiskai reik§mingai neveikia, ta¢iau matoma, jog
didesné laisvo vaisto koncentracija veikia panasiai kaip ir jterpta egzosomose.

Be to, glioblastomos lasteliy, kultivuojamy sferingje biisenoje, metabolinis aktyvumas reik§mingai
sumazéja iki 82 % * 10 % paveikus natyviomis U937 monocity egzosomomis. PanaSy poveikj sukelia
ir U937 monocity egzosomos, kuriose jterptas TMZ (77 % + 7 %). Vertinant laisvo TMZ (1,5 pg/ml)
poveikj glioblastomos lgsteléms, reik§mingy poky¢iy lyginant su kontrole nenustatyta (100 % + 4 %).
Gauti rezultatai rodo, jog monocity egzosomose jterpto TMZ poveikis glioblastomos Igsteliy
gyvybiniams rodikliams reik§mingai nesiskiria lyginant su laisvu TMZ, ta¢iau matyti, kad egzosomos
padidina mazesniy TMZ koncentracijy poveikj (26 pav.).

Taip pat palygintas HMC-3 mikroglijos ir U937 monocity egzosomy su TMZ poveikis glioblastomos
lasteliy gyvybingumui. HMC-3 mikroglijos egzosomos su TMZ glioblastomos metabolizmg mazina
labiau (66 % = 5 %) nei U937 monocity egzosomos, kuriose jterptas TMZ (77 % £ 7 %), taiau
statistiSkai patikimo skirtumo néra (26 pav.). Tikétina, kad mikroglijos egzosomos, kuriy sudétyje
yra TMZ, labiau slopina glioblastomos metabolinj aktyvuma dél didesnio TMZ kiekio, jterpto |
pusleles vykdant elektroporacija.
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26 pav. HROG-36 lasteliy, kultivuojamy 3D aplinkoje, metabolinio aktyvumo poky¢iai paveikus
imuniniy lasteliy egzosomomis su jterptu temozolomidu. Poveikio vertinimas atliktas po 72 val.
inkubacijos su natyviomis HMC-3 mikroglijos bei U937 monocity egzosomomis (5 pg.ml); su
HMC-3 mikroglijos ir U937 monocity egzosomomis, kuriose buvo jterptas TMZ (5 pg/ml); su
TMZ 40 pg/ml (pagal nustatyta pakrovimo kiekj HMC-3 egzosomose) bei 1,5 pg/ml (pagal
nustatyta pakrovimo kiekj U937 egzosomose). Rezultatai pateikiami kaip procentiniai vidurkiy
poky¢iai nuo kontrolés su standartiniais nuokrypiaiS. * Zymi statistiSkai reikSminga skirtuma
lyginant su kontrole, kai p < 0,05; ** Zymi statistiSkai reik§mingg skirtumg lyginant su kontrole, kai
p<0001.N=3

Wolfgang Wick su grupe [93] taip pat nustaté laisvo TMZ poveikj U87 glioblastomos lgsteliy,
auginamy 3D modelyje, gyvybingumui. Mokslininky rezultatai parodé, kad glioblastomos sferoido
gyvybingumas po 24 val. sumazéjo iki 80 % paveikus 125 pM TMZ (t.y. 24,25 pg/ml) ir iki 50 %
paveikus 250 UM TMZ (t.y. 48,5 pg/ml). Ryskesnis laisvo TMZ poveikis aprasytoje publikacijoje
gali biiti susijes su trumpesne inkubacija. Samira Borhani su kolegomis [94] nustaté, kad inkubuojant
su TMZ ilgiau nei 24 val. vaisto citotoksinis poveikis U87 glioblastomos lasteléms mazéja dél
lasteléje pradedanciy veikti savireparacijos mechanizmy. Siy mokslininky gauti rezultatai parode¢, jog
po 24 val. glioblastomos inkubacijos su 1000 pM (t.y. 164 pug/ml) TMZ, lasteliy gyvybingumas
sumazéjo iki 60 %, 0 tegsiant inkubacija iki 72 val. tokia pati TMZ koncentracija lasteliy gyvybinguma
sumazino tik iki 90 %.

Antonietta Arcella su grupe [95] sukonstravo liposomas, kuriy sudétyje jterpé TMZ ir palygino Siy
pusleliy daromg poveikj U87 glioblastomos Igsteliy gyvybingumui su tiesioginiu TMZ poveikiu. Jy
rezultatai parodé, kad po 72 val. inkubacijos liposomose jterptas TMZ turéjo stipresnj poveikj
glioblastomos gyvybingumui nei laisvas TMZ.
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3.3.2. Imuniniy 13steliy egzosomose jterpto doksorubicino hidrochlorido poveikis glioblastomos
lasteliy metaboliniam aktyvumui kultivuojant 3D aplinkoje

Panaudojant fluorescuojantj PrestoBlue dazg buvo jvertintas imuniny lIgsteliy egzosomose jterpto
DOX poveikis HROG-36 glioblastomos lasteliy, auginamy sferinéje biisenoje, metaboliniam
aktyvumui. Suformuotas glioblastomos 3D modelis 72 val. buvo inkubuojamas su HMC-3
mikroglijos ir U937 monocity natyviomis egzosomomis (5 pg/ml) bei su HMC-3 mikroglijos ir U937
monocity egzosomomis, Kuriy sudétyje buvo jterptas DOX (5 pg/ml). Siekiant palyginti egzosomose
jterpto DOX poveikio efektyvuma, glioblastomos lastelés taip pat buvo veikiamos laisvu DOX,
taikant koncentracijas, kurios buvo nustatytos egzosomose po elektroporacijos (HMC-3 egzosomose
2 pg/ml, o U937 egzosomose 0,5 pg/ml). Kontroliniy, nepaveikty vaistais ar egzosomomis
glioblastomos sferoidy metabolinis aktyvumas prilygintas 100%, o laisvu ir egzosomose jkapsuliuotu
DOX paveikty lasteliy metabolinis aktyvumas isreikstas kontrolés procentais.

Po 72 val. inkubacijos su natyviomis HMC-3 egzosomomis, glioblastomos lasteliy gyvybingumas
reik§mingai sumazéja iki 79 % £ 4 %, o HMC-3 egzosomos su jterptu DOX glioblastomos
gyvybinguma sumazina dar iki 60 % % 2 %. Laisvo DOX (2 pg/ml) poveikis sumazina Igsteliy
metabolinj aktyvuma iki 26 % * 2 %. Tai rodo, jog laisvo DOX sukeliamas poveikis yra reik§mingai
didesnis nei DOX, jterpto egzosomose (27 pav.). Mokslinéje literattiroje galima pamatyti tyrimus, kai
egzosomos, Kuriy struktiiroje buvo jterptas DOX, sukélé prieSingg poveikj ir sumazino glioblastomos
lasteliy gyvybinius rodiklius labiau nei veikiant laisvu DOX [96].

Pateiktame grafike (27 pav.) taip pat matoma, kad natyvios U937 egzosomos sumazina glioblastomos
lasteliy gyvybinguma iki 82 % + 10 %. Tuo tarpu, veikiant U937 monocity egzosomomis, kuriose
jterptas DOX, glioblastomos gyvybiniai rodikliai sumazéja dar iki 55 % + 7 % ir reikSmingai skyriasi
lyginant tiek su kontrole, tiek su natyviomis monocity egzosomomis. Po inkubacijos su laisvu DOX
(0,5 png/ml), glioblastomos metabolinis aktyvumas mazéja iki 47 % + 1 %, taciau statistiSkai pokytis
tarp laisvo ir egzosomose jterpto DOX poveikio yra nereik§mingas.

Palyginus HMC-3 mikroglijos (60 % * 2 %) ir U937 monocity (55 % + 7 %) egzosomy su jterptu
DOX daromg poveikj glioblastomos sferoidams, matoma, kad lasteliy gyvybingumo slopinimas
reik§mingai nesiskiria ir yra panasus abiem atvejais (27 pav.).
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27 pav. HROG-36 lasteliy, kultivuojamy 3D aplinkoje, metabolinio aktyvumo poky¢iai po poveikio
imuniniy Igsteliy egzosomomis su jterptu doksorubicino hidrochloridu. Poveikio vertinimas atliktas
po 72 val. inkubacijos su natyviomis HMC-3 mikroglijos bei U937 monocity egzosomomis (5
pg/ml); su HMC-3 mikroglijos ir U937 monocity egzosomomis, kuriose buvo jterptas DOX (5
pg/ml); su DOX 2 pg/ml (pagal nustatyta pakrovimo kiekji HMC-3 egzosomose) bei 0,5 pg/ml
(pagal nustatytg pakrovimo kiekj U937 egzosomose). Rezultatai pateikiami kaip procentiniai
vidurkiy poky¢iai nuo kontrolés su standartiniais nuokrypiais. * Zymi statistin} patikimuma lyginant
su kontrole, kai p < 0,05; ** zymi statistiskai reik§mingg skirtuma lyginant su kontrole, kai p <
0,001; # zymi statistiSskai reik§mingg skirtumg lyginant su DOX 0,5 pg/ml, kai p < 0,01; + Zymi
statistiSkai reik§Smingg skirtumg lyginant su DOX 2 pg/ml, kai p <0,001; * zymi statistiskai
reik§mingg skirtumg lyginant su natyviomis HMC-3 egzosomomis, kai p < 0,05; ~ Zymi statistiSkai
reik§mingg skirtuma lyginant su natyviomis U937 egzosomomis, kai p < 0,05. N =3

Elizabeth Graham-Gurysh su kolegomis [97] nustaté panasy laisvo DOX poveikj glioblastomos
lasteléms. Mokslininkai parod¢, kad po 48 val. inkubacijos su 0,8 uM (t.y. 0,47 pg/ml) laisvo DOX
LN-18 glioblastomos linijos gyvybingumas sumaz¢jo iki 50 %. Simone Pisano su grupe [98] taip pat
panaudojo monocity egzosomas kaip DOX pernesimo sistemas j navikinj audinj ir palygino véziniy
lasteliy gyvybingumga veikiant laisvu ir egzosomose jterptu DOX. Siy eksperimenty metu buvo
nustatyta, kad monocity egzosomose jterptas DOX sukélé didesn; vézZiniy lasteliy gyvybingumo
rodikliy slopinima nei laisvas DOX.

3.3.3. Imuniniy lasteliy egzosomose jterpto temozolomido poveikis glioblastomos Ilasteliy
migracijai kultivuojant 3D aplinkoje

Glioblastomai naturaliai budinga invazija j aplinkinius audinius — tai pagrindinis §io naviko bruozas,
sunkinantis gydymo procesa. Suformuotas glioblastomos 3D modelis 72 val. buvo veikiamas HMC-3
mikroglijos ir U937 monocity egzosomomis su TMZ (5 pug/ml). Palyginimui sferoidai buvo veikiami
HMC-3 ir U937 natyviomis egzosomomis (5 pg/ml) bei laisvu tos pacios koncentracijos TMZ.
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Siekiant jvertinti HROG-36 glioblastomos migracijos potencialg, S$viesinio mikroskopo vaizdo
nuotraukose buvo matuojamas lgsteliy pasklidimo plotas aplink sferoidg. Reprezentaciniai
glioblastomos migracijos pokyciai paveikus U937 egzosomose jterptu TMZ vaizduojami 28
paveikslélyje, 0 paveikus HMC-3 egzosomose jterptu TMZ — 29 paveikslélyje.

U937
Kontrole U937 egzosomos egzosomos su TMZ

28 pav. Reprezentaciniai HROG-36 lasteliy, kultivuojamy 3D aplinkoje su U937 monocity
egzosomose jterptu temozolomidu, vaizdai. Glioblastomos 3D modelis 72 val. buvo veikiamas
natyviomis U937 egzosomomis (5 pg/ml), U937 egzosomomis su jterptu TMZ (5 ug/ml) bei TMZ
(1,5 pg/ml — pagal nustatyta pakrovimo kiekj U937 egzosomose). Mastelis nuotraukose — 100 pm

HMC-3 HMC-3
Kontrole €gz0osomos egzosomos su TMZ

h ---

29 pav. Reprezentaciniai HROG-36 lasteliy, kultivuojamy 3D aplinkoje su HMC-3 mikroglijos
egzosomose jterptu temozolomidu, vaizdai. Glioblastomos 3D modelis 72 val. buvo veikiamas
natyviomis HMC-3 egzosomomis (5 pug/ml), HMC-3 egzosomomis su jterptu TMZ (5 pg/ml) bei
TMZ (40 pg/ml — pagal nustatyta pakrovimo kiekji HMC-3 egzosomose). Mastelis nuotraukose —
100 pm

T™Z
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Gauti duomenys rodo, kad glioblastomos lgsteliy migracijos plotas po 72 val. poveikio natyviomis
HMC-3 mikroglijos egzosomomis reik§mingai sumazéja nuo 3,27 + 0,22 mm? iki 0,84 + 0,23 mm?,
o tokios pacios egzosomos su TMZ migracijos plota sumazina dar iki 0,52 + 0,02 mm?. Laisvas 40
ng/ml TMZ lasteliy migracijos nuo sferoido plota sumazina panasiai kaip ir egzosomose jterptas
TMZ (0,36 + 0,32 mm?), bet reikmingai maZiau nei natyvios mikroglijos egzosomos (30 pav.).

Natyvios U937 monocity egzosomos taip pat reik§mingai mazina glioblastomos lgsteliy migracijos
plotg iki 1,08 *+ 0,34 mm?. Pateiktame rezultaty grafike matoma, jog monocity egzosomos su TMZ
migracijos plota mazina dar per puse (0,59 + 0,02 mm?). Laisvas TMZ (1,5 pg/ml) taip pat slopina
glioblastomos invazyvuma ir veikia panasiai kaip natyvios egzosomos (0,81 + 0,22 mm?). Taigi,
monocity egzosomose jterptas TMZ reikSmingai daugiau slopino glioblastomos invazyvuma nei
laisvas TMZ (30 pav.).

Lyginant HMC-3 mikroglijos ir U937 monocity egzosomy su jterptu TMZ poveikj glioblastomos
lasteliy migracijai, galima matyti, jog mikroglijos egzosomose jterptas vaistas glioblastomos
invazyvumag slopina reik§mingai daugiau nei monocity egzosomose esantis TMZ (30 pav.). Tikétina,
kad rySkesnis HMC-3 mikroglijos egzosomy poveikis yra susijes su didesniu j egzosomas jterptu
TMZ kiekiu.
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30 pav. HROG-36 lgsteliy, kultivuojamy 3D aplinkoje, migracijos poky¢iai po poveikio imuniniy
lasteliy egzosomomis su jterptu temozolomidu. Poveikio vertinimas atliktas po 72 val. inkubacijos
su natyviomis HMC-3 mikroglijos bei U937 monocity egzosomomis (5 pg/ml); su HMC-3
mikroglijos ir U937 monocity egzosomomis, kuriose buvo jterptas TMZ (5 pug/ml); su TMZ
40 pg/ml (pagal nustatyta pakrovimo kieki HMC-3 egzosomose) bei 1,5 pg/ml (pagal nustatyta
pakrovimo kiekj U937 egzosomose). ** Zymi statistiS$kai reik§mingg skirtumg lyginant su kontrole,
kai p < 0,001; # zymi statistiSkai reik§mingg skirtumg lyginant su TMZ 40 pg/ml, kai p < 0,05;

+ zymi statistiskai reikSmingg skirtumg lyginant su TMZ 1,5 pg/ml, kai p < 0,01; * zymi statistiskai
reik§mingg skirtumg lyginant su HMC-3 egzosomomis su TMZ, kai p < 0,05. N = 3
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Diana Matias [99] atliktuose glioblastomos migracijos poky¢iy po poveikio laisvu TMZ tyrimuose
taip pat galima matyti lasteliy invazyvumo slopinimg. Mokslininké su kolegomis poveikiui stebeéti
panaudojo panaSios koncentracijos TMZ (200 uM, ty. 38,8 pg/ml) ir praéjus 24 val. nustaté
migracijos sumazéjima iki 70%. Misy gautuose rezultatuose matomas rySkesnis laisvo TMZ
poveikis, galimai dél pasirinktos ilgesnés poveikio trukmes.

3.3.4. Imuniniy Igsteliy egzosomose jterpto doksorubicino hidrochlorido poveikis glioblastomos
lasteliy migracijai kultivuojant 3D aplinkoje

Glioblastomos lasteliy, kultivuojamy 3D aplinkoje, invazyvumas buvo vertinamas pagal lgsteliy
migracijos plota. Suformuotas ir Geltrex™ tarplasteliniame uzpilde auginamas glioblastomos
sferoidas 72 val. buvo inkubuojamas su nattiraliomis HMC-3 mikroglijos ir U937 monocity
egzosomomis (5 pg/ml) bei HMC-3 mikroglijos ir U937 monocity egzosomomis, kuriose vykdant
elektroporacijg buvo jterptas DOX (5 pg/ml). Glioblastomos 3D modelis taip pat buvo tiesiogiai
veikiamas tos pacios koncentracijos laisvu DOX. Palyginimui su HMC-3 mikroglijos egzosomomis,
sferoidai buvo inkubuojami su 2 pg/ml DOX, o palyginimui su U937 monocity egzosomomis su 0,5
ug/ml DOX. Natiralus HROG-36 glioblastomos lgsteliy migracinis aktyvumas buvo vertinamas
pagal tiriamaisiais méginiais nepaveikto sferoido migracijos plotg (kontrolé¢). U937 monocity
egzosomose jterpto DOX reprezentatyvus poveikis pateikiamas 31 paveikslélyje, o HMC-3
€gz0osomos egzosomos su DOX

mikroglijos egzosomose jterpto DOX — 32 paveikslélyje.
DOX

31 pav. Reprezentaciniai HROG-36 lgsteliy, kultivuojamy 3D aplinkoje su U937 monocity
egzosomose jterptu doksorubicino hidrochloridu, vaizdai. Glioblastomos 3D modelis 72 val. buvo
veikiamas natyviomis U937 egzosomomis (5 pug/ml), U937 egzosomomis su jterptu DOX (5 pg/ml)
bei DOX (0,5 pg/ml — pagal nustatyta pakrovimo kiekj U937 egzosomose). Mastelis nuotraukose —
100 pm

U937 U937
Kontrolé

Oh

72 h



HMC-3
Kontrole HMC-3 egzosomos egzosomos su DOX

. ---

72 h

32 pav. Reprezentaciniai HROG-36 lasteliy, kultivuojamy 3D aplinkoje su HMC-3 mikroglijos
egzosomose jterptu doksorubicino hidrochloridu, vaizdai. Glioblastomos 3D modelis 72 val. buvo
veikiamas natyviomis HMC-3 egzosomomis (5 pg/ml), HMC-3 egzosomomis su jterptu DOX
(5 pg/ml) bei DOX (2 pg/ml — pagal nustatyta pakrovimo kiekji HMC-3 egzosomose). Mastelis
nuotraukose — 100 pm

33 paveikslélyje pateiktame grafike matoma, jog natiiraliai HMC-3 mikroglijos sekretuojamos
€gz0somos mazina glioblastomos lasteliy migracijos plota nuo 3,27 £ 0,22 mm? iki 0,84 + 0,23 mm?.
Nustatytas natyviy mikroglijos egzosomy slopinantis poveikis glioblastomos Iasteliy migracija
atkartoja Alfonso Grimaldi su grupe [100] gautus rezultatus. Inkubacija su HMC-3 egzosomomis,
kuriose jterptas DOX, taip pat reik§mingai mazina nuo sferoido numigravusiy lasteliy plota iki 0,36
+ 0,13 mm?. Taciau tiesioginis poveikis 2 pg/ml DOX sukelia migracijos ploto sumazéjima net iki
0,1 £ 0,01 mm?, todél toks Iasteliy invazyvumo nuslopinimas yra reikimingai didesnis nei natyviy ar
DOX sudétyje turin¢iy mikroglijos egzosomy.

Po 72 val. inkubacijos tiek natyvios U937 monocity egzosomos, tick U937 monocity egzosomos,
kuriose jterptas DOX, reik§mingai sumazina glioblastomos lasteliy migracijos plota. Analizuojant
gautus rezultatus matoma, kad monocity egzosomos glioblastomos migracijos plota mazina iki 1,08
+ 0,34 mm?, 0 egzosomos su DOX tris kartus labiau. Lyginant U937 monocity egzosomy poveikj su
laisvo DOX (0,5 pg/ml) poveikiu matoma, jog laisvas DOX glioblastomos migracijos plota sumazina
tik iki 1,47 + 0,13 mm?. Tai rodo, kad monocity egzosomose jterptas vaistas efektyviau mazina
glioblastomos lgsteliy invazyvuma nei veikdamas laisvas (33 pav.).
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33 pav. HROG-36 lgsteliy, kultivuojamy 3D aplinkoje, migracijos poky¢iai po poveikio imuniniy
lasteliy egzosomomis su jterptu doksorubicino hidrochloridu. Poveikio vertinimas atliktas po
72 val. inkubacijos su natyviomis HMC-3 mikroglijos bei U937 monocity egzosomomis (5 pg/ml);
su HMC-3 mikroglijos ir U937 monocity egzosomomis, kuriose buvo jterptas DOX (5 pg/ml); su
DOX 2 ug/ml (pagal nustatytg pakrovimo kiekj HMC-3 egzosomose) bei 0,5 pug/ml (pagal nustatyta
pakrovimo kiekj U937 egzosomose). ** Zymi statistiSkai reik§minga skirtumg lyginant su kontrole,
kai p <0,001; # zymi statistiSkai reik§mingg skirtumg lyginant su DOX 2 pg/ml, kai p < 0,05;
## zymi statistiSkai reik§mingg skirtumg lyginant su DOX 2 pg/ml, kai p < 0,01; + zymi statistiskai
reik§mingg skirtuma lyginant su DOX 0,5 pg/ml, kai p < 0,01; * zymi statistiskai reikSmingg
skirtumg lyginant su natyviomis HMC-3 egzosomomis, kai p < 0,05; ~ zymi statistiskai reikSminga
skirtumg lyginant su natyviomis U937 egzosomomis, kai p < 0,05. N =3

3.4. Rezultaty apibendrinimas

Sio darbo metu panaudojant zmogaus glioblastomos HROG-36 lasteliy linija buvo suformuotas ir
tarplgsteliniame uzpilde kultivuojamas 3D modelis. Sudarytuose 376 + 20 um dydzio glioblastomos
sferoiduose taikant imunohistocheminj dazyma identifikuoti hipoksiniai regionai.

Egzosomos, reikalingos vaisto pateikimui, buvo iSskirtos polimerinés precipitacijos metodu i§ U937
monocity ir HMC-3 mikroglijos Zmogaus Igsteliy linijy. ISgryninty egzosomy méginiai buvo
charakterizuojami pagal dydj ir specifinius zymenis. U937 monocity egzosomy méginyje daugiausiai
daleliy buvo 120 nm dydzio, o HMC-3 mikroglijos egzosomy méginyje — 91 nm bei 141 nm. Tiek
U937 monocity, tieck HMC-3 mikroglijos egzosomy méginiuose buvo aptikti egzosomoms specifiski
CD9 ir CD81 zymenys. Nustatyta, kad HMC-3 mikroglijos egzosomose CD9 Zymens raiska yra tris
kartus, 0 CD81 $esis kartus didesné lyginant su U937 monocity egzosomomis.

Priesvéziniai medikamentai TMZ ir DOX j imuniniy lgsteliy egzosomas buvo jterpti elektroporacijos
metodu. Egzosomose jterpto TMZ ir DOX koncentracija buvo jvertinta chromatografiniu metodu
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(DOX koncentracija papildomai apskai¢iuota ir pagal fluorescencijos intensyvumg). Nustatyta, kad
po elektroporacijos 1 pg HMC-3 egzosomy baltymo tenka 8976,22 ng TMZ ir daugiau nei deSimt
karty mazesnis kiekis DOX, 0 1 pg U937 egzosomy baltymo — 94,8 ng TMZ ir tris kartus maziau
DOX. Vaisto jterpimas j mikroglijos egzosomas yra efektyvesnis lyginant su monocity egzosomomis.
Didesnis efektyvumas stebimas jterpiant TMZ, 0 mazesnis — DOX.

Egzosomose jkapsuliuoty vaisty efektyvumo tyrimai buvo atlikti panaudojant 3D glioblastomos
modelj. U937 monocity ir HMC-3 mikroglijos egzosomos su jterptu vaistu po 72 val. reikSmingai
sumazino glioblastomos lasteliy metabolinj aktyvumg. U937 monocity ir HMC-3 mikroglijos
egzosomy su TMZ poveikio efektyvumas buvo panasus lyginant su natyviomis egzosomomis ir
laisvu TMZ. U937 monocity ir HMC-3 mikroglijos egzosomos su DOX veiké efektyviau uz natyvias
egzosomas, bet maziau efektyviai nei laisvas DOX.

Taip pat buvo jvertinti glioblastomos lasteliy invazyvumo tarplasteliniame uzpilde pokyc¢iai. HMC-3
mikroglijos egzosomos su TMZ glioblastomos lasteliy migracija mazino panasiai kaip ir natyvios
egzosomos bei laisvas TMZ. U937 monocity egzosomos su TMZ glioblastomos Igsteliy migracija
slopino panasiai kaip ir natyvios egzosomos, bet efektyviau nei laisvas TMZ. HMC-3 mikroglijos
egzosomos su TMZ glioblastomos lasteliy migracija slopino efektyviau nei U937 monocity
egzosomos su TMZ. HMC-3 mikroglijos egzosomos su DOX glioblastomos lgsteliy migracija
slopino efektyviau nei natyvios egzosomos, taciau maziau efektyviai nei laisvas DOX. U937
monocity egzosomos su DOX glioblastomos lgsteliy migracija slopino efektyviau nei natyvios
egzosomos ar laisvas DOX.

3.5. Rekomendacijos tolesniems tyrimams

1. Atliktuose tyrimuose buvo pasirinkta lyginti tos pacios pakrauty skirtingy Iasteliy egzosomy
koncentracijos poveikj nepriklausomai nuo vaisto jterpimo efektyvumo. Vykdant tolesnius
tyrimus rekomenduojama palyginti ir tos pacios koncentracijos vaisto skirtingy Iasteliy
egzosomose poveikj.

2. Egzosomy skvarbai | tarplastelin] uzpilda ir jkapsuliuotuose sferoiduose esancias lgsteles
nustatyti reikalingi papildomi tyrimai su Zymeétomis egzosomomis.

3. Sukurtg 3D glioblastomos modelj rekomenduojama toliau vystyti, jvedant daugiau in vivo
salygas atkartojanciy veiksniy, pavyzdziui, terpés judéjima.

4. Rekomenduojama egzosomy efektyvuma taip pat istirti ant chorionoalantojinés membranos
suformuotame vaskuliarizuotame glioblastomos modelyje.
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ISvados

Panaudojant zmogaus HROG-36 lasteliy linijg ir uzlgstelinio uzpildo hidrogelj Geltrex buvo
suformuotas glioblastomos 3D modelis su hipoksiniu gradientu.

Monocity egzosomoms buidingas dydis buvo apie 120 nm, o mikroglijos egzosomoms — apie
90 bei 140 nm. Ir monocity, ir mikroglijos egzosomose aptikta CD9 ir CD81 zZymeny raiska.
Elektroporacijos biidu j imuniniy lgsteliy egzosomas buvo jterpti prieSvéziniai medikamentai
temozolomidas ir doksorubicino hidrochloridas. Vaisty jterpimas j mikroglijos egzosomas
buvo efektyvesnis nei | monocity egzosomas. Didesnis jterpimo efektyvumas nustatytas
naudojant temozolomidg nei doksorubicino hidrochlorida.

Monocity ir mikroglijos egzosomos su jterptais prieSvéziniais medikamentais po 72 val.
reik§mingai sumazino hidrogelyje jkapsuliuotuose sferoiduose kultivuojamy glioblastomos
lasteliy metabolinj aktyvuma bei invazyvuma. Imuniniy Igsteliy egzosomos su temozolomidu
veiké pana$iai kaip natyvios egzosomos ir laisvas vaistas. Doksorubicino hidrochloridas
mikroglijos egzosomose metabolinj aktyvumg ir migracijg slopino labiau uz natyvias
egzosomas, bet maziau negu laisvas vaistas, o monocity egzosomose — labiau ir uz natyvias
egzosomas, ir uz laisva vaista.
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